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I. 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, destacándose por sus 

componentes moleculares conocidos como capsaicinoides. El cultivo de tejidos vegetales 

ofrece diferentes herramientas biotecnológicas para la regeneración, propagación, 

conservación y mejoramiento genético de estas plantas, basándose en la 

totipotencialidad de las células vegetales, por lo cual la búsqueda de los factores que 

permitan modular las respuestas deseadas, en condiciones in vitro, son de gran interés 

en la investigación de este cultivo. Los reportes en la literatura sobre la regeneración y 

obtención de cultivos transgénicos de Capsicum annuum L. son muy variados; sin 

embargo, tienen una baja eficiencia en la transformación y obtención de plantas 

transgénicas. 

 En esta investigación se utilizó el explante de embrión cigótico, tanto maduro como 

inmaduro, probando diferentes vías de regeneración. Previamente se comprobó la 

viabilidad de las semillas utilizadas para los diferentes experimentos al igual que el 

método de desinfección para obtener cultivos asépticos. La vía de regeneración a través 

de callo se manejó en un medio N6P, el cual indujo y proliferó un callo friable con baja 

oxidación; la diferenciación celular del callo se experimentó con diferentes 

concentraciones de BAP tras subcultivos periódicos y en presencia de sales MS y N6P, 

diferenciándose una mayor cantidad de cloroplastos con BAP (3 mg/L) en medio MS, 

pero sin la obtención de órganos, respuesta inhibida por la presencia 2,4-D (2 mg/L). 

 Por su parte, la búsqueda de regeneración vía embriogénesis somática directa en 

plántulas de chile serrano con 10 días de desarrollo, a través de los medios MS y WPM 

con diferentes compuestos orgánicos (CG, CW y Vitaminas R2) así como una alta 

concentración de sacarosa en el medio de cultivo (8%) y 2,4-D (2 mg/L), basados en la 

literatura correspondiente, no generó los resultados esperados ya que en vez de formar  

las estructuras embriogénicas deseadas solamente desarrolló callo en todos los 

tratamientos. 

 Para el callo de chile serrano se definió el mejor momento para la transformación 

genética por biobalística a través de una cinética de crecimiento, siendo entre el quinto y 

el séptimo día de subcultivo los mejores para bombardearlo. Se probaron diferentes 
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concentraciones de higromicina-B a través de una cinética de resistencia para causar la 

muerte celular y utilizarse en la transformación genética, siendo 25 mg/L la concentración 

letal. Los callos se bombardearon con el plásmido (pCAMBIA1302::FBP::GFP) y se 

observó la expresión transitoria de GFP después de cinco y treinta días de la 

transformación, siendo positiva en ambos ensayos, pero con la necrosis del callo después 

de 120 días en el agente de selección. 

 La transformación genética de semillas también requirió 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 plásmido (pCAMBIA1302::FBP::GFP) bajo 

dos medios de cultivo diferentes (MS-RD y N6P), observando la expresión positiva de 

GFP tras cinco días de la transformación, sin embargo las plantas se necrosaron en su 

totalidad en el agente de selección después de 32 días de haber sido transformadas. 

Respecto a las semillas inmaduras se bombardeó con dos plásmidos 

(pCAMBIA1302::FBP::GFP y pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP) en un medio MS-RD 

y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de selección, obteniendo callo en las 

semillas cultivadas tras cuatro meses de incubación en el medio de selección así como 

algunas plántulas completas; tanto los callos obtenidos como las plántulas completas 

fueron observadas en un microscopio confocal para revisar la expresión transitoria de 

GFP  tras 4 meses del bombardeo, siendo ausente en los callos pero sí presentada en 

todo el tejido observado de las plantas transformadas con el plásmido 

pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP.  

 En conclusión, la obtención de un protocolo de regeneración in vitro para 

Capsicum annuum L., ya sea vía organogénesis o embriogénesis, no se logró bajo las 

condiciones experimentales probadas, sin embargo se obtuvieron plantas de chile 

serrano modificadas genéticamente tras bombardear directamente semillas inmaduras 

con el plásmido pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP en un medio MS-RD con selección 

en higromicina-B a una concentración de 15 mg/L. 
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II. ANTECEDENTES. 

 

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

 El género Capsicum (Solanaceae) está constituido por 30 especies 

aproximadamente. México es considerado el centro de origen y domesticación 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 más importantes en México y su 

utilización 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 razón 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 Clasificación taxonómica y descripción botánica. 

La taxonomía del género Capsicum es compleja debido a la gran variabilidad de 

tipos existentes en formas cultivadas y silvestres, así como a la diversidad de criterios 

utilizados en su clasificación. Por ello Capsicum annuum ha sido sometido a diversos 

estudios taxonómicos y filogenéticos, basados en caracteres morfológicos y moleculares, 

que han permitido conocer aspectos sobre la taxonomía del género y las relaciones 

evolutivas que lo conforman (Hernández-Verdugo et al., 1999), en la tabla 1 se presenta 

su clasificación taxonómica. 
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Tabla 1. Clasificación taxonómica de Capsicum annuum L. (tomado y 
modificado de Hernández-Verdugo et al., 1999 y Heike-CONABIO, 2009) 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Subclase Asteridae 

Orden Solanales 

Familia Solanaceae 

Subfamilia Solanoide 

Tribu Solaneae 

Género Capsicum L. 

Especie annuum 

Variedad Tampiqueño 

Nombre común chile serrano 

 

El chile serrano (Capsicum annuum L.) proviene de zonas montañosas y 

pertenece a los chiles tradicionales, nombrado comúnmente como chile verde. 

Botánicamente es una planta herbácea que crece de manera arbustiva, con un solo tallo 

y muchas ramas ascendentes-extendidas (Anguiano, 2010) y una altura promedio de 

0.85 m (Yánez 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 ápice acuminado, la base 

cuneada y acuminada abruptamente en el pecíolo de 5 a 20 mm de largo. Las flores son 

de 1 a 2 cm de largo y 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, cónico 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). 
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Figura 1. Morfología de Capsicum annuum L. (Breitkopf & Härtel, 1901) 
 

2.1.2 Importancia del chile serrano. 

Aproximadamente 89% del total de áreas cultivadas con chile en el mundo se 

encuentran localizadas en el continente asiático, destacando India, China, Corea, 

Tailandia, Vietnam, Sri Lanka e Indonesia. La segunda región más importante comprende 

a los Estados Unidos de América y México con un 7% del total plantado y, finalmente, el 

4% restante en países de Europa, África y Medio Este (Luiz & Maria, 2016). 

A nivel nacional, las diez entidades productoras de chile verde son Chihuahua, 

Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosí, Sonora, Jalisco, Michoacán, Guanajuato, Baja 

California Sur y Durango, aunque se produce en las 32 entidades del país. El chile verde 

es el de mayor producción en el país, ocupando el segundo lugar en producción mundial; 

en 2017 el cultivo fue de 3, 296, 875 toneladas para permanecer en dicha posición, 

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 exportó 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, así como propósitos 

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 más relevante de esta hortaliza de debe a la presencia del picor dado por la 

capsaicina secretada por las glándulas en la placenta del fruto (Luiz & Maria, 2016).  
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  El chile serrano tiene propiedades irritantes, laxantes y expectorantes, además de 

ser utilizado como analgésico tópico. 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 proteínas en la mitocondria de células cancerosas y genera 

apoptosis o muerte celular, sin dañar a las células sanas circundantes.  

 El aporte nutrimental de Capsicum sp. se muestra en la tabla 2, donde se destaca 

el contenido de ácido ascórbico (Vitamina C) que, con base en lo mencionado por Kothari 

et al. en 2010, el chile aporta más de esta vitamina que una naranja (53.2 mg/100 g peso 

fresco) (USDA Nutrient Data Base, 2019), además de minerales como manganeso y 

molibdeno, entre otros.  

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

Componente Porcentaje en Capsicum sp. 

Agua 91.0% 

Almidón 0.81% 

Fibra 2.2% 

Pectina 0.73% 

β-carotenos 0.92 mg/100g peso fresco 

Vitamina C 34-192 mg/100 g peso fresco 

Ácido málico 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, además de tener propiedades antimicrobianas (Peña-Álvarez et al., 2009).  
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Se conocen más de 20 diferentes capsaicinoides cuya estructura química consiste 

en un núcleo fenólico unido mediante un enlace amida a un ácido graso. La porción 

fenólica es la vainillilamina, que se forma a partir de la fenilalanina por medio de la ruta 

de los fenilpropanoides. El ácido graso se forma a partir de aminoácidos 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 9 y 11 carbonos de 

largo, con un número variable de enlaces dobles colocados en diferentes posiciones 

(Vázquez-Flota et al., 2007). 

Los miembros más 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 análogo 6,7-dihidrocapsaicina (N-[N-[(4-hidroxi-3-

metoxifenil) metil]-8-metil-6-nonanamida) (figura 2), en conjunto llegan a representar más 

del 90% del total de los capsaicinoides presentes en los frutos, siendo la capsaicina la 

más abundante (Vázquez-Flota et al., 2007; Peña-Álvarez et al., 2009; Orellana-

Escobedo et al., 2013). 

 

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 creció, edad y posición del fruto, así como 

el tiempo a la exposición e intensidad lumínica, 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 
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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 más 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 β-

carotenos, zeaxantina, violaxantina y b-criptoxantina (Melgar-Lalanne et al., 2016) 

En algunos estudios se ha logrado la síntesis de capsaicinoides mediante el cultivo 

in vitro de C. annuum y C. frutescens encontrándose que hay menor capacidad de 

producción capsaicinoides, en comparación con los frutos, esto relacionado a la baja 

actividad de algunas enzimas involucradas en su formación. Se han intentado diferentes 

estrategias para promover la acumulación de capsaicinoides en cultivos in vitro, basadas 

en el hecho de que en este tipo de cultivos la acumulación de capsaicinoides ocurre 

cuando se ha detenido la acumulación de biomasa, por lo que la reducción o eliminación 

de reguladores de crecimiento y nutrimentos del medio, promueven la acumulación de 

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

 

2.2 Generalidades del cultivo de tejidos vegetales. 

 El cultivo de células, tejidos y órganos vegetales, es un conjunto de técnicas con 

la que se logra el crecimiento y multiplicación de células y tejidos, utilizando soluciones 

nutritivas en un ambiente aséptico y controlado (Loyola-Vargas & Vázquez-Flota, 2006). 

En esta tecnología se estimula el crecimiento de las plantas, utilizando órganos o tejidos 

adecuados con los que se inician los cultivos. La limpieza, esterilización y tamaño 

adecuado del explante, así como el medio de cultivo en donde éste se desarrolle son 

factores moduladores de la respuesta in vitro, siendo así una importante herramienta en 

investigación básica, aplicada y para uso comercial (Thorpe, 2013). 

 El cultivo de tejidos vegetales (CTV) tiene un enfoque científico que optimiza 

sistemáticamente las condiciones físicas (naturaleza del sustrato, pH, luz, temperatura y 

humedad), químicas (composición del medio de cultivo respecto a nutrientes y 

reguladores de crecimiento y otros compuestos orgánicos) y ambientales (composición 

gaseosa dentro del frasco de cultivo, temperatura y fotoperiodo) con el fin de lograr un 
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adecuado desarrollo, metabolismo y diferenciación celular en condiciones in vitro (Loyola-

Vargas & Vázquez-Flota, 2006), permitiendo la propagación de plantas donde una parte 

o tejido de ésta es puesto sobre el medio de cultivo nutritivo que favorece la producción 

de células, brotes, raíces y plantas completas (Bhoite & Palkishar, 2014). 

 Lo anterior se rige bajo el principio de la totipotencialidad, establecido por el 

botánico alemán Haberlandt en 1902 por primera vez, y que define la capacidad que tiene 

una sola célula vegetal que después de varias etapas de división celular, se desarrolla y 

forma estructuras especializadas formando una planta completa como se muestra en la 

figura 3 (Bhoite & Palkishar, 2014). Otra definición de la totipotencialidad, propuesta por 

Calva & Pérez (2005), indica que cualquier célula vegetal contiene una copia íntegra del 

material genético de la planta a la que pertenece, sin importar su función o posición en 

ella, y por lo tanto tiene el potencial para regenerar una planta completa. 

 

 

Figura 3. Diversas formas de regeneración de células vegetales a plantas completas, 
debido a la capacidad totipotente que éstas tienen (Ikeuchi et al., 2016). 
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 De esta forma, la contribución más importante del CTV es demostrar la capacidad 

única que tienen las células vegetales de regenerar plantas completas a través de 

diferentes vías 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 

biotecnológicas, como lo son el desarrollo de los cultivos alimentarios, micropropagación, 

eliminación de virus, conservación de germoplasma, producción de fitoquímicos y 

regeneración de plantas manipuladas genéticamente por recombinación genética 

(Bhojwani & Dantu, 2013). Los estudios mencionados son realizados en un tiempo mucho 

menor y bajo condiciones más 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 selección 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 inclusión de componentes inorgánicos y orgánicos, como lo son una 

fuente de carbono, vitaminas, aminoácidos y reguladores de crecimiento. De esta forma, 

el desarrollo del medio dependerá del propósito deseado para el cultivo celular, si éste 

será para la inducción de células no diferenciadas, embriogénesis somática, cultivo de 

anteras o proliferación de brotes (Smith, 2013).  

