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Resumen

El chile jalapefio Capsicum annuum L. es un cultivo agricola de gran demanda en las cocinas
mexicanas, representa parte del grupo diverso del género Capsicum spp., presentando variabilidad en
frutos, tamafios, formas, sabores y pugencia. Sin embargo, la produccion de esta solanacea se ha visto
afectada por diversos factores bidticos y abidticos, como enfermedades, temperaturas extremas, sequia,
y salinidad entre otros. La alta dependencia genotipica del chile y su naturaleza recalcitrante han
desfavorecido para combatir los diferentes tipos de estrés. Las herramientas de la biotecnologia como
el cultivo de tejidos y las técnicas del ADN recombinante, pueden ayudar a complementar el
fitomejoramiento tradicional y asi poder acelerar la adquisicion de caracteristicas favorables en el
cultivo de chile. Por otro lado, esta especie presenta, en general, una menor capacidad de regeneracion
y, como consecuencia, estas metodologias resultan mas complicada que en otros miembros de la
familia solandcea como el tomate (Solanum Ilycopersicum), o el tabaco (Nicotiana tabacum). Los
estudios siguen avanzando para lograr la mejora de este cultivo y asi darle un valor adicional. Para
aunar, el presente trabajo se llevaron a cabo varias pruebas donde se sometieron a ensayo
principalmente dos tipos de explantes: cotiledodes e hipocétilos, ya antes reportados con éxito para
otras variedades de C. annuum L. Ademads, estos dos explanes fueron sometidos a diferentes
concentraciones de los reguladores de crecimiento AIA y BAP; con estas pruebas se comprobo que es
posible la formacion de brotes.

Palabras Clave: Capsicum annuum L, recalcitrante, cultivo de tejido.

ABSTRACT

The jalapeno peppers Capsicum annuum L. is an agricultural crop of great demand in Mexican
kitchens, it represents part of the diverse group of the genus Capsicum spp. presenting variability in
fruits, sizes, shapes, flavours and pugency.. However, the production of this solanaceae has been
affected by various biotic and abiotic factors, such as diseases, extreme temperatures, drought, and
salinity among others. The high genotypic dependence of chilli and its recalcitrant nature have
disadvantaged it in combating different types of stresses. Biotechnology tools such as tissue culture and
recombinant DNA techniques can help to complement traditional plant breeding and thus accelerate the
acquisition of favourable traits in chilli cultivation. On the other hand, this species has, in general, a
lower regeneration capacity and, as a consequence, these methodologies are more complicated than in
other members of the Solanaceae family such as tomato (Solanum lycopersicum) or tobacco (Nicotiana
tabacum). Studies continue to progress in order to improve this crop and thus give it additional value.
In order to combine the present work, several tests were carried out where mainly two types of explants
were tested: cotyledodes and hypocotyls, already successfully reported before for other varieties of C.
annuum L. In addition, these two explants were subjected to different concentrations of the growth
regulators AIA and BAP; these tests proved that shoot formation.

Keywords: Capsicum annuum L, recalcitrant, tissue culture.



1. Introduccion

El chile Jalapefio Capsicum annuum L. es uno de los cultivos horticolas mundialmente mas
importantes (Guevara et al., 2021). Pertenece a la familia Solanaceae, originaria y supuestamente
domesticada a partir de C. annuum L. var. glabriusculum en México (Martinez-Ispizua et al.,
2021), esta especie es una rica fuente de fitoquimicos y nutrientes, como flavonoides,
carotenoides y vitaminas que son importantes para la dieta humana (Morales-Soto et al., 2013).
Ademéds, su sabor y la acritud unicos se deben a la existencia de capsaicinoides, un grupo de
alcaloides sintetizados exclusivamente en el fruto de esta especie vegetal (Martinez-Ispizua et al.,
2021). C. annuum L. presenta raices pivotantes, asi como raices adventicias como parte de su
sistema radicular. Su tallo es de crecimiento erecto limitado. Su altura puede variar entre 50 cm y
1.5 m. Sus hojas son enteras (ovales o lanceoladas), ademds de glabras o pubescentes. Posee
flores solitarias que aparecen en cada nudo y son de insercion axilar. Las flores presentan corola
blanquecina. Su fecundacion es principalmente autdogama. Con respecto al fruto, es una baya
semicartilaginosa y deprimida de color rojo cuando madura, aunque se comercializa verde, de
forma y tamafio variables; es una planta herbacea anual (Maroto, 1983).

