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|. RESUMEN.

El chile serrano (Capsicum annuum L.) es una hortaliza de gran importancia en
México debido a su uso en la industria alimentaria y farmacéutica, destacandose por sus
componentes moleculares conocidos como capsaicinoides. El cultivo de tejidos vegetales
ofrece diferentes herramientas biotecnologicas para la regeneracion, propagacion,
conservacion 'y mejoramiento genético de estas plantas, basandose en la
totipotencialidad de las células vegetales, por lo cual la busqueda de los factores que
permitan modular las respuestas deseadas, en condiciones in vitro, son de gran interés
en la investigacion de este cultivo. Los reportes en la literatura sobre la regeneracion y
obtencion de cultivos transgénicos de Capsicum annuum L. son muy variados; sin
embargo, tienen una baja eficiencia en la transformacion y obtencion de plantas
transgénicas.

En esta investigacion se utilizé el explante de embridn cigotico, tanto maduro como
inmaduro, probando diferentes vias de regeneracion. Previamente se comprobd la
viabilidad de las semillas utilizadas para los diferentes experimentos al igual que el
método de desinfeccion para obtener cultivos asépticos. La via de regeneracion a través
de callo se manej6é en un medio N6P, el cual indujo y proliferé un callo friable con baja
oxidacion; la diferenciacion celular del callo se experimentdé con diferentes
concentraciones de BAP tras subcultivos periddicos y en presencia de sales MS y N6P,
diferencidndose una mayor cantidad de cloroplastos con BAP (3 mg/L) en medio MS,
pero sin la obtencidn de érganos, respuesta inhibida por la presencia 2,4-D (2 mg/L).

Por su parte, la busqueda de regeneracién via embriogénesis somética directa en
plantulas de chile serrano con 10 dias de desarrollo, a través de los medios MS y WPM
con diferentes compuestos organicos (CG, CW y Vitaminas R2) asi como una alta
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo (8%) y 2,4-D (2 mg/L), basados en la
literatura correspondiente, no genero los resultados esperados ya que en vez de formar
las estructuras embriogénicas deseadas solamente desarrollé callo en todos los
tratamientos.

Para el callo de chile serrano se definio el mejor momento para la transformacion
genética por biobalistica a través de una cinética de crecimiento, siendo entre el quinto y

el séptimo dia de subcultivo los mejores para bombardearlo. Se probaron diferentes




concentraciones de higromicina-B a través de una cinética de resistencia para causar la
muerte celular y utilizarse en la transformacién genética, siendo 25 mg/L la concentracion
letal. Los callos se bombardearon con el plasmido (pCAMBIA1302::FBP::GFP) y se
observo la expresion transitoria de GFP después de cinco y treinta dias de la
transformacion, siendo positiva en ambos ensayos, pero con la necrosis del callo después
de 120 dias en el agente de seleccion.

La transformacién genética de semillas también requiri6 de una cinética de
resistencia a higromicina-B, obteniendo que 15 mg/L causan la muerte del tejido vegetal.
Se bombardearon las semillas maduras con el plasmido (p)CAMBIA1302::FBP::GFP) bajo
dos medios de cultivo diferentes (MS-RD y N6P), observando la expresion positiva de
GFP tras cinco dias de la transformacion, sin embargo las plantas se necrosaron en su
totalidad en el agente de seleccién después de 32 dias de haber sido transformadas.
Respecto a las semillas inmaduras se bombarde6 con dos plasmidos
(pCAMBIA1302::FBP::GFP y pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP) en un medio MS-RD
y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de seleccién, obteniendo callo en las
semillas cultivadas tras cuatro meses de incubacion en el medio de seleccion asi como
algunas plantulas completas; tanto los callos obtenidos como las plantulas completas
fueron observadas en un microscopio confocal para revisar la expresion transitoria de
GFP tras 4 meses del bombardeo, siendo ausente en los callos pero si presentada en
todo el tejido observado de las plantas transformadas con el plasmido
pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4:.GFP.

En conclusion, la obtencibn de un protocolo de regeneracion in vitro para
Capsicum annuum L., ya sea via organogénesis 0 embriogénesis, no se logré bajo las
condiciones experimentales probadas, sin embargo se obtuvieron plantas de chile
serrano modificadas genéticamente tras bombardear directamente semillas inmaduras
con el plasmido pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP en un medio MS-RD con seleccién

en higromicina-B a una concentracion de 15 mg/L.




II. ANTECEDENTES.

2.1 Generalidades del chile serrano (Capsicum annuum L.).

El género Capsicum (Solanaceae) esta constituido por 30 especies
aproximadamente. México es considerado el centro de origen y domesticacion de
Capsicum, siendo una de las primeras plantas domesticadas en el continente americano,
destacando C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum y C. pubescens
(Mendoza, 2006).

El chile (Capsicum spp.) es uno de los cultivos mas importantes en México y su
utilizacién se remonta a la época precolombina, en donde se utilizaba como condimento.
En general, los diferentes chiles han jugado un papel importante como fuente de vitamina
C en las diferentes culturas americanas (Eshbaugh, 1970). Existen evidencias de que en
diferentes culturas esta hortaliza se ha utilizado como medicamento, castigo, moneda,
material de tributo, etc. (Long-Solis, 1998).

Algunas especies se destacan por tener frutos con sabor picante y agrio razén por
la cual la palabra Capsicum proviene del griego Kapso (Kaptein) que refiere al aroma
pungente y penetrante que tiene el chile. Este género comprende varias especies de
plantas, emparentadas con el tomate, la papa, el tabaco, el pepino, entre otros (Mendoza,
2006).

2.1.1 Clasificacion taxondmicay descripcion botanica.

La taxonomia del género Capsicum es compleja debido a la gran variabilidad de
tipos existentes en formas cultivadas y silvestres, asi como a la diversidad de criterios
utilizados en su clasificacion. Por ello Capsicum annuum ha sido sometido a diversos
estudios taxondémicos y filogenéticos, basados en caracteres morfolégicos y moleculares,
gue han permitido conocer aspectos sobre la taxonomia del género y las relaciones
evolutivas que lo conforman (Hernandez-Verdugo et al., 1999), en la tabla 1 se presenta

su clasificacion taxonémica.




Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Capsicum annuum L. (tomado y
modificado de Hernandez-Verdugo et al., 1999 y Heike-CONABIO, 2009)

| Reino Plantae |
| Division Magnoliophyta |
| Clase Magnoliopsida |
| Subclase Asteridae |
| Orden Solanales |
| Familia Solanaceae |
| Subfamilia Solanoide |
| Tribu Solaneae |
| Género Capsicum L. |
| Especie annuum |
| Variedad Tampiquefo |
| Nombre comudn chile serrano |

El chile serrano (Capsicum annuum L.) proviene de zonas montafiosas y
pertenece a los chiles tradicionales, nombrado comunmente como chile verde.
Botanicamente es una planta herbacea que crece de manera arbustiva, con un solo tallo
y muchas ramas ascendentes-extendidas (Anguiano, 2010) y una altura promedio de
0.85 m (Yanez et al., 2015).

Particularmente los tallos de la planta son verdes, costillados, pubescentes con
pelos incurvados de 0.4 mm de largo. Las hojas de esta planta aparecen solas o en pares,
lanceoladas de 2 a 8 cm de largo y 1 a 3 cm de ancho con el apice acuminado, la base
cuneada y acuminada abruptamente en el peciolo de 5 a 20 mm de largo. Las flores son
de 1 a2 cmdelargoy 0.5 mm de ancho; corola blanca y acampanada de 9 mm de ancho;
filamentos de 1 a 1.5 mm de largo, con anteras verde azuladas y estilos de 2.5 mm. El
fruto es alargado, cénico con punta roma y redondeada; su color es verde oscuro; su piel
es lisa, gruesa y consistente; el sabor es picante y con cuerpo. La semilla tiene un color
pardo-amarillento, comprimida de 2.5 mm de largo (Anguiano, 2010) (figura 1).




Figura 1. Morfologia de Capsicum annuum L. (Breitkopf & Hartel, 1901)

2.1.2 Importancia del chile serrano.

Aproximadamente 89% del total de &reas cultivadas con chile en el mundo se
encuentran localizadas en el continente asiatico, destacando India, China, Corea,
Tailandia, Vietham, Sri Lanka e Indonesia. La segunda regién mas importante comprende
a los Estados Unidos de Ameérica y México con un 7% del total plantado y, finalmente, el
4% restante en paises de Europa, Africa y Medio Este (Luiz & Maria, 2016).

A nivel nacional, las diez entidades productoras de chile verde son Chihuahua,
Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosi, Sonora, Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Baja
California Sur y Durango, aunque se produce en las 32 entidades del pais. El chile verde
es el de mayor produccion en el pais, ocupando el segundo lugar en producciéon mundial;
en 2017 el cultivo fue de 3, 296, 875 toneladas para permanecer en dicha posicion,
después de China que es el principal productor. Por otra parte, el principal mercado del
cultivo de esta hortaliza es Estados Unidos de América, a donde se exporté 1, 053, 000
toneladas durante 2017 (ASERCA, 2018).

El mercado de los frutos de C. annuum L. es muy amplio y ofrece una gran gama
de productos procesados, el consumo de sus frutos frescos, asi como propdsitos
ornamentales. Los productos que son procesados incluyen salsas, encurtidos, paprika,
botanas secas crujientes, frutos secos, jaleas, productos medicinales y funcionales como
lo son las sustancias antioxidantes que incluyen la vitamina C, Vitamina E y carotenoides.
El aporte mas relevante de esta hortaliza de debe a la presencia del picor dado por la

capsaicina secretada por las glandulas en la placenta del fruto (Luiz & Maria, 2016).




El chile serrano tiene propiedades irritantes, laxantes y expectorantes, ademas de
ser utilizado como analgésico topico. En estudios como el de Athanasiou et al. (2007) se
ha demostrado que los vaniloides, familia de moléculas a las que pertenece la
Capsaicina, se unen a proteinas en la mitocondria de células cancerosas y genera
apoptosis o muerte celular, sin dafiar a las células sanas circundantes.

El aporte nutrimental de Capsicum sp. se muestra en la tabla 2, donde se destaca
el contenido de acido ascorbico (Vitamina C) que, con base en lo mencionado por Kothari
et al. en 2010, el chile aporta mas de esta vitamina que una naranja (53.2 mg/100 g peso
fresco) (USDA Nutrient Data Base, 2019), ademas de minerales como manganeso y

molibdeno, entre otros.

Tabla 2. Analisis bromatoldgico de Capsicum sp. tomada y
modificada de Aguirre-Mancilla et al., 2017.

| Componente Porcentaje en Capsicum sp. |
| Agua 91.0% |
| Almidon 0.81% |
| Fibra 2.2% |
| Pectina 0.73% |
| B-carotenos 0.92 mg/100g peso fresco |
| Vitamina C 34-192 mg/100 g peso fresco |
| Acido malico 208 mg/100 g peso fresco |

2.1.3 Algunos metabolitos importantes del chile serrano.

Las propiedades pungentes de los chiles son atribuidas a un grupo de compuestos
llamados capsaicinoides, los cuales son derivados del metabolismo secundario de la
planta de Capsicum spp. Estos compuestos se sintetizan y acumulan en el tejido
placentario, en donde las semillas se encuentran unidas dentro del fruto. Estos
compuestos han sido extensamente utilizados como aditivos alimentarios y

farmacéuticos, ademas de tener propiedades antimicrobianas (Pefia-Alvarez et al., 2009).




Se conocen mas de 20 diferentes capsaicinoides cuya estructura quimica consiste
en un nucleo fendlico unido mediante un enlace amida a un acido graso. La porcion
fendlica es la vainilllamina, que se forma a partir de la fenilalanina por medio de la ruta
de los fenilpropanoides. El &cido graso se forma a partir de aminoacidos de cadena lateral
ramificada, ya sea valina o leucina. Las diferencias estructurales de los diversos
capsaicinoides residen en la naturaleza de la cadena lateral, de entre 9y 11 carbonos de
largo, con un ndmero variable de enlaces dobles colocados en diferentes posiciones
(Vazquez-Flota et al., 2007).

Los miembros mas importantes del grupo de los capsaicinoides son la capsaicina,
dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina, y homodihidrocapsaicina
(Orellana-Escobedo et al., 2013). La capsaicina (N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil) metil]-8-
metil-E-6-nonenamida) y su analogo 6,7-dihidrocapsaicina (N-[N-[(4-hidroxi-3-
metoxifenil) metil]-8-metil-6-nonanamida) (figura 2), en conjunto llegan a representar mas
del 90% del total de los capsaicinoides presentes en los frutos, siendo la capsaicina la

méas abundante (Vazquez-Flota et al., 2007; Pefia-Alvarez et al., 2009; Orellana-

Escobedo et al., 2013).
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Figura 2. Estructuras moleculares de capsaicina (superior) y 6,7-dihidrocapsaicina
(inferior), (Usman et al., 2014).

La cantidad de capsaicinoides contenidos en los chiles es variable, manteniéndose
en un rango de 0.1% a 1.0% del peso fresco del fruto; la cantidad de éstos depende de
la edad de la planta, la temperatura en la que crecio, edad y posicion del fruto, asi como
el tiempo a la exposicion e intensidad luminica, influyendo también el genotipo de éstos
(Orellana-Escobedo et al., 2013; Usman et al., 2014). El contenido de Capsaicina en chile

serrano es de 627.48 + 17.03 mg/kg masa seca y de dihidrocapsaicina de 399.77 + 5.48




mg/kg masa seca, cantidad que coincide con el rango mencionado previamente
(Orellana-Escobedo et al., 2013).

El color rojo del fruto maduro de Capsicum annuum L. es impartido principalmente
por los carotenoides, con mas de 50 estructuras identificadas. Cabe destacar que la
capsaintina, capsorubina y criptocapsina son las moléculas que imparten el color rojo
brillante a los frutos maduros mientras que el color amarillo-anaranjado es dado por [3-
carotenos, zeaxantina, violaxantina y b-criptoxantina (Melgar-Lalanne et al., 2016)

En algunos estudios se ha logrado la sintesis de capsaicinoides mediante el cultivo
in vitro de C. annuum y C. frutescens encontrandose que hay menor capacidad de
produccion capsaicinoides, en comparacion con los frutos, esto relacionado a la baja
actividad de algunas enzimas involucradas en su formacién. Se han intentado diferentes
estrategias para promover la acumulacién de capsaicinoides en cultivos in vitro, basadas
en el hecho de que en este tipo de cultivos la acumulacion de capsaicinoides ocurre
cuando se ha detenido la acumulacién de biomasa, por lo que la reduccién o eliminacion
de reguladores de crecimiento y nutrimentos del medio, promueven la acumulacion de

estas moléculas pungentes (Vazquez-Flota et al., 2007).

2.2 Generalidades del cultivo de tejidos vegetales.

El cultivo de células, tejidos y 6rganos vegetales, es un conjunto de técnicas con
la que se logra el crecimiento y multiplicaciéon de células y tejidos, utilizando soluciones
nutritivas en un ambiente aséptico y controlado (Loyola-Vargas & Vazquez-Flota, 2006).
En esta tecnologia se estimula el crecimiento de las plantas, utilizando 6rganos o tejidos
adecuados con los que se inician los cultivos. La limpieza, esterilizacion y tamafio
adecuado del explante, asi como el medio de cultivo en donde éste se desarrolle son
factores moduladores de la respuesta in vitro, siendo asi una importante herramienta en
investigacion basica, aplicada y para uso comercial (Thorpe, 2013).

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) tiene un enfoque cientifico que optimiza
sistematicamente las condiciones fisicas (naturaleza del sustrato, pH, luz, temperatura y
humedad), quimicas (composicion del medio de cultivo respecto a nutrientes y
reguladores de crecimiento y otros compuestos organicos) y ambientales (composiciéon

gaseosa dentro del frasco de cultivo, temperatura y fotoperiodo) con el fin de lograr un




adecuado desarrollo, metabolismo y diferenciacion celular en condiciones in vitro (Loyola-
Vargas & Vazquez-Flota, 2006), permitiendo la propagacion de plantas donde una parte
o tejido de ésta es puesto sobre el medio de cultivo nutritivo que favorece la produccion
de células, brotes, raices y plantas completas (Bhoite & Palkishar, 2014).

Lo anterior se rige bajo el principio de la totipotencialidad, establecido por el
botanico aleman Haberlandt en 1902 por primera vez, y que define la capacidad que tiene
una sola célula vegetal que después de varias etapas de division celular, se desarrolla y
forma estructuras especializadas formando una planta completa como se muestra en la
figura 3 (Bhoite & Palkishar, 2014). Otra definicién de la totipotencialidad, propuesta por
Calva & Pérez (2005), indica que cualquier célula vegetal contiene una copia integra del
material genético de la planta a la que pertenece, sin importar su funcién o posicién en

ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una planta completa.
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Figura 3. Diversas formas de regeneracién de células vegetales a plantas completas,
debido a la capacidad totipotente que éstas tienen (Ikeuchi et al., 2016).