 En el medio de cultivo es indispensable la adición de un carbohidrato que brinde 

los requerimientos energéticos y estructurales (carbono, oxígeno e hidrógeno) de las 

células vegetales debido a la baja actividad fotosintética que presentan de manera in 

vitro, siendo la sacarosa el más utilizando para este fin en concentraciones de 2 a 3%, 

sin embargo, el uso de monosacáridos y otros materiales también son utilizados 

(Neumann et al., 2009).  

 Los requerimientos básicos de elementos minerales son potasio, calcio, magnesio, 

nitrógeno, fósforo y azufre, en concentraciones elevadas y son conocidos como 

macroelementos; paralelamente se necesitan elementos minerales en menor 

concentración 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. Específicamente, las fuentes de nitrógeno más comunes son el 

nitrato y el amonio, siendo el nitrógeno un elemento de gran importancia estructural en 

proteínas, mientras que los micronutrientes añadidos se utilizan como cofactores 

enzimáticos (Calva & Pérez, 2005). 

 Otro de los componentes nutritivos en mayor concentración es una mezcla de 

vitaminas como lo son timina, piridoxina y ácido nicotínico, 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 nitrógeno (Neumann et al., 

2009). Se destaca también el uso de un agente gelificante, cuando éste es necesario, el 

cual brinda la superficie sólida para el correcto cultivo del explante, complejos naturales, 

así como antibióticos y antifúngicos, que, en caso necesario, erradiquen contaminaciones 

bacterianas y fúngicas respectivamente (Smith, 2013). 

 Aunque los explantes tienen cierta cantidad de hormonas endógenas, 

naturalmente sintetizadas y que coordinan procesos esenciales para el desarrollo de la 

planta (figura 4), es necesario suplementarlos con reguladores de crecimiento de manera 

exógena con el fin de evocar reacciones celulares específicas que dirijan a ciertas 

respuestas fisiológicas, 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 iniciación del callo, inducción de 

embriogénesis, diferenciación de brotes, etc. (Calva & Pérez, 2005; Neumann et al., 

2009; Bhojwani & Dantu, 2013). 
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Figura 4. Presencia de las diferentes hormonas endógenas 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 más se utilizan en el CTV son las auxinas, 

citocininas y giberelinas. Las auxinas se encuentran naturalmente en las plantas en el 

proceso de elongación del tallo, internudos, dominancia apical y enraizamiento. En el 

cultivo de tejidos vegetales han sido utilizadas para inducir la división celular; a bajas 

concentraciones la iniciación del enraizamiento y en altas concentraciones la formación 

de callo (Smith, 2013). Comúnmente se utilizan auxinas como AIA, AIB, ANA y 2,4-D, 

siendo las dos primeras naturales y las últimas dos sintéticas. Particularmente, AIA, AIB 

y ANA son usadas para el enraizamiento y en combinación con citocininas, para la 

proliferación de brotes; por su parte el 2,4-D es efectivo para la inducción y desarrollo de 

callo, así como la inducción de embriogénesis somática (Bhojwani & Dantu, 2013).  

 Las citocininas son otro gran grupo de hormonas vegetales. En la naturaleza están 

presentes durante la división celular, la modificación de dominancia apical y 

diferenciación de brotes. Incorporadas en el medio de cultivo, se usan principalmente 

para desencadenar la división y proliferación celular, así como inducir la diferenciación 
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de brotes adventicios provenientes de callos y órganos. Las citocininas utilizadas 

comúnmente son Kinetina, BAP, 2iP, Zetina y TDZ. Por su parte, las giberelinas son 

menormente utilizadas, donde AG3 es la más usada. Estas hormonas estimulan la 

elongación de internudos, desarrollo de meristemos, así como el desarrollo de embriones 

(Jordán & Casaretto, 2006).  

 Otras hormonas de importancia en el cultivo in vitro de tejidos vegetales es el 

etileno y el ácido abscísico, las cuales son generadas durante la senescencia de las 

plantas. El etileno es producido por el envejecimiento debido a la exposición a altas 

temperaturas, oxidación, luz solar y radiación; generalmente inhibe el desarrollo y 

diferenciación, pero en algunos casos, promueve la embriogénesis somática. El ácido 

abscísico es un inhibidor del crecimiento, sin embargo, es requerido para el desarrollo 

normal y maduración de embriones somáticos (Jordán & Casaretto, 2006). 

 

2.2.2 Citodiferenciación: 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, meristemáticos y maduros. En general, hay dos 

tipos de cultivos: desorganizados (callos y células en suspensión) y organizados (raíces, 

brotes y embriones) (Adamczuk et al., 2012). La efectiva regeneración 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 implementación biotecnológica enfocada en la mejora de las 

plantas. De igual forma, la obtención de plantas completas a partir de una cantidad 

mínima de células vegetales, es el objetivo central para el desarrollo de la ingeniería 

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 básico en el desarrollo de eucariotas es la especialización de las 

células, la cual es denominada como citodiferenciación, siendo uno de los objetivos 

principales del cultivo de tejidos vegetales el entendimiento de los eventos celulares y 

subcelulares fundamentales en la diferenciación de células especializadas. De esta 

forma, se comprenden algunos cambios asociados con la diferenciación vascular 

elemental y se funge como un mediador en la capacidad totipotente de las células 

vegetales a través de la diferenciación, estructura y funcionalidad especializada de las 

células somáticas y cigóticas de la planta (Adamczuk et al., 2012).  

 La regeneración de plantas a partir de células diferenciadas es generalmente 

precedida por células meristemáticas que siguieron divisiones para formar un callo de 

células indiferenciadas, en donde las células maduras se revierten a un estado 

meristemático, conocido como desdiferenciación, y otro como la regeneración a partir de 

callo, o en algunos casos, directamente de células meristemáticas preexistentes, 

conocido como rediferenciación (Ikeuchi et al., 2016). 

 Las células vegetales conservan el potencial de revertirse a un estado 

meristemático y formar un individuo nuevo bajo la exposición a condiciones favorables, 

independientemente de su especialización (Bhojwani & Dantu, 2013). Las regiones 
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meristemáticas pueden formarse dentro del callo y son capaces de formar brotes o raíces, 

considerándose una organogénesis indirecta debido a que la fase de callo es 

intermediaria a la regeneración. La organogénesis directa es la formación de regiones 

meristemáticas directamente de la célula o el explante, sin pasar por callo. Por su parte, 

la embriogénesis somática es un proceso por el cual las células somáticas (no gaméticas) 

se someten a una diferenciación para formar una estructura bipolar que contenga tanto 

una raíz como el eje de un brote. Los embriones somáticos son similares a los embriones 

cigóticos, 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, además de tener zonas meristemáticas no diferenciadas que 

generen posteriormente órganos vegetales o embriones; éste carece de una estructura 

organizada, pero a menudo puede mostrar una diferenciación celular. La heterogeneidad 

celular del callo es derivada de los explantes multicelulares utilizados que se usan para 

inducirlo, mostrando variaciones aún dentro de callos que provienen del mismo explante; 

siendo compacto o friable, seco o húmedo, traslúcido o con cierta coloración (Bhojwani 

& Dantu, 2013; Smith, 2013). 

 La formación del callo se da a partir del procedimiento de aislamiento en donde el 

explante es herido, condición que estimula la división y proliferación del callo, siendo una 

respuesta a la herida formada que desencadena la desdiferenciación y proliferación en 

los explantes sobre la región mencionada (Smith, 2013). Esta masa celular puede ser 

multiplicada como un tejido desorganizado por tiempo ilimitado a través de subcultivos 

periódicos en un medio fresco o induciendo su diferenciación en estructuras organizadas 

como raíces, brotes o embriones, a través de la manipulación del medio de cultivo, 

aunque debe destacarse que no todas las células contribuyen a la formación del callo y 

aún más, 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 

meristemáticas que se diferencian rápidamente en respuesta a los diferentes estímulos 

ambientales, fisicoquímicos y nutricionales. El cultivo de callos tiene entonces varias 



 
16 

aplicaciones; entre ellas es la de servir como material inicial para cultivos en suspensión, 

sistema para estudios morfogenéticos y fisiológicos, producción de metabolitos 

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

 

2.2.4 Cinética de crecimiento en cultivos de callo. 

 La evaluación precisa de la cinética de crecimiento es esencial para el diseño de 

bioprocesos ingenieriles, sin embargo, la medida de los parámetros de crecimiento en los 

diferentes tipos de cultivos, así como la heterogeneidad en la morfología celular, aportan 

diversos problemas que deben ser dirigidos al uso de metodologías específicas para cada 

caso (Godoy-Hernández & Vázquez-Flota, 2006). Con lo anterior, una curva de 

crecimiento puede ser establecida por diversos métodos para la caracterización de los 

cultivos vegetales. El primero es sacrificar cultivos a diferentes intervalos de tiempo, y 

tomar el peso húmedo 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, además de los ya mencionados, son el volumen que ocupan las células, el 

conteo celular, así como densidad óptica, conductividad eléctrica, mediciones de pH, 

entre otras. En el caso del peso fresco muestra una excelente correlación en diferentes 

especies vegetales por cual puede ser utilizada para la cinética de crecimiento, sin 

embargo, el método tiene desviaciones importantes en la correlación cuando la célula 

entra a una fase estacionaria (Godoy-Hernández & Vázquez-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 aquí donde el medio de cultivo influye en la permanencia de cada fase 

en particular (Smith, 2013).  
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Figura 6. Esquema de la cinética de crecimiento de células vegetales: (1) Fase lag 

(preparación para división); (2) Fase exponencial de crecimiento (división celular 

máxima); (3) Fase lineal (crecimiento y desarrollo); (4) Desaceleración del crecimiento; 

(5) fase estacionaria (células sin división) (Smith, 2013). 

  

 En la cinética de crecimiento se indica la fase inicial donde las células se preparan 

para su división (fase lag), seguida de una fase exponencial y finalmente una fase 

estacionaria. El patrón que siguen las células refleja la actividad de división que éstas 

tienen. Durante la fase exponencial de desarrollo se tiene un incremento en el número de 

células, donde domina la capacidad de crecimiento de las mismas. Consecuentemente, 

el promedio del tamaño celular es reducido comparado con el explante original. Después, 

debido a una desaceleración de la actividad de división celular (reducción en el número 

de divisiones celulares por unidad de tiempo), las células cultivadas incrementan su 

tamaño en promedio y son similares, en tamaño, a las del explante de donde provenían 

siendo ésta la fase estacionaria (Neumann et al., 2009).  

 Para diferentes procedimientos experimentales, es necesario utilizar callos en un 

punto específico de su desarrollo dentro de la curva de crecimiento, tal es el caso de la 

fase exponencial en donde se detecta un mayor número 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 Transformación 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 extraídos 

de otras especies como microorganismos, animales u otras especies vegetales 

completamente diferentes, englobando diversas técnicas de análisis genético. Debido a 

que las unidades químicas del ADN son iguales en todos los organismos, es posible 

transferir genes de uno organismo a otro, y controlar ciertas características deseadas en 

aquellos que naturalmente no las tienen, sin alterar otras características propias del 

organismo (Neumann et al., 2009). El incremento del uso de la ingeniería genética se ha 

dirigido para diversos fines, tales como la producción de fármacos y alimentos, así como 

la transformación de plantas de interés agrícola, con la finalidad de brindar resistencia a 

enfermedades, agroquímicos y condiciones ambientales extremas, además de aumentar 

la producción, rendimiento y calidad en los productos vegetales obtenidos (Calva & 

Pérez, 2005). 

 El paso inicial de la inserción del gene es sólo el principio de un largo proceso de 

ingeniería genética que envuelve la selección de las células transformadas, seguida de 

la regeneración de la planta y su respectiva aclimatación ex vitro. Si la planta llega a ser 

una variedad comercial, la planta transgénica y su progenie deberán ser sujetas a una 

serie de estudios moleculares para revisar su estabilidad genética y asegurar su 

desempeño 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 transformación genética ya que un sistema de 

regeneración bien establecido permite establecer plantas transgénicas a través de las 

diferentes vías regenerativas (Misra & Saema, 2016).  

 Se han utilizado principalmente dos métodos para insertar genes en células de 

plantas: (1) Vectores que insertan los genes deseados como son los mediados por 

Agrobacterium, agroinfección o vectores virales y (2) Transferencia directa de genes 

como lo son el bombardeo de micropartículas, microinyección, electroporación, PEG, 

liposomas, entre otros. De éstos, Agrobacterium y la biobalística (bombardeo de 

micropartículas) son los más usados y efectivos, sin embargo, también tienen ciertas 

limitaciones (Bhojwani & Dantu, 2013) teniendo problemas relacionados a la integración 
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estable y confiable del ADN, así como su expresión después de su introducción en las 

células vegetales (Misra & Saema, 2016). Independientemente de lo anterior, en ambos 

casos, las células que contienen la nueva información genética son crecidas dentro de 

condiciones de cultivo adecuadas, donde la embriogénesis somática puede desarrollar 

una nueva planta completa, funcional y con las características deseadas, como se 

observa en la figura 7 (Anami et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Técnicas de transformación genética mediadas por Agrobacterium y 

Biobalística, y la posterior regeneración de plantas (Anami et al., 2013). 
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2.3.1 Transformación genética por medio de biobalística 

 El método de biobalística de transferencia directa de genes fue inventado por John 

Sanford (Sanford, 2000) en el intento de superar las limitaciones de la transformación 

mediada por Agrobacterium. Esta tecnología es adaptable a un amplio intervalo de 

células y cultivos vegetales con una alta eficiencia de transformación. Básicamente, la 

técnica del bombardeo de partículas consiste en disparar partículas a una elevada 

aceleración en una cámara de vacío; las partículas son de un metal inerte (oro o 

tungsteno) y se recubren del ADN deseado para después ser internalizado en las células 

con la tecnología descrita. El gas más común que se utiliza en la cámara de biobalística 

para acelerar las partículas bajo una alta presión es helio, el cual es inerte y brinda un 

menor costo respecto al beneficio deseado (Sanford, 2000).  