En el pais, el consumo de este fruto representa una tradicion cultural debido a su gran cantidad,
amplia variedad y sabor picante. La pungencia de este fruto es causada por siete alcaloides o
capsaicinoides, siendo la capsaicina y la dihidrocapsaicina las responsables del 90% del sabor
pungente (Sanchez-Segura et al., 2015). Por su color, sabor y aroma el chile se ha convertido en
un condimento popular en muchas partes del mundo. En los ultimos afios, esta hortaliza ha
recibido gran atencion en el mundo, debido al ataque de plagas y enfermedades que afectan los
rendimientos. En Mé¢éxico, la produccién del cultivo es afectada por diversos organismos
patogenos causantes de siniestros parciales o totales (Gonzalez y Guigon, 2001). El comercio de
materiales vegetales para el establecimiento de parcelas productivas, especialmente por semillas
en el caso del chile, representa una ruta para que los patdgenos se puedan propagar (Constable et
al., 2019). Dentro de las alternativas para la obtencién de material vegetal aséptico se consideran
a las herramientas biotecnoldgicas, con el empleo de técnicas de cultivo de in vitro (Orlinska y
Nowaczyk, 2015). Estas técnicas permiten la proliferacion de células a partir de un explante
(fragmento vegetal que puede ser meristemos, yemas axilares, hojas, raices, anteras e incluso
microsporas) en un medio de cultivo provisto de nutrientes, vitaminas, y en algunos casos
también de hormonas (Venkataiah y col., 2016). Estos explantes, en condiciones apropiadas,
induciran a la formacion de callos, que son masas amorfas o desorganizadas de células
indiferenciadas. La importancia del callo radica en su funcionalidad de crecimiento irregular con
potencial para formar 6rganos o embriones en las condiciones adecuadas (Rashmi y Trivedi,
2014). Sin embargo, los protocolos de regeneracion de C. annuum L, particularmente por
embriogénesis somadtica, que se han reportado a la fecha, estan limitados para su aplicacion por
algunos problemas; principalmente por una baja eficiencia de los sistemas de regeneracion, una
baja reproducibilidad de los protocolos, un alto indice de callos deformados u oxidados, y una
baja tasa de germinacion y conversion de los embriones a plantas (o incapacidad de elongacion).
Tomando en cuenta la recalcitrancia del género Capsicum spp. a la regeneracion de plantas in
vitro y conociendo los avances que existen, se planted establecer un protocolo de embriogénesis
somatica en C. annuum L. a partir de explantes: cotiledodes e hipocotilos.

2. Metodologia

Localizacion del proyecto

El desarrollo de este ensayo se realizd en laboratorio de biologia de las instalaciones de la
Universidad Tecnoldgica del Suroeste de Guanajuato ubicada en Carretera: Valle-Huanimaro km
1.2, Valle de Santiago, Guanajuato.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile jalapefio comercial.



Desinfestacion superficial de las semillas y germinacion

En tubos Falcon de 50 mL limpios, se colocaron un aproximado de 250 semillas. Se le agregaron
25 mL de etanol al 70% y se mantuvieron en agitacion en vortex durante 3 min. Transcurrido este
tiempo, se decant6 el etanol y se le agregd 25 mL de hipoclorito de sodio al 1.08%, nuevamente
se agitaron en vortex durante 3 min y se decanto el hipoclorito. Para los enjuagues, se utilizd agua
destilada estéril; al decantar el hipoclorito de sodio, se le adiciono al tubo 25 mL de agua
destilada estéril y se mantuvo en agitaciéon durante un minuto, se decant6 el agua y se repitio dos
veces mas este procedimiento, para obtener tres enjuagues. Todo este proceso se realizd bajo
campana de flujo laminar. En seguida las semillas se colocaron bajo el flujo laminar de la
campana, sobre sanitas estériles y asi eliminar todo exceso de agua para posteriormente ponerlas
a germinar.

Germinacion de las semillas

Para la germinacion se utilizaron cajas Petri de plastico de 9 cm de diametro que contenian 25
mL de medio béasico Murashige y Skoog (1962) al 50%, y se colocaron 20 semillas por caja. La
incubacion se llevo a cabo a 25°C en total obscuridad durante una semana o hasta que protrude la
raiz. Trascurridas 72 hrs, las cajas fueron revisadas en busca de semillas contaminadas, en el caso
de que se encontrara contaminacion por bacteria, las semillas sin contaminacién se cambiaron a
una caja nueva con medio MS. Después de una semana en condiciones de obscuridad, se
colocaron las cajas con las semillas a condiciones estdndar de luz (16 hrs), durante dos semanas
mas.

i
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Fignura 1 Germinacion de fas semilfas en medio MY

Corte de explante

Para la utilizacion del explante se eligieron hipocétilo (Borychowski et al., 2002) y cotiledones.
De cada una de las plantulas de chile jalapefio se sacaron tres explantes; para el hipocotilo se
realizé un corte por debajo de meristemo apical y hasta dos centimetros por debajo, el explante
fue colocado con la parte apical dentro del medio MS adicionado con los reguladores de
crecimiento, para asi mantenerlo en constante contacto con los reguladores. Para los cotiledones,
se realizoé un corte horizontal en la parte basal del cotiledon, se colocd en el medio por la parte
abaxial, y de igual forma Ia parte basal donde se realizd
el corte, las cuales fueron \ P colocadas en el medio para
mantenerlo  en  constante i\ contacto con los
reguladores de crecimiento.