De esta forma, la contribucion mas importante del CTV es demostrar la capacidad
Gnica que tienen las células vegetales de regenerar plantas completas a través de
diferentes vias como lo son las rutas organogénicas y embriogénicas,
independientemente del explante que sea manejado. Esta técnica potencializa la
capacidad totipotente de las células vegetales para diferentes aplicaciones y facilidades
biotecnoldgicas, como lo son el desarrollo de los cultivos alimentarios, micropropagacion,
eliminaciéon de virus, conservacion de germoplasma, produccién de fitoquimicos y
regeneracion de plantas manipuladas genéticamente por recombinacion genética
(Bhojwani & Dantu, 2013). Los estudios mencionados son realizados en un tiempo mucho
menor y bajo condiciones mas controladas respecto a los métodos de cultivo tradicionales
(Calva & Pérez, 2005).

2.2.1 Medios de cultivo.

El éxito del cultivo de tejidos vegetales depende en gran parte de la seleccion del
medio de cultivo adecuado, donde se encuentran los nutrientes necesarios para que la
planta o explante se desarrolle bajo condiciones in vitro tal como si se encontrara en
suelo, destacando la inclusion de componentes inorganicos y organicos, como lo son una
fuente de carbono, vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento. De esta forma,
el desarrollo del medio dependera del propésito deseado para el cultivo celular, si éste
sera para la induccién de células no diferenciadas, embriogénesis somatica, cultivo de
anteras o proliferacion de brotes (Smith, 2013).

En el medio de cultivo es indispensable la adicion de un carbohidrato que brinde
los requerimientos energéticos y estructurales (carbono, oxigeno e hidrégeno) de las
células vegetales debido a la baja actividad fotosintética que presentan de manera in
vitro, siendo la sacarosa el mas utilizando para este fin en concentraciones de 2 a 3%,
sin embargo, el uso de monosacaridos y otros materiales también son utilizados
(Neumann et al., 2009).

Los requerimientos basicos de elementos minerales son potasio, calcio, magnesio,
nitrégeno, fésforo y azufre, en concentraciones elevadas y son conocidos como
macroelementos; paralelamente se necesitan elementos minerales en menor

concentracion tales como el hierro, manganeso, cobre, zinc, boro y molibdeno, conocidos
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como micronutrientes, siendo ambos grupos absorbidos por las células vegetales en
forma activa como iones. Especificamente, las fuentes de nitrégeno mas comunes son el
nitrato y el amonio, siendo el nitrdgeno un elemento de gran importancia estructural en
proteinas, mientras que los micronutrientes afiadidos se utilizan como cofactores
enzimaticos (Calva & Pérez, 2005).

Otro de los componentes nutritivos en mayor concentracion es una mezcla de
vitaminas como lo son timina, piridoxina y acido nicotinico, ya que las células aisladas
provenientes de las plantas no son capaces de producir la suficiente cantidad de estos
compuestos, esenciales en el metabolismo de carbohidratos y nitrdgeno (Neumann et al.,
2009). Se destaca también el uso de un agente gelificante, cuando éste es necesario, el
cual brinda la superficie solida para el correcto cultivo del explante, complejos naturales,
asi como antibi6ticos y antifingicos, que, en caso necesario, erradiqguen contaminaciones
bacterianas y fangicas respectivamente (Smith, 2013).

Aunque los explantes tienen cierta cantidad de hormonas enddgenas,
naturalmente sintetizadas y que coordinan procesos esenciales para el desarrollo de la
planta (figura 4), es necesario suplementarlos con reguladores de crecimiento de manera
exdgena con el fin de evocar reacciones celulares especificas que dirijan a ciertas
respuestas fisiolégicas, tales como diversos tipos de desarrollo y diferenciaciones
morfogénicas. Estos reguladores son variados y probados en diferentes concentraciones
y combinaciones en el medio de cultivo de acuerdo a la variedad de la planta, la
naturaleza del tejido y la etapa del cultivo ya sea en iniciacién del callo, induccién de
embriogénesis, diferenciacion de brotes, etc. (Calva & Pérez, 2005; Neumann et al.,
2009; Bhojwani & Dantu, 2013).
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Figura 4. Presencia de las diferentes hormonas enddgenas en las plantas a lo largo de
su ciclo vital y los requerimientos nutrimentales en cada una de las fases (Stoller, 2004).

Los reguladores de crecimiento que mas se utilizan en el CTV son las auxinas,
citocininas y giberelinas. Las auxinas se encuentran naturalmente en las plantas en el
proceso de elongacion del tallo, internudos, dominancia apical y enraizamiento. En el
cultivo de tejidos vegetales han sido utilizadas para inducir la division celular; a bajas
concentraciones la iniciacion del enraizamiento y en altas concentraciones la formacion
de callo (Smith, 2013). Comunmente se utilizan auxinas como AlA, AIB, ANA y 2,4-D,
siendo las dos primeras naturales y las ultimas dos sintéticas. Particularmente, AlA, AIB
y ANA son usadas para el enraizamiento y en combinacion con citocininas, para la
proliferacion de brotes; por su parte el 2,4-D es efectivo para la induccion y desarrollo de
callo, asi como la induccion de embriogénesis soméatica (Bhojwani & Dantu, 2013).

Las citocininas son otro gran grupo de hormonas vegetales. En la naturaleza estan
presentes durante la division celular, la modificacibn de dominancia apical y
diferenciacion de brotes. Incorporadas en el medio de cultivo, se usan principalmente

para desencadenar la division y proliferacion celular, asi como inducir la diferenciacion
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de brotes adventicios provenientes de callos y Organos. Las citocininas utilizadas
comunmente son Kinetina, BAP, 2iP, Zetina y TDZ. Por su parte, las giberelinas son
menormente utilizadas, donde AGs es la mas usada. Estas hormonas estimulan la
elongacion de internudos, desarrollo de meristemos, asi como el desarrollo de embriones
(Jordan & Casaretto, 2006).

Otras hormonas de importancia en el cultivo in vitro de tejidos vegetales es el
etileno y el &cido abscisico, las cuales son generadas durante la senescencia de las
plantas. El etileno es producido por el envejecimiento debido a la exposicion a altas
temperaturas, oxidacion, luz solar y radiacién; generalmente inhibe el desarrollo y
diferenciacion, pero en algunos casos, promueve la embriogénesis somatica. El acido
abscisico es un inhibidor del crecimiento, sin embargo, es requerido para el desarrollo
normal y maduracion de embriones somaticos (Jordan & Casaretto, 2006).

2.2.2 Citodiferenciacion: Rutas morfogenéticas.

Con el refinamiento de las técnicas del cultivo in vitro y el descubrimiento de los
reguladores de crecimiento ha sido posible establecer varios tipos de cultivos,
empezando por los tejidos embrionarios, meristematicos y maduros. En general, hay dos
tipos de cultivos: desorganizados (callos y células en suspension) y organizados (raices,
brotes y embriones) (Adamczuk et al., 2012). La efectiva regeneracion de plantas
completas a partir de explantes en cultivos o a partir de cultivos de callos (figura 5), es un
paso vital en el éxito de la implementacién biotecnoldgica enfocada en la mejora de las
plantas. De igual forma, la obtencion de plantas completas a partir de una cantidad
minima de células vegetales, es el objetivo central para el desarrollo de la ingenieria
genética en vegetales (Smith, 2013).
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Figura 5. Rutas regenerativas de plantas a través del cultivo in vitro de tejidos vegetales
(Adamczuk et al., 2012).

Un evento basico en el desarrollo de eucariotas es la especializacién de las
células, la cual es denominada como citodiferenciacion, siendo uno de los objetivos
principales del cultivo de tejidos vegetales el entendimiento de los eventos celulares y
subcelulares fundamentales en la diferenciacion de células especializadas. De esta
forma, se comprenden algunos cambios asociados con la diferenciacion vascular
elemental y se funge como un mediador en la capacidad totipotente de las células
vegetales a través de la diferenciacion, estructura y funcionalidad especializada de las
células sométicas y cigéticas de la planta (Adamczuk et al., 2012).

La regeneracion de plantas a partir de células diferenciadas es generalmente
precedida por células meristematicas que siguieron divisiones para formar un callo de
células indiferenciadas, en donde las células maduras se revierten a un estado
meristematico, conocido como desdiferenciacién, y otro como la regeneracion a partir de
callo, o en algunos casos, directamente de ceélulas meristematicas preexistentes,
conocido como rediferenciacion (lkeuchi et al., 2016).

Las células vegetales conservan el potencial de revertirse a un estado
meristematico y formar un individuo nuevo bajo la exposicion a condiciones favorables,

independientemente de su especializacion (Bhojwani & Dantu, 2013). Las regiones
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meristematicas pueden formarse dentro del callo y son capaces de formar brotes o raices,
considerandose una organogénesis indirecta debido a que la fase de callo es
intermediaria a la regeneracion. La organogénesis directa es la formacién de regiones
meristematicas directamente de la célula o el explante, sin pasar por callo. Por su parte,
la embriogénesis somatica es un proceso por el cual las células soméaticas (no gameéticas)
se someten a una diferenciacion para formar una estructura bipolar que contenga tanto
una raiz como el eje de un brote. Los embriones somaticos son similares a los embriones

cigéticos, con la capacidad de madurar y germinar como tales (Smith, 2013).

2.2.3 Cultivo de callos.

El callo es una masa irregular de tejido parenquimatoso, es decir, que conserva la
capacidad de dividirse, ademas de tener zonas meristeméticas no diferenciadas que
generen posteriormente 6rganos vegetales o embriones; éste carece de una estructura
organizada, pero a menudo puede mostrar una diferenciacion celular. La heterogeneidad
celular del callo es derivada de los explantes multicelulares utilizados que se usan para
inducirlo, mostrando variaciones aun dentro de callos que provienen del mismo explante;
siendo compacto o friable, seco o humedo, traslicido o con cierta coloracion (Bhojwani
& Dantu, 2013; Smith, 2013).

La formacién del callo se da a partir del procedimiento de aislamiento en donde el
explante es herido, condicion que estimula la division y proliferacion del callo, siendo una
respuesta a la herida formada que desencadena la desdiferenciacion y proliferacion en
los explantes sobre la region mencionada (Smith, 2013). Esta masa celular puede ser
multiplicada como un tejido desorganizado por tiempo ilimitado a través de subcultivos
periédicos en un medio fresco o induciendo su diferenciacion en estructuras organizadas
como raices, brotes o embriones, a través de la manipulacion del medio de cultivo,
aunque debe destacarse que no todas las células contribuyen a la formacion del callo y
aun mas, no todas las células son competentes para regeneran estructuras organizadas
(Bhojwani & Dantu, 2013).

Para el inicio de los cultivos se prefiere utilizar tejidos que contengan células
meristematicas que se diferencian rapidamente en respuesta a los diferentes estimulos

ambientales, fisicoquimicos y nutricionales. El cultivo de callos tiene entonces varias
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aplicaciones; entre ellas es la de servir como material inicial para cultivos en suspension,
sistema para estudios morfogenéticos y fisioldégicos, produccion de metabolitos

secundarios y generar variaciones somaclonales (Calva & Pérez, 2005).

2.2.4 Cinética de crecimiento en cultivos de callo.

La evaluacion precisa de la cinética de crecimiento es esencial para el disefio de
bioprocesos ingenieriles, sin embargo, la medida de los parametros de crecimiento en los
diferentes tipos de cultivos, asi como la heterogeneidad en la morfologia celular, aportan
diversos problemas que deben ser dirigidos al uso de metodologias especificas para cada
caso (Godoy-Hernandez & Véazquez-Flota, 2006). Con lo anterior, una curva de
crecimiento puede ser establecida por diversos métodos para la caracterizacion de los
cultivos vegetales. El primero es sacrificar cultivos a diferentes intervalos de tiempo, y
tomar el peso humedo y seco, siempre replicando y promediando los puntos establecidos
para obtener los datos (Smith, 2013).

Otros métodos para evaluar la cinética de crecimiento en cultivos de células
vegetales, ademas de los ya mencionados, son el volumen que ocupan las células, el
conteo celular, asi como densidad Optica, conductividad eléctrica, mediciones de pH,
entre otras. En el caso del peso fresco muestra una excelente correlacion en diferentes
especies vegetales por cual puede ser utilizada para la cinética de crecimiento, sin
embargo, el método tiene desviaciones importantes en la correlacion cuando la célula
entra a una fase estacionaria (Godoy-Hernandez & Vazquez-Flota, 2006).

La tasa de crecimiento de un cultivo de callo es similar en muchos casos a la curva
sigmoidea vista en poblaciones de células aisladas en los organismos. En la curva de
crecimiento usualmente existen cinco zonas, como se muestran en la figura 6. El
comportamiento de las células del callo durante cada uno de las fases de desarrollo es
diferente, siendo aqui donde el medio de cultivo influye en la permanencia de cada fase
en particular (Smith, 2013).
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Growth

Time

Figura 6. Esquema de la cinética de crecimiento de células vegetales: (1) Fase lag
(preparacion para division); (2) Fase exponencial de crecimiento (divisién celular
maxima); (3) Fase lineal (crecimiento y desarrollo); (4) Desaceleracion del crecimiento;
(5) fase estacionaria (células sin division) (Smith, 2013).

En la cinética de crecimiento se indica la fase inicial donde las células se preparan
para su division (fase lag), seguida de una fase exponencial y finalmente una fase
estacionaria. El patrén que siguen las células refleja la actividad de division que éstas
tienen. Durante la fase exponencial de desarrollo se tiene un incremento en el nimero de
células, donde domina la capacidad de crecimiento de las mismas. Consecuentemente,
el promedio del tamafio celular es reducido comparado con el explante original. Después,
debido a una desaceleracion de la actividad de division celular (reduccion en el numero
de divisiones celulares por unidad de tiempo), las células cultivadas incrementan su
tamafio en promedio y son similares, en tamafio, a las del explante de donde provenian
siendo ésta la fase estacionaria (Neumann et al., 2009).

Para diferentes procedimientos experimentales, es necesario utilizar callos en un
punto especifico de su desarrollo dentro de la curva de crecimiento, tal es el caso de la
fase exponencial en donde se detecta un mayor nimero de células en metafase al
analizar los cromosomas de las células vegetales. Al entrar a la fase estacionaria, el
cultivo debe transferirse a un medio fresco que le brinde nuevamente los nutrientes
necesarios (Smith, 2013).
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2.3 Transformacion genética de cultivos vegetales.

Las plantas transgénicas o genéticamente modificadas se generan a partir de
células vegetales a las que previamente se les introducen genes modificados o extraidos
de otras especies como microorganismos, animales u otras especies vegetales
completamente diferentes, englobando diversas técnicas de analisis genético. Debido a
que las unidades quimicas del ADN son iguales en todos los organismos, es posible
transferir genes de uno organismo a otro, y controlar ciertas caracteristicas deseadas en
aquellos que naturalmente no las tienen, sin alterar otras caracteristicas propias del
organismo (Neumann et al., 2009). El incremento del uso de la ingenieria genética se ha
dirigido para diversos fines, tales como la produccion de farmacos y alimentos, asi como
la transformacion de plantas de interés agricola, con la finalidad de brindar resistencia a
enfermedades, agroquimicos y condiciones ambientales extremas, ademas de aumentar
la produccion, rendimiento y calidad en los productos vegetales obtenidos (Calva &
Pérez, 2005).

El paso inicial de la insercion del gene es so6lo el principio de un largo proceso de
ingenieria genética que envuelve la seleccion de las células transformadas, seguida de
la regeneracion de la planta y su respectiva aclimatacion ex vitro. Si la planta llega a ser
una variedad comercial, la planta transgénica y su progenie deberan ser sujetas a una
serie de estudios moleculares para revisar su estabilidad genética y asegurar su
desempeiio junto a la calidad y seguridad del producto de manera que cumpla con las
regulaciones y demandas del mercado. El conocimiento del cultivo de tejidos vegetales
es de gran importancia para el éxito de la transformacién genética ya que un sistema de
regeneracion bien establecido permite establecer plantas transgénicas a través de las
diferentes vias regenerativas (Misra & Saema, 2016).

Se han utilizado principalmente dos métodos para insertar genes en ceélulas de
plantas: (1) Vectores que insertan los genes deseados como son los mediados por
Agrobacterium, agroinfeccion o vectores virales y (2) Transferencia directa de genes
como lo son el bombardeo de microparticulas, microinyeccion, electroporacion, PEG,
liposomas, entre otros. De éstos, Agrobacterium y la biobalistica (bombardeo de
microparticulas) son los mas usados y efectivos, sin embargo, también tienen ciertas

limitaciones (Bhojwani & Dantu, 2013) teniendo problemas relacionados a la integracién
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estable y confiable del ADN, asi como su expresion después de su introduccion en las
células vegetales (Misra & Saema, 2016). Independientemente de lo anterior, en ambos
casos, las células que contienen la nueva informacion genética son crecidas dentro de
condiciones de cultivo adecuadas, donde la embriogénesis somatica puede desarrollar
una nueva planta completa, funcional y con las caracteristicas deseadas, como se

observa en la figura 7 (Anami et al., 2013).
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Figura 7. Técnicas de transformacion genética mediadas por Agrobacteriumy
Biobalistica, y la posterior regeneracion de plantas (Anami et al., 2013).