 El bombardeo de partículas penetra la pared celular y llega directa o 

adyacentemente al núcleo, integrándose dentro de los cromosomas y llegando a 

permanecer añadido al genoma de la planta. La limitación del método de biobalística es 

la aleatoriedad de la integración del ADN externo al genoma de la planta, así como la 

cantidad elevada del número de copas introducidas. Los factores críticos para maximizar 

la eficiencia de la transformación por este sistema incluyen el tamaño y densidad de las 

micropartículas, la distancia entre las células y las micropartículas disparadas, la presión 

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

 

2.3.2 Componentes moleculares para llevar a cabo la transformación genética. 

 Seguida la transformación genética por cualquiera de los métodos ya 

mencionados, generalmente sólo una pequeña parte de la población de células en el 

tejido son transformantes, siendo de gran importancia aplicar un sistema de selección 

eficaz que permita identificar las células transgénicas para su multiplicación y posterior 

regeneración (Neumann et al, 2009).  

 Cabe destacar que los genes insertados se manejan en su mayoría en plásmidos 

bacterianos (vector transformante), donde éstos últimos se encuentran ligados a la 

secuencia de interés bajo el control de promotores eucarióticos fuertes y funcionales en 

la planta. Los vectores también incluyen secuencias dianas para varias enzimas de 

restricción donde se inserta el gen deseado, así como un origen de replicación bacteriano 
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y un marcador procariótico seleccionable para el mantenimiento y selección del plásmido 

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

 

 

Figura 8. Mapa de un plásmido (vector de expresión) con las secuencias de un promotor, 

un marcador de selección, así como los inicios y términos de la replicación y transcripción. 

(Adita Raj, 2016) 

 

 Los marcadores, la mayoría de origen microbiano, han sido utilizados para 

identificar las células o plantas transformadas, clasificándose como (a) genes marcadores 

de selección y (b) genes reporteros o no selectivos. Particularmente estos marcadores 

presentan las siguientes características (Carbonero, 1997; Neumann et al., 2009): 

1. Marcadores de selección: protegen al organismo de un agente selectivo en el medio 

de cultivo y permite el desarrollo celular, respecto a los que no están transformados, 

basándose en la resistencia a bajas concentraciones de antibióticos y codificando 

proteínas cuya actividad enzimática los degradan, o en el caso de herbicidas cuya 

destoxificación se encuentra relacionada a este marcador. 

2. Marcadores visuales o reporteros: Muestran características distintas de las células 

no transformadas a las que sí lo están, al utilizar diferentes técnicas instrumentales 

o histoquímicas, facilitando la detección en un lapso corto de tiempo que se evalúa 

a las 24-48 horas después de la transferencia de ADN. 
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 Los marcadores de selección que se utilizan con mayor frecuencia en plantas 

genéticamente modificadas son el gen de resistencia a kanamicina (neomicin-

fosfotransferasa II, nptII) y el gen de resistencia a higromicina (higromicin-

fosfotransferasa, hpt), los cuales inhiben la traducción de ARN en plantas no 

transformadas (Neumann et al., 2009). Algunos genes reporteros utilizados para 

identificar células transformadas son gusA (β-Glucuronidasa), lux (Luciferasa) y gfp 

(proteína verde fluorescente), en estos casos, las células transformadas no tienen 

ninguna ventaja selectiva sobre las células no transformadas, pero pueden ser separadas 

basándose en su identificación visual, instrumental o con un tratamiento especial, y ser 

nuevamente cultivadas (Bhojwani & Dantu, 2013). 

 

2.3.3. Regeneración de células transformadas. 

 Generalmente, el producto deseado de la transformación genética es la 

regeneración de plantas que expresen el gen introducido. Por lo tanto, es importante que 

el explante seleccionado muestre un alto potencial de regeneración y un protocolo 

eficiente que logre este propósito debe ser desarrollado para obtener alguna ruta 

morfogenética en el cultivo in vitro. En células o callos aislados, donde la regeneración 

no está bien definida o no es posible, tejidos como explantes intactos (peciolos o un callo 

embriogénico) son utilizados para la regeneración de plantas transgénicas, sin embargo, 

la embriogénesis somática es la ruta más 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 regeneración vía organogénesis indirecta a partir de hipocótilo y cotiledón 

como explantes. En la tabla 3 se muestra una revisión bibliográfica para la ruta 

organogénica en donde la mayoría de la literatura se basa en la regeneración directa a 

partir de hipocótilo y cotiledones a través de sales MS (100%) tanto para la inducción y 

elongación de los brotes obtenidos; para la inducción se utilizan concentraciones 

elevadas de BAP en combinación con auxinas determinadas, y en la elongación se baja 
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la concentración de BAP. Reportes que también regeneraron órganos de Capsicum 

annuum L. utilizaron TDZ como citocinina (Dabauza & Peña, 2001; Venkataiah et al., 

2006). Se destaca de esta revisión bibliográfica que sólo Arous et al., 2001 y Dabauza & 

Peña, 2001, utilizaron el explante de embriones cigóticos, sin embargo, estos 

experimentos se realizaron por medio de organogénesis directa. 

 De forma paralela, los reportes para la regeneración de embriogénesis somática 

fueron analizados, destacando que para la obtención de plantas genéticamente 

modificadas esta vía brinda plantas que son menos propensas a tener un mosaico 

genético en su estructura o la incorporación de genes que no son de interés durante la 

división meiótica, por lo cual las características deseadas se conservan por mayor 

respecto a los protocolos de rutas organogénicas (Freire, 2003).  

 La embriogénesis somática ha sido estudiada con el reporte de Harini & Lakshmi 

(1993) donde se desarrollaron embriones somáticos directos, sin pasar por callo, a partir 

de embriones cigóticos inmaduros, destacando el medio para inducción presentado en la 

tabla 4. Tras la implementación del protocolo de Harini & Lakshmi en 1993, Binzel y 

colaboradores probaron en 1996 diversos reguladores de crecimiento en combinación 

con agua de coco, concluyendo que el protocolo de Harini & Lakshmi es el adecuado y 

no requiere la adición 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 realizó en presencia de Sacarosa (2%) y AG3 (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 

somáticos ya sea en tejidos o callos, siendo entonces la vía regenerativa de 

embriogénesis somática dependiente de la auxina 2,4-D en una concentración 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 inducción de embriones 

somáticos, en la mayoría de los reportes, ha sido indispensable para la obtención de los 

resultados mostrados en la tabla 4. 
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Tabla 3. Revisión bibliográfica para la regeneración de Capsicum annuum L. a través de rutas organogénicas. 

Explante 
Vía de 
regeneración 

Medio de inducción 
Medio de 
germinación 

Información adicional Referencia 

Cotiledón e 
hipocótilo 

Organogénesis 
indirecta 

MS (100%) + AIA (1 mg/L) 
+ BAP (2 mg/L) 

MS (100%) + AIA (0.5 
mg/L) + BAP (2 mg/L) 

Se experimentó la 
organogénesis indirecta 
combinando citocininas y 
auxinas, donde 2,4-D 
inhibió la formación de 
brotes, mientras que 
BAP y AIA sí formaron 
brotes. 

(Gunay & 
Rao, 1978) 

Ápice, 
cotiledón e 
hipocótilo 

Organogénesis 
indirecta 

MS (100%) + 2,4-D (1 
mg/L) + BAP (0.5 mg/L) 

MS (100%) + BAP* (4 a 
2 mg/L) + AG3* (2 a 1.0 
mg/L) 

El mejor explante fue 
cotiledón. No hubo 
respuesta organogénica 
de los explantes después 
de 2 semanas en 2,4-D. 

(Berljak, 
1999) 

Cotiledón 
Organogénesis 
directa 

MS (100%) + BAP** (5 a 7 
mg/L) + PAA (2 mg/L) 

MS (100%) + BAP** (2 
a 5 mg/L) + PAA (2.0 
mg/L) 

Se destaca el uso de 
PAA como un mejor 
complemento en sinergia 
con BAP para la 
regeneración. 

(Husain et 
al., 1999) 

Hipocótilo 
de embrión 
cigótico 
maduro 

Organogénesis 
directa  

MS (100%) + BAP (5 
mg/L) + ANA (1 mg/L) 

MS (100%) + BAP (1 
mg/L) + ANA (0.5 
mg/L) + AG3 (0.5 mg/L) 

Se discute la influencia 
de BAP respecto a otros 
reguladores. 

(Arous et al., 
2001) 

Embriones 
cigóticos 
maduros 

Organogénesis 
directa 

MS (100%) + TDZ (2 
mg/L) 

MS (100%) + TDZ (0.5 
mg/L) + AG3 (10 mg/L) 

Se probaron ocho 
variedades de C. 
annuum L. y el efecto de 
varios explantes en la 
formación de brotes. 

(Dabauza & 
Peña, 2001) 
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Meristemo 
apical 

Organogénesis 
directa 

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

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

Se probaron diferentes 
citocininas. Cuando se 
definió TDZ, se elongó 
en AG3 y KIN sin 
resultado positivo. 

(Venkataiah 

et al., 2006) 

Cotiledón 
Organogénesis 
directa 

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

MS (100%) + BAP (3 
mg/L) + AG3 (0.2 mg/L) 

Se estudió el efecto del 
CuSO4 en la formación 
de brotes, donde 0.5 
mg/L es la concentración 
más eficiente en 
inducción y elongación. 

(Joshi & 
Kothari, 
2007) 

Hoja, 
cotiledón e 
hipocótilo 

Organogénesis 
directa 

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

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

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

(Sanatombi & 
Sharma, 
2008) 

Nota: (*) En este experimento el regulador de crecimiento estuvo a una concentración inicial y al siguiente subcultivo se bajó su 
concentración con la finalidad de obtener una elongación más eficiente. (**) En estos experimentos los reguladores de crecimiento, 
en la concentración reportada, no presentaron diferencias significativas ya sea en la inducción o elongación, por lo cual ambas 
concentraciones brindan resultados similares.  
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Tabla 4. Revisión bibliográfica para la regeneración de Capsicum annuum L. a través de rutas embriogénicas. 

Explante 
Vía de 

regeneración 
Medio de inducción 

Medio de 
germinación 

Información adicional Referencia 

Embriones 
cigóticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
somática 
directa. 

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

MS (100%) + Sac. 
(2%) + AG3 (1 mg/L) 

Obtención de embriones 
15 días después del 
cultivo. Maduración en 
medio de inducción. 

(Harini & 
Lakshmi, 
1993) 

Embriones 
cigóticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
somática 
directa. 

MS (100%) + 2,4-D (2 
mg/L) + Sac. (8-10%) + CW 
(10%) 

MS (100%) + Sac. 
(2%) + AG3 (1 mg/L) 
+ AgNO3 (1.5 mg/L) 

Obtención de estructuras 
globulares dentro de 15-
20 días. Se probó TDZ y 
ANA, pero no fueron 
eficientes. Probada en 
dos variedades. 

(Binzel et al., 
1996) 

Embriones 
cigóticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
somática 
directa 

MS (100%) + 2,4-D (2 
mg/L) + Sac. (diversas 
concentraciones) + 
incubación en oscuridad. 

MS (25%) + 2,4-D 
(0.5 mg/L) + Carbón 
activado (0.5%) + 
Sac. (3%) + ABA (0.5 
mg/L) 

Existe una dependencia 
en la embriogénesis 
somática respecto a la 
concentración de 2,4-D. 

(Jo et al., 
1996) 

Embriones 
cigóticos 
maduros 

Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Callo embriogénico: 
MS (100%) + 2,4-D (2 
mg/L) + Sac. (3%) 
Incremento de callo (medio 
líquido): 
MS (100%) + 2,4-D (1 
mg/L) + Sac. (3%) 

MS (50%) + ABA (0.5 
mg/L) 

La maduración de los 
embriones se llevó 
acabo con un 97% de 
eficiencia. 

(Buyakalaca 
& Mavituna, 
1996) 

Hojas 
jóvenes. 

Embriogénesis 
somática 
indirecta. 

Callo embriogénico: MS 
(100%) + 2,4-D (2 mg/L) + 
BAP (0.3 mg/L) + Sac. (8%) 

MS (100%) + 2,4-D (2 
mg/L) + BAP (0.3 
mg/L) + Sac. (3%) 

Después de cuatro 
semanas, los callos 
embriogénicos se 
pasaron a germinación. 

(Kintzios et 
al., 2000) 
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Embriones 
cigóticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
somática 
directa 

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

MS (100%) + Sac. 
(2%) + AG3 (1 mg/L) 

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

(Bodhipadma 
& Leung, 
2002) 

Embriones 
cigóticos 
maduros 

Embriogénesis 
somática 
indirecta 

Formación de callo: 
MS (100%) + 2,4-D (2 
mg/L) + Sac. (3%) 
Inducción de embrión: 
MS (100%) + L-prolina (6 
g/L) + NH4NO3 (10 mM) + 
Sac. (3%) 

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

Se deben de realizar 
subcultivos y 
pretratamientos en el 
procedimiento de 
regeneración para este 
explante. 