Figura 2 Corte de explantes: cotiledones e hipocatilo

Para su desarrollo, se les sometid a las condiciones estandar de fotoperiodo (16 hr de luz por 8 hr
de oscuridad). Cada dos semanas se realizo el subcultivo hasta que se observd desarrollo.



Induccion utilizando dos reguladores de crecimiento BAP y AIA

se sometieron dos explantes cotiledones e hipocdtilo de plantulas de tres semanas de edad
aproximadamente, los cuales se sembraron en medio MS modificado con cuatro concentraciones
de reguladores de crecimiento BAP (citocinina bencilaminopurina) y AIA (4cido indolacético)
adicionando 1.7 mg/L de AgNO3, estas se muestran en la tabla 1. Para obtener de forma directa
brotes, cada unidad experimental consto de diez explantes con cinco repeticiones cada una. Los
explantes fueron subcultivados cada dos semanas hasta pasar a la siguiente etapa de la
regeneracion. Donde se evalud para este experimento: 1) Nimero de explantes con brotes (%) y
nimero de brotes por explantes. 2) Numero de explantes que formaron callo (%) y se clasifico
como friable o no friable. 3) Nimero de explantes con presencia de compuestos fenolicos (%)

Tabla 1. Concentraciones de BAP y AIA para la produccion de brotes

Explante Concentraciones mg/L
BAP ATA

. 2 0
Cotiledones ) 1
5 0
5 1
2 0
. " 2 1
Hipocatilos 5 0
5 1

Analisis estadisticos

A las 4 semanas se contaron el nimero de explantes por repeticion por tratamiento por tipo de
explante que mostraron organogénesis, se realiz6 una prueba de Levene y después un ANOVA
multifactorial en el software XLSTAT 2022. Addinsoft (2022). XLSTAT statistical and data
analysis solution. https://www.xlstat.com

4. Resultados y discusiones

Se busco optimizar la formacion de brotes, con los datos obtenidos y midiendo las variables en la
formacion de callo, callo no friable, brotes, raiz y compuestos fendlicos, se realizé una prueba de
de Levene tabla 2.

Tabla 2. Resumen de las pruebas de Levene para todas las variables dependientes:

Concentraci

Factor \ Variable on Explante Concentracion*Explante
Callo 0.050 0.611 0.205
Callo no friable 0.002 0.413 0.023
Brotes 0.013 0.610 0.071
Raiz 0.142 0.007 0.000
Produccioén de
fenoles 0.000 0.485 <0.0001

Los valores en negrita corresponden a las pruebas en las que la hipotesis nula no se acepta con un
nivel de significacion alfa = 0.05

Tabla 2. Cuadros medios del ANOVA bifactorial para las variables en la induccion.

Tew o Gl Qe bme me e
Trat 3 33.09%* 54%* 49.6%** 9.9% 15.63%%*
Trat*Rep 16 2.5™ 5.41™ 3.62™ 3.42m 0.51"™
Var 1 24 2%* 3.6™ 16.9™ 62.5%* 10.0%*

Trat*Var 3 18.8%* 12.0* 17.23" 9.9 3.26"™



Var*Rep 4 13.21%* 3.6™ 18.08* 2.68™ 1.56™

Error 12 2.01 2.7 5.5 3.67 1.32

** Altamente significativo, * Significativo, ns No significativo, a 0.05.

En el andlisis de varianza, se encontraron diferencias altamente significativas para todas las
variables por lo que se procedi6 a realizar la comparacion de medias (Tabla 3).

Tabla 3 Respuesta en la induccion de brotes

Concentraciones

Explantes Callo Cfill::;;] ° Brotes Raiz C‘;mPFeStOS
ng/ml e endlicos
Cotiledones 2BAP 3.2a 2.8b 5.6b Oa 1b
2BAP+1AIA 4.2a 5.6a 4.2b Oa 4a
SBAP 0.4b Oc 9.8a Oa Obc
SBAP+1AIA 1b Oc 7ab Oa 0.4c
Hipocotilos BAP2 2c 5.8a 2c 1.8b Oa
BAP2+1AIA 6.6a 3.4b 6.6ab 4a la
SBAP 5.4b 1.4bc 8.4a Oc Oa
5BAP+1AIA lc 0.2¢ 4.4bc 4.2a Oa

e Valores del experimento donde se utilizaron dos tipos de explantes en 4 concentraciones de hormonas, con
cinco repeticiones cada una y diez explantes por repeticion.
e Las letras diferentes muestran diferencias estadisticas entre medias (Tukey: p < 0.05)

Los explantes tomados de cotiledon e hipocétilo de plantulas cultivadas asépticamente durante
tres semanas, mostraron crecimiento celular, en los bordes cortados, a los 8 dias de haber sido
colocados en el medio de cultivo.

Figura 3 Formacion de callo en los explanies de cotiledin (A) e hipocatilo ().

El callo se presentd con un color blancuzco que se fue amarillando. De acuerdo a la comparacion
de medias, se observdo que el mayor nimero de cotiledones con callo se formaron en los
tratamientos con 2mg/L de BAP con o sin AIA, mientras que para los hipocotilos el tratamiento
de BAP 2mg/L tuvo mayor formacion de callo (Figura 4).



Con respecto a la formacion de brotes, las primeras estructuras se presentaron a las 2 semanas, la
mayor respuesta se observd en el tratamiento con 5 mg/L de BAP para ambos explantes, sin
embargo, con este tratamiento en los cotiledones no se observo la presencia de callo, por lo que el
porcentaje de la organogénesis directa fue de 100%.

Figura 4 Formacion de brotes en cotiledones BAP (A) a 2 mg/L y (B) 5 mg/L.

HIPOCOTILO COTILEDONES

EXPLANTES

CONSENTRACIONES

2BAP +1AIA

5 BAP + 1 AIA

Figura 5 Respuesta de los explantes del genotipo Caloro

En los cuatro tratamientos, utilizando ambos explantes, cotiledones e hipocétilos, se observo la
formacion de diferentes estructuras callos o brotes en menor o mayor frecuencia, esta respuesta
inicial coincide con las observaciones realizadas por algunos autores donde mencionan que la
organogénesis se puede encontrar en la superficie de los cortes de Capsicum, independientemente
de los reguladores de crecimiento aplicados (Dabauza y Pefia, 2001; Gatz, 2002; Kothari et al.,
2010; Orlinska y Nowaczyk, 2015).

Para este experimento se observd que el efecto de las citocininas mejora la frecuencia de
brotacion en la variedad chile jalapefio (C. annuum L.), siendo el mejor tratamiento
estadisticamente, BAP 5mg/L, a diferencia de lo encontrado por algunos otros autores como
Swamy et al., (2014) que hallé que las citocininas por si solas no tenian un efecto significativo
sobre el potencial de regeneracion de los brotes en las plantas de C. annuum L., esto nos ayuda a
confirmar la dependencia genotipica antes mencionada por Kothari et al. (2010) y Tata et al.,
(2016), en la Figura 6 se muestran las respuestas de los explantes de cotiledon como de
hipocétilo a los diferentes tratamientos, en la primera etapa de la regeneracion.



Figura 6 Formacion de raiz en hipocotilos en presencia de AIA

También se observo que en los hipocoétilos se desarrolld raiz con mayor frecuencia en los
tratamientos adicionados con 1 mg/L de AIA, mientras que en el tratamiento con 5 mg/IL de
BAP no se observo el desarrollo de raiz. Y con respecto a la formacion de compuestos fenolicos
el tratamiento con 2 mg/l de BAP y 1 mg/L de AIA ¢ fue el que present6d oxidaciéon con mayor
frecuencia.

Figura 7 Formacion de compuestos fendlicos en cotiledon (A) ¢ hipocdtilo (B)

6. Conclusiones

Se logr6 el avance para el desarrollo de una metodologia para la regeneracion de Capsicum
annuum L., donde a partir de explantes de cotiledones e hipocotilos se determinaron las
condiciones para la emision de callos y brotes.

De acuerdo a lo obtenido en estos experimentos y a las referencias previamente consultadas, la
regeneracion in vitro de la especie Capsicum annuum L., es sumamente dependiente de genotipo,
del medio de cultivo incluyendo el tipo de explante a utilizar.

En este caso, el aumento de la concentracion de AIA en el medio de induccion propicia una mayor
formacion de callo que en algunas ocasiones llega a ser un callo friable sin dar origen a ninglin
organo, ademas de que al exceder la concentracion de 1 mg/L, la presencia de compuestos
fenolicos es mas frecuente. Sin embargo, el genotipo utilizado requiere la presencia de ambas
fitohormonas (citocininas y auxinas) en este caso BAP y AIA para la induccion de brotes.
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