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Cetz, J. 2005. Micropropagacion de chile dulce (Capsicum annuum var. Najera) y chile
habanero (Capsicum chinense Jacq) con miras al mejoramiento genético del cultivo. Tesis
Mag. Sci., CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Palabras claves: Capsicum annuum, Capsicum chinense, explante, callo embriogénico,
cultivo de apices, sacarosa, carbon activado, gelificante.

RESUMEN

La investigacion se realiz6 en los Laboratorios de Biotecnologia y en el invernadero de
aclimatacion del CATIE, Turrialba, Costa Rica, en el periodo comprendido entre diciembre
del 2004 a octubre del 2005. El principal objetivo fue establecer un protocolo eficiente para la
micropropagacion de dos especies de Capsicum de interés comercial.

Existen muy pocos estudios realizados en el cultivo in vitro del género Capsicum, por lo que
se carece de protocolos eficientes de propagacién. Por tal motivo este trabajo pretende
contribuir al desarrollo de metodologias repetibles que permitan la propagacion de especies
de interés comercial con miras al mejoramiento genético del cultivo. Para este estudio se
utiliz6 como base metodologias ya establecidas, haciendo modificaciones con el afan de
encontrar las condiciones quimicas y fisicas que favorecieran el establecimiento de las
variedades de interés. Fue asi que se utilizaron explantes de hoja de 1 cm?de plantas con 35
dias de edad, con el objetivo de desarrollar callo embriogénico en ambas especies. El medio
MS completo con sus vitaminas mas la adicion de 1.5 mg/l de BAP, 4 mg/l de 2,4-D, 8% de
sacarosa y tres semanas de cultivo en la oscuridad favorecio el desarrollo de callo friable con
caracteristicas embriogénicas. En C. annuum este medio permitié el desarrollo de pequefias
estructuras semejantes a un embriéon somatico. El analisis histoldgico de este callo muestra
células en constante division con nicleos y nucleolos prominentes, ademas de la formacion
de pequefas agrupaciones de almidon las cuales son tipicas de proembriones; sin embargo
estas estructuras no lograron desarrollarse probablemente porque el medio de regeneracion
no fue el adecuado.

Ademas se realiz6 el cultivo de 4pices tomados de plantas de 40 dias de edad, los cuales
fueron cultivados en un medio MS suplementado con diferentes concentraciones de BAP y
sacarosa. En la fase inicial de cultivo concentraciones de 1.0 y 1.5 mg/l de BAP con 3% de
sacarosa favorecieron el desarrollo de los &pices en C. chinense; mientras que en C.
annuum todos los brotes se cubrieron de un callo compacto el cual no permitié pasar a la
fase de multiplicacion. Asimismo concentraciones de 0.25 y 1.0 mg/l de BAP, TDZ y Kinetina
favorecieron el desarrollo de brotes en la fase de multiplicacion para la especie C. chinense.
Sin embargo, la mejor concentracion fue de 0.25 mg/l de BAP ya que los brotes mostraron
un rapido desarrollo del tallo y hojas mas vigorosas. Al emplear un MS al 100% en
combinacion de 1 g de carbon activado favorecio el desarrollo de mayor nimero de foliolos,
lo cual facilit6 la transferencia de las vitroplantas a la fase de aclimatacion. El 73.33% de las
plantas que lograron sobrevivir a la fase de aclimatacion tuvieron un desarrollo vegetativo
normal.
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Cetz, J. 2005. Micropropagation of sweet pepper (Capsicum annuum var. Najera) and
habanero pepper (Capsicum chinense Jacq) with the aim to genetic improvement of the
culture. Tesis Mag. Sci., CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Key words: Capsicum annuum, Capsicum chinense, explant, embryogenic callus, apexes
culture, sucrose, activated charcoal, gelling agent.