(Bodhipadma 
& Leung, 
2002) 

Tallo y 
meristemo 
apical 

Embriogénesis 
somática 
directa 

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

MS (100%) + AIB (0.2 
mg/L) 

Se obtuvieron más 
embriones en tallo. 

(Khan et al., 
2006) 

Microspora 
Embriogénesis 
somática 
directa 

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

B5 (100%) + Sac. 
(2%) 

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

(Kim et al., 
2008) 

Embriones 
cigóticos 
inmaduros 

Embriogénesis 
somática 
directa 

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

MS (100%) + Sac. 
(2%) + AG3 (1 mg/L) 

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

(Kaparakis & 
Alderson, 
2008) 

Hipocótilo 
Embriogénesis 
somática 
directa 

Germinación: 
MS (100%) + Sac. (3%) 
Inducción de embriones: 
MS ó WPM (100%) + 2,4-D 
(2 mg/L) + Sac. (8%) + 
AgNO3 (1 mg/L) + L-
glutamina (200 mg/L) + 
Caseína hidrolizada (500 
mg/L) 

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

El mejor medio fue WPM 
en la inducción de 
embriones somáticos. En 
la germinación de los 
embriones regenerados, 
las sales MS al 50% 
dieron mejores 
resultados. 

(Aboshama, 
2011) 
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2.5 Antecedentes directos y justificación 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 propósito principal la regeneración y 

transformación de esta especie para diferentes aplicaciones de interés farmacéutico, 

alimentario y agrícola, utilizando como herramienta principal el cultivo de tejidos 

vegetales. Si bien diversos artículos, como los discutidos en la sección 2.4, han obtenido 

la regeneración de Capsicum annuum L. a través de diversas rutas morfogenéticas, no 

se muestra una consistencia clara entre ellos, debido a la recalcitrancia intrínseca que 

tiene esta especie dentro de cultivos in vitro, por lo cual no se ha determinado en su 

totalidad un protocolo general para la regeneración y, consecuentemente, la obtención 

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 Química 

(UNAM) así como en publicaciones nacionales e internacionales, una metodología que 

permita la regeneración y obtención de plantas genéticamente modificadas de Capsicum 

annuum L. (chile serrano) a través del cultivo in vitro de tejidos vegetales, permitiendo 

que en un futuro el protocolo sea reproducible dentro de la variedad estudiada, integrando 

finalmente los conocimientos previos de los trabajos de esta línea de investigación para 

generar y propagar una línea de plantas de chile serrano que tengan las características 

deseadas. 
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III. 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 vías 

regenerativas a través del explante de embrión cigótico al experimentar con 

diferentes medios de cultivo, así como diferentes condiciones para la 

transformación 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 

transformación genética por biobalística. 

• Determinar la influencia de BAP sobre la diferenciación y regeneración del callo. 

• Inducir una vía regenerativa embriogénica a partir de diferentes medios de cultivo 

con una concentración de sacarosa elevada (8%) y 2,4-D (2 mg/L) utilizando 

embriones cigóticos maduros como explante. 

• Determinar la concentración letal de higromicina-B como agente de selección para 

callos y nudos de plantas de chile para su futura transformación genética. 

• Observar la transformación genética de callos y embriones cigóticos a través de la 

expresión transitoria de GFP mediante microscopia confocal. 

 

IV. HIPÓTESIS 

• Si la obtención 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 transformación genética, entonces la adecuada selección de estos 

factores permite obtener un protocolo adecuado y reproducible para futuras 

investigaciones.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

5.1 Diagrama general. 

 El presente trabajo de investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Cultivo 

de Tejidos Vegetales (116), perteneciente al Departamento de Bioquímica de la Facultad 

de Química, UNAM. La estrategia seguida durante el desarrollo experimental se presenta 

en la figura 9. 

 

Figura 9. Diagrama de flujo experimental para la regeneración y transformación genética 
de chile serrano (Capsicum annuum L.) 
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De manera general, como muestra la figura 9, la metodología experimental 

consistió en cuatro etapas: inicialmente se cultivaron las plantas donadoras y una vez 

obtenido el explante deseado (embrión maduro o inmaduro) se procedió a desinfectarlos 

y cultivarlos en condiciones asépticas dentro de los medios específicos, ya sea para la 

regeneración directa o indirecta.  

Dentro de la regeneración indirecta, el procedimiento requirió la inducción de un 

callo para su posterior proliferación y caracterización, además de inducir la vía 

regenerativa. La regeneración directa consistió en la germinación de semillas maduras 

en condiciones asépticas y consecuentemente la inducción de embriogénesis somática 

directa.  

La última etapa fue la transformación genética, en donde en ambos experimentos 

se determinó la concentración letal de higromicina-B para el callo y las plantas de chile 

serrano, siendo el mejor resultado utilizado para seleccionar los tejidos vegetales que sí 

lograron transformarse correctamente a través del bombardeo de ADN, para finalmente 

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

 

5.2 Material biológico. 

 Se utilizaron semillas y plantas de chile serrano (Capsicum annuum L.) variedad 

Tampiqueño-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 plásmidos (vectores de expresión) utilizados para la transformación genética 

fueron dos: el plásmido 1 (pCAMBIA1302::FBP::GFP) y el plásmido 2 

(pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP), cuyos esquemas se pueden observar en el anexo 

I. Éstos fueron proporcionados a una concentración de 1 μg/μl por el Dr. Rogelio 

Rodríguez Sotres y su equipo de investigación, pertenecientes al laboratorio 115 del 

Departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM.  
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5.3 Establecimiento de cultivos ex vitro. 

 La germinación ex vitro se realizó con la finalidad de obtener frutos y semillas 

inmaduras, a través del cultivo bajo el sistema de hidroponía. Las semillas se remojaron 

en AG3 (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 realizó cada 

tercer día, y una vez que emergieron las hojas verdaderas, semanalmente se regó con 

una solución hidropónica, la cual fue adquirida en el taller de hidroponía, Facultad de 

Ciencias, UNAM.  

 La composición del fertilizante hidropónico es la siguiente: Nitrógeno (203 ppm), 

Fósforo (50 ppm), Potasio (236 ppm), Calcio (200 ppm), Magnesio (48 ppm) además de 

contenes todos los microelementos necesarios. Las sales se disolvieron a razón de 2.3 

g/L en agua desionizada.  

 

5.4 Establecimiento de cultivos in vitro. 

 De forma general, para la obtención de células transgénicas se siguieron dos vías: 

la regeneración directa e indirecta. Los explantes utilizados fueron semillas maduras e 

inmaduras, con tratamientos específicos según el experimento.  

 

5.4.1 Método de desinfección. 

 Se siguió la metodología del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales para la 

especie Capsicum annuum L. propuesta por Zaragoza en 2016, destacando que los 

volúmenes utilizados de agua y agentes desinfectantes se añadieron de tal forma que los 

explantes quedaran cubiertos con la solución sin que fuera excesivo. La desinfección 

(figura 10) consistió 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 realizó un enjuague con agua estéril. Posteriormente, los explantes se 

lavaron con NaClO al 35% (v/v), de una solución stock de Clorox con NaClO al 5.40% 

como antiséptico y germicida, y Tween-20 como surfactante (2 gotas/250 mL) durante 15 

minutos con agitación constante. Finalmente, se enjuagaron los explantes con agua 

estéril hasta que no se observara la espuma generada por el surfactante.  
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Figura 10. Método de desinfección para la implementación de cultivos asépticos in vitro 
de los explantes de Capsicum annuum L. 
 

 

5.4.2 Medios de cultivo y condiciones de incubación.  

 Los medios de cultivo fueron preparados a partir de soluciones stock (100x) de 

sales inorgánicas y reguladores de crecimiento, además de añadir diferentes 

componentes orgánicos como vitaminas, aminoácidos, bases nitrogenadas y 

carbohidratos, a diferentes concentraciones según se requiriera. Una vez mezclados 

estos componentes, el pH se ajustó a 5.7 utilizando HCl (0.1 N y 1.0 N) o NaOH (0.1N y 

1.0 N) como fuera necesario y después se añadió un agente gelificante (gelzán). Los 

medios generales utilizados se presentan en la tabla 5, donde consecuentemente fueron 

modificados según se requiriera en cada experimento. Los macro y micro nutrientes de 

las sales en cuestión se pueden revisar en el anexo II 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 

Caseína hidrolizada 0 200 mg/L 

Gelzan 3.0 g/L 

PVP 1 g/L 

 

 El agente gelificante se agregó a razón de 3.0 g/L de forma general, y para los 

medios de cultivo en donde se bombardeó el material biológico en una concentración de 

3.5 g/L. En el caso de que no se añadiera un compuesto termolábil, el agente gelificante 

se hidrató a la mitad del volumen total del medio a elaborar y se calentó en un microondas 

(1 min/100 mL de medio de cultivo), para posteriormente mezclarlo con los demás 

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 

añadía algún compuesto termolábil (antibióticos, agentes selectivos, etc.), la adición del 

gelificante se realizó directamente en la mezcla de los demás componentes y el volumen 

total se esterilizó en una autoclave vertical a 121°C (1.2 psi/18 min), posteriormente 

cuando el medio de cultivo alcanzó 40°C aproximadamente se añadió el compuesto 

termolábil, y una vez homogeneizado el medio éste se sirvió en frascos estériles. Todo 

este procedimiento se realizó dentro de una campana de flujo laminar y en condiciones 

asépticas.  
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 Todos los cultivos se mantuvieron en incubación 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 operación como subcultivo, eliminando durante esta operación 

todo aquel tejido oxidado o en malas condiciones.  

 

5.4.3 Germinación 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 germinación, bajo la presencia de la fitorregulador AG3, así como en 

ausencia de éste, con la finalidad de estimular la germinación y contar con el mayor 

número posible de plántulas para experimentos posteriores. Fueron incubadas en las 

condiciones ya mencionadas de la sección 5.4.2 y los datos se tomaron cada tercer día 

hasta el día 18.   

 

5.5 Regeneración indirecta. 

 La inducción de callo se llevó a cabo a partir de embriones cigóticos inmaduros, 

tomados como explante de frutos verdes de edades distintas y provenientes de las 

plantas cultivadas en el sistema de hidroponía.  

 

5.5.1 Inducción de callo. 

 En condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo laminar, se disectaron 

los frutos de chile serrano (figura 11) que contenían 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 

estandarizó la formación de callo respecto a la etapa de desarrollo del embrión.   
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Figura 11. Disección de los embriones cigóticos inmaduros de chile serrano en 
condiciones asépticas. 
  

 Una vez extraídos los embriones cigóticos inmaduros, se cultivaron en dos medios 

generales con la adición de reguladores de crecimiento para la inducción 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), caseína 

hidrolizada (200 mg/L), L-prolina (2.5 g/L) y vitaminas “Coctel 20” que no se detalla su 

composición y concentración debido a que se encuentra en proceso de patente. Se 

evaluó cualitativamente a través de observaciones cada tercer día, eligiendo el medio 

que generó un callo con menor oxidación y se desarrolló en un volumen considerable 

respecto del otro. 

 

5.5.2 Proliferación y evaluación del crecimiento de callos. 

El posterior cultivo in vitro de los callos celulares se realizó sobre el medio de 

cultivo N6P, a través de la metodología descritas por Mineo (1990) para el subcultivo de 

callos celulares. Los callos una vez desarrollados se subcultivaron cada cuatro semanas, 

incubándose en un cuarto de ambiente controlado, como se describió anteriormente en 

la sección 5.4.2. 
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La evaluación del crecimiento fue determinada con una cinética de crecimiento 

durante 21 días realizando cinco repeticiones donde inicialmente se pesaron 0.5 g de 

callo para cada repetición, midiendo cada tercer día el peso fresco de éstos en el medio 

N6P. Finalmente se graficó el promedio de estas cinco muestras en cada día de toma de 

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

 

5.5.3 Inducción de la vía regenerativa 

 Una vez que se obtuvo la suficiente cantidad de callo proveniente del medio N6P, 

se procedió a inducir la vía regenerativa de éstos al probar diferentes reguladores de 

crecimiento. Los callos que se indujeron a la vía regenerativa indirecta fueron expuestos 

a los medios y reguladores de crecimiento mostrados en la tabla 6, donde cada subcultivo 

se realizó cada tres semanas, teniendo con anterioridad 6 subcultivos en medio N6P. 

 La evaluación de la vía regenerativa se realizó cualitativamente, comparando 

visualmente la diferenciación 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 regeneración 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 (AG3) 

Tratamiento 1 

7 
100% N6P 0 0 

 

8 

9a y 10a 
50% MS 0 

0 

9b y 10b 4 

Tratamiento 2 

7 
100% 

N6P 2 0.3 8 

9a y 10a 
50% 

9b y 10b MS 0 4 

Tratamiento 3 

7 
100% N6P 

1 
3 

8 0.5 

9a y 10a 
50% MS 0 

3 

9b y 10b 4 

Tratamiento 4 

7 
100% N6P 0 3 

8 

9a y 10a 
50% MS 0 

3 

9b y 10b 4 

Tratamiento 5 

7 
100% N6P 0 3 

3 

8 0 

9a y 10a 
50% MS 0 

0 3 

9b y 10b 3 0 

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

 Con base en la revisión bibliográfica de la sección 2.4, se propuso un experimento 

que combinó diversas condiciones para la embriogénesis somática directa a partir de 

embriones cigóticos maduros, siendo las siguientes: dos medios diferentes MS 

(Murashige & Skoog, 1962) y WPM (Lloyd & Mc Cow., 1980), compuestos orgánicos 

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

 

5.6.1 Germinación in vitro de semillas para regeneración directa. 

 Se germinaron semillas maduras de Capsicum annuum L. para este experimento, 

desinfectando previamente las semillas a través del método de la sección 5.4.1 y 

germinando en un medio MS (Murashige & Skoog, 1962) sin hormonas, esto último para 

no influir en el sistema hormonal endógeno de la planta y evitar así un sesgo en el 

experimento.  

 

5.6.2 Inducción de embriogénesis somática. 

 La inducción consistió en poner sobre diferentes medios de cultivo embriones 

cigóticos madurados, los cuales se germinaron previo al experimento por 10 días, 

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 somática 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 

Orgánicos 
CW  

10 mL/L 

Caseína  
500 mg/L 
Glutamina 
200 mg/L 

100% 
CW  

10 mL/L 

Caseína  
500 mg/L 
Glutamina  
200 mg/L 

100% 
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Estadio “a” Estadio “b” Estadio “c” 

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

 Los embriones desarrollados se cultivaron en cajas Petri, bajo las condiciones 

descritas en la sección 5.4.2, teniendo de cada uno de los seis medios de cultivo tres 

repeticiones, con lo cual cada estadio de desarrollo se cultivó en una de las repeticiones 

y poniendo cinco explantes en cada caja Petri. Después de 48 días de la inducción de 

embriogénesis somática, se observaron los explantes en un microscopio estereoscópico 

para revisar la diferenciación obtenida 

 

5.7 Transformación genética por biobalística.  

 Debido a la recalcitrancia del chile serrano para su regeneración en cultivos in 

vitro, los protocolos de transformación genética se llevaron a la par con los protocolos de 

regeneración. De manera general, las transformaciones genéticas se realizaron con una 

cámara de biobalística de alta presión BioRad® modelo PDS-1000/He solicitando 

también los plásmidos mencionados en la sección 5.2. Para la transformación genética 

la M. en D. Aracely Arandal Martínez preparó balas de tungsteno de 0.4 y 0.7 μm, así 

como los reactivos necesarios tales como: CaCl2 (2.5 M), espermidina (0.1 M), EtOH 

(grado HPLC y 70%), agua desionizada estéril y helio como el gas inerte para disparar 
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las balas dentro de la cámara de biobalística. Los materiales utilizados fueron 

micropipetas de diferentes volúmenes, 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 preparación de los reactivos, así como el procedimiento 

previo a la transformación genética se describen en el anexo III del presente trabajo. El 

diagrama general de transformación genética se muestra a continuación en la figura 13. 

 

 

Figura 13. Diagrama general de transformación genética por biobalística para los 
diferentes explantes de Capsicum annuum L. 
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5.7.1 Transformación de callos. 

 

5.7.1.1 Selección de la concentración del agente de selección en cultivo de callos. 

 Considerando una vía de regeneración indirecta, se propuso establecer con los 

cultivos de callos una transformación genética por medio de biobalística, definiendo en 

principio los parámetros para que el agente de selección necrosara completamente a las 

células, siendo subcultivadas en el medio que mejor resultado tuvo la proliferación 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 parámetros evaluados fueron el peso fresco como método cuantitativo y el 

grado de oxidación en una escala cualitativa, registrando cada tercer día esta información 

y obteniendo después 21 días la influencia del antibiótico sobre el peso fresco y la 

oxidación del callo. La curva de resistencia a higromicina se elaboró en el programa Excel 

2013 de la paquetería 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. 

Así mismo, el grado de oxidación se evaluó al término del experimento, dando 

calificaciones subjetivas de 0x a 5x, donde 0 fue una oxidación nula y 5x una oxidación 

total. 

 

5.7.1.2 Selección de las condiciones de transformación genética de callo. 

 Siguiendo el diagrama de transformación genética, al establecer las condiciones 

de resistencia a higromicina-B que necrosa totalmente las células de Capsicum annuum 

L., se subcultivó en un medio N6P habitual cinco días antes de la transformación genética, 

con base en los resultados obtenidos en la cinética de crecimiento. 

 Veinticuatro horas antes de la transformación genética, se subcultivó 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 gelzán, poniendo en éstas la cantidad de 0.5 g de callo (Ensayo 

E1) que cubriera un círculo de diámetro de 20 mm, la cual era necesaria para que las 

balas proyectadas llegaran adecuadamente a las células vegetales. Los parámetros de 

experimentación para determinar las mejores condiciones de transformación genética, en 

la cámara de biobalística, fueron los presentados en la tabla 8. 
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Tabla 8. Experimento propuesto para la transformación genética de callos de 
Capsicum annuum L. por medio del sistema de biobalística. 

Condiciones Experimentos 

Presión 1,100 psi 

Número de disparos Un disparo 

Medio de Cultivo Medio N6P 

Tratamientos T1 T2 T3 T4 

Distancia 

Macrocarrier-Explante 
9 cm 12 cm 

Tamaño de bala 0.4 μm 0.7 μm 0.4 μm 0.7 μm 

 

 Una vez transformadas las células, después de 48 horas se pasaron del medio 

para transformación por biobalística a un medio de selección con la cantidad habitual de 

gelzán (3.0 g/L) y 25 mg/L de higromicina-B, subcultivándolos cada tres semanas a un 

medio fresco similar.  

  

5.7.1.3 Comprobación de la transformación y visualización de la expresión 

transitoria de GFP en callos. 

La comprobación de las células transformadas de Capsicum annuum L. se realizó 

a través de dos metodologías: la resistencia a higromicina-B observada a través del 

microscopio Motic SMZ-168 evaluando cualitativamente la oxidación presentada por el 

callo, así como la expresión transitoria de la proteína verde fluorescente, ambas 

características otorgadas por el plásmido insertado.  

La expresión transitoria de GFP se observó con un microscopio confocal, 

instrumento perteneciente a la Unidad de Servicios de Apoyo a la Industria e Investigación 

(USAII) de la Facultad de Química de la UNAM, edificio H “Mario Molina”. La observación 

se realizó 5 y 30 días después de la transformación genética; el primer análisis para 

comprobar que el procedimiento se había realizado adecuadamente y el segundo con la 

finalidad de comprobar que el gen insertado ya se encontraba estable dentro de las 

células; en este último, se tomó del callo más sano desarrollado en higromicina-B.  
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 Los callos transformados fueron evaluados visualmente tras 30 días de haber sido 

subcultivados, definiendo el mejor parámetro como aquel en donde la formación de masa 

celular se observara en cantidad considerable y ésta no se necrosara, aunado a la 

visualización de la expresión transitoria de GFP como primer resultado de una 

transformación genética correcta. 

 

5.7.2 Transformación de embriones cigóticos maduros e inmaduros. 

 

5.7.2.1 Selección de la concentración de higromicina en plantas de chile serrano. 

 Para la vía de regeneración directa de plantas transformadas se establecieron 

cultivos asépticos de nudos, los cuales provenían de plantas con 42 días de desarrollo, 

tomando el primero y el segundo nudo de la parte superior de la planta, cultivándose 

posteriormente en el medio propuesto por León (2018) (Medio MS-RD, tabla 9) a 

diferentes concentraciones de higromicina-B (0, 5, 10 y 15 mg/L). 

 El parámetro evaluado fue únicamente el grado de oxidación del nudo en una 

escala cualitativa y su desarrollo en caso contrario, con la finalidad de establecer la 

concentración adecuada del agente de selección; tanto para embriones cigóticos y 

plantas transformadas como para embriones somáticos regenerados y transformados. La 

evaluación se realizó cada tercer día durante un mes y se determinó la concentración 

letal para los explantes ya mencionados para que, en un futuro, una vez desarrollados 

adecuadamente, se expongan al agente de selección y se determine entonces su 

viabilidad una vez transformada genéticamente. 

 

 5.7.2.2 Selección de las condiciones de transformación genética en 

embriones cigóticos. 

 Se realizó la transformación genética de embriones cigóticos maduros (Ensayo 

E2) e inmaduros (Ensayo E3), usando en ambos ensayos el medio de cultivo propuesto 

en la investigación de León (2018), del laboratorio 116 de la Facultad de Química, UNAM 

(Tabla 9), para efectos de este trabajo nombrado como “MS-RD (Regeneración directa)”, 

así como un medio N6P como experimento adicional al ensayo E2, para observar cómo 

se comportaban los embriones cigóticos maduros transformados (Ensayo E2).  
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Tabla 9. Componentes del medio de cultivo (MS-RD) para la 

regeneración vía 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 

Cisteína 100 mg/L 

Adenina 25 mg/L 

BAP 5 mg/L 

Carbón activado 1 g/L 

Sulfato de Cobre 8 μg/L 

Nitrato de Plata 5 mg/L 

PVP 2 g/L 

Gelzán 3.0 g/L 

 

 El diseño de ambos ensayos se muestra en las tablas 10 y 11, destacando que el 

ensayo E2 maneja únicamente el plásmido 1 (pCAMBIA1302::FBP::GFP) y el ensayo E3 

ambos plásmidos 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 gelzán 

para su transformación genética por biobalística y sin higromicina, añadiendo al centro 

de cada caja Petri la cantidad de 25 embriones. Las condiciones de la cámara de 

biobalística en ambos ensayos fueron las siguientes: 
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Tabla 10. Experimento propuesto para la transformación genética de semillas maduras 
de Capsicum annuum L. por biobalística, utilizando diferentes medios de cultivo. 

Condiciones Experimentos 

Presión 1,100 psi 

Número de disparos Un disparo 

Medio de Cultivo Medio MS-RD Medio N6P 

Tratamientos T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 

Distancia  
Macrocarrier-Explante 

9 cm 12 cm 9 cm 12 cm 

Tamaño de bala 
0.4 
μm 

0.7 
μm 

0.4 
μm 

0.7 
μm 

0.4 
μm 

0.7 
μm 

0.4 
μm 

0.7 
μm 

 

Tabla 11. Experimento propuesto para la transformación genética de semillas inmaduras 
de Capsicum annuum L. por biobalística, utilizando dos plásmidos diferentes. 

Condiciones Experimentos 

Presión 1,100 psi 

Número de disparos 2 disparos 

Medio de Cultivo Medio MS-RD 

Tratamientos T1 T2 

Distancia  
Macrocarrier-Explante 

12 cm 

Tamaño de bala 0.7 μm 

Plásmido pCAMBIA1302::FBP::GFP pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP 

 

 Ambos ensayos se subcultivaron 48 horas después de la transformación en 

medios frescos y sin higromicina para el primer subcultivo, con la finalidad de que los 

embriones se desarrollaran sin estrés por el antibiótico. Posteriormente, se subcultivaron 

5 veces cada tres semanas en medios frescos y a las concentraciones de higromicina 

que se mencionan a continuación: Al ensayo E2 se le agregó 15 mg/L de higromicina-B 

desde el segundo subcultivo y así se mantuvo, mientras que el ensayo E3 se aumentó 

gradualmente la concentración de higromicina-B a razón de 5, 10 y 15 mg/L por 

subcultivo. 



 
47 

5.7.2.3 Visualización de la expresión transitoria de GFP en embriones cigóticos 

transformados. 

 La expresión transitoria fue comprobada para ambos ensayos (E2 y E3), bajo las 

mismas condiciones descritas del ensayo E1 de la sección 5.7.1.3. La evaluación de los 

embriones cigóticos maduros transformados (ensayo E2) fue cinco días después del 

bombardeo y 32 días después de la transformación genética se observó el desarrollo de 

las plantas en la concentración de higromicina-B adecuada (15 mg/L) que, al presentarse 

necrosadas, no fue indispensable observar la expresión de GFP. La observación de la 

expresión transitoria de GFP en los callos y plántulas obtenidas del ensayo E3, 

provenientes de embriones cigóticos inmaduros, se realizó cuatro meses después de la 

transformación genética.  
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

6.1 Germinación ex vitro.  

En la germinación realizada en condiciones ex vitro, las semillas que fueron 

sembradas en hidroponía se dejaron previamente en un remojo de 3 días en AG3 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 plántulas obtenidas, se destaca que al presentar éstas las hojas 

verdaderas y al regarlas con solución hidropónica, el desarrollo del tallo, hojas y brotes 

adventicios fue más efectivo que cuando no se regó con la solución en su primera etapa 

de crecimiento, debido al requerimiento de sales y nutrientes para el óptimo crecimiento 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Plantas de Capsicum annuum L. en 
condiciones de hidroponía con 60 días de 
desarrollo. 
 

6.2 Método de desinfección. 

 La desinfección de los explantes en el cultivo in vitro de tejidos vegetales es un 

punto crítico en el estudio de las plantas o líneas celulares que se establecen bajo esta 

técnica biotecnológica, siendo entonces la contaminación de bacterias u hongos un factor 

biótico que daña 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 

desinfección del material vegetal, ya que se debe adaptar el tejido u órgano en cuestión 

a las condiciones de asepsia para su establecimiento in vitro exitoso (Alcántara et al., 
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2017). Zaragoza en 2016 estableció la metodología que permite desinfectar las semillas 

de chile serrano, lográndose la ausencia de microorganismos en los cultivos in vitro 

debido a la interacción de los componentes utilizados en el tiempo definido, para 

eliminarlos.  

 La desinfección se fundamenta en la capacidad antiséptica, así como en la 

polaridad que tiene el etanol para disolver y desorganizar las capas de lípidos y proteínas 

que componen la membrana de la semilla, además de inhibir algunos microorganismos, 

pero no en su totalidad. Posteriormente, el NaClO incrementa la eficiencia de la 

desinfección al oxidar las proteínas de membrana de los microorganismos, lo cual genera 

deshidratación celular (Madigan et al., 2015). Cabe resaltar que un exceso de NaClO 

puede causar el mismo efecto sobre el explante y por tanto dañar al tejido vegetal 

(Gómez, 2016). Adicionalmente, el Tween 20 es un tensoactivo que genera una emulsión 

aceite en agua, permitiendo que los lípidos que no se retiraron con el etanol, sean 

removidos por este componente permitiendo la entrada del agente desinfectante 

(NaClO), además de tener la misma función 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 logró un 100% de desinfección para todos los 

explantes utilizados dentro de los diferentes experimentos realizados como lo reportado 

por Zaragoza (2016), López (2016) y León (2018). 

 

6.3 Germinación in vitro.  

 La germinación in vitro de semillas de chile serrano tuvo la finalidad de determinar 

su viabilidad, además 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 obtención de plantas transgénicas a partir del bombardeo de partículas con 

ADN a semillas maduras, que más adelante serán discutidos. El porcentaje de 

germinación obtenido se muestra en la tabla 12, donde se siguió la metodología de la 

sección 5.4.3 para germinar las semillas mencionadas. Debe destacarse que la 

germinación en condiciones in vitro comenzó entre el quinto y el séptimo día después de 

la siembra, obteniendo un mayor porcentaje en el séptimo día, después de la siembra en 

ambos medios.  
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Tabla 12. Germinación de semillas de chile serrano bajo condiciones in vitro en dos medios 
de cultivo diferentes. 

 Tiempo de germinación (días)  

Medio de 
cultivo 

Parámetro 
estadístico 

4 5 7 8 11 15 18 %Germ 

MS sin 
AG3 

 0.3 2.4 6.4 1.1 0.9 0.4 0.3 
79.0% 

D.E. 0.49 0.98 2.15 1.07 0.69 0.53 0.49 

MS + AG3 

(3 mg/L) 

 0.1 1.9 7.4 0.4 1.9 0.1 0.6 
82.9% 

D.E. 0.38 1.86 1.81 0.53 1.07 0.38 0.79 

 

La germinación 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 días para el inicio de 

este fenómeno (González-Cortés et al., 2015). El porcentaje de germinación para ambos 

demuestra una viabilidad adecuada de las semillas, además de que el medio MS con 3 

mg/L de AG3 como regulador de crecimiento, desarrolló una mayor cantidad de plántulas 

respecto al medio sin hormonas, debido a que este compuesto influye en la germinación 

de semillas y el posterior desarrollo de radículas (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 α-amilasa 

la cual degrada el almidón que la semilla tiene como reserva de carbohidratos simples, 

utilizándolos como fuente de carbono para el desarrollo inicial de la planta aun cuando 

esta última no es capaz de realizar fotosíntesis por sí misma, por lo cual al añadir este 

compuesto se complementa a las giberelinas sintetizadas de novo por los mismos 

embriones en desarrollo. 

Adicionalmente, debe destacarse que a partir del día 11 se observó el comienzo 

en el desarrollo de hojas verdaderas sobre las semillas que habían germinado en los 

primeros días (4 y 5 días), 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 días se 

muestra en la figura 15, resaltando que durante las primeras cuatro semanas se 

mantuvieron en el medio con AG3 (3 mg/L) y al siguiente subcultivo se les quitó el 

compuesto en mención. 

 

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

 

6.4 Regeneración indirecta. 

 

6.4.1 Inducción y proliferación de callo. 

 El establecimiento de callos de Capsicum annuum L., tanto en inducción como en 

proliferación a partir de embriones cigóticos inmaduros, se llevó a cabo con mejores 

resultados en el medio N6P (tabla 13), composición descrita con anterioridad en la 

sección 5.4.2. El uso de los medios B+ y N6P se debió a que éstos son utilizados 

comúnmente en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales para comenzar con la 
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promoción de callo, destacando que ambos contienen la auxina 2,4-D (1 y 2 mg/L 

respectivamente), compuesto que interviene en la formación y proliferación 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 decidió comparar la influencia de las sales así como los diferentes 

compuestos orgánicos en la formación de la masa celular, diferenciando que en este caso 

el explante utilizado es el embrión cigótico inmaduro de chile serrano. 

 

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

Medio de Cultivo Medio B+ Medio N6P 

Total de explantes 
evaluados 

20 20 

Callos inducidos 6 17 

Explantes oxidados 14 3 

 

 Las observaciones cualitativas (figura 16) demostraron que, para embriones 

cigóticos inmaduros, el medio N6P, además de inducir y proliferar más callo, brindó un 

bajo nivel de oxidación respecto al medio B+, destacando que las sales N6P no son 

reportadas de manera común en la literatura para la regeneración indirecta de Capsicum 

annuum L.  Azofeifa en 2009 describió los problemas de oxidación y oscurecimiento de 

explantes vegetales cultivados in vitro justificando, con esta referencia bibliográfica, lo 

observado en los explantes cultivados en el medio B+. En primera instancia la elevada 

concentración de sales en el medio B+ respecto al medio N6P es una posible variable 

que influye en la respuesta oxidativa de los cultivos, ya que se reporta que, a una menor 

cantidad de sales, la oxidación es menor, aunado a una menor cantidad de cofactores 

inorgánicos tales como Cu2+, Mn2+ y Zn2+, involucrados en la actividad de enzimas 

oxidativas (Azofeifa, 2009).  
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Medio MS (B+) 

 
  

Medio N6P 

   

 

Figura 16. Comparación de dos medios de cultivo (B+ y N6P) para la inducción y 
proliferación 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+. 
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De forma similar una mayor concentración de reguladores de crecimiento influye 

sobre una alta producción de polifenoles, siendo las auxinas más reactivas que las 

citocininas, hecho que permite una mayor actividad de oxidasas las cuales tienen como 

producto final quinonas que son reactivas y dañan el tejido celular hasta su necrosis, 

justificando entonces que el medio B+ al tener tres auxinas (2,4-D, ANA y AIA) es más 

propenso a la oxidación (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 

orgánicos (Coctel 20, Adenina, Caseína 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 días después, sin llegar a 

desarrollar hojas cotiledonarias, formaron un callo con características cualitativas 

similares a los demás. El resultado obtenido del medio N6P es también contrastante 

respecto a los medios de cultivo reportados por diversos autores en la sección 2.4, hecho 

que se destaca y no es reportado hacia la variedad Tampiqueño-74 de Capsicum annuum 

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

 

6.4.2 Inducción de la vía regenerativa indirecta.   

 La elección 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 diferenció brotes de Capsicum annuum L. en combinación con diversas auxinas y 

giberelinas, tanto en la inducción como en la elongación 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 sección 2.4, que el explante estudiado en esta 

investigación es diferente a los utilizados en los reportes citados anteriormente, por lo 

cual la búsqueda de una respuesta regenerativa a través de callo proveniente de embrión 

inmaduro en la variedad estudiada, condiciona los resultados obtenidos para estas 

variables. 
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El establecimiento de la regeneración de plantas de Capsicum annuum L. en los 

medios de cultivo con diferentes reguladores de crecimiento, mostró diferencias 

cualitativas apreciables en los tratamientos establecidos para el callo proveniente de 

embriones inmaduros de esta especie la cual se encontró en función del tiempo y a través 

de los subcultivos consecuentes. En primer lugar, debe remarcarse que las imágenes del 

séptimo subcultivo, el primero bajo los diferentes tratamientos con los diferentes 

reguladores de crecimiento, no son mostradas ya que no se obtuvo una diferenciación en 

las características apreciables de los callos. 

La auxina 2,4-D jugó 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) más no en la diferenciación de cloroplastos y, por tanto, una posible inhibición 

de la regeneración hacia embriones u órganos vegetales. Se ha reportado que el 

compuesto 2,4-D metila el ADN, afectando de forma aleatoria algunos genes que 

participan en la diferenciación celular e inhibiendo así esta capacidad en las células 

vegetales (Féher, 2015), situación que se observa en el tratamiento control (T2-8) y el 

tratamiento que aún conservaba 50% de auxina (T3-8), en los últimos dos subcultivos 

donde, a diferencia de los demás, no presentó ninguna coloración (figura 17). De igual 

forma se destaca en el tratamiento control que al tener una baja concentración de BAP, 

este compuesto no influyó sobre el desarrollo de cloroplastos en el callo de embrión 

inmaduro de Capsicum annuum L.  

Una vez que se realizó el octavo subcultivo, los callos comenzaron a tener una 

ligera diferenciación 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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T-1.8 T-2.8 T-3.8 T-4.8 T-5.8 

 
 

 
 

 

Figura 17. Octavo subcultivo del experimento de reguladores de crecimiento para la 
regeneración de C. annuum L. 
 

En el noveno y décimo subcultivo, en medio MS con diferentes concentraciones 

de reguladores, según lo indicado en la metodología experimental, se diferenciaron 

apreciablemente los callos; situación favorable para una posible regeneración de plantas 

de chile serrano (Capsicum annuum L.). Cabe destacar que a excepción del tratamiento 

control (T2a), todos presentaron una diferenciación mayor en cuestión de color, así como 

en compactación.  

Sobre el tratamiento 1 (figura 18) tanto en el noveno y décimo subcultivo para 

ambos medios (T1-9ab y T1-10ab), se muestra que aún sin la influencia de algún 

regulador de crecimiento, la diferenciación de cloroplastos se obtiene. Sin embargo, al 

décimo subcultivo la presencia de oxidación se observa mayoritariamente en el callo, 

aunque se destacan ciertas zonas en donde se encuentran agregados de una coloración 

verde intensa y contrastante. 

Tratamiento 1 

9° Subcultivo (a) 9° Subcultivo (b) 

    

10° Subcultivo (a) 10° Subcultivo (b) 

 

 

 

 

Figura 18. Resultados cualitativos del tratamiento 1 (T1) en callo proveniente de embrión 
inmaduro de Capsicum annuum L. 
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Respecto al tratamiento 2 (T2-10b), en donde se pasó 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 diferenciación 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. 

 

Tratamiento 2 

9° Subcultivo (a) 9° Subcultivo (b) 

    

10° Subcultivo (a) 10° Subcultivo (b) 

 

 

 

 

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

En el tratamiento 3, sobre sus dos variantes en el noveno subcultivo (T3-9a y T3-

9b), la influencia de la auxina 2,4-D continúa, ya que muestra una menor coloración 

respecto a los demás, lo que sugiere que el material genético de algunas células aún se 

encuentra metilado, situación que en el cuarto subcultivo (T3-10a y T3-10b), ya con la 

presencia total de BAP se obtiene una diferenciación celular apreciable respecto a la 

obtención de cloroplastos. Cabe destacar que el medio con 3 mg/L para este tratamiento 

(T3-10a) es el que marca en mayor proporción la diferenciación (figura 20). 
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Tratamiento 3 

9° Subcultivo (a) 9° Subcultivo (b) 

    

10° Subcultivo (a) 10° Subcultivo (b) 

 

 

 

 

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

El tratamiento 4 (T4) tanto en el noveno y décimo subcultivo, éste último en sus 

dos variantes experimentales, muestran características similares, a excepción 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 

9° Subcultivo (a) 9° Subcultivo (b) 

    

10° Subcultivo (a) 10° Subcultivo (b) 

 

 

 

 

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

Respecto a los tratamientos T5-a y T5-b, en ambos subcultivos (noveno y décimo), 

donde el ácido giberélico (AG3) fue adicionado, son los callos que muestran una mayor 

compactación al observar al microscopio además de una coloración verde más intensa, 

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

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

 

Tratamiento 5 

9° Subcultivo (a) 9° Subcultivo (b) 

    

10° Subcultivo (a) 10° Subcultivo (b) 

 

 

 

 

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

Con los resultados obtenidos hasta el décimo subcultivo, no se observaron 

estructuras que se diferencien en órganos (tallo, hojas y/o raíces) o en embriones 

somáticos, sugiriendo nuevamente que la influencia de la auxina 2,4-D (2 mg/L), en el 

medio N6 donde se proliferó inicialmente el callo, inhibe la regeneración del mismo, 

coincidiendo con lo reportado en varios estudios (Gunay & Rao, 1978 y Berljak, 1999). 

Además, una elevada concentración de BAP (4 mg/L) genera una mayor oxidación del 

callo respecto a los 3 mg/L en los medios utilizados, sugiriendo que esta última 

concentración es la ideal para buscar una diferenciación sin ser agresiva para el callo de 

chile serrano (Peter, 2004).  

Respecto a la modificación de sales que hubo en el noveno y décimo subcultivo 

tampoco hubo una respuesta satisfactoria en la regeneración ya sea organogénica o 

embriogénica, lo cual sugiere que la regeneración indirecta para esta especie no se 

obtiene con la metodología 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 regeneración (Kothari et 

al., 2010), resaltando que en la literatura (sección 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 

investigación (Tampiqueño-74), siendo éste un posible factor que incide en los resultados 

obtenidos. 

 

6.5 Regeneración directa. 

 

6.5.1 Inducción de la vía regenerativa directa. 

 La búsqueda de la regeneración directa vía embriogénesis somática se 

fundamentó en la revisión bibliográfica citada en la sección 2.4, en donde se destaca que 

la mayoría de los artículos utiliza una alta concentración de sacarosa (8-10%) en el medio 

de cultivo, así como la presencia de la auxina 2,4-D (2 mg/L) y agua de coco (10%). Los 

resultados presentados a continuación utilizaron, como ya se describió en la sección de 

materiales y métodos, embriones cigóticos maduros germinados previamente, ya que 

como lo describe Aboshama (2011) al estar ligeramente desarrollada la plántula, los 

componentes del medio inciden mejor sobre la respuesta deseada.  

 En la figura 23, correspondiente a la comparación de los diferentes medios de 

cultivo con los componentes orgánicos en el primer estadio, se observa una formación 

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 formación de embriones somáticos después de 4 a 6 semanas. Debe 

aclararse que los explantes cultivados en sales MS y WPM + CW formaron ciertas 

protuberancias en el hipocótilo 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 la raíz.  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 demás sales y compuestos orgánicos.  
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 Sales MS Sales WPM 

Agua de 
Coco 

  

Caseína-
Glutamina 

  

Vitaminas 
R2 

  

Figura 23. Visualización de las plántulas (estadio “a”) desarrolladas a partir de embriones 
maduros para la regeneración embriogénesis somática en diferentes medios de cultivo 
tras 48 días de cultivo. 
 

 Los resultados obtenidos para el segundo estadio (figura 24) en la embriogénesis 

somática 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 orgánicos, hubo 

visualmente una mayor cantidad de callo respecto al anterior estadio. De forma similar, 

el callo que se presentó se oxidó más, al igual que la hidratación y friabilidad fue 

considerablemente mayor.  
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 MS WPM 

Agua de 
Coco 

  

Caseína-
Glutamina 

  

Vitaminas 
R2 

  

Figura 24. Visualización de las plántulas (estadio “b”) desarrolladas a partir de embriones 

maduros para la regeneración embriogénesis somática en diferentes medios de cultivo 

tras 48 días de cultivo. 

 

 El tercer estadio, que no fue embrión cigótico maduro sino el hipocótilo de los 

embriones desarrollados, claramente mostró una diferencia apreciable respecto a los 

otros dos estadios, formando un callo en toda la extensión del explante. Cabe destacar 

que tampoco formó embriones somáticos ni mostró alguna diferenciación en órganos, 

sino que presentó un callo muy friable y con alto nivel de oxidación en las sales MS, pero 

no en las sales WPM.  
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 MS WPM 

Agua de 
Coco 

  

Caseína-
Glutamina 

  

Vitaminas 
R2 

  

Figura 25. Visualización de las plántulas (estadio “c”) desarrolladas a partir de embriones 

maduros para la regeneración embriogénesis somática en diferentes medios de cultivo 

tras 48 días de cultivo. 

 

 Bajo la metodología propuesta en estos experimentos, los resultados mostraron 

que no fue posible obtener embriones somáticos a partir de plántulas desarrolladas en 

diferentes estadios de crecimiento, obteniendo únicamente el desarrollo de callos sobre 

el explante cultivado en sus tres estadios y bajo la influencia de los medios de cultivo (MS 

y WPM) así como de los compuestos orgánicos (Agua de coco, Caseína-Glutamina y 

Vitaminas R2).  

Como ya se mencionó, en la literatura se reporta la obtención de embriones 

somáticos directamente a partir del mismo explante manejado en este experimento, sin 

embargo el estadio en que éstos son cultivados así 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 regeneración de la variedad estudiada en esta investigación y 

que coincide con lo mencionado por Kothari et al. (2010) respecto a la recalcitrancia de 

esta especie, coincidiendo además con lo reportado por Sharma & M.V. Rajam (1995) 
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quienes encontraron que el genotipo, el explante y la relación entre ellos tienen efectos 

significativos en los efectos tanto de organogénesis y embriogénesis somática.  

 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 investigación se optó por 

utilizar embriones madurados y en diferentes estadios del desarrollo de la plántula, el uso 

de embriones inmaduros muy pequeños y provenientes de frutos muy inmaduros, 

generará de igual forma una respuesta de oxidación y sin morfogénesis, llegando hasta 

la necrosis de los mismos (Binzel et al., 1996). Con lo anterior, la búsqueda del estadio 

adecuado en un embrión inmaduro y probando los diferentes componentes de los medios 

de este experimento darían como resultado la embriogénesis somática directa para la 

variedad Tampiqueño 74 de Capsicum annuum L.  

 

6.6 Transformación genética de callos. 

 

6.6.1 Determinación de la concentración letal de higromicina en callos. 

 La aplicación de un agente de selección en la transformación genética, con el cual 

se presente la muerte de las células vegetales que no tengan la capacidad de sintetizar 

una proteína que lo degrade, en este caso higromicina-B, permite determinar la 

concentración en la que este agente letal actúa eficientemente en células no 

transformadas para su posterior aplicación en aquellas que sí lo estén. Conforme a los 

resultados obtenidos, se observó que la mejor concentración de higromicina-B para 

causar la muerte celular de callos provenientes de embriones cigóticos inmaduros fue de 

25 mg/L. En el caso del callo expuesto a higromicina-B, la reducción en su peso fresco 

(grafica 1), así como la oxidación presente al final del experimento (figura 26) fueron los 

parámetros evaluados para elegir la concentración letal de este agente de selección.  

 Al realizar el análisis estadístico correspondiente, se determinó que sí existen 

diferencias significativas entre las concentraciones analizadas (tabla 14), destacando que 

con la prueba Tukey (tabla 15), se definió que las concentraciones de 10, 15 y 20 mg/L 

no presentan diferencia significativa entre ellas, pero sí con la concentración 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 concentración de 25 mg/L, es recomendable probar una concentración 

más baja de higromicina-B para seleccionar mejor los callos transformados.  

 Resultados similares fueron reportados para la selección de callo celular de chiles 

transgénicos, donde la concentración de higromicina para los callos fue de 20 mg/L (Moon 

et al., 2007).  

 

 

Gráfica 1. Cinética de resistencia a higromicina-B para callos provenientes de embrión 
inmaduro de chile serrano (Capsicum annuum L.) en medio N6P. 
 

C-H1 C-H2 C-H3 C-H4 

    

Figura 26. Callos provenientes de embriones cigóticos inmaduros de Capsicum annuum 
L. en medio N6P con un mes de incubación 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). 
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Tabla 14. Análisis de varianza de los datos obtenidos para la concentración letal de 
higromicina-B en callo proveniente de embrión cigótico inmaduro en medio N6P. 

Origen de 
las 

variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados 
de 

libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados 
F Probabilidad FC 

Entre 
grupos 

0.184735 3 0.061578 17.733 2.4E-05 
3.238 

Dentro de 
los grupos 

0.05556 16 0.003473   
 

Total 0.240295 19     

 

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

Cuantil de confianza 

q* Alpha 
 

4.05 0.05 

Matriz del umbral HSD (HDS = 0.10673114) 

Abs. (Dif.) - HSD 

 
C1  

(10 mg/L) 
C2  

(15 mg/L) 
C3  

(20 mg/L) 
C4  

(25 mg/L) 

C1 (10 mg/L)  -0.006 0.106 0.23 

C2 (15 mg/L)   0.112 0.236 

C3 (20 mg/L)    0.124 

C4 (25 mg/L)     

Informe de letras de unión 

Nivel Letra Media 

 

C1 (10 mg/L) A 0.662 

C2 (15 mg/L) A 0.668 

C3 (20 mg/L) A 0.556 

C4 (25 mg/L) B 0.432 

Lo niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos. 
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6.6.2 Condiciones para la transformación 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 (gráfica 1) con el fin de determinar la etapa exponencial del desarrollo celular 

y entonces realizar la transformación genética en el momento donde la pared celular es 

más delgada debido a la acelerada división celular, existiendo entonces una mayor 

probabilidad del ingreso de los microproyectiles al núcleo. Una vez cultivados los callos 

provenientes de embriones cigóticos inmaduros en un medio fresco, el lapso en donde 

comienza el desarrollo exponencial es entre el quinto y séptimo día. 

 Una vez obtenida la fase exponencial, el bombardeo de las micropartículas se llevó 

a cabo como se menciona en la metodología 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 regeneración de 

Capsicum annuum L.  

 

6.6.3 Comprobación de la transformación genética y expresión transitoria de GFP. 

El plásmido pCAMBIA1302::FBP::GFP  insertado tiene, además de la secuencia 

promotora de fructosa bifosfato aldolasa, dos genes de importancia para la correcta 

transformación genética: el gen promotor y reportero de la proteína 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 transformación 

genética de las células provenientes del callo celular proveniente de embrión cigótico 

inmaduro ha sido exitosa.  

La expresión transitoria del gen de la GFP demuestra que el plásmido se insertó 

en el material genético de las células de Capsicum annuum L. para los cuatro 

tratamientos, ya que la transcripción y traducción se llevaron a cabo, tanto 5 días después 

de la transformación como un mes después, contrastando con el control negativo en 

donde no se observa la fluorescencia. Con lo anterior se infiere que, si GFP está 

expresándose un mes después de su inserción, la secuencia de interés (fructosa bifosfato 

aldolasa) también está siendo transcrita y traducida (Martínez-Antonio, 2011). Cabe 

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

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

 

 
Expresión GFP 

5 días 

Expresión GFP 

30 días 

Callo transformado en 
selección (25 mg/L)  

(30 días de transformación) 

Control 
negativo 

   

T1 
09 cm  
0.4 μm 

   

T2 
09 cm  
0.7 μm 

   

T3 
12 cm  
0.4 μm 

   

T4 
12 cm  
0.7 μm 

   

Figura 27. Resultados cualitativos de la transformación genética de callos provenientes 
de embriones cigóticos inmaduros de Capsicum annuum L. (chile serrano) probando 
diferentes parámetros dentro de la transformación genética por biobalística (distancia y 
tamaño de bala) en el primer ensayo. 
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El uso de un marcador de selección adecuado es de gran importancia para una 

selección eficiente dentro de un evento de transformación genética. Diversos compuestos 

como lo son neomicina y kanamicina han sido utilizados, sin embargo, Capsicum sp. ha 

presentado una resistencia intrínseca dando una baja selección, siendo así que se ha 

buscado la alternativa de un antibiótico que brinde una mayor selección como lo es 

higromicina-B (Moon et al., 2007). Se muestra también en la figura 27, en la columna de 

callo transformado, la selección 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 están muestran una oxidación y necrosis apreciable, debido a que estas últimas no 

tienen en su material genético la secuencia que codifica para la proteína higromicin-

fosfotransferasa/hpt que descompone el antibiótico en mención.   

Con estos dos resultados se demuestra que la expresión transitoria de GFP 

después de un mes de transformación 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 biobalística, en las condiciones adecuadas de selección 

para obtener células con el gen de interés, y una posterior regeneración de plantas 

transformadas en un medio de cultivo adecuado. 

Debe resaltarse que, como resultado final, después de 120 días de incubación en 

el medio de selección y tras los subcultivos correspondientes, la necrosis del callo fue 

inminente a pesar de haber tenido la expresión transitoria de GFP. Este resultado se 

respalda en la agresividad de higromicina-B como agente de selección (Ismail et al., 

2005) por lo cual una menor concentración de este antibiótico resultaría adecuada para 

obtener la selección de las células que sí están transformadas. Cabe resaltar que la 

muerte del callo también se ve favorecida por la oxidación intrínseca que tienen las 

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

 

6.7.1 Determinación de la concentración letal de higromicina en nudos. 

 Paralelamente a la selección de la concentración letal de higromicina en callo, se 

obtuvo la concentración letal de nudos provenientes de plantas maduras, como se 

describe en la sección de materiales y métodos, siendo la concentración de 15 mg/L la 

ideal para llevar a cabo la selección de este explante. Cabe mencionar que la elección 

de esta concentración letal fue tomada cualitativamente para los nudos dando una escala 

en el grado de oxidación, como se muestra en la gráfica 2 y en la figura 28.  

 En el caso de los nudos, al realizar el análisis estadístico, se determinó de igual 

forma que sí 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 obtendrá la selección de forma adecuada. 

De igual forma que en los callos, el artículo publicado por Moon et al. en 2007 reporta 

que las plantas regeneradas y transformadas por su metodología, resisten una 

concentración de 10 mg/L de higromicina-B, resultados similares a los obtenidos en esta 

investigación. 

 

Gráfica 2. Oxidación 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-H0 Y-H1 Y-H2 Y-H3 

 

 

  

Figura 28. Nudos provenientes de plantas maduras de Capsicum annuum L. con 42 días 
de desarrollo en un medio MS-RD, incubados un mes bajo diferentes concentraciones de 
higromicina-B. Y-H0 (0 mg/L), Y-H1 (5 mg/L), Y-H2 (10 mg/L) y Y-H3 (15 mg/L). 
 

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

Origen de 
las 

variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados 
de 

libertad 

Promedio 
de los 

cuadrados 
F Probabilidad FC 

Entre 
grupos 

27.25 2 13.625 42.388 4.22E-08 3.469 

Dentro de 
los grupos 

6.75 21 0.32143    

Total 34 23     

 

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

Cuantil de confianza 

q* Alpha 
 

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)  -2.125 -2.375 

H2 (10 mg/L)   -0.25 

H3 (15 mg/L)    

Informe de letras de unión 

Nivel Letra Media 

 
H1 (5 mg/L) A 1.5 

H2 (10 mg/L) B 3.625 

H3 (15 mg/L) B 3.875 

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

 

6.7.2 Comprobación de la transformación genética de embriones maduros. 

 La mayoría de los reportes de transformación genética para Capsicum annuum L. 

utilizan como método de transformación a Agrobacterium spp., sin embargo la obtención 

de plantas transgénicas ha sido de baja eficiencia, además de que los métodos físicos 

aún no han sido probados a gran escala (Kothari et al., 2010; León, 2018). Con lo anterior 

se decidió implementar metodologías con el explante estudiado (embrión maduro e 

inmaduro) para elucidar si en alguno de éstos la transformación era exitosa.  

 Los resultados de la segunda transformación genética se muestran en la figura 29, 

mostrando que cinco días después del bombardeo de micropartículas la expresión 

transitoria de GFP se había obtenido, pero a una baja visualización respecto a lo que se 

obtuvo en callo proveniente de embrión inmaduro (figura 27), justificando lo anterior a que 

el pericarpio de la semilla es una barrera que impide el paso de partículas al interior de 

ésta, y el caso de la transformación genética por biobalística no todas las partículas 

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 

expresión transitoria 

 Una vez que las semillas se incubaron en los respectivos medios, 32 días después 

se visualizó que éstas comenzaron a morir a pesar de haber tenido expresión transitoria 

cinco días después de su transformación, destacando que las plantas del medio N6P se 

desarrollaron normalmente en un inicio, pero su fase final fue entre plántula 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 

selección éstas perecieron. Cabe destacar que se observó una mayor resistencia de las 

semillas que se transformaron a una distancia de 9 cm con micropartículas de 0.4 μm, 

mostrando entonces que cualitativamente para las semillas la distancia adecuada es de 

9 cm y sin haber obtenido plantas completas, se logró que algunas células de la semilla 

se transformaran y comenzaran a sintetizar la enzima que degrada el agente de selección 

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

 

 
Expresión transitoria 

GFP (5 días) 
Plantas transformadas en selección con  

higromicina-B (15 mg/L) (32 días) 

Control Negativo 
Medio MS-RD 

  

T1 
09 cm 
0.4 μm 

 

 
T2 

09 cm 
0.7 μm 

 

T3 
12 cm 
0.4 μm 
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T4 
12 cm 
0.7 μm 

 

Control Negativo 
Medio N6P 

  

T5 
09 cm 
0.4 μm 

 

 
T6 

09 cm 
0.7 μm 

 

T7 
12 cm 
0.4 μm 

 

 
T8 

12 cm 
0.7 μm 

 

Figura 29. Resultados cualitativos de la transformación genética de semillas maduras de 
Capsicum annuum L. (chile serrano) probando diferentes parámetros dentro de la 
transformación genética por biobalística (distancia y tamaño de bala) en el segundo 
ensayo. 
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6.7.3 Comprobación de la transformación genética de embriones inmaduros. 

 A diferencia del ensayo dos (E2), con la finalidad de obtener una mayor eficiencia 

se utilizaron dos disparos así como el tamaño de partícula más grande y una distancia 

mayor, ya que lo reportado por Zaragoza (2016) y López (2016), demuestra que para la 

transformación genética de Capsicum annuum L. cuando la distancia de las 

micropartículas al tejido es de 12 cm, se utilizan balas de diámetro 0.7 μm y se realizan 

dos disparos en el tejido, se obtiene una mayor expresión transitoria de proteínas 

fluorescentes, destacando que la aplicación de estas condiciones es para el tejido de 

callo y no de semillas. 

 Una vez realizada la transformación genética, los embriones inmaduros formaron 

inicialmente un callo que fue prolífero 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 endógenas es mayor 

respecto a embriones maduros, debido a una fase de histodiferenciación (Matilla, 2007), 

que en conjunto con los nutrientes del medio formaron células no diferenciadas. El callo 

obtenido no se desarrolló considerablemente una vez que se fue agregando el agente de 

selección, quedando prácticamente estático su crecimiento (figura 30); tras cuatro meses 

de haber sido subcultivado y seleccionado, al observar la expresión transitoria de GFP 

fue ausente (figura 30), sin embargo, sí se observaron ciertas zonas en donde el callo se 

desarrolló. Debido a que se contó con una poca cantidad de callo, se tomaron muestras 

mínimas para la visualización de la expresión transitoria, situación que a pesar de tener 

callo en desarrollo éste no era el que estaba transformado y resistiendo el agente de 

selección.  

 Se desarrollaron cinco plántulas de chile un mes después de la transformación 

genética, éstas provenientes de las mismas semillas inmaduras bombardeadas; tres 

plantas provenientes de las semillas bombardeadas con el plásmido 1 y dos plantas 

provenientes del bombardeo con el plásmido 2. Tras cuatro meses del bombardeo y un 

subcultivo cada mes en el medio MS-RD, aumentando gradualmente el agente de 

selección (higromicina-B) hasta 15 mg/L, las únicas plantas que sobrevivieron fueron las 

que se bombardearon con el plásmido 2 (figura 31).  
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 Al obtener las plantas resistentes al agente de selección tras cuatro meses en él, 

se observó en el microscopio confocal la expresión 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 expresión transitoria mostró, abarcando 

prácticamente toda la hoja desarrollada, enfatizando que para esta planta no se tomaron 

las hojas cotiledonarias sino la primera hoja verdadera desarrollada. La obtención de las 

plantas genéticamente modificadas, únicamente las transformadas con el plásmido 2 que 

contiene el gen de interés CaPPa4 (pirofosfatasa 4), se debe posiblemente a la 

resistencia que ofrece la sobreexpresión de los pirofosfatasa 4, enzima que interviene en 

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

 

 
Expresión GFP 

4 meses 

Callo transformado en selección con 
higromicina-B (15 mg/L) (4 meses) 

Callo 
Tratamiento 

control 

  

T1 
Plásmido 1 

   

T2 
Plásmido 2 

 
  

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

transformadas  
(4 meses) 

Expresión transitoria de GFP en plantas tras 4 meses de transformación genética 

Planta 
A 

    

Planta 
B 

    

Figura 31. Plantas de chile serrano obtenidas a partir de embriones cigóticos inmaduros en el tercer ensayo tras cuatro 
meses de la transformación genética con el plásmido 2 (pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP), desarrolladas en medio de 
selección 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 desinfección es eficaz para evitar la contaminación por hongos y/o 

bacterias en los cultivos in vitro establecidos.  

• Se obtiene un callo friable y con un bajo nivel de oxidación, utilizando embriones 

cigóticos inmaduros como explantes, a través de un medio N6P. 

• La citocinina BAP a una concentración 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 obtención de embriones somáticos a partir de plántulas de chile serrano fue 

ausente al probar los medios de cultivo correspondientes al experimento de 

embriogénesis somática directa, teniendo como respuesta la formación de callo. 

• El desarrollo exponencial del callo de embriones cigóticos inmaduros en medio 

N6P tiene presencia entre el quinto y séptimo día de subcultivo. 

• La concentración letal de higromicina-B para el callo del medio N6P presenta 

diferencias significativas entre las concentraciones analizadas, siendo 25 mg/L la 

que causa mayor necrosis en callos no transformaos. 

• Los callos transformados genéticamente no soportaron el agente de selección tras 

120 días de cultivo a pesar de haber expresado GFP treinta días después de la 

transformación. 

• La concentración 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 causó.  

• La transformación de semillas maduras de chile serrano no fue posible tras la 

metodología utilizada, aún después de tener expresión de GFP cinco días después 

del bombardeo. 

• La obtención de plantas genéticamente modificadas fue exitosa al transformar 

embriones inmaduros con el plásmido pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP tras 4 

meses de transformación en un medio MS-RD, al resistir 15 mg/L de higromicina-

B y expresar la proteína GFP. 
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VIII. PERSPECTIVAS. 

 

• A partir de las plantas transgénicas obtenidas, permitir el desarrollo de la misma 

para la posterior regeneración de brotes adventicios a partir de éstas, además de 

inducir callo transgénico bajo las condiciones establecidas. 

 

• Para facilitar la metodología y evitar un mosaico genético, deben de regenerarse 

plantas de Capsicum annuum L. preferiblemente por una vía embriogénica, para 

su posterior implementación en la transformación genética. 

 

• Repetir el experimento de embriogénesis somática directa utilizando embriones 

inmaduros, ayudándose de un método enzimático para retirar el pericarpio de la 

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

 

• Una vez obtenido el protocolo para la obtención de embriones somáticos, 

transformar genéticamente embriones inmaduros bajo las condiciones 

establecidas, utilizando como innovación enzimas que degraden el pericarpio de 

la semilla, permitiendo la entrada de los componentes del medio así como de las 

micropartículas, y regenerando las plantas bajo la metodología de embriogénesis 

somática directa. 

 

• En caso de obtener la embriogénesis somática directa de plantas transformadas 

de chile serrano, establecer las condiciones necesarias para madurarlas y 

establecerlas en condiciones de suelo.  

 

• Realizar un análisis de biología molecular para identificar que los genes insertados 

estén presentes en las plantas transformadas.  
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ANEXO I. Vectores de expresión utilizados en la transformación genética. 

 Se presentan en este anexo las construcciones de los plásmidos utilizados en las 

transformaciones genéticas reportadas en esta investigación. El plásmido 1 

(pCAMBIA1302::FBP::GFP) es un vector de expresión diseñado por Vega (2019) en 

donde buscó la secuencia de un promotor de gran expresión en chile serrano (FBP-

aldolasa), ligándolo al vector binario de Agrobacterium sp. para la transformación de 

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

genes para la expresión de GFP (figura 32).  

 

Figura 32. Mapa general del vector de expresión (plásmido) pCAMBIA1302::GFP 
(superior) al que se le añadió la secuencia del promotor FBP-aldolasa (inferior), diseñado 
por Vega (2019). 
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El segundo plásmido utilizado (pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP) fue elaborado 

por Salazar (2019), utilizando el plásmido de Vega (2019) al que se le añadió al promotor 

FBP la secuencia del gen de interés del grupo de investigación del Dr. Rogelio Rodríguez 

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 expresión 

de GFP (figura 33).  

 

Figura 33. Mapa general de los vectores de expresión (plásmidos) 
pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4-stp (superior) y pCAMBIA1302::FBP::CaPPa4::GFP 
(inferior) diseñados por Salazar (2019). 
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ANEXO II. Composición de macro y micronutrientes de los medios MS, N6 y WPM. 

 

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

 MS 
(Murashige & 
Skoog, 1962) 

N6 
(Chu et al. 1975) 

WPM 
(Lloyd & Mc Cow, 

1980) 

Macronutrientes (mg/L) 

KNO3 1900 2830 - 

NH4NO3 1650 - 400 

CaCl2 * 2H2O 440 166 96 

MgSO4 * 7H2O 370 185 370 

KH2PO4 170 400 170 

(NH4)2SO4 - 463 - 

Micronutrientes (mg/L) 

MnSO4 * H2O 22.3 - 22.3 

MnSO4 * 4H2O - 4.4 - 

ZnSO4 * 7H2O 8.6 1.5 8.6 

H3BO3 6.2 1.6 6.2 

KI 0.8 0.8 - 

CuSO4 * 5H2O 25 μg - 0.25 

Na2MoO4 * 2H2O 250 μg - 0.25 

CoCl2 * 6H2O 25 μg - - 

FeSO4 * 7H2O 27.8 27.8 27.8 

Na2EDTA * 2H2O 37.3 37.3 37.3 

myo-Inositol 100 - 100 

Tiamina-HCl 0.1 1.0 1.0 

Ácido Nicotínico 0.5 0.5 0.5 

Piridoxina-HCl 0.5 0.5 0.5 

Biotina - 0.05 - 

Ácido Fólico - 0.5 - 
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ANEXO III. Procedimiento para el bombardeo de micropartículas por el método de 

biobalística (López, 2016) 

a. Preparación de balas de tungsteno de 0.4 y 0.7 μm 

• Pesar 30 mg de micropartículas de tungsteno en un tubo de 1.5 mL. 

• Agregar 1 mL de etanol al 70%. 

• Agitar de 3 a 4 minutos en vórtex 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 μl de glicerol al 50% para tener una concentración final de 30 

mg/L.  

• Hacer alícuotas de 500 μL y almacenar a -20°C 

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

• Pesar 1.4525 g de espermidina y 2.7745 g de CaCl2 

• 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 μm 

• Hacer alícuotas de 500 μL en tubos Eppendorf de cada uno de los reactivos. 

Bombardeo con micropartículas de tungsteno en cámara de baja presión. 

1. Preparar la siguiente solución para 6 disparos. 

• Agitar las micropartículas de tungsteno en vórtex por 5 minutos. 

• Tomar una alícuota de 50 μL de las balas y colocarlo en la pared del tubo 

Eppendorf de 1500 μL. 

• Agitar el DNA en vórtex por 5 minutos. 

• Agregar 5 μL de DNA (1 μg/μL) en la pared del tubo Eppendorf 

• Tomar 50 μL de CaCl2 (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 μL de espermidina (0.1 M) y arrastrar toda la mezcla hasta el 

fondo. 
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• Homogeneizar con agitación suave. 

• Dejar incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. 

• Centrifugar por un minuto y retirar sobrenadante. 

• Resuspender las balas con 140 μL de etanol al 70%, centrifugar y desechar 

sobrenadante. 

• Resuspender las balas con 140 μL de etanol absoluto, centrifugar y 

desechar sobrenadante. 

• Resuspender las balas con 48 μL de etanol absoluto. 

• Agregar 8 μL de las balas preparadas al holder. 

2. Realizar disparo en la cámara de biobalística. 

 

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