2.3.1 Transformacioén genética por medio de biobalistica

El método de biobalistica de transferencia directa de genes fue inventado por John
Sanford (Sanford, 2000) en el intento de superar las limitaciones de la transformacion
mediada por Agrobacterium. Esta tecnologia es adaptable a un amplio intervalo de
células y cultivos vegetales con una alta eficiencia de transformacion. Basicamente, la
técnica del bombardeo de particulas consiste en disparar particulas a una elevada
aceleracion en una camara de vacio; las particulas son de un metal inerte (oro o
tungsteno) y se recubren del ADN deseado para después ser internalizado en las células
con la tecnologia descrita. El gas mas comun que se utiliza en la camara de biobalistica
para acelerar las particulas bajo una alta presion es helio, el cual es inerte y brinda un
menor costo respecto al beneficio deseado (Sanford, 2000).

El bombardeo de particulas penetra la pared celular y llega directa o
adyacentemente al nucleo, integrandose dentro de los cromosomas y llegando a
permanecer afiadido al genoma de la planta. La limitaciéon del método de biobalistica es
la aleatoriedad de la integracion del ADN externo al genoma de la planta, asi como la
cantidad elevada del nimero de copas introducidas. Los factores criticos para maximizar
la eficiencia de la transformacién por este sistema incluyen el tamafio y densidad de las
microparticulas, la distancia entre las células y las microparticulas disparadas, la presion

del gas inerte y el tiempo de precultivo del tejido (Bhojwani & Dantu, 2013).

2.3.2 Componentes moleculares para llevar a cabo la transformacion genética.

Seguida la transformacion genética por cualquiera de los métodos ya
mencionados, generalmente s6lo una pequefa parte de la poblacién de células en el
tejido son transformantes, siendo de gran importancia aplicar un sistema de seleccién
eficaz que permita identificar las células transgénicas para su multiplicacion y posterior
regeneracion (Neumann et al, 2009).

Cabe destacar que los genes insertados se manejan en su mayoria en plasmidos
bacterianos (vector transformante), donde éstos uUltimos se encuentran ligados a la
secuencia de interés bajo el control de promotores eucariéticos fuertes y funcionales en
la planta. Los vectores también incluyen secuencias dianas para varias enzimas de

restriccion donde se inserta el gen deseado, asi como un origen de replicacion bacteriano

20

——
| —



y un marcador procariético seleccionable para el mantenimiento y seleccion del plasmido

en la bacteria, siendo la figura 8 la que describe el vector en discusion (Carbonero, 1997).

Figura 8. Mapa de un plasmido (vector de expresion) con las secuencias de un promotor,
un marcador de seleccién, asi como los inicios y términos de la replicacion y transcripcion.
(Adita Raj, 2016)

Los marcadores, la mayoria de origen microbiano, han sido utilizados para
identificar las células o plantas transformadas, clasificandose como (a) genes marcadores
de seleccién y (b) genes reporteros o no selectivos. Particularmente estos marcadores
presentan las siguientes caracteristicas (Carbonero, 1997; Neumann et al., 2009):

1. Marcadores de seleccién: protegen al organismo de un agente selectivo en el medio
de cultivo y permite el desarrollo celular, respecto a los que no estan transformados,
basandose en la resistencia a bajas concentraciones de antibiéticos y codificando
proteinas cuya actividad enzimatica los degradan, o en el caso de herbicidas cuya
destoxificacion se encuentra relacionada a este marcador.

2. Marcadores visuales o reporteros: Muestran caracteristicas distintas de las células
no transformadas a las que si lo estan, al utilizar diferentes técnicas instrumentales
o histoquimicas, facilitando la deteccion en un lapso corto de tiempo que se evalla

a las 24-48 horas después de la transferencia de ADN.
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Los marcadores de seleccién que se utilizan con mayor frecuencia en plantas
genéticamente modificadas son el gen de resistencia a kanamicina (neomicin-
fosfotransferasa I, nptll) y el gen de resistencia a higromicina (higromicin-
fosfotransferasa, hpt), los cuales inhiben la traduccion de ARN en plantas no
transformadas (Neumann et al.,, 2009). Algunos genes reporteros utilizados para
identificar células transformadas son gusA (B-Glucuronidasa), lux (Luciferasa) y gfp
(proteina verde fluorescente), en estos casos, las células transformadas no tienen
ninguna ventaja selectiva sobre las células no transformadas, pero pueden ser separadas
basandose en su identificacion visual, instrumental o con un tratamiento especial, y ser

nuevamente cultivadas (Bhojwani & Dantu, 2013).

2.3.3. Regeneracion de células transformadas.

Generalmente, el producto deseado de la transformacion genética es la
regeneracion de plantas que expresen el gen introducido. Por lo tanto, es importante que
el explante seleccionado muestre un alto potencial de regeneracion y un protocolo
eficiente que logre este proposito debe ser desarrollado para obtener alguna ruta
morfogenética en el cultivo in vitro. En células o callos aislados, donde la regeneracion
no esta bien definida o no es posible, tejidos como explantes intactos (peciolos o un callo
embriogénico) son utilizados para la regeneracién de plantas transgénicas, sin embargo,
la embriogénesis somatica es la ruta mas eficiente para evitar un mosaico genético, es

decir, una planta que tenga células transformadas y no transformadas (Rose et al., 2010).

2.4 Cultivos in vitro de Capsicum annuum L.

Los reportes de organogénesis directa e indirecta para Capsicum annuum L. son
muy variados, destacando el primer estudio realizado en 1978 por Gunay y Rao donde
obtuvieron la regeneracion via organogénesis indirecta a partir de hipocétilo y cotiledon
como explantes. En la tabla 3 se muestra una revisién bibliografica para la ruta
organogénica en donde la mayoria de la literatura se basa en la regeneracion directa a
partir de hipocotilo y cotiledones a través de sales MS (100%) tanto para la induccion y
elongaciéon de los brotes obtenidos; para la induccién se utilizan concentraciones

elevadas de BAP en combinacién con auxinas determinadas, y en la elongacion se baja
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la concentracion de BAP. Reportes que también regeneraron 6rganos de Capsicum
annuum L. utilizaron TDZ como citocinina (Dabauza & Pefia, 2001; Venkataiah et al.,
2006). Se destaca de esta revision bibliografica que so6lo Arous et al., 2001 y Dabauza &
Pefia, 2001, utilizaron el explante de embriones cigoticos, sin embargo, estos
experimentos se realizaron por medio de organogénesis directa.

De forma paralela, los reportes para la regeneracion de embriogénesis somatica
fueron analizados, destacando que para la obtenciébn de plantas genéticamente
modificadas esta via brinda plantas que son menos propensas a tener un mosaico
genético en su estructura o la incorporacion de genes que no son de interés durante la
division meidtica, por lo cual las caracteristicas deseadas se conservan por mayor
respecto a los protocolos de rutas organogénicas (Freire, 2003).

La embriogénesis somética ha sido estudiada con el reporte de Harini & Lakshmi
(1993) donde se desarrollaron embriones somaticos directos, sin pasar por callo, a partir
de embriones cigéticos inmaduros, destacando el medio para induccion presentado en la
tabla 4. Tras la implementacion del protocolo de Harini & Lakshmi en 1993, Binzel y
colaboradores probaron en 1996 diversos reguladores de crecimiento en combinacion
con agua de coco, concluyendo que el protocolo de Harini & Lakshmi es el adecuado y
no requiere la adicion de TDZ o ANA para el desarrollo de estructuras globulares. Cabe
destacar que, en estos dos protocolos, una vez obtenidas las estructuras globulares
embrionarias, su desarrollo se realiz6 en presencia de Sacarosa (2%) y AGs (1 mg/L).

Jo y colaboradores confirmaron en 1996 el uso de 2,4-D probado anteriormente
(Harini & Lakshmi, 1993 y Binzel et al., 1996), y en futuros estudios (Buyakalaca &
Mavituna, 1996; Kintizios et al., 2000; Bodhipadma & Leung, 2002; Kaparakis & Alderson,
2008 y Aboshama, 2011), como un regulador que permite desarrollar embriones
somaticos ya sea en tejidos o callos, siendo entonces la via regenerativa de
embriogénesis somatica dependiente de la auxina 2,4-D en una concentracion de 2 mg/L.
Comparativamente, a partir de los estudios de Harini & Lakshmi, 1993 y Binzel et al.,
1996, el uso de sacarosa en concentraciones elevadas para la induccion de embriones
somaticos, en la mayoria de los reportes, ha sido indispensable para la obtencion de los

resultados mostrados en la tabla 4.
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Tabla 3. Revision bibliogréfica para la regeneracion de Capsicum annuum L. a través de rutas organogénicas.

Via de Medio de

., Medio de induccidn ; ., Informacion adicional Referencia
regeneracion germinacion

Explante

Se experimentd la
organogénesis indirecta
combinando citocininas y

Cotileddn e Organogénesis MS (100%) + AIA (1 mg/L) MS (100%) + AIA (0.5 auxinas, donde 2,4-D (Gunay &
hipocétilo indirecta + BAP (2 mg/L) mg/L) + BAP (2 mg/L) inhibi6 la formacion de Rao, 1978)
brotes, mientras que

BAP y AIA si formaron

brotes.

| El mejor explante fue

Apice, P o i MS (100%) + BAP* (4 a cotileddbn. No  hubo .
cotiledén e _Organogene5|s S @00gE) © 244D ([ 2mg/L) + AGs* (2a 1.0 respuesta organogénica (BT
o indirecta mg/L) + BAP (0.5 mg/L) - 1999)
hipocétilo mg/L) de los explantes después
de 2 semanas en 2,4-D.
Se destaca el uso de
o MS (100%) + BAP** (2 PAA como un mejor .
0, *%
Cotiledon ((Jl)i;gg{\aogene5|s MS/SEOF{O '&: (E2;ArrF1> /L()S at a5 mg/L) + PAA (2.0 complemento en sinergia (Tusleggget
9 9 mg/L) con BAP para |la al., )
regeneracion.
Hipocoétilo 0 : . .
de embrién Organogénesis MS (100%) + BAP (5 IS @0 2 (2l (0L B SN (8 IilIEER (Arous et al.,
cigético directa mg/L) + ANA (1 mg/L) A i (00 o8 [P IRERE0 6L CEE | Somg
mg/L) + AGs (0.5 mg/L) reguladores.
maduro
Se probaron ocho
Embriones | 5 yanogénesis  MS (100%) + TDZ (2 MS (100%) + TDZ (0.5 Varedades = de = C.. popoizae.
cigoticos . annuum L. y el efecto de ~
directa mg/L) mg/L) + AGs (10 mg/L) : Pefa, 2001)
maduros varios explantes en la

formacién de brotes.
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Meristemo
apical

Cotileddn

Hoja,
cotiledén e
hipocétilo

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa

Organogénesis
directa

MS (100%) + TDZ (1
mg/L)

MS (100%) + BAP (5
mg/L) + PAA (2 mg/L)

MS (100%) + BAP (2
mg/L) + AlA (2 mg/L)

MS (100%) + BAP
(0.05 mg/L) + AlIA (0.9

mg/L)

MS (100%) + BAP (3
mg/L) + AGsz (0.2 mg/L)

MS (100%) + AIA**
(0.5 a 1 mg/L) + AIB*

(0.5a 1 mg/L)

Se probaron diferentes
citocininas. Cuando se
defini6 TDZ, se elongo
en AG: y KIN sin
resultado positivo.

Se estudio el efecto del
CuSO4 en la formacion
de brotes, donde 0.5
mg/L es la concentracion
mas eficiente en
induccién y elongacion.

Los mejores explantes
fueron hoja y cotiledén.
Se probaron 3 especies
de las que se derivaron 6
variedades.

(Venkataiah
et al., 2006)

(Joshi &
Kothari,
2007)

(Sanatombi &
Sharma,
2008)

Nota: (*) En este experimento el regulador de crecimiento estuvo a una concentracion inicial y al siguiente subcultivo se bajé su
concentracion con la finalidad de obtener una elongacion mas eficiente. (**) En estos experimentos los reguladores de crecimiento,
en la concentracion reportada, no presentaron diferencias significativas ya sea en la induccién o elongacién, por lo cual ambas
concentraciones brindan resultados similares.
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Tabla 4. Revision bibliogréfica para la regeneracién de Capsicum annuum L. a través de rutas embriogénicas.

Explante Vi ez ., Medio de induccién Meqllo d.e, Informacion adicional Referencia
regeneracion germinacion
Embriones || Embriogénesis MS (100%) + 2,4-D (2 Obtenplon de emprlones (Harini &
o ” MS (100%) + Sac. 15 dias después del :
cigoticos somatica mg/L) + Sac. (10%) + CW . 9 Lakshmi,
. . (2%) + AG: (1 mg/L) cultivo. Maduracion en
inmaduros || directa. (10%) ; : - 1993)
medio de induccion.
Obtencion de estructuras
Embriones || Embriogénesis MS (100%) + 2,4-D (2 MS (100%) + Sac. glc())télij;asregederr\c;[lrocg (.jl%;S' (Binzel et al
cigéticos somatica mg/L) + Sac. (8-10%) + CW (2%) + AGs (1 mg/L) ) P y "
inmaduros || directa (10%) + AgNOs (1.5 mg/L) ANA PEMD MO HIERE | 199
' ' eficientes. Probada en
dos variedades.
MS (25%) + 2,4-D . .
: S MS (100%) + 2,4-D (2 . Existe una dependencia
E_m,b_rlones Embppgeness mg/L) + Sac. (diversas (0'5 mg/L) + Carbon en la embriogénesis (Joetal.,
cigoticos somatica . activado (0.5%) + -
. . concentraciones) + somatica respecto a la 1996)
inmaduros || directa . > . Sac. (3%) + ABA (0.5 !
incubacién en oscuridad. mg/L) concentracion de 2,4-D.
Callo embriogénico:
NS og)  24HB (2 La maduracion de los
, S )

E_m,b_rlones Emb,rl(.)geneS|s mg/L) + Sac. (3%) . MS (50%) + ABA (0.5 embriones se  llevé (Buyakalaca
cigoticos somatica Incremento de callo (medio & Mavituna,
o o mg/L) acabo con un 97% de

maduros indirecta liquido): eficiencia 1996)
MS (100%) + 2,4-D (1 '
mg/L) + Sac. (3%)
S C Después de cuatro
, Embriogénesis Callo embriogénico: MS MS (100%) + 2,4-D (2 I
nolas || somatica (100%) + 2,4-D (2 mgiL) +  mglL) + BAP (0.3 e icay. oS (na0s et
J ' indirecta. BAP (0.3 mg/L) + Sac. (8%) mg/L) + Sac. (3%) 9 al., )

pasaron a germinacion.
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Embriones
cigoticos
inmaduros

Embriones
cigoticos
maduros

Talloy
meristemo
apical

Microspora

Embriones
cigoticos
inmaduros

Hipocotilo

Embriogénesis
somatica
directa

Embriogénesis
somatica
indirecta

Embriogénesis
somatica
directa

Embriogénesis
somatica
directa

Embriogénesis
somatica
directa

Embriogénesis
somatica
directa

MS (100%) + 2,4-D (2
mg/L) + Sac. (10%)

Formacién de callo:

MS (100%) + 2,4-D (2
mg/L) + Sac. (3%)
Induccién de embrion:
MS (100%) + L-prolina (6
g/L) + NHsNO3 (10 mM) +
Sac. (3%)

MS (100%) + TDZ (0.1
mg/L)

NLNS (100%) + Sac. (9%)
+ Kl (0.82 mg/L)

MS (100%) + 2,4-D (2
mg/L) + Sac. (10%) + CW
(10%)

Germinacion:
MS (100%) + Sac. (3%)
Induccién de embriones:

MS 6 WPM (100%) + 2,4-D

(2 mg/L) + Sac. (8%) +
AgNOs (1 mg/L) + L-
glutamina (200 mg/L) +
Caseina hidrolizada (500
mg/L)

MS (100%) + Sac.
(2%) + AGs (1 mg/L)

MS (50%) + ABA (0.5
mg/L) + Sac. (3%)

MS (100%) + AIB (0.2

mg/L)

B5 (100%) + Sac.

(2%)

MS (100%) + Sac.
(2%) + AGs (1 mg/L)

MS (50%) + Sac.
(3%) ABA (0.1 mg/L)
+ L-glutamina (200
mg/L) + Caseina
hidrolizada (500

mg/L)

Se eliminé CW. Se
probaron diferentes
carbohidratos, el mejor
fue sacarosa.

Se deben de realizar
subcultivos y
pretratamientos en el
procedimiento de

regeneracion para este
explante.

Se obtuvieron mas
embriones en tallo.

Se prob6 sacarosa y
maltosa (6, 9y 12%) y el
mejor resultado fue para
Sac. 9% en la induccién
de embriones.

La adiciobn de agua de
coco no fue significativa
para el desarrollo de
embriones.

El mejor medio fue WPM
en la induccibn de
embriones somaticos. En
la germinacion de los
embriones regenerados,
las sales MS al 50%
dieron mejores
resultados.

(Bodhipadma
& Leung,
2002)

(Bodhipadma
& Leung,
2002)

(Khan et al.,
2006)

(Kim et al.,
2008)

(Kaparakis &
Alderson,
2008)

(Aboshama,
2011)
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2.5 Antecedentes directos y justificacidon para el cultivo in vitro de chile serrano.

Los trabajos e investigaciones relacionadas con el cultivo in vitro de Capsicum
annuum L. son muy variadas, teniendo como proposito principal la regeneracion y
transformacion de esta especie para diferentes aplicaciones de interés farmacéutico,
alimentario y agricola, utilizando como herramienta principal el cultivo de tejidos
vegetales. Si bien diversos articulos, como los discutidos en la seccion 2.4, han obtenido
la regeneracion de Capsicum annuum L. a través de diversas rutas morfogenéticas, no
se muestra una consistencia clara entre ellos, debido a la recalcitrancia intrinseca que
tiene esta especie dentro de cultivos in vitro, por lo cual no se ha determinado en su
totalidad un protocolo general para la regeneracion y, consecuentemente, la obtencién
de plantas modificadas genéticamente.

Es entonces que este trabajo busca elucidar, con base en las investigaciones
realizadas previamente por el grupo del Laboratorio 116 de la Facultad de Quimica
(UNAM) asi como en publicaciones nacionales e internacionales, una metodologia que
permita la regeneracion y obtencién de plantas genéticamente modificadas de Capsicum
annuum L. (chile serrano) a través del cultivo in vitro de tejidos vegetales, permitiendo
gue en un futuro el protocolo sea reproducible dentro de la variedad estudiada, integrando
finalmente los conocimientos previos de los trabajos de esta linea de investigacion para
generar y propagar una linea de plantas de chile serrano que tengan las caracteristicas

deseadas.
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Establecer un protocolo para la regenerar y transformar plantas de chile serrano
(Capsicum annuum L.) utilizando cultivos in vitro, probando diferentes vias
regenerativas a través del explante de embrion cigético al experimentar con
diferentes medios de cultivo, asi como diferentes condiciones para la

transformacién genética.

3.2 Objetivos particulares.

Establecer cultivos asépticos de plantas de chile serrano.

Seleccionar el mejor medio de cultivo para inducir y proliferar callo a partir de
embriones inmaduros.

Caracterizar a través de una cinética de crecimiento el callo proliferado para la
transformacién genética por biobalistica.

Determinar la influencia de BAP sobre la diferenciacién y regeneracion del callo.
Inducir una via regenerativa embriogénica a partir de diferentes medios de cultivo
con una concentracion de sacarosa elevada (8%) y 2,4-D (2 mg/L) utilizando
embriones cigéticos maduros como explante.

Determinar la concentracion letal de higromicina-B como agente de seleccion para
callos y nudos de plantas de chile para su futura transformacion genética.
Observar la transformacion genética de callos y embriones cigéticos a través de la

expresion transitoria de GFP mediante microscopia confocal.

IV. HIPOTESIS

Si la obtencion de plantas genéticamente modificadas de Capsicum annuum L. por
medio de cultivos in vitro depende del tipo de explante, el medio de cultivo y las
condiciones de transformacion genética, entonces la adecuada selecciéon de estos
factores permite obtener un protocolo adecuado y reproducible para futuras

investigaciones.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diagrama general.
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales (116), perteneciente al Departamento de Bioquimica de la Facultad

de Quimica, UNAM. La estrategia seguida durante el desarrollo experimental se presenta
en la figura 9.

Cultivo de plantas donadoras de explantes
por hidroponia (cultivo ex vitro).

L

Desinfeccion de explantes
(embriones maduros e inmaduros).

!

Cultivo en condiciones
l asépticas.

Regeneracion .
indirecta. Regeneracion
directa.

Induccién de callo a

partir de embriones
£ inmaduros. e

— Germinacion in
Cln(_etlt_:a de l vitro de semillas
crecimiento. maduras. |
Proliferacién
‘ Relicale Induccion de
Inducci6n de | regeneracion.
regeneracion.

!

Seleccion de la concentracion del
agente selectivo (higromicina-B).

!

Bombardeo de ADN.

Cultivo en medio con
agente selectivo.

!

Observacion de la expresion
transitoria de GFP.

Figura 9. Diagrama de flujo experimental para la regeneracion y transformacion genética
de chile serrano (Capsicum annuum L.)
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De manera general, como muestra la figura 9, la metodologia experimental
consistidé en cuatro etapas: inicialmente se cultivaron las plantas donadoras y una vez
obtenido el explante deseado (embribn maduro o inmaduro) se procedié a desinfectarlos
y cultivarlos en condiciones asépticas dentro de los medios especificos, ya sea para la
regeneracion directa o indirecta.

Dentro de la regeneracién indirecta, el procedimiento requirio la induccion de un
callo para su posterior proliferacion y caracterizacion, ademas de inducir la via
regenerativa. La regeneracion directa consistio en la germinacion de semillas maduras
en condiciones asépticas y consecuentemente la inducciéon de embriogénesis somatica
directa.

La ultima etapa fue la transformacion genética, en donde en ambos experimentos
se determind la concentracion letal de higromicina-B para el callo y las plantas de chile
serrano, siendo el mejor resultado utilizado para seleccionar los tejidos vegetales que si
lograron transformarse correctamente a través del bombardeo de ADN, para finalmente

comprobar en éstos la expresion transitoria del gen reportero (GFP).

5.2 Material bioldgico.

Se utilizaron semillas y plantas de chile serrano (Capsicum annuum L.) variedad
Tampiqueio-74, de la comercializadora de semillas estadounidense “ITSCO”, con lote
11E0486108432W2 y una pureza del 99.0%. Las semillas fueron utilizadas tanto maduras
como inmaduras; tomadas directamente del empaque y provenientes de frutos verdes
cultivados bajo condiciones ex vitro, respectivamente.

Los plasmidos (vectores de expresion) utilizados para la transformacién genética
fueron dos: el plasmido 1 (pCAMBIA1302::FBP::GFP) vy el plasmido 2
(pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP), cuyos esquemas se pueden observar en el anexo
|. Estos fueron proporcionados a una concentraciéon de 1 pg/ul por el Dr. Rogelio
Rodriguez Sotres y su equipo de investigacion, pertenecientes al laboratorio 115 del

Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM.
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5.3 Establecimiento de cultivos ex vitro.

La germinacidon ex vitro se realizd con la finalidad de obtener frutos y semillas
inmaduras, a través del cultivo bajo el sistema de hidroponia. Las semillas se remojaron
en AGs (1 mg/L) por 24 horas para su posterior siembra en macetas con sustrato inerte
(agrolita 100%) previamente esterilizada a 121°C (1.2 psi/18 min). El riego se realizo cada
tercer dia, y una vez que emergieron las hojas verdaderas, semanalmente se regd con
una solucién hidroponica, la cual fue adquirida en el taller de hidroponia, Facultad de
Ciencias, UNAM.

La composicion del fertilizante hidroponico es la siguiente: Nitrégeno (203 ppm),
Fosforo (50 ppm), Potasio (236 ppm), Calcio (200 ppm), Magnesio (48 ppm) ademas de
contenes todos los microelementos necesarios. Las sales se disolvieron a razén de 2.3

g/L en agua desionizada.

5.4 Establecimiento de cultivos in vitro.
De forma general, para la obtencién de células transgénicas se siguieron dos vias:
la regeneracion directa e indirecta. Los explantes utilizados fueron semillas maduras e

inmaduras, con tratamientos especificos segun el experimento.

5.4.1 Método de desinfeccion.

Se siguié la metodologia del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales para la
especie Capsicum annuum L. propuesta por Zaragoza en 2016, destacando que los
volumenes utilizados de agua y agentes desinfectantes se afiadieron de tal forma que los
explantes quedaran cubiertos con la solucién sin que fuera excesivo. La desinfeccion
(figura 10) consisti6 en un enjuagar los explantes (semillas o frutos) con la cantidad
suficiente de EtOH al 70% (v/v) por 1 minuto como disolvente de grasas y aceites,
después se realiz6 un enjuague con agua estéril. Posteriormente, los explantes se
lavaron con NaClO al 35% (v/v), de una solucién stock de Clorox con NaCIlO al 5.40%
como antiséptico y germicida, y Tween-20 como surfactante (2 gotas/250 mL) durante 15
minutos con agitacion constante. Finalmente, se enjuagaron los explantes con agua

estéril hasta que no se observara la espuma generada por el surfactante.
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METODO DE
DESINFECCION

p| ETANOL70% (viv) |

por 1 minuto
p—

AGUA ESTERIL
(Enjuague suficiente)
i i

NaCIO 35% (v/v) + Tween 20
(2 gotas/250 ml) por 15
minutos

AGUA ESTERIL
(Enjuague suficiente)

Figura 10. Método de desinfeccién para la implementacién de cultivos asépticos in vitro
de los explantes de Capsicum annuum L.

el

5.4.2 Medios de cultivo y condiciones de incubacién.

Los medios de cultivo fueron preparados a partir de soluciones stock (100x) de
sales inorganicas y reguladores de crecimiento, ademas de afadir diferentes
componentes organicos como vitaminas, aminoacidos, bases nitrogenadas Yy
carbohidratos, a diferentes concentraciones segun se requiriera. Una vez mezclados
estos componentes, el pH se ajusté a 5.7 utilizando HCI (0.1 Ny 1.0 N) o NaOH (0.1N y
1.0 N) como fuera necesario y después se afiadié un agente gelificante (gelzan). Los
medios generales utilizados se presentan en la tabla 5, donde consecuentemente fueron
modificados segun se requiriera en cada experimento. Los macro y micro nutrientes de

las sales en cuestion se pueden revisar en el anexo Il del presente trabajo.
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Tabla 5. Medios de cultivo generales utilizados en los experimentos del
cultivo in vitro de Capsicum annuum L.

| Componentes MS sin hormonas N6P |
[ Sales MS 100% N6 100% |
| Sacarosa 3% |
[ vitaminas R2 100% Coctel 20 100% |
| Glicina 2.0 mg/L 0 |
| Adenina 0 10 mg/L |
[ 2,4-D 0 2.0 mg/L |
| BAP 0 0.3 mg/L |
| Prolina 0 2.5¢g/L |
| Caseina hidrolizada 0 200 mg/L |
| Gelzan 3.0g/L |
| PVP 1glL |

El agente gelificante se agregd a razon de 3.0 g/L de forma general, y para los
medios de cultivo en donde se bombarde6 el material biolégico en una concentracion de
3.5 g/L. En el caso de que no se afiadiera un compuesto termolabil, el agente gelificante
se hidrat6 a la mitad del volumen total del medio a elaborar y se calenté en un microondas
(1 min/100 mL de medio de cultivo), para posteriormente mezclarlo con los demas
componentes y servirlo en frascos estériles, finalizando el proceso al esterilizar el medio
gelificado en una autoclave vertical a 121°C (1.2 psi/18 min). En caso contrario, si se
afadia algiin compuesto termolabil (antibiéticos, agentes selectivos, etc.), la adicion del
gelificante se realiz6 directamente en la mezcla de los deméas componentes y el volumen
total se esteriliz6 en una autoclave vertical a 121°C (1.2 psi/18 min), posteriormente
cuando el medio de cultivo alcanzé 40°C aproximadamente se afiadié el compuesto
termolabil, y una vez homogeneizado el medio éste se sirvid en frascos estériles. Todo
este procedimiento se realizé dentro de una campana de flujo laminar y en condiciones

asépticas.
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Todos los cultivos se mantuvieron en incubacion en un cuarto de ambiente
controlado, a una temperatura de 25°C + 2°C y con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad, en recipientes adecuados respecto al volumen que los cultivos ocuparan.
Adicionalmente, los cultivos de plantas y callos se pasaron cada tres semanas a un medio
fresco, conociendo esta operaciéon como subcultivo, eliminando durante esta operacion

todo aquel tejido oxidado o en malas condiciones.

5.4.3 Germinacion in vitro de semillas.

Las semillas maduras, una vez desinfectadas, fueron puestas sobre un medio con
sales MS (Murashige & Skoog, 1962), Glicina (10 mg/L) y vitaminas R2 para determinar
el porcentaje de germinacién, bajo la presencia de la fitorregulador AGs, asi como en
ausencia de éste, con la finalidad de estimular la germinacion y contar con el mayor
namero posible de plantulas para experimentos posteriores. Fueron incubadas en las
condiciones ya mencionadas de la seccidn 5.4.2 y los datos se tomaron cada tercer dia
hasta el dia 18.

5.5 Regeneracion indirecta.

La induccién de callo se llevé a cabo a partir de embriones cigoticos inmaduros,
tomados como explante de frutos verdes de edades distintas y provenientes de las
plantas cultivadas en el sistema de hidroponia.

5.5.1 Induccion de callo.

En condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar, se disectaron
los frutos de chile serrano (figura 11) que contenian en su interior las semillas inmaduras
para que, consecuentemente, los embriones inmaduros fueran expuestos al retirar la
testa que los protege. Cabe destacar que se utilizaron frutos en diversas etapas de
desarrollo y provenientes de diferentes plantas, por lo cual en este experimento no se

estandarizo la formacién de callo respecto a la etapa de desarrollo del embridn.
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Figura 11. Diseccion de los embriones cigéticos inmaduros de chile serrano en
condiciones asépticas.

Una vez extraidos los embriones cigoticos inmaduros, se cultivaron en dos medios
generales con la adicion de reguladores de crecimiento para la induccién de callo: el
medio MS (Murashige & Skoog, 1962) (Tabla 5) mas 2,4-D (1 mg/L), BAP (0.3 mg/L),
ANA (1 mg/L) y AIA (1 mg/L), describiéndose como medio B+, y el medio N6P (Chu et
al., 1975) (Tabla 5) con 2,4-D (2 mg/L), BAP (0.3 mg/L), adenina (10 mg/L), caseina
hidrolizada (200 mg/L), L-prolina (2.5 g/L) y vitaminas “Coctel 20" que no se detalla su
composicion y concentracion debido a que se encuentra en proceso de patente. Se
evalué cualitativamente a través de observaciones cada tercer dia, eligiendo el medio
que generd un callo con menor oxidacion y se desarrollé6 en un volumen considerable

respecto del otro.

5.5.2 Proliferacion y evaluacion del crecimiento de callos.

El posterior cultivo in vitro de los callos celulares se realiz6 sobre el medio de
cultivo N6P, a través de la metodologia descritas por Mineo (1990) para el subcultivo de
callos celulares. Los callos una vez desarrollados se subcultivaron cada cuatro semanas,
incubandose en un cuarto de ambiente controlado, como se describié anteriormente en

la seccién 5.4.2.
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La evaluacion del crecimiento fue determinada con una cinética de crecimiento
durante 21 dias realizando cinco repeticiones donde inicialmente se pesaron 0.5 g de
callo para cada repeticién, midiendo cada tercer dia el peso fresco de éstos en el medio
N6P. Finalmente se grafico el promedio de estas cinco muestras en cada dia de toma de

muestra, utilizando el programa Excel 2013 de la paqueteria Office.

5.5.3 Induccién de la via regenerativa

Una vez que se obtuvo la suficiente cantidad de callo proveniente del medio N6P,
se procedio a inducir la via regenerativa de éstos al probar diferentes reguladores de
crecimiento. Los callos que se indujeron a la via regenerativa indirecta fueron expuestos
a los medios y reguladores de crecimiento mostrados en la tabla 6, donde cada subcultivo
se realiz6 cada tres semanas, teniendo con anterioridad 6 subcultivos en medio N6P.

La evaluacion de la via regenerativa se realizd cualitativamente, comparando
visualmente la diferenciacion celular respecto al tratamiento control al que no se le

modificaron las sales y reguladores de crecimiento, siendo éste el Tratamiento 2-a.
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Tabla 6. Medios de cultivo probados para la regeneracion indirecta de plantas de Capsicum annuum L. utilizando
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento (mg/L).

Tratamientos Subcultivo % cultivos Medio de cultivo Auxina (2,4-D) Citocininas (BAP) Giberelinas (AGs)
I 7 |
| 5 | 100% N6P 0 0
Tratamiento 1
| 9ayi10a | | 0 |
50% MS 0
| o9vyiob | | 4 |
I 7 |
100%
_ | 8 | N6P 2 0.3
Tratamiento 2
| 9ayi10a |
50%
| 9byiob | | MS || 0 Il 4 |
I 7 | I 1 |
100% N6P 3
. | 8 | | 0.5 |
Tratamiento 3
| 9ayi10a | | 3 |
50% MS 0
| 9byiob | | 4 |
I 7 |
| 5 | 100% N6P 0 3
Tratamiento 4
| o9ayi10a | | 3 |
50% MS 0
| 9bylob | | 2 |
I 7 | I 3
| 5 | 100% N6P 0 3 | =
Tratamiento 5
| o9ayi10a | | 0 I 3
50% MS 0
| o9byiob | | 3 I 0

Nota: En el noveno subcultivo se dividieron los frascos y un 50% (a) pasaron a un medio y el otro 50% (b) se pas6 a otro medio
diferente, segun lo descrito en la presente tabla.




5.6 Regeneracion directa.

Con base en la revision bibliografica de la seccidn 2.4, se propuso un experimento
que combind diversas condiciones para la embriogénesis somatica directa a partir de
embriones cigéticos maduros, siendo las siguientes: dos medios diferentes MS
(Murashige & Skoog, 1962) y WPM (Lloyd & Mc Cow., 1980), compuestos organicos

(vitaminas R2, agua de coco y caseina/glutamina) y el tamafio del explante utilizado.

5.6.1 Germinacion in vitro de semillas para regeneracién directa.

Se germinaron semillas maduras de Capsicum annuum L. para este experimento,
desinfectando previamente las semillas a través del método de la seccién 5.4.1 y
germinando en un medio MS (Murashige & Skoog, 1962) sin hormonas, esto ultimo para
no influir en el sistema hormonal endégeno de la planta y evitar asi un sesgo en el

experimento.

5.6.2 Induccidon de embriogénesis somatica.

La induccién consisti6 en poner sobre diferentes medios de cultivo embriones
cigdticos madurados, los cuales se germinaron previo al experimento por 10 dias,
presentando desarrollos diferentes a pesar de haberse cultivado bajo las mismas
condiciones. Los medios de cultivo utilizados se presentan en la tabla 7 y los tres tipos
de estadios que se probaron se muestran en las figuras 12.

Tabla 7. Medios de cultivo probados para la embriogénesis somética directa de Capsicum

annuum L.
Componentes || MS-CW MS-CG MS-R2 WPM-CW WPM-CG WPM-R2
Sales MS 100% WPM 100%
Sacarosa 8%
2,4-D 2.0 mg/L
Caseina Caseina
-~ Cw 500 mg/L 0 Ccw 500 mg/L 0
Organicos 10 mL/L Glutamina 100% 10 mL/L Glutamina 100%
200 mg/L 200 mg/L
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| Estadio “a” Estadio “b” Estadio “c”

Figura 12. Estadios de las plantulas germinadas de Capsicum annuum L. probados para
la embriogénesis somatica directa junto a los medios de cultivo de la tabla 7; donde “a”
son plantulas de 1a 5cm, “b”son de 5a 10 cm y “c” es el hipocatilo de plantulas que se
desarrollaron hasta mostrar hojas cotiledonarias.

Los embriones desarrollados se cultivaron en cajas Petri, bajo las condiciones
descritas en la seccion 5.4.2, teniendo de cada uno de los seis medios de cultivo tres
repeticiones, con lo cual cada estadio de desarrollo se cultivd en una de las repeticiones
y poniendo cinco explantes en cada caja Petri. Después de 48 dias de la induccion de
embriogénesis somaética, se observaron los explantes en un microscopio estereoscopico

para revisar la diferenciacion obtenida

5.7 Transformacion genética por biobalistica.

Debido a la recalcitrancia del chile serrano para su regeneracion en cultivos in
vitro, los protocolos de transformacion genética se llevaron a la par con los protocolos de
regeneraciéon. De manera general, las transformaciones genéticas se realizaron con una
camara de biobalistica de alta presion BioRad® modelo PDS-1000/He solicitando
también los plasmidos mencionados en la seccion 5.2. Para la transformacion genética
la M. en D. Aracely Arandal Martinez prepar6 balas de tungsteno de 0.4 y 0.7 pym, asi
como los reactivos necesarios tales como: CaClz (2.5 M), espermidina (0.1 M), EtOH

(grado HPLC y 70%), agua desionizada estéril y helio como el gas inerte para disparar

40

——
| —



las balas dentro de

la camara de biobalistica. Los materiales utilizados fueron

micropipetas de diferentes volimenes, puntas para micropipeta, tubos Eppendorf,

membranas de ruptura (1100 psi), macrocarriers, holders y stopping screens, todos

esterilizados en una autoclave vertical por 121°C (1.2 psi/18 min) y manejados en

condiciones de asepsia. La preparacion de los reactivos, asi como el procedimiento

previo a la transformacion genética se describen en el anexo Il del presente trabajo. El

diagrama general de transformacion genética se muestra a continuacion en la figura 13.
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Figura 13. Diagrama general de transformacién genética por biobalistica para los
diferentes explantes de Capsicum annuum L.
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5.7.1 Transformacioén de callos.

5.7.1.1 Seleccién de la concentracion del agente de seleccién en cultivo de callos.

Considerando una via de regeneracion indirecta, se propuso establecer con los
cultivos de callos una transformacioén genética por medio de biobalistica, definiendo en
principio los parametros para que el agente de seleccion necrosara completamente a las
células, siendo subcultivadas en el medio que mejor resultado tuvo la proliferacion de
callo, el cual fue el medio N6P. Las concentraciones probadas en este experimento fueron
0, 10, 15, 20 y 25 mg/L de higromicina-B.

Los parametros evaluados fueron el peso fresco como método cuantitativo y el
grado de oxidacién en una escala cualitativa, registrando cada tercer dia esta informacién
y obteniendo después 21 dias la influencia del antibiotico sobre el peso fresco y la
oxidacion del callo. La curva de resistencia a higromicina se elaboré en el programa Excel
2013 de la paqueteria Office, a través de los datos de peso fresco obtenidos de cinco
repeticiones que iniciaron con 0.50 g de callo para los cinco tratamientos de higromicina.
Asi mismo, el grado de oxidacion se evalué al término del experimento, dando
calificaciones subjetivas de 0x a 5x, donde 0 fue una oxidacion nula y 5x una oxidacién

total.

5.7.1.2 Seleccién de las condiciones de transformacion genética de callo.

Siguiendo el diagrama de transformacion genética, al establecer las condiciones
de resistencia a higromicina-B que necrosa totalmente las células de Capsicum annuum
L., se subcultivd en un medio N6P habitual cinco dias antes de la transformacién genética,
con base en los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento.

Veinticuatro horas antes de la transformacion genética, se subcultivo el callo en
etapa exponencial sobre cajas Petri de poliestireno (60 x 15 mm) con 20 mL de medio
fresco N6P y 3.5 g/L de gelzan, poniendo en éstas la cantidad de 0.5 g de callo (Ensayo
E1) que cubriera un circulo de diametro de 20 mm, la cual era necesaria para que las
balas proyectadas llegaran adecuadamente a las células vegetales. Los parametros de
experimentacion para determinar las mejores condiciones de transformacion genética, en

la cAmara de biobalistica, fueron los presentados en la tabla 8.

42

——
| —



Tabla 8. Experimento propuesto para la transformacion genética de callos de
Capsicum annuum L. por medio del sistema de biobalistica.

| Condiciones Experimentos !

| Presion 1,100 psi |

| Numero de disparos Un disparo |

| Medio de Cultivo Medio N6P |

| Tratamientos T1 T2 T3 T4 |
Macrogalfrtiaerr]f:lliiplante 9om 12.em

| Tamarfio de bala 0.4 um 0.7 um 0.4 um 0.7 um |

Una vez transformadas las células, después de 48 horas se pasaron del medio
para transformacion por biobalistica a un medio de seleccion con la cantidad habitual de
gelzan (3.0 g/L) y 25 mg/L de higromicina-B, subcultivandolos cada tres semanas a un

medio fresco similar.

5.7.1.3 Comprobacién de la transformacion y visualizacion de la expresion
transitoria de GFP en callos.

La comprobacién de las células transformadas de Capsicum annuum L. se realiz6é
a través de dos metodologias: la resistencia a higromicina-B observada a través del
microscopio Motic SMZ-168 evaluando cualitativamente la oxidacion presentada por el
callo, asi como la expresion transitoria de la proteina verde fluorescente, ambas
caracteristicas otorgadas por el plasmido insertado.

La expresion transitoria de GFP se observd con un microscopio confocal,
instrumento perteneciente a la Unidad de Servicios de Apoyo a la Industria e Investigacion
(USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM, edificio H “Mario Molina”. La observacion
se realiz6 5 y 30 dias después de la transformacion genética; el primer analisis para
comprobar que el procedimiento se habia realizado adecuadamente y el segundo con la
finalidad de comprobar que el gen insertado ya se encontraba estable dentro de las

células; en este ultimo, se tomd del callo mas sano desarrollado en higromicina-B.
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Los callos transformados fueron evaluados visualmente tras 30 dias de haber sido
subcultivados, definiendo el mejor parametro como aquel en donde la formacion de masa
celular se observara en cantidad considerable y ésta no se necrosara, aunado a la
visualizacion de la expresion transitoria de GFP como primer resultado de una

transformacién genética correcta.

5.7.2 Transformacién de embriones cigéticos maduros e inmaduros.

5.7.2.1 Seleccion de la concentracion de higromicina en plantas de chile serrano.

Para la via de regeneracion directa de plantas transformadas se establecieron
cultivos asépticos de nudos, los cuales provenian de plantas con 42 dias de desarrollo,
tomando el primero y el segundo nudo de la parte superior de la planta, cultivandose
posteriormente en el medio propuesto por Ledén (2018) (Medio MS-RD, tabla 9) a
diferentes concentraciones de higromicina-B (0, 5, 10 y 15 mg/L).

El pardmetro evaluado fue Unicamente el grado de oxidacion del nudo en una
escala cualitativa y su desarrollo en caso contrario, con la finalidad de establecer la
concentracion adecuada del agente de seleccion; tanto para embriones cigéticos y
plantas transformadas como para embriones somaticos regenerados y transformados. La
evaluacion se realiz6 cada tercer dia durante un mes y se determiné la concentracién
letal para los explantes ya mencionados para que, en un futuro, una vez desarrollados
adecuadamente, se expongan al agente de seleccion y se determine entonces su

viabilidad una vez transformada genéticamente.

5.7.2.2 Seleccion de las condiciones de transformacion genética en
embriones cigéticos.

Se realiz6 la transformacion genética de embriones cig6ticos maduros (Ensayo
E2) e inmaduros (Ensayo E3), usando en ambos ensayos el medio de cultivo propuesto
en la investigacion de Leon (2018), del laboratorio 116 de la Facultad de Quimica, UNAM
(Tabla 9), para efectos de este trabajo nombrado como “MS-RD (Regeneracion directa)”,
asi como un medio N6P como experimento adicional al ensayo E2, para observar c6mo

se comportaban los embriones cigéticos maduros transformados (Ensayo E2).
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Tabla 9. Componentes del medio de cultivo (MS-RD) para la
regeneracion via organogénesis directa de brotes de C. annuum L.

| Componentes Medio MS-RD |
[ Sales MS 100% |
[ Vitaminas R2 100% |
| Sacarosa 3% |
| Antioxidantes 300 mg/L |
| Glutamina 50 mg/L |
| Arginina 15 mg/L |
| Cisteina 100 mg/L |
| Adenina 25 mg/L |
[ BAP 5 mg/L |
| Carbo6n activado 1g/L |
| Sulfato de Cobre 8 ug/L |
| Nitrato de Plata 5 mg/L |
| PVP 2 glL |
| Gelzéan 3.0g/L |

El disefio de ambos ensayos se muestra en las tablas 10 y 11, destacando que el
ensayo E2 maneja Unicamente el plasmido 1 (p)CAMBIA1302::FBP::GFP) y el ensayo E3
ambos plasmidos pCAMBIA1302::FBP::GFP y pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP. En
este procedimiento, los embriones tanto maduros como inmaduros se remojaron en agua
estéril por 24 horas previas al cultivo en cajas petri, para ablandar la testa y que las balas
penetraran de mejor forma al explante. Una vez remojados los embriones éstos se
cultivaron 24 horas antes en cajas Petri con los medios establecidos con 3.5 g/L de gelzan
para su transformacion genética por biobalistica y sin higromicina, afiadiendo al centro
de cada caja Petri la cantidad de 25 embriones. Las condiciones de la camara de
biobalistica en ambos ensayos fueron las siguientes:
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Tabla 10. Experimento propuesto para la transformacion genética de semillas maduras
de Capsicum annuum L. por biobalistica, utilizando diferentes medios de cultivo.

I Condiciones Experimentos I
I Presion 1,100 psi I
I Numero de disparos Un disparo I
| Medio de Cultivo Medio MS-RD Medio N6P |
[ Tratamientos 71 |12 713 |72 ][5 JCT6 I 17 [ T8 ]
Dlstgnma 9cm 12 cm 9cm 12 cm
Macrocarrier-Explante
~ 0.4 0.7 0.4 0.7 0.4 0.7 0.4 0.7
Tamarno de bala
um um um um um um pum um

Tabla 11. Experimento propuesto para la transformacion genética de semillas inmaduras
de Capsicum annuum L. por biobalistica, utilizando dos plasmidos diferentes.

I Condiciones Experimentos I
| Presion 1,100 psi |
| Numero de disparos 2 disparos |
[ Medio de Cultivo Medio MS-RD |
| Tratamientos T1 T2 |
‘ Dist_ancia 12 em ‘
Macrocarrier-Explante
| Tamarno de bala 0.7 pm |
| Plasmido pCAMBIA1302::FBP::GFP pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP |

Ambos ensayos se subcultivaron 48 horas después de la transformacién en
medios frescos y sin higromicina para el primer subcultivo, con la finalidad de que los
embriones se desarrollaran sin estrés por el antibiético. Posteriormente, se subcultivaron
5 veces cada tres semanas en medios frescos y a las concentraciones de higromicina
gue se mencionan a continuacion: Al ensayo E2 se le agregd 15 mg/L de higromicina-B
desde el segundo subcultivo y asi se mantuvo, mientras que el ensayo E3 se aumenté
gradualmente la concentracion de higromicina-B a razén de 5, 10 y 15 mg/L por

subcultivo.




5.7.2.3 Visualizacion de la expresion transitoria de GFP en embriones cigoticos
transformados.

La expresion transitoria fue comprobada para ambos ensayos (E2 y E3), bajo las
mismas condiciones descritas del ensayo E1 de la seccién 5.7.1.3. La evaluacion de los
embriones cigoticos maduros transformados (ensayo E2) fue cinco dias después del
bombardeo y 32 dias después de la transformacion genética se observo el desarrollo de
las plantas en la concentracién de higromicina-B adecuada (15 mg/L) que, al presentarse
necrosadas, no fue indispensable observar la expresiéon de GFP. La observacion de la
expresion transitoria de GFP en los callos y plantulas obtenidas del ensayo E3,
provenientes de embriones cigoéticos inmaduros, se realizd cuatro meses después de la

transformacion genética.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Germinacion ex vitro.

En la germinacion realizada en condiciones ex vitro, las semillas que fueron
sembradas en hidroponia se dejaron previamente en un remojo de 3 dias en AGs 1 mg/L,
germinando completamente previo a su paso al sustrato de agrolita, obteniendo
posteriormente un desarrollo de todas las semillas sembradas de las plantas de chile
serrano (figura 14).

Respecto a las plantulas obtenidas, se destaca que al presentar éstas las hojas
verdaderas y al regarlas con solucion hidropénica, el desarrollo del tallo, hojas y brotes
adventicios fue mas efectivo que cuando no se reg6 con la solucién en su primera etapa
de crecimiento, debido al requerimiento de sales y nutrientes para el 6ptimo crecimiento

en este tipo de metodologia (Beltrano & Gimenez, 2015).

Figura 14. Plantas de Capsicum annuum L. en
condiciones de hidroponia con 60 dias de
desarrollo.

6.2 Método de desinfeccion.

La desinfeccion de los explantes en el cultivo in vitro de tejidos vegetales es un
punto critico en el estudio de las plantas o lineas celulares que se establecen bajo esta
técnica biotecnolégica, siendo entonces la contaminacién de bacterias u hongos un factor
biético que dafa el cultivo al infectarlo o absorber los nutrientes presentes en el medio.
Con lo anterior, es relevante establecer una serie de protocolos con el que se logre la
desinfeccién del material vegetal, ya que se debe adaptar el tejido u 6rgano en cuestion

a las condiciones de asepsia para su establecimiento in vitro exitoso (Alcantara et al.,
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2017). Zaragoza en 2016 establecio la metodologia que permite desinfectar las semillas
de chile serrano, lograndose la ausencia de microorganismos en los cultivos in vitro
debido a la interaccion de los componentes utilizados en el tiempo definido, para
eliminarlos.

La desinfeccion se fundamenta en la capacidad antiséptica, asi como en la
polaridad que tiene el etanol para disolver y desorganizar las capas de lipidos y proteinas
que componen la membrana de la semilla, ademas de inhibir algunos microorganismos,
pero no en su totalidad. Posteriormente, el NaClO incrementa la eficiencia de la
desinfeccién al oxidar las proteinas de membrana de los microorganismos, lo cual genera
deshidratacion celular (Madigan et al., 2015). Cabe resaltar que un exceso de NaClO
puede causar el mismo efecto sobre el explante y por tanto dafar al tejido vegetal
(Goémez, 2016). Adicionalmente, el Tween 20 es un tensoactivo que genera una emulsion
aceite en agua, permitiendo que los lipidos que no se retiraron con el etanol, sean
removidos por este componente permitiendo la entrada del agente desinfectante
(NaClO), ademas de tener la misma funcién con bacterias que se adhieren a la superficie
vegetal y no se eliminan con el hipoclorito de sodio (Cruz, 2012). Finalmente, al realizar
correctamente esta parte del protocolo, se logré un 100% de desinfeccion para todos los
explantes utilizados dentro de los diferentes experimentos realizados como lo reportado
por Zaragoza (2016), Lopez (2016) y Ledn (2018).

6.3 Germinacion in vitro.

La germinacion in vitro de semillas de chile serrano tuvo la finalidad de determinar
su viabilidad, ademas de obtener plantas en condiciones asépticas y con ello explantes
para los diferentes experimentos, tal fue el caso de la curva de resistencia a higromicina
de nudos y la obtencion de plantas transgénicas a partir del bombardeo de particulas con
ADN a semillas maduras, que mas adelante seran discutidos. El porcentaje de
germinacion obtenido se muestra en la tabla 12, donde se sigui6é la metodologia de la
seccion 5.4.3 para germinar las semillas mencionadas. Debe destacarse que la
germinacion en condiciones in vitro comenzo entre el quinto y el séptimo dia después de
la siembra, obteniendo un mayor porcentaje en el séptimo dia, después de la siembra en

ambos medios.
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Tabla 12. Germinacion de semillas de chile serrano bajo condiciones in vitro en dos medios

de cultivo diferentes.

Tiempo de germinacion (dias)
Medio de || Parametro || 5 7 s || 12 || 15 18 || wGerm
cultivo estadistico
MS sin X 03 || 24 J[ 64 || 11 J[ oo Jjoa || 03 Jf
AGs D.E. 0.49 || 0.98 || 2.15 || 1.07 || 0.69 || 0.53 || 0.49
MS + AG3 X 0.1 1.9 7.4 0.4 1.9 0.1 0.6 82 9%
(3 mglL) D.E. 038 || 1.86 || 1.81 || 053 || 1.07 || 0.38 || 0.79

La germinacion in vitro de chile serrano ofrece una mayor eficiencia en esta fase
respecto a lo reportado en condiciones de suelo, que es de 12 a 15 dias para el inicio de
este fenomeno (Gonzélez-Cortés et al., 2015). El porcentaje de germinacién para ambos
demuestra una viabilidad adecuada de las semillas, ademas de que el medio MS con 3
mg/L de AGs como regulador de crecimiento, desarrollé6 una mayor cantidad de plantulas
respecto al medio sin hormonas, debido a que este compuesto influye en la germinacién
de semillas y el posterior desarrollo de radiculas (Umamaheswari & Lalitha, 2007).

Lo anterior se fundamenta en el reporte de Mandujano et al., 2007, donde
describen que las giberelinas desinhiben genes que codifican para la enzima a-amilasa
la cual degrada el almidon que la semilla tiene como reserva de carbohidratos simples,
utilizandolos como fuente de carbono para el desarrollo inicial de la planta aun cuando
esta Ultima no es capaz de realizar fotosintesis por si misma, por lo cual al afiadir este
compuesto se complementa a las giberelinas sintetizadas de novo por los mismos
embriones en desarrollo.

Adicionalmente, debe destacarse que a partir del dia 11 se observé el comienzo
en el desarrollo de hojas verdaderas sobre las semillas que habian germinado en los
primeros dias (4 y 5 dias), en proporciones similares dentro de los dos medios de cultivo

analizados.
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El desarrollo que tuvieron las plantas bajo condiciones in vitro durante 42 dias se
muestra en la figura 15, resaltando que durante las primeras cuatro semanas se
mantuvieron en el medio con AGs (3 mg/L) y al siguiente subcultivo se les quito el

compuesto en mencion.

Figura 15. Desarrollo de plantas donadoras de explantes bajo condiciones in vitro en
medio MS. (1) Semillas de chile serrano germinadas después de 7 dias, (2) Plantas en
desarrollo tras 18 dias de cultivo, (3) Plantas de chile serrano tras 28 dias de cultivo, (4)
Plantas donadoras de explantes (nudos) para la cinética de resistencia a higromicina-B
tras 42 dias después del cultivo.

6.4 Regeneracion indirecta.

6.4.1 Induccion y proliferacion de callo.

El establecimiento de callos de Capsicum annuum L., tanto en induccién como en
proliferacion a partir de embriones cigoticos inmaduros, se llevé a cabo con mejores
resultados en el medio N6P (tabla 13), composicion descrita con anterioridad en la
seccion 5.4.2. El uso de los medios B+ y N6P se debié a que éstos son utilizados

comunmente en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales para comenzar con la




promociéon de callo, destacando que ambos contienen la auxina 2,4-D (1 y 2 mg/L
respectivamente), compuesto que interviene en la formacion y proliferacion de callo para
chile serrano, como lo reportan distintos autores (Harini & Lakshmi, 1993; Binzel et al.,
1996; Berljak, 1999; Bodhipadma & Leung, 2002; Kaparakis & Alderson, 2008; Aboshama,
2011), por lo cual se decidié comparar la influencia de las sales asi como los diferentes
compuestos organicos en la formacion de la masa celular, diferenciando que en este caso

el explante utilizado es el embrién cigético inmaduro de chile serrano.

Tabla 13. Resultados cualitativos para la induccion de callo a partir de embriones
cigéticos inmaduros en dos medios de cultivo diferentes.

I Medio de Cultivo Medio B+ Medio N6P I
Total de explantes 20 20
evaluados
I Callos inducidos 6 17 I
I Explantes oxidados 14 3 I

Las observaciones cualitativas (figura 16) demostraron que, para embriones
cigéticos inmaduros, el medio N6P, ademas de inducir y proliferar mas callo, brind6é un
bajo nivel de oxidacion respecto al medio B+, destacando que las sales N6P no son
reportadas de manera comun en la literatura para la regeneracion indirecta de Capsicum
annuum L. Azofeifa en 2009 describio los problemas de oxidacion y oscurecimiento de
explantes vegetales cultivados in vitro justificando, con esta referencia bibliogréfica, lo
observado en los explantes cultivados en el medio B+. En primera instancia la elevada
concentracion de sales en el medio B+ respecto al medio N6P es una posible variable
gue influye en la respuesta oxidativa de los cultivos, ya que se reporta que, a una menor
cantidad de sales, la oxidacion es menor, aunado a una menor cantidad de cofactores
inorganicos tales como Cu?*, Mn?* y Zn?*, involucrados en la actividad de enzimas
oxidativas (Azofeifa, 2009).
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Medio MS (B+)

Figura 16. Comparacion de dos medios de cultivo (B+ y N6P) para la induccion y
proliferacion de callo a partir de embriones inmaduros de Capsicum annuum L. tras
incubarse 6 semanas con un subcultivo en la cuarta semana. Los medios de cultivo se
componen de acuerdo a lo descrito en la tabla 5, con la diferencia que el medio MS
contiene las siguientes hormonas: 2,4-D (1 mg/L), BAP (0.3 mg/L), ANA (1 mg/L) y AIA
(1 mg/L), siendo descrito como medio B+.




De forma similar una mayor concentracion de reguladores de crecimiento influye
sobre una alta produccién de polifenoles, siendo las auxinas mas reactivas que las
citocininas, hecho que permite una mayor actividad de oxidasas las cuales tienen como
producto final quinonas que son reactivas y dafan el tejido celular hasta su necrosis,
justificando entonces que el medio B+ al tener tres auxinas (2,4-D, ANA y AIA) es mas
propenso a la oxidacion (Azofeifa, 2009). Cabe resaltar que no en todos los cultivos estos
hechos son consistentes, sin embargo, tanto para la especie y explante estudiados, se
cumplen y son factores a subrayar en el resultado obtenido.

La sinergia entre las sales N6, los reguladores de crecimiento y los compuestos
organicos (Coctel 20, Adenina, Caseina y Prolina) formaron un callo friable en los
explantes cultivados, resaltando que no todos los embriones formaron callo directamente
en el medio N6P ya que algunos germinaron en un inicio y dias después, sin llegar a
desarrollar hojas cotiledonarias, formaron un callo con caracteristicas cualitativas
similares a los deméas. El resultado obtenido del medio N6P es también contrastante
respecto a los medios de cultivo reportados por diversos autores en la seccion 2.4, hecho
gue se destaca y no es reportado hacia la variedad Tampiquefio-74 de Capsicum annuum

L. asi como para el explante probado en este experimento.

6.4.2 Induccién de la via regenerativa indirecta.

La eleccion de los reguladores de crecimiento en esta fase regenerativa se basa
en los reportes de diferentes autores que utilizaron BAP como regulador de crecimiento,
el cual diferencié brotes de Capsicum annuum L. en combinacién con diversas auxinas y
giberelinas, tanto en la induccion como en la elongacion de los brotes a través de rutas
organogénicas directas e indirectas (Gunay & Rao, 1978; Berljak, 1999; Husain et al.,
1999; Arous et al., 2001; Joshi & Kothari, 2007 y Sanatombi & Sharma, 2008). Debe
resaltarse, tal como se menciona en la seccion 2.4, que el explante estudiado en esta
investigacion es diferente a los utilizados en los reportes citados anteriormente, por lo
cual la busqueda de una respuesta regenerativa a traves de callo proveniente de embrion
inmaduro en la variedad estudiada, condiciona los resultados obtenidos para estas

variables.
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El establecimiento de la regeneracion de plantas de Capsicum annuum L. en los
medios de cultivo con diferentes reguladores de crecimiento, mostré diferencias
cualitativas apreciables en los tratamientos establecidos para el callo proveniente de
embriones inmaduros de esta especie la cual se encontré en funcion del tiempo y a través
de los subcultivos consecuentes. En primer lugar, debe remarcarse que las imagenes del
séptimo subcultivo, el primero bajo los diferentes tratamientos con los diferentes
reguladores de crecimiento, no son mostradas ya que no se obtuvo una diferenciacion en
las caracteristicas apreciables de los callos.

La auxina 2,4-D jugd un papel importante sobre el desarrollo de células no
diferenciadas en el medio de cultivo, a lo que se le conoce como callogénesis (George et
al., 2008) mas no en la diferenciacion de cloroplastos y, por tanto, una posible inhibicion
de la regeneracién hacia embriones u érganos vegetales. Se ha reportado que el
compuesto 2,4-D metila el ADN, afectando de forma aleatoria algunos genes que
participan en la diferenciacién celular e inhibiendo asi esta capacidad en las células
vegetales (Féher, 2015), situacion que se observa en el tratamiento control (T2-8) y el
tratamiento que aun conservaba 50% de auxina (T3-8), en los ultimos dos subcultivos
donde, a diferencia de los demas, no presentd ninguna coloracién (figura 17). De igual
forma se destaca en el tratamiento control que al tener una baja concentracion de BAP,
este compuesto no influyé sobre el desarrollo de cloroplastos en el callo de embrién
inmaduro de Capsicum annuum L.

Una vez que se realiz6 el octavo subcultivo, los callos comenzaron a tener una
ligera diferenciacion de cloroplastos, principalmente en los tratamientos T1-8, T4-8 y T5-
8. De esta forma, la ausencia de reguladores de crecimiento como lo es en el tratamiento
T1-8 genera callos que desarrollan un color verde (figura 17), al igual que la influencia de
la citocinina BAP como diferenciador de cloroplastos al encontrarse en el medio de cultivo
(Peter, 2004).
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Figura 17. Octavo subcultivo del experimento de reguladores de crecimiento para la
regeneracion de C. annuum L.

En el noveno y décimo subcultivo, en medio MS con diferentes concentraciones
de reguladores, segun lo indicado en la metodologia experimental, se diferenciaron
apreciablemente los callos; situacion favorable para una posible regeneracion de plantas
de chile serrano (Capsicum annuum L.). Cabe destacar que a excepcién del tratamiento
control (T2a), todos presentaron una diferenciacion mayor en cuestion de color, asi como
en compactacion.

Sobre el tratamiento 1 (figura 18) tanto en el noveno y décimo subcultivo para
ambos medios (T1-9ab y T1-10ab), se muestra que aun sin la influencia de algun
regulador de crecimiento, la diferenciacion de cloroplastos se obtiene. Sin embargo, al
décimo subcultivo la presencia de oxidacion se observa mayoritariamente en el callo,
aunqgue se destacan ciertas zonas en donde se encuentran agregados de una coloracion

verde intensa y contrastante.

9" Subcultivo (a) 9" Subcultivo (b)

Tratamiento 1

.

cultivo (b)

Figura 18. Resultados cualitativos del tratamiento 1 (T1) en callo proveniente de embrion
inmaduro de Capsicum annuum L.




Respecto al tratamiento 2 (T2-10b), en donde se paso el callo de un medio N6 a
un medio MS con 4 mg/L de BAP, dos meses fueron suficientes para que las células del
callo tuvieran una diferenciacion celular apreciable (figura 19), sin embargo, este
resultado obtenido es muy similar al de los tratamientos T3-9b y T4-9b debido a la

presencia de la citocinina BAP.

9° Subcultivo (a)

9" Subcultivo (b)

—<

i

&

Siivo (b)

Tratamiento 2

Figura 19. Resultados cualitativos del tratamiento 2 (T2) en callo proveniente de embrién
inmaduro de Capsicum annuum L.

En el tratamiento 3, sobre sus dos variantes en el noveno subcultivo (T3-9ay T3-
9b), la influencia de la auxina 2,4-D continda, ya que muestra una menor coloracién
respecto a los demas, lo que sugiere que el material genético de algunas células aln se
encuentra metilado, situacion que en el cuarto subcultivo (T3-10a y T3-10b), ya con la
presencia total de BAP se obtiene una diferenciacién celular apreciable respecto a la
obtencion de cloroplastos. Cabe destacar que el medio con 3 mg/L para este tratamiento

(T3-10a) es el que marca en mayor proporcion la diferenciacion (figura 20).




9" Subcultivo (a) 9" Subcultivo (b) |

Tratamiento 3

Figura 20. Resultados cualitativos del tratamiento 3 (T3) en callo proveniente de embrién
inmaduro de Capsicum annuum L.

El tratamiento 4 (T4) tanto en el noveno y décimo subcultivo, éste Gltimo en sus
dos variantes experimentales, muestran caracteristicas similares, a excepcion del callo
proveniente de T4-10b, el cual es un callo oxidado, pero en ciertas zonas presenta

agregados de color blanco y compacto (figura 21).

Tratamiento 4

10° Subcultivo (a)

A :?7

Figura 21. Resultados cualitativos del tratamiento 4 (T4) en callo proveniente de embrion
inmaduro de Capsicum annuum L.

Respecto a los tratamientos T5-a y T5-b, en ambos subcultivos (noveno y décimo),
donde el acido giberélico (AGs) fue adicionado, son los callos que muestran una mayor
compactacion al observar al microscopio ademas de una coloracion verde mas intensa,

sin embargo, en el décimo subcultivo en la variante “b” (T5-10b), se observa que ademas
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de la diferenciacion de cloroplastos, existe una considerable oxidacion celular debido a

la presencia de una concentracion elevada de BAP (4 mg/L) (figura 22).

9" Subcultivo (a) 9" Subcultivo (b) |

Tratamiento 5

o

10° Subcultivo (b) |

Figura 22. Resultados cualitativos del tratamiento 5 (T5) en callo proveniente de embridn
inmaduro de Capsicum annuum L.

Con los resultados obtenidos hasta el décimo subcultivo, no se observaron
estructuras que se diferencien en érganos (tallo, hojas y/o raices) o en embriones
somaticos, sugiriendo nuevamente que la influencia de la auxina 2,4-D (2 mg/L), en el
medio N6 donde se proliferé inicialmente el callo, inhibe la regeneracion del mismo,
coincidiendo con lo reportado en varios estudios (Gunay & Rao, 1978 y Berljak, 1999).
Ademas, una elevada concentracion de BAP (4 mg/L) genera una mayor oxidacion del
callo respecto a los 3 mg/L en los medios utilizados, sugiriendo que esta Ultima
concentracion es la ideal para buscar una diferenciacion sin ser agresiva para el callo de
chile serrano (Peter, 2004).

Respecto a la modificacién de sales que hubo en el noveno y décimo subcultivo
tampoco hubo una respuesta satisfactoria en la regeneracion ya sea organogénica o
embriogénica, lo cual sugiere que la regeneracion indirecta para esta especie no se
obtiene con la metodologia propuesta.

Finalmente, debe considerarse que la especie Capsicum annuum es recalcitrante
bajo condiciones in vitro (Gammoudi et al., 2018) y responde de manera variable a los
reguladores de crecimiento y tipo de explante hacia una futura regeneracion (Kothari et

al., 2010), resaltando que en la literatura (seccién 2.4) se reportan regeneraciones in vitro
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para Capsicum annuum L. pero las variedades son diferentes a la utilizada en esta
investigacion (Tampiquefio-74), siendo éste un posible factor que incide en los resultados

obtenidos.

6.5 Regeneracion directa.

6.5.1 Induccidn de la via regenerativa directa.

La busqueda de la regeneracion directa via embriogénesis soméatica se
fundamento en la revision bibliografica citada en la seccion 2.4, en donde se destaca que
la mayoria de los articulos utiliza una alta concentracién de sacarosa (8-10%) en el medio
de cultivo, asi como la presencia de la auxina 2,4-D (2 mg/L) y agua de coco (10%). Los
resultados presentados a continuacion utilizaron, como ya se describio en la seccién de
materiales y métodos, embriones cigéticos maduros germinados previamente, ya que
como lo describe Aboshama (2011) al estar ligeramente desarrollada la plantula, los
componentes del medio inciden mejor sobre la respuesta deseada.

En la figura 23, correspondiente a la comparacion de los diferentes medios de
cultivo con los componentes organicos en el primer estadio, se observa una formacion
de callo en todos los casos, siendo contradictorio con lo reportado por autores como
Bodhipadma & Leung (2002) y Aboshama (2011) que mencionaron bajo condiciones
similares la formacién de embriones somaticos después de 4 a 6 semanas. Debe
aclararse que los explantes cultivados en sales MS y WPM + CW formaron ciertas
protuberancias en el hipocotilo las cuales eran diferentes al callo generado, sin embargo,
tiempo después se dirigieron de cualquier forma a un callo blanco, diferente al formado
en las hojas cotiledonarias o en laraiz. Se destaca también que en este estadio las sales
WPM + Vitaminas R2 fueron las que sin haber formado embriones desarrollaron una

cantidad considerable de callo, respecto a las demas sales y compuestos organicos.
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Sales MS Sales WPM

Caseina-
Glutamina

Vitaminas
R2

Figura 23. Visualizacién de las plantulas (estadio “a”) desarrolladas a partir de embriones
maduros para la regeneracion embriogénesis somatica en diferentes medios de cultivo
tras 48 dias de cultivo.

Los resultados obtenidos para el segundo estadio (figura 24) en la embriogénesis
somatica directa son muy similares a los obtenidos en el primer estadio, sin embargo, en
ninguno de éstos hubo la presencia de protuberancias dentro del explante o el callo. Se
destaca en este estadio que, en todos los medios y compuestos organicos, hubo
visualmente una mayor cantidad de callo respecto al anterior estadio. De forma similar,
el callo que se present6 se oxidé6 mas, al igual que la hidratacion y friabilidad fue

considerablemente mayor.
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Glutamina
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R2

Figura 24. Visualizacion de las plantulas (estadio “b”) desarrolladas a partir de embriones
maduros para la regeneracion embriogénesis somatica en diferentes medios de cultivo
tras 48 dias de cultivo.

El tercer estadio, que no fue embridn cigético maduro sino el hipocotilo de los
embriones desarrollados, claramente mostré una diferencia apreciable respecto a los
otros dos estadios, formando un callo en toda la extension del explante. Cabe destacar
que tampoco formé embriones soméaticos ni mostré alguna diferenciacion en 6rganos,
sino que presento un callo muy friable y con alto nivel de oxidacion en las sales MS, pero

no en las sales WPM.




Caseina-
Glutamina

Vitaminas
R2

Figura 25. Visualizacion de las plantulas (estadio “c”) desarrolladas a partir de embriones
maduros para la regeneracion embriogénesis somatica en diferentes medios de cultivo
tras 48 dias de cultivo.

Bajo la metodologia propuesta en estos experimentos, los resultados mostraron
que no fue posible obtener embriones sométicos a partir de plantulas desarrolladas en
diferentes estadios de crecimiento, obteniendo Unicamente el desarrollo de callos sobre
el explante cultivado en sus tres estadios y bajo la influencia de los medios de cultivo (MS
y WPM) asi como de los compuestos organicos (Agua de coco, Caseina-Glutamina y
Vitaminas R2).

Como ya se menciond, en la literatura se reporta la obtencion de embriones
somaticos directamente a partir del mismo explante manejado en este experimento, sin
embargo el estadio en que éstos son cultivados asi como la variedad de Capsicum que
se maneja es diferente; tales como ‘California Wonder’ (Harini & Lakshmi, 1993;
Bodhipadma & Leung, 2002; Aboshama, 2011), ‘Colombo’ (Kintzios et al., 2000), ‘Sweet
banana’ (Bodhipadma & Leung, 2002) y ‘Blue star’ (Kaparakis & Alderson, 2008), factor
que es determinante en la regeneracion de la variedad estudiada en esta investigacion y
que coincide con lo mencionado por Kothari et al. (2010) respecto a la recalcitrancia de

esta especie, coincidiendo ademas con lo reportado por Sharma & M.V. Rajam (1995)




quienes encontraron que el genotipo, el explante y la relacion entre ellos tienen efectos
significativos en los efectos tanto de organogénesis y embriogénesis somatica.
Respecto al estadio en que se cultivan los embriones, aun cuando éstos no han
germinado, es de gran importancia. Si bien en esta parte de la investigacion se opt6 por
utilizar embriones madurados y en diferentes estadios del desarrollo de la plantula, el uso
de embriones inmaduros muy pequefios y provenientes de frutos muy inmaduros,
generara de igual forma una respuesta de oxidacion y sin morfogénesis, llegando hasta
la necrosis de los mismos (Binzel et al., 1996). Con lo anterior, la busqueda del estadio
adecuado en un embrion inmaduro y probando los diferentes componentes de los medios
de este experimento darian como resultado la embriogénesis somatica directa para la

variedad Tampiqueio 74 de Capsicum annuum L.

6.6 Transformacion genética de callos.

6.6.1 Determinacién de la concentracion letal de higromicina en callos.

La aplicacion de un agente de seleccion en la transformacion genética, con el cual
se presente la muerte de las células vegetales que no tengan la capacidad de sintetizar
una proteina que lo degrade, en este caso higromicina-B, permite determinar la
concentracion en la que este agente letal actia eficientemente en células no
transformadas para su posterior aplicacién en aquellas que si lo estén. Conforme a los
resultados obtenidos, se observd que la mejor concentracion de higromicina-B para
causar la muerte celular de callos provenientes de embriones cigo6ticos inmaduros fue de
25 mg/L. En el caso del callo expuesto a higromicina-B, la reduccién en su peso fresco
(grafica 1), asi como la oxidacion presente al final del experimento (figura 26) fueron los
parametros evaluados para elegir la concentracion letal de este agente de seleccion.

Al realizar el analisis estadistico correspondiente, se determiné que si existen
diferencias significativas entre las concentraciones analizadas (tabla 14), destacando que
con la prueba Tukey (tabla 15), se definié que las concentraciones de 10, 15y 20 mg/L
no presentan diferencia significativa entre ellas, pero si con la concentracion de 25 mg/L,

la cual fue utilizada dentro de los experimentos estudiados, sin embargo al haber muerto
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los callos en una concentracion de 25 mg/L, es recomendable probar una concentracion
mas baja de higromicina-B para seleccionar mejor los callos transformados.

Resultados similares fueron reportados para la seleccién de callo celular de chiles
transgénicos, donde la concentracion de higromicina para los callos fue de 20 mg/L (Moon
et al., 2007).

Cinética de resistencia a higromicina para callos
provenientes de embrion inmaduro de Chile
Serrano (Capsicum annuum L.) en medio N6P.
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Grafica 1. Cinética de resistencia a higromicina-B para callos provenientes de embrién
inmaduro de chile serrano (Capsicum annuum L.) en medio N6P.

Figura 26. Callos provenientes de embriones cigéticos inmaduros de Capsicum annuum
L. en medio N6P con un mes de incubacion bajo diferentes concentraciones de
higromicina-B. C-H1 (10 mg/L), C-H2 (15 mg/L), C-H3 (20 mg/L) y C-H4 (25 mg/L).




Tabla 14. Analisis de varianza de los datos obtenidos para la concentracion letal de
higromicina-B en callo proveniente de embridn cigotico inmaduro en medio N6P.

Origen de Suma de Grados || Promedio
las cuadrados de de los F Probabilidad Fc
variaciones libertad || cuadrados
ST 0.184735 3 0061578 || 17.733 || 24e-05 || 3238
grupos
Dentro de ||, 5556 16 || 0.003473
los grupos
Total 0.240295 19

Tabla 15. Prueba Tukey para determinar la diferencia significativa entre los
grupos de la concentracién letal de higromicina-B para callos de chile serrano.

Cuantil de confianza

[ o

Alpha

[ 405

0.05

| Matriz del umbral HSD (HDS = 0.10673114)

[ Abs. (Dif.) - HSD

C1 C2 C3 ca ‘
(10 mg/L) (15 mg/L) (20 mg/L) (25 mg/L)

C1 (10 mg/L) -0.006 0.106 023 |
C2 (15 mg/L) 0.112 0236 |
C3 (20 mg/L) 0.124 |
C4 (25 mg/L) |

I Informe de letras de union

I Nivel Letra Media

| C1 (10 mgiL) A 0.662

| C2 (15 mgiL) A 0.668

| C3 (20 mg/L) A 0.556

| C4 (25 mgiL) B 0.432

[

Lo niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.




6.6.2 Condiciones para la transformacion genética de callos.

Dentro del experimento realizado en la cinética de resistencia a higromicina para
el callo de Capsicum annuum L. también fue analizada la cinética de crecimiento en
medio N6P (gréafica 1) con el fin de determinar la etapa exponencial del desarrollo celular
y entonces realizar la transformacion genética en el momento donde la pared celular es
mas delgada debido a la acelerada division celular, existiendo entonces una mayor
probabilidad del ingreso de los microproyectiles al nicleo. Una vez cultivados los callos
provenientes de embriones cigéticos inmaduros en un medio fresco, el lapso en donde
comienza el desarrollo exponencial es entre el quinto y séptimo dia.

Una vez obtenida la fase exponencial, el bombardeo de las microparticulas se llevé
a cabo como se menciona en la metodologia experimental, destacando que el callo fue
proveniente de un medio N6P para respetar la cinética de crecimiento y ser
posteriormente cultivado en el medio de que mejor dé respuesta en la regeneracion de

Capsicum annuum L.

6.6.3 Comprobacién de la transformacidén genética y expresién transitoria de GFP.

El plasmido pCAMBIA1302::FBP::GFP insertado tiene, ademas de la secuencia
promotora de fructosa bifosfato aldolasa, dos genes de importancia para la correcta
transformacién genética: el gen promotor y reportero de la proteina verde fluorescente
(GFP) y el gen que confiere resistencia a higromicina-B (higromicin-fosfotransferasa/hpt).
Con ello, los resultados obtenidos en la figura 27 demuestran que la transformacién
genética de las células provenientes del callo celular proveniente de embrion cigético
inmaduro ha sido exitosa.

La expresion transitoria del gen de la GFP demuestra que el plasmido se inserto
en el material genético de las células de Capsicum annuum L. para los cuatro
tratamientos, ya que la transcripcion y traduccién se llevaron a cabo, tanto 5 dias después
de la transformacion como un mes después, contrastando con el control negativo en
donde no se observa la fluorescencia. Con lo anterior se infiere que, si GFP esta
expresandose un mes después de su insercion, la secuencia de interés (fructosa bifosfato
aldolasa) también estd siendo transcrita y traducida (Martinez-Antonio, 2011). Cabe

mencionar que estos resultados son cualitativos puesto que se debe permitir una
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seleccion adecuada de las células transformadas y no son comparables los cuatro

tratamientos, sin embargo, demuestran que en todos ellos la insercion del gen fue exitosa.

Callo transformado en
seleccién (25 mg/L)

(30 dias de transformacion)

Expresion GFP || Expresion GFP
5 dias 30 dias

Control
negativo

T1
09 cm
0.4 um

T2
09 cm
0.7 um

T3
12 cm
0.4 um

T4
12 cm
0.7 um

Figura 27. Resultados cualitativos de la transformacién genética de callos provenientes
de embriones cigdticos inmaduros de Capsicum annuum L. (chile serrano) probando
diferentes parametros dentro de la transformacion genética por biobalistica (distancia y
tamafo de bala) en el primer ensayo.
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El uso de un marcador de seleccién adecuado es de gran importancia para una
seleccion eficiente dentro de un evento de transformacion genética. Diversos compuestos
como lo son neomicina y kanamicina han sido utilizados, sin embargo, Capsicum sp. ha
presentado una resistencia intrinseca dando una baja seleccion, siendo asi que se ha
buscado la alternativa de un antibiético que brinde una mayor selecciéon como lo es
higromicina-B (Moon et al., 2007). Se muestra también en la figura 27, en la columna de
callo transformado, la seleccion que han tenido las células que se encuentran
transformadas de aquellas que no, y de igual forma se contrastan éstas con el control
negativo. Las células transformadas se muestran como un callo habitual y aquellas que
no lo estan muestran una oxidacion y necrosis apreciable, debido a que estas ultimas no
tienen en su material genético la secuencia que codifica para la proteina higromicin-
fosfotransferasa/hpt que descompone el antibiético en mencion.

Con estos dos resultados se demuestra que la expresion transitoria de GFP
después de un mes de transformacion y la resistencia a higromicina-B, dan por hecho
que las células del callo de Capsicum annuum L. se encuentran transformadas
genéticamente por el sistema de biobalistica, en las condiciones adecuadas de seleccion
para obtener células con el gen de interés, y una posterior regeneracion de plantas
transformadas en un medio de cultivo adecuado.

Debe resaltarse que, como resultado final, después de 120 dias de incubacion en
el medio de seleccion y tras los subcultivos correspondientes, la necrosis del callo fue
inminente a pesar de haber tenido la expresion transitoria de GFP. Este resultado se
respalda en la agresividad de higromicina-B como agente de seleccion (Ismail et al.,
2005) por lo cual una menor concentracion de este antibiotico resultaria adecuada para
obtener la seleccion de las células que si estan transformadas. Cabe resaltar que la
muerte del callo también se ve favorecida por la oxidacion intrinseca que tienen las

células que no estan transformadas, como lo reporta Azofeifa (2009).
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6.7 Transformacion genética de embriones maduros e inmaduros.

6.7.1 Determinacion de la concentracién letal de higromicina en nudos.

Paralelamente a la seleccion de la concentracidn letal de higromicina en callo, se
obtuvo la concentracion letal de nudos provenientes de plantas maduras, como se
describe en la seccién de materiales y métodos, siendo la concentracion de 15 mg/L la
ideal para llevar a cabo la seleccién de este explante. Cabe mencionar que la eleccién
de esta concentracion letal fue tomada cualitativamente para los nudos dando una escala
en el grado de oxidacion, como se muestra en la grafica 2 y en la figura 28.

En el caso de los nudos, al realizar el analisis estadistico, se determind de igual
forma que si existen diferencias significativas entre las concentraciones probadas para
oxidar los nudos (tabla 16), destacando que con la prueba Tukey (tabla 17) existen
diferencias significativas entre 5, 10 y 15 mg/L de higromicina-B, pero entre 10 y 15 mg/L
no la hay, por lo cual con el uso de 10 mg/L se obtendra la seleccion de forma adecuada.
De igual forma que en los callos, el articulo publicado por Moon et al. en 2007 reporta
que las plantas regeneradas y transformadas por su metodologia, resisten una
concentracion de 10 mg/L de higromicina-B, resultados similares a los obtenidos en esta
investigacion.

Oxidacién de nudos de Capsicum annuum L. en
medio MS-RD, expuestos a diferentes

< concentraciones de higromicina-B.
o 5
@©
P
o 4
c
© 3
g —e—0mg/l
g 2 5 mg/l
8 —e— 10 mg/l
©
p 1 15 mg/l
©
E PN PN o— 96—
ORLY
0 5 10 15 20

Tiempo (Dias)

Grafica 2. Oxidacion de nudos de plantas maduras (4 semanas de cultivo) de Capsicum
annuum L. en medio MS-RD, expuestas a diferentes concentraciones de higromicina-B.
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Y-HO

Figura 28. Nudos provenientes de plantas maduras de Capsicum annuum L. con 42 dias
de desarrollo en un medio MS-RD, incubados un mes bajo diferentes concentraciones de
higromicina-B. Y-HO (0 mg/L), Y-H1 (5 mg/L), Y-H2 (10 mg/L) y Y-H3 (15 mg/L).

Tabla 16. Andlisis de varianza de los datos obtenidos para la concentracién letal de
higromicina-B en nudos de plantas de Capsicum annuum L. en medio MS-RD.

Origen de Suma de Grados || Promedio
las de de los F Probabilidad Fc
o cuadrados .

variaciones libertad || cuadrados

‘ Elrilie 27.25 2 13.625 || 42.388 || 4.22E-08 || 3.469
grupos

DTS B 6.75 21 0.32143 ‘
los grupos

| Total 34 23 |

Tabla 17. Prueba Tukey para determinar la diferencia significativa entre los grupos
de la concentracién letal de higromicina-B para nudos de plantas de chile serrano.

Cuantil de confianza

Alpha

[ q*
[

3.53

0.05

| Matriz del umbral HSD (HDS = 0.70757414)

Abs. (Dif.) - HSD
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H1 (5 mg/L) H2 (10 mg/L) H3 (15 mg/L)

|

H1 (5 mg/L) 2125 -2.375 |
H2 (10 mg/L) -0.25 |
H3 (15 mg/L) |

I Informe de letras de union

I Nivel Letra Media

[ H1(5mgl) A 15

[ H2 (10 mg/L) B 3.625

[ H3 (15 mg/L) B 3.875

I Lo niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.

6.7.2 Comprobacion de la transformacion genética de embriones maduros.

La mayoria de los reportes de transformacion genética para Capsicum annuum L.
utilizan como método de transformacién a Agrobacterium spp., sin embargo la obtencién
de plantas transgénicas ha sido de baja eficiencia, ademas de que los métodos fisicos
aun no han sido probados a gran escala (Kothari et al., 2010; Leén, 2018). Con lo anterior
se decidid implementar metodologias con el explante estudiado (embribn maduro e
inmaduro) para elucidar si en alguno de éstos la transformacion era exitosa.

Los resultados de la segunda transformacién genética se muestran en la figura 29,
mostrando que cinco dias después del bombardeo de microparticulas la expresion
transitoria de GFP se habia obtenido, pero a una baja visualizacion respecto a lo que se
obtuvo en callo proveniente de embrion inmaduro (figura 27), justificando lo anterior a que
el pericarpio de la semilla es una barrera que impide el paso de particulas al interior de
ésta, y el caso de la transformacion genética por biobalistica no todas las particulas
pasaron hacia el centro de la misma. De igual forma se observa que en la distancia de 9
cm, en ambos medios, son aquellas que muestran una mayor cantidad de zonas de
expresion transitoria

Una vez que las semillas se incubaron en los respectivos medios, 32 dias después
se visualizé que éstas comenzaron a morir a pesar de haber tenido expresién transitoria
cinco dias después de su transformacion, destacando que las plantas del medio N6P se

desarrollaron normalmente en un inicio, pero su fase final fue entre plantula y callo,
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influenciado por el medio en el que se encontraban. Por su parte las plantas en el medio
MS-RD se desarrollaron correctamente en un inicio, pero bajo la influencia del agente de
seleccion éstas perecieron. Cabe destacar que se observd una mayor resistencia de las
semillas que se transformaron a una distancia de 9 cm con microparticulas de 0.4 um,
mostrando entonces que cualitativamente para las semillas la distancia adecuada es de
9 cm y sin haber obtenido plantas completas, se logré que algunas células de la semilla
se transformaran y comenzaran a sintetizar la enzima que degrada el agente de seleccion

respecto a las otras semillas transformadas que se desarrollaron en menor medida.

Expresion transitoria Plantas transformadas en seleccién con
GFP (5 dias) higromicina-B (15 mg/L) (32 dias)

Control Negativo
Medio MS-RD
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T4
12 cm
0.7 um

Control Negativo
Medio N6P

T5
09 cm
0.4 um

0.7 um

T7
12 cm
0.4 um

T8
12 cm
0.7 um

T6
09 cm

Figura 29. Resultados cualitativos de la transformacion genética de semillas maduras de
Capsicum annuum L. (chile serrano) probando diferentes paradmetros dentro de la
transformacion genética por biobalistica (distancia y tamafio de bala) en el segundo
ensayo.
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6.7.3 Comprobacion de la transformacion genética de embriones inmaduros.

A diferencia del ensayo dos (E2), con la finalidad de obtener una mayor eficiencia
se utilizaron dos disparos asi como el tamafio de particula mas grande y una distancia
mayor, ya que lo reportado por Zaragoza (2016) y Lopez (2016), demuestra que para la
transformacién genética de Capsicum annuum L. cuando la distancia de las
microparticulas al tejido es de 12 cm, se utilizan balas de diametro 0.7 um y se realizan
dos disparos en el tejido, se obtiene una mayor expresion transitoria de proteinas
fluorescentes, destacando que la aplicacion de estas condiciones es para el tejido de
callo y no de semillas.

Una vez realizada la transformacién genética, los embriones inmaduros formaron
inicialmente un callo que fue prolifero en el medio MS-RD, resultado contrario a lo
obtenido en los embriones maduros del ensayo dos (E2), esto debido a la inmadurez de
las mismas semillas en donde la cantidad de auxinas y citocininas endégenas es mayor
respecto a embriones maduros, debido a una fase de histodiferenciacion (Matilla, 2007),
que en conjunto con los nutrientes del medio formaron células no diferenciadas. El callo
obtenido no se desarrollé considerablemente una vez que se fue agregando el agente de
seleccién, quedando practicamente estatico su crecimiento (figura 30); tras cuatro meses
de haber sido subcultivado y seleccionado, al observar la expresién transitoria de GFP
fue ausente (figura 30), sin embargo, si se observaron ciertas zonas en donde el callo se
desarroll6. Debido a que se cont6 con una poca cantidad de callo, se tomaron muestras
minimas para la visualizacion de la expresion transitoria, situacion que a pesar de tener
callo en desarrollo éste no era el que estaba transformado y resistiendo el agente de
seleccion.

Se desarrollaron cinco plantulas de chile un mes después de la transformacién
genética, éstas provenientes de las mismas semillas inmaduras bombardeadas; tres
plantas provenientes de las semillas bombardeadas con el plasmido 1 y dos plantas
provenientes del bombardeo con el plasmido 2. Tras cuatro meses del bombardeo y un
subcultivo cada mes en el medio MS-RD, aumentando gradualmente el agente de
seleccién (higromicina-B) hasta 15 mg/L, las Unicas plantas que sobrevivieron fueron las

gue se bombardearon con el plasmido 2 (figura 31).
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Al obtener las plantas resistentes al agente de seleccion tras cuatro meses en él,
se observo en el microscopio confocal la expresion transitoria de GFP, siendo positiva
para ambas plantas obtenidas, como se muestra en la figura 31. Debe destacarse que la
planta “B” es la que mayor cantidad de zonas de expresion transitoria mostrd, abarcando
practicamente toda la hoja desarrollada, enfatizando que para esta planta no se tomaron
las hojas cotiledonarias sino la primera hoja verdadera desarrollada. La obtencion de las
plantas genéticamente modificadas, Unicamente las transformadas con el plasmido 2 que
contiene el gen de interés CaPPa4 (pirofosfatasa 4), se debe posiblemente a la
resistencia que ofrece la sobreexpresion de los pirofosfatasa 4, enzima que interviene en

la resistencia a factores que generan estrés sobre la planta (Gutiérrez et al, 2016).

Expresion GFP Callo transformado en seleccion con
4 meses higromicina-B (15 mg/L) (4 meses)
Callo
Tratamiento
control
T1
Plasmido 1
T2
Plasmido 2
ey

Figura 30. Observaciones del callo obtenido a partir de embriones cigéticos inmaduros
de chile serrano en medio MS-RD después de cuatro meses de haber sido transformados
con los plasmidos pCAMBIA1302::FBP::GFP (pldsmido 1) y
pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP (plasmido 2) en el tercer ensayo.
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(4 meses)

Planta

Planta

Plantas
transformadas Expresion transitoria de GFP en plantas tras 4 meses de transformacion genética
B

Figura 31. Plantas de chile serrano obtenidas a partir de embriones cigéticos inmaduros en el tercer ensayo tras cuatro
meses de la transformacion genética con el plasmido 2 (pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP), desarrolladas en medio de
seleccion MS-RD (15 mg/L de higromicina-B).
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VII. CONCLUSIONES.

La viabilidad de las semillas de chile serrano que se tienen en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales es la adecuada para realizar diversos experimentos.
El método de desinfeccién es eficaz para evitar la contaminacion por hongos y/o
bacterias en los cultivos in vitro establecidos.

Se obtiene un callo friable y con un bajo nivel de oxidacién, utilizando embriones
cigoticos inmaduros como explantes, a través de un medio N6P.

La citocinina BAP a una concentracién de 3 mg/L, en un medio N6P, diferencia el
callo obtenido cuando éste pasa desde un medio N6P con 2,4-D (2 mg/L).

La obtencion de embriones somaticos a partir de plantulas de chile serrano fue
ausente al probar los medios de cultivo correspondientes al experimento de
embriogénesis somética directa, teniendo como respuesta la formacion de callo.
El desarrollo exponencial del callo de embriones cigéticos inmaduros en medio
N6P tiene presencia entre el quinto y séptimo dia de subcultivo.

La concentracién letal de higromicina-B para el callo del medio N6P presenta
diferencias significativas entre las concentraciones analizadas, siendo 25 mg/L la
gue causa mayor necrosis en callos no transformaos.

Los callos transformados genéticamente no soportaron el agente de seleccion tras
120 dias de cultivo a pesar de haber expresado GFP treinta dias después de la
transformacion.

La concentracion letal de higromicina-B para nudos de plantas de chile serrano
presenta diferencias significativas entre las concentraciones analizadas en un
medio MS-RD, siendo 15 mg/L la que mayor necrosis causo.

La transformacion de semillas maduras de chile serrano no fue posible tras la
metodologia utilizada, aiin después de tener expresion de GFP cinco dias después
del bombardeo.

La obtencién de plantas genéticamente modificadas fue exitosa al transformar
embriones inmaduros con el plasmido pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP tras 4
meses de transformacion en un medio MS-RD, al resistir 15 mg/L de higromicina-

B y expresar la proteina GFP.
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VIIl. PERSPECTIVAS.

A partir de las plantas transgénicas obtenidas, permitir el desarrollo de la misma
para la posterior regeneracion de brotes adventicios a partir de éstas, ademas de

inducir callo transgénico bajo las condiciones establecidas.

Para facilitar la metodologia y evitar un mosaico genético, deben de regenerarse
plantas de Capsicum annuum L. preferiblemente por una via embriogénica, para

su posterior implementacion en la transformacion genética.

Repetir el experimento de embriogénesis somatica directa utilizando embriones
inmaduros, ayudandose de un método enziméatico para retirar el pericarpio de la

semilla, facilitando asi la entrada de los componentes del medio.

Una vez obtenido el protocolo para la obtencion de embriones somaéticos,
transformar genéticamente embriones inmaduros bajo las condiciones
establecidas, utilizando como innovacion enzimas que degraden el pericarpio de
la semilla, permitiendo la entrada de los componentes del medio asi como de las
microparticulas, y regenerando las plantas bajo la metodologia de embriogénesis

somatica directa.

En caso de obtener la embriogénesis somatica directa de plantas transformadas
de chile serrano, establecer las condiciones necesarias para madurarlas y

establecerlas en condiciones de suelo.

Realizar un analisis de biologia molecular para identificar que los genes insertados

estén presentes en las plantas transformadas.
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ANEXO I. Vectores de expresion utilizados en la transformacion genética.

Se presentan en este anexo las construcciones de los plasmidos utilizados en las
transformaciones genéticas reportadas en esta investigacion. El plasmido 1
(pCAMBIA1302::FBP::GFP) es un vector de expresion disefiado por Vega (2019) en
donde busco la secuencia de un promotor de gran expresion en chile serrano (FBP-
aldolasa), ligandolo al vector binario de Agrobacterium sp. para la transformacion de

plantas con la resistencia a Kanamicina e higromicina-B, ademas de una secuencia de

genes para la expresion de GFP (figura 32).
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Figura 32. Mapa general del vector de expresion (plasmido) pCAMBIA1302::GFP
(superior) al que se le afiadio la secuencia del promotor FBP-aldolasa (inferior), disefiado

por Vega (2019).
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El segundo plasmido utilizado (p)CAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP) fue elaborado
por Salazar (2019), utilizando el plasmido de Vega (2019) al que se le afiadi6é al promotor
FBP la secuencia del gen de interés del grupo de investigacién del Dr. Rogelio Rodriguez
Sotres, siendo aquel que sintetiza la pirofosfatasa 4 del chile serrano (CaPPa4), teniendo

de igual forma la resistencia a Kanamicina e higromicina-B y los genes para la expresion
de GFP (figura 33).
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Figura 33. Mapa general de los vectores de expresion (plasmidos)

pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4-stp (superior) y pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP
(inferior) disefiados por Salazar (2019).
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ANEXO Il. Composicion de macro y micronutrientes de los medios MS, N6 y WPM.

| Tabla 18. Macro y micronutrientes de los tres medios generales utilizados. |

MS NG WPM
g\ﬁggzs:higzg (Chu et al. 1975) (L'°yd1%£g‘)’ ol
I Macronutrientes (mg/L) I
[ KNO3 1900 2830 :
[ NHaNO3 1650 - 400
[ caClz * 2H,0 440 166 96
[ MgSO04 * 7Hz0 370 185 370
[ KH2PO4 170 400 170
[ (NH)2S04 - 463 .
I Micronutrientes (mg/L)
[ MnSO. * Ho0 22.3 - 22.3
[ MnSO4 * 4H,0 . 4.4 .
[ ZnsS04 * 7Hz0 8.6 15 8.6
[ HsBOs 6.2 1.6 6.2
[Ki 0.8 0.8 -
[ CusO, * 5H,0 25 ug - 0.25
| NazMoO4 * 2H0 250 pg - 0.25
[ CoClz * 6H20 25 ug - -
[ FeSO4 * 7H.0 27.8 27.8 27.8
[ Na2EDTA * 2H,0 37.3 37.3 37.3
I myo-Inositol 100 - 100
[ Tiamina-HCI 0.1 1.0 1.0
I Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5
[ Piridoxina-HCI 0.5 0.5 0.5
I Biotina - 0.05 -
I Acido Folico - 0.5 -
( o )



ANEXO IIl. Procedimiento para el bombardeo de microparticulas por el método de
biobalistica (Lopez, 2016)

a. Preparacion de balas de tungsteno de 0.4y 0.7 um

Pesar 30 mg de microparticulas de tungsteno en un tubo de 1.5 mL.
Agregar 1 mL de etanol al 70%.

Agitar de 3 a 4 minutos en vértex e incubar por 15 minutos a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 minutos.

Eliminar sobrenadante con micropipeta.

Lavar tres veces con agua estéril y quitar sobrenadante.

Adicionar 500 pl de glicerol al 50% para tener una concentracion final de 30
mg/L.

Hacer alicuotas de 500 pL y almacenar a -20°C

b. Preparacion de espermidina (0.1 M) y Cloruro de Calcio (2.5 M)

Pesar 1.4525 g de espermidinay 2.7745 g de CaClz

Disolver con 10 mL de agua desionizada estéril la espermidina y el CaCl2
respectivamente, en tubos falcon previamente etiquetados.

Filtrar con una membrana millipore® de 0.22 pm

Hacer alicuotas de 500 uL en tubos Eppendorf de cada uno de los reactivos.

Bombardeo con microparticulas de tungsteno en cdmara de baja presion.

1. Preparar la siguiente solucién para 6 disparos.

Agitar las microparticulas de tungsteno en vortex por 5 minutos.

Tomar una alicuota de 50 pL de las balas y colocarlo en la pared del tubo
Eppendorf de 1500 L.

Agitar el DNA en vortex por 5 minutos.

Agregar 5 uL de DNA (1 pg/uL) en la pared del tubo Eppendorf

Tomar 50 pL de CaClz (2.5 M) y poner en la pared del tubo Eppendorf, de
forma que se encuentre cerca del DNA y teniendo cuidado de no
mezclarlos.

Tomar 20 pL de espermidina (0.1 M) y arrastrar toda la mezcla hasta el

fondo.
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e Homogeneizar con agitacion suave.

e Dejar incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

e Centrifugar por un minuto y retirar sobrenadante.

e Resuspender las balas con 140 pL de etanol al 70%, centrifugar y desechar
sobrenadante.

e Resuspender las balas con 140 uL de etanol absoluto, centrifugar y
desechar sobrenadante.

e Resuspender las balas con 48 uL de etanol absoluto.

e Agregar 8 uL de las balas preparadas al holder.

2. Realizar disparo en la cAmara de biobalistica.

Pasaje del helio
descomprimido

Perforacon
del disco
de ruptura

Impuiso del
macroproyectil con
microproyecties

y ADN

Macroproyectil B
retenido en < Microproyectiles
malla de retencion S con ADN impulsados
3 hacia el tejido blanco

Malla de retencién /

Tejido blanco
impactado

Figura 34. Esquema general del procedimiento de bombardeo de microparticulas a
cultivos vegetales a través del sistema de biobalistica (Fran Espinosa, 2012).
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