ABSTRACT

This research was completed in the Tissue Culture Laboratory and in the greenhouse of the
CATIE Biotechnology Unit, at CATIE Turrialba, Costa Rican, from December 2004 to October
2005. The main objective was to establish an efficient method to micropropagate two
commercial species of Campsicum.

Few studious have been done on in vitro culture of the genus Capsicum. So, efficient
methods of propagation are lacking. In this way, the work attempted to help with the
development of repeatable methodologies that permit to propagate commercial species with
the aim to genetic improvement of the culture. Established methodologies were used as the
base in this research. These methodologies were modified in order to find the chemical and
physical conditions to establish successfully our varieties. In both species, 1 cm? foliar
explants were taken from 35 day old plants to develop embryogenic callus. The MS medium
with its vitamins plus BAP at 1.5 mg/l, 2,4-D at 4 mg/l , and sucrose at 8% and three weeks of
culture in the dark favored the development of a friable callus with embryogenic
characteristics. In C. annuum this medium permitted the development of small structures
similar to somatic embryos. The histological analysis of this callus showed cells in constant
division with prominent nuclei and nucleoli, as well as the formation of small groupings of
starch, which are typical of proembryos. However, these structures failed to develop by
themselves probably due to an inadequate regeneration medium.

Also, apex culture was done. Apexes were taken from 40 day old plants, and then they were
sown in MS medium added with different levels of BAP and sucrose. In the initial phase, BAP
at 1.0 y 1.5 mg/I combined with sucrose at 3% was the best to develop the C. chinense apex;
in C. annuum all of the shoots were covered with a compact callus which avoided to pass to
the multiplication phase. In the multiplication phase, BAP, TDZ, and Kinetin at 0.25 and 1.0
mg/l favored shoot development in C. chinense. The best treatment was BAP at 0.25 mg/l
since shoots showed a faster development and more vigorous leaves. In the MS medium
added with activated charcoal at 1 g/l the greatest number of leaflets was produced, which
facilitated to transfer the vitroplants to the acclimatization phase. In this last phase, 73.33% of
plants survived with a normal vegetative development.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

LISTA DE FIGURAS
Escala de medicién utilizada para medir el desarrollo de callo ..................

Elaboracion de semilleros en especies de Capsicum. A. C. annuum L var.
Najera, muestra mayor germinacién. B. C. chinense Jacq., muestra mayor
namero de celdas vacia debido a la menor germinacion ..........................

Porcentaje de asepsia en explantes foliares de C. annuum y C. chinense...

Desarrollo del callo primario en segmentos de hoja de C. chinense (Ch) y
C.annuum (A). DO= ausencia, D1= 25%, D2= 50%, D4= 75% y D5= 100%
de callo en la superficie del explante..............cocoiv i e

Medias para el desarrollo de callo primario expresado en porcentajes para
los cuatro medios de cultivo probados en las dos especies de Capsicum....

Diferentes efectos sobre el desarrollo de callo primario. A. Respuesta de
las dos especies de Capsicum al desarrollo de callo primario. B. Efecto de
la concentracion de sacarosa sobre el desarrollo de callo primario.............

Efecto del tiempo de cultivo en la oscuridad sobre el desarrollo de callo.....

Grupos de tratamientos con la combinacion de cuatro factores especie (C.
annuum y C. chinense), medios (1 y 2), sacarosa (4, 6 y 8%) y semanas
del cultivo en la oscuridad (3, 4, 5 y 6 semanas) definidos por el analisis de
o] 8 Te | (o] o 1 T=T = To [ 1=

Efecto de los reguladores de crecimiento BAP y 2,4-D sobre el desarrollo
de los callos en las dos especies de Capsicum. A. Concentraciones de
BAP (mg/l). B. Concentraciones de 2,4-D (Mg/l)........c.ccoeiiiiiiiiiiiiiiinnnnn.

Grupos de tratamientos sobresalientes para el desarrollo de callo;
tomando en cuenta la combinacion de tres factores: especie (C. annuum y
C. chinense), BAP (0.0, 1.0 ,1.5 y 3.0 mg/l) y 2,4-D (0.0, 1.0, 20y 4.0

Tipos de callo primario caracterizados por su color y consistencia, en
ambas especies de Capsicum. A. Cristalino blanco (cb); B. Cristalino
blanco formando agrupaciones (cba); C. cristalino verde (cv); D. café
LU= T 51 01 To [ T (oX ) 15

Suspensiones celulares de C. annuum (A) y C. chinense (B). ac:
Agregados celulares. cc: células con contenido celular. dc: Células en
IVISION et e e

Suspensiones celulares de C. annuum mostrando cierta organizacion. A.
Estructuras redondas y alargadas que asemejan a un embrién. B.
Estructuras en el medio de maduraciéon que comienzan a necrosarse. C.
Callos organizados en pequefas agrupaciones redondas.........................

X

29

31

32

34

36

37

38

40

41

43



Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Cortes histoldgicos de callos con caracteristicas embriogénicas, A, By C
corresponden a C. annuum y D corresponde a C. chinense. A. Posibles
células embriogénicas (ce), nucleo con nucleolo (n). B. Posibles
proembriones (pe), con paredes gruesas bien definidas (p). C. Granulos de
almidon (a) y citoplasma muy denso (c). D. Posibles células embriogénicas
con presencia de fenoles (pf) Visto @ 20X.......cooviii i

Desarrollo y respuesta morforgenética de apices de C. annuum (A) y C.
chinense (B y C) evaluados a los 22 dias de cultivo. A. Callo muy compacto
cubriendo la parte apical del explante. B. callo formado en la base del
corte, C. Apice mostrando la formacion de raices a partir de

Brotes de C. chinense en fase de multiplicacion en presencia de diferentes
fuentes de citocinina. A. Cultivo de brotes en presencia de 0.25 mg/l de
BAP, Kinetina y TDZ. B. Cultivo de brotes en presencia de 0.5 mg/l de
BAP, KINEtiNA Y TDZ... ..ttt et e e e e et e e e e ee e e

Vitroplantas de 6 semanas de edad de C. chinense en fase de desarrollo.
A. Vitroplanta proveniente del medio MS al 100% mostrando un buen
desarrollo del vastago con varios nudos y entrenudos. B. Vitroplanta
proveniente del medio MS al 50% en la cual se observa un solo entrenudo
MUY deSArrOlladO. .. ... e e e e

Desarrollo de brotes de C. chinense a la 6 semana de cultivo en presencia
de 1 g/l de carbdn activado en el Medio MS. A. Brotes procedentes de 0.25
mg/l de Kinetica, TDZ y BAP. B. Brotes procedentes de 0.5 mg/l de
Kinetinga, TDZ Y BAP ... e

Aclimatacion de plantas de C. chinense. A. Planta con cinco foliolos y buen
desarrollo de raices. B. Desarrollo de foliolos C. Planta morfol6gicamente
bien desarrollada y en etapa de floracion. D. Planta con el primer fruto
formado al tercer mes de cultivo en el invernadero.............ccoceevee e e,

Xi

46

49

51

52

53



Cuadro 1

Cuadro 2

Cuadro 3

Cuadro 4

Cuadro 5

Cuadro 6

Cuadro 7

Cuadro 8

Cuadro 9

LISTA DE CUADROS

Medios de cultivo utilizados para la induccién de la embriogénesis
somatica de chile dulce (C. annuum var. Najera) y chile habanero (C.
chinense). EI M1 corresponde al testigo recomendado por Kintzios et al.

Efecto de las concentraciones de BAP y 2,4-D, solos 0 en combinacion
sobre la induccién de callo embriogénico de C. annuum y C.
CRINENS . .. e e

Concentraciones de sacarosa y BAP utilizados para el cultivo de apices y
yemas axilares de C. Annuum var. Najeray C. chinense........................

Prueba de medias y andlisis de varianza para las principales variables
evaluadas en las dos especies de Capsicum cultivadas en los medios M1
y M2 en condiciones de oscuridad.............ooiiiiii i

Prueba de medias y analisis de varianza para las principales variables
evaluadas en las dos especies de Capsicum cultivadas en los medios M1
Yy M2, en condiciones de IUzZ..........coiiiiiiii e

Grupo V con las combinaciones de tratamientos que favorecen el
desarrollo de callo en las dos especies de Capsicum.............ccoeeveinenn.e.

Mejores combinaciones de tratamientos para el desarrollo de callo friable
en las dos especies de CapSICUM.........uieie it e e veeae e

Comparacion de medias de Duncan para la variable nimero de hojas y
namero de nudos en el cultivo de apices de en C. annuum y C. chinense
cultivados en diferentes concentraciones de sacarosa y BAP. La
evaluacion se hizo a los 22 dias de CUltiVO.............ccoooiiiiiiiiii

Comparacion de medias de Duncan para el efecto Kinetina, TDZ y BAP
sobre el desarrollo de brotes en Capsicum a la tercera semana de cultivo..

xii

24

24

27

34

35

39

42

48

51



Anexo 1

Anexo 2

Anexo 2

Anexo?2

Anexo 2

Anexo 3

Anexo 3

Anexo 4

Anexo 5

Anexo 6

Anexo 7

Anexo 8

ANEXO
Cuadro 1. Composicion quimica de sales minerales MS..........................

Medio de suspensiéon celular fase de multiplicaciéon (Buyukalaca y
MaVItUNG,L996) ... ..ttt e e e e e e

Medio de regeneracion (Buyukalaca y Mavituna, 1996)..........................
Medio de suspension celular fase de multiplicacion Ma2.........................
Cuadro 2. Medio de regeneracion Ma3............cooviiiiiiiiiie i i e e,

Cuadro 1. Andlisis de la varianza para el desarrollo de callo en
condiciones de oscuridad. Es posible ver el nivel de interaccién entre el
medio (M1, M2, M3y M4) con la eSPeCi€.........c.ceeiiiiiiiiie i e,

Cuadro 2. Anadlisis de la varianza para el desarrollo de callo en
condiciones de luz. Es posible ver el nivel de interaccion entre el medio
(M1, M2, M3y M4) CON 1@ @SPECIE. .. .c.ne ettt e e e

Cuadro 3. Analisis de la varianza para el desarrollo del callo evaluados a
la (3, 4, 5y 6 semanas de oscuridad), donde es posible observar el nivel
de interaccion entre los factores en estudio: medio, especie, sacarosa y
semanas de oscuridad (SEMOSC)......ccvieiii i

Figura 1. Dendograma en la cual se aprecia los mejores grupos de
tratamientos en las dos especies de Capsicum. En la primera fila
corresponde a especies (C. annuum y C.Chinenses), en la segunda fila
corresponde al medio (1 y 2), tercer fila concentraciones de sacarosa (4, 6
y 8%)y la cuarta fila semanas de oscuridad (3, 4, 5 y 6 semanas).............

Cuadro 4. Andlisis de la varianza para el desarrollo del callo evaluados
para las dos especies de Capsicum en combinacién con BAP (0, 1.0, 1.5
y3mg/l)y2,4-D(0,1.0,2.0y3.0mg/l)enunmedioMS........................

Figura 2. Dendograma en la cual se aprecia los mejores grupos de
tratamientos en las dos especies de Capsicum. En la primera fila
corresponde a especies (C.annuum y C. chinenses), en la segunda fila
corresponde a concentraciones de BAP (0, 1, 1.5y 3 mg/l) y la tercer fila
corresponde a concentraciones 2,4-D (0, 1,2y 3mg/l)..........cccocovinnn.

Andlisis de frecuencia para el color de callo primario en las dos especies
[0 =@ 0 1= [ U o o

Xiii

68

68

69

70

71



1. INTRODUCCION

1.1. Caracterizacion

La horticultura es una actividad agricola de gran importancia tanto en la agricultura
nacional como mundial. Particularmente, el cultivo de chile (Capsicum spp.) representa una
actividad importante en el ambito mundial, cultivandose en afios recientes 25,149,997
toneladas segun datos de la FAO (2004). China y México son los principales productores con
rendimientos de 11,534,871 y 1,853,619 toneladas respectivamente, seguidos por Turquia
(1,790,000 ton), Espafia (1,006,000 ton), Estados Unidos (977,760 ton), Nigeria (720,000
ton), Indonesia (620,076 ton), Egipto (390,000) y otros (6,257,671 ton).

Esta relevancia se debe a que el chile forma un importante elemento en la dieta de
los seres humanos alrededor del mundo, siendo América Latina el principal consumidor
(FAO 1998). Particularmente en México el chile es una pieza importante para la elaboracion
de varios platillos tipicos, en los cuales es empleado como condimento y saborizante.
Ademas, existe una gran gama de productos transformados como curtidos, enlatados,
pastas y salsas que son elaborados a base de chile (McNeish, 1964; Guzman y Paredes,
1998).

El interés en este cultivo no se encuentra Gnicamente en su importancia econémica,
estudios anteriores han demostrado que el chile es una fuente excelente de colorantes
naturales por lo que el uso mas importante es la extraccion de la capsaicina, de la cual se
elaboran pinturas y cosméticos. El chile es rico en vitaminas A, By C , ademas el interés por
esta planta se ha incrementado por la presencia de otros compuestos, conocidos como
fitoquimicos, que tienen un efecto benéfico sobre la salud humana (Guzméan y Paredes,
1998). Dentro de este grupo de compuestos se encuentran los &cidos fendlicos, de los
cuales se sabe que reducen el riesgo de contraer cancer, problemas cardiovasculares y
otras enfermedades crdnicas degenerativas. Los frutos de chile poseen un bajo contenido en
calorias por lo que se emplean como tratamientos para bajar de peso (Dallard y German,
2000).



También es usado en el sector salud para la elaboracion de algunos medicamentos
como cremas y pastas que son utilizados para aliviar algunos dolores musculares causados
por la artritis, ademas se elaboran shampoo y pildoras a partir de la capsaicina. Es el
ingrediente principal de las bombas lacrimégenas que son empleadas por la policia en varios
paises (Maga, 1975; Baum, 1981).

En América Latina; México se destaca como el principal productor de hortalizas, con
mas de 30 especies, distribuidas en una superficie de 1,000,750 hectéreas, entre las cuales
destaca principalmente el tomate, chile, meldn, papa, calabaza, sandia, brocoli y lechuga. El
chile representa uno de los principales cultivos horticolas que mas se producen, ocupando el

segundo lugar en importancia después del tomate (Rosado, 2002).

El chile es una hortaliza de relevancia econémica y social, debido a que es una
importante fuente de empleo en el medio rural, ocupa entre 120 a 150 jornales por hectarea,
y se caracteriza por ocupar mano de obra familiar para realizar practicamente todas las
actividades de produccion (Romero et al., 1995). Es un cultivo de reducido ciclo vegetativo (4
a 6 meses), lo cual permite tener en un tiempo relativamente corto, una buena utilidad por

area sembrada (Véliz y Montés, 1981).

Los chiles pertenecen al género Capsicum Yy la familia Solanaceae. A nivel mundial
son cinco las especies mas cultivadas, Capsicum baccatum, C. chinense, C. pubescens, C.
frutescens y C. annuum, de las cuales esta Ultima es la mas importante ya que agrupa la
mayor diversidad de chiles cultivados o silvestres. El cultivo de Capsicum destaca por su
facilidad de adaptarse a diversos climas, asi como a la pequefia y mediana produccion ya
que no requiere de técnicas muy avanzadas para su cultivo, aunque es recomendable el uso

de tecnologia para obtener mejores rendimientos (Hernandez, 1982; Alfonso, 1993).

México es el primer productor en América y Estados Unidos el segundo; sin embargo,
México tiene rendimientos por parcela inferiores a los Estados Unidos. Esto se debe
principalmente al bajo nivel tecnoldgico y al empleo de material criollo que generalmente es
muy susceptible a plagas y enfermedades (Gémez y Schwentesius, 1991). El agricultor
utiliza estas variedades criollas sin un proceso preciso de seleccion de la semilla para la

siembra, resultando plantas ineficientes en el aprovechamiento de los recursos, debido



principalmente a su porte alto, cortes muy espaciados, y bajo potencial de rendimiento
(Ramirez, 2002).

La dificultad de obtener buenos rendimientos comienza con la produccion de las
plantulas en el almacigo, actividad que se ve amenazada por varios factores bioticos y
abibticos que anualmente disminuyen los rendimientos. Entre los factores biéticos de mayor
importancia destacan la presencia de enfermedades Vvirales que disminuyen
considerablemente los rendimientos antes obtenidos ocasionando pérdidas hasta de un
100%. ElI Damping-off es una enfermedad causada por un complejo de hongos (Pythium spp,
Rhizoctonia spp y Fusarium) que desde muy temprana edad afecta a las plantulas. Ademas
en el momento de la produccion el cultivo es afectado por el insecto llamado picudo del chile
(Anthonomus eugenii C.) el cual dafia los frutos y produce su caida. Asimismo, este cultivo
carece de cultivares adaptables y homogéneos en cuanto a rendimiento y calidad (Uvalle
1985; DeWitt y Bosland 1993).

Otro de los grandes problemas que afecta la produccion del chile es la baja
disponibilidad de semilla de calidad a bajo costo, lo cual incrementa los costos de produccion
y obliga a los productores a utilizar semilla de cultivos anteriores. Normalmente estas
semillas han perdido su potencial de produccion debido a que son el resultado de
polinizacion cruzada ocasionando una elevada heterdsis en la descendencia. Esto
incrementa el riesgo de obtener bajos rendimientos y mayor pérdida por patégenos. Aunado
a esto el productor carece de tecnologia apropiada, por ejemplo, en la etapa de almécigo se
necesita de un ambiente protegido o invernadero para evitar el ataque de plagas y
enfermedades, lo cual para el pequefio productor resulta casi imposible por el alto costo que
esto genera (Uvalle, 1985; INEGI, 1998; Michaelangeli et al. 2003; Wall, 1994).

1.2. Justificacién

En la actualidad se estan empleando las técnicas de micropropagacion para producir
semilla vegetativa de plantas con un alto nivel productivo y libre de enfermedades al

momento de salir del laboratorio (Montoya, 1991).

El uso de plantas élite, con resistencia a plagas y enfermedades, conjugadas con las
técnicas de cultivo in vitro, constituyen una opcion interesante para solucionar algunos de los
3



problemas agricolas que afectan a los cultivos. Las técnicas de cultivo in vitro ofrecen
ventajas en propagacion clonal, germinacion de semillas, multiplicacion, regeneracion,

conservacion e intercambio del germoplasma (Montoya, 1991; Pérez, 1998).

El cultivo de tejidos es una herramienta que nos permite reducir los problemas
ocasionados por las distintas enfermedades que se presentan en las diferentes etapas del
cultivo. Por consiguiente, consideramos que el desarrollo de protocolos de propagacién en el
cultivo de chile constituye una base muy importante para el uso de técnicas modernas de
mejoramiento genético y la multiplicacion clonal de plantas élite en el futuro. La conjugacion
de estas metodologias permitird desarrollar plantas con resistencia a agentes bioticos y

abidticos; asi como favorecer algunas caracteristicas horticolas del cultivo.

El chile es unos de los cultivos de mayor importancia econémica en México y en el
Mundo, sin embargo, son muy pocos los estudios realizados para suultivo in vitro. A pesar de
gue los primeros estudios en cultivo in vitro fueron desarrollados en especies de la familia
Solanaceae, de las cuales podemos mencionar el tabaco, el tomate y la papa. Esos cultivos
generalmente son utilizados como modelos, debido a su gran capacidad de regeneracion.
Son escasos los informes sobre la regeneracion de chile, a partir de callos en suspension y
cultivo de protoplastos. Esto se debe a problemas morfogenéticos severos que existe con
este género al momento de la regeneracion (Ochoa-Alejo y Malagon, 2001). Es por esto

razon que consideramos necesario seguir realizando trabajos en la biotecnologia del chile.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Establecer un protocolo eficiente para la micropropagacion de dos especies de chile
de interés comercial; el chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) y el chile dulce (Capsicum

annuum var. Najera).

1.3.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la respuesta de apices vegetativos de C. chinense y C. annuum durante la

micropropagacion.

2. Determinar el potencial de fragmentos de hoja para la induccion de la embriogénesis

somatica en ambas especies.
3. Estudiar el efecto de diferentes condiciones de cultivo, quimicas (reguladores de

crecimiento, concentraciones de azUcar y otras sustancias) y fisicas (luz y oscuridad)

sobre la respuesta de las dos especies al cultivo in vitro.

1.4. Hipotesis

1. Explantes apicales responden adecuadamente al establecimiento aséptico y a la

micropropagacion.

2. La embriogénesis somética en C. chinense y C. annuum dulce puede ser inducida a

partir de explantes de hoja.

3. Las dos especies de Capsicum responden favorablemente a determinadas

condiciones quimicas y fisicas del cultivo.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del cultivo

Junto con la calabaza, el maiz y el frijol, el chile (Capsicum spp) fue la base de la
alimentacion de las culturas de Mesoamérica. El chile es originario de América tropical y fue
introducido a Europa por Cristébal Colén entre los afios 5200 y 3400 A.C Heirser (1976).
Los nativos americanos cultivaron especies de Capsicum; este hecho coloca a los chiles

entre los cultivos méas antiguos de América.

El fruto de Capsicum se conoce de varias maneras en lberoamérica, dependiendo del
pais y del lenguaje que se hable dentro de una regién particular. Asi tenemos que en México
existen varios hombres como ‘Itz’ en Huasteco, ‘Chac-ic’ 6 ‘Max-ic’ en Maya, ‘Chilli’ en
Nahuatl, ‘Ng-i’ en Otomi. En Bolivia y en Per( se le conoce como ‘Huayco’ en Ayamara y
‘Uchu’ en Quechua. Otros nombres utilizados son ‘Morron’ para los frutos de chile dulce y

‘Pepper’ en paises de habla inglesa (Dewitt y Bosland, 1993).

La palabra chile es una variacion del vocablo chil, derivado del dialecto Nahuatl
(Azteca), mientras que aji, es una variacion de ‘axi’ del extinto dialecto Arahuaco del Caribe.
La palabra espafiola chile, usada por los mexicanos en la época de la conquista, sigue
siendo usada en México y América Central. Los espafioles adoptaron la palabra aji cuando
pasaron por el Caribe y lo implementaron en la Nueva Espafia y América del Sur (Long-Solis,
1986).

2.1.1. Origen y domesticacion

Diversos estudios han definido como el principal centro de origen del género
Capsicum una gran area ubicada entre el Sur de Brasil y el Este de Bolivia, Oeste de
Paraguay y Norte de Argentina, pues en esta region ha sido observada la mayor distribucion
de especies silvestres del mundo (Dewitt y Bosland, 1993). Posteriormente fue distribuida
por toda América desde el Sur de los Estados Unidos hasta Argentina. Las cinco especies
mas cultivadas son derivadas de diferentes ancestros localizados en tres distintos centros de

origen. México es el principal centro de origen para C. annuum junto con Guatemala; C.
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frutescens y C. chinense se encuentran en la Amazonia y el Pert; y C. baccatum y C.
pubescens son originarios de Bolivia. No obstante, la especie de mayor distribucion
geografica es C. frutescens, la cual se encuentra en México, Centroamérica y el Caribe.
Desde el punto de vista economico C. annuum es la especie mas cultivada en América
Latina y en todo el mundo, seguida de C. chinense. Esto se debe a que C. annuum es
facilmente adaptable a altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 2,500 msnm
(Pozos, 1981; Gonzalez, 1998).

El chile es una de las primeras plantas domesticadas en Mesoamérica. Este proceso
condujo a modificar la planta, especialmente los frutos. El hombre seleccioné y conservo una
amplia diversidad de tipos de chile por el color, tamafio, forma e intensidad del sabor picante.
Se observa una variacién paralela en las diversas especies domesticadas existiendo series
homélogas de variacién respecto al sabor del fruto “dulce o picante”, coloracién antes de la
madurez de “blanco marfil a verde intenso”, coloracion en la madurez de “amarillo a rojo
oscuro”, variacion en la forma de “larga y estrecha a corta y redonda”, y en el porte del fruto

de “erecto a pendiente” (Pozos et al. 1992).

2.1.2. Composicion quimica de los frutos de chile

Los principales componentes quimicos presentes en los frutos de especies de
Capsicum son carbohidratos, proteinas, grasa y fibras. Entre los azlUcares se han encontrado
fructosa, glucosa, galactosa y sacarosa, siendo la fructosa la mas abundante, con un 70% de
los azucares reductores. También contienen acido citrico, succinico, fumérico y malico, entre

los cuales el &cido citrico es el mas abundante (Purseglove et al.1981).

El cultivo de chile tiene marcada importancia en la industria alimentaria, donde se le
usa como especia por su color y pungencia, dada por los carotenoides y capsaicinoides
presentes en los frutos, y también por el suave aroma que le confieren los aceites esenciales
perceptibles en la paprika y en los frutos secos. Desde el punto de vista nutricional, posee un
elevado contenido de vitamina C, la cual fue aislada de la paprika por Szent Gyorgy, con lo
cual le fue otorgado el premio Nobel de medicina en 1937. La vitamina C es un factor a
considerar para la seleccién de variedades. También el contenido de vitamina C va de 70 a
300 mg/100 g de peso fresco, aunque hay grandes diferencias entre variedades; por ejemplo

7



la variedad de color verde contiene mas vitamina C que la de color amarillo. Se ha
demostrado que los chiles son una buena fuente de vitamina A y de vitaminas del complejo
B; se estima que con 3 a 4 g de chile rojo se cubren los requerimientos diarios de vitamina A

de una persona adulta (Maga, 1975; Loayza, 2001).

Desde hace siglos, la capsaicina ha sido utilizada como un remedio para aliviar
dolores. Evidencias recientes indican que la misma actla selectivamente sobre una
subpoblacion de neuronas sensoriales primarias con una funcibn nociceptora. Estas
neuronas ademas de generar sensaciones dolorosas, participan, en la activacién de
enrojecimiento local y en un proceso conocido como inflamaciéon neurogénica. Asi, la
capsaicina, ademas de producir sensacion de dolor y calor, también produce,
paradéjicamente, un efecto analgésico y desinflamatorio; lo cual se sabe a que al irritar una
parte del cuerpo desactiva las neuronas sensoriales produciendo alivio del dolor (Liu y Simon
1996).

Estudios realizados por Kawada et al. (1986) mencionan que la capsaicina incluida
en la dieta aumenta la actividad de las enzimas hepaticas, estimulando la eliminacion de las

grasas y triglicéridos a través del higado, disminuyendo su acumulacion.

Un grupo de investigadores de la Escuela de Medicina de la Universidad de Yale en
Estados Unidos, determiné que un dulce elaborado de chile alivia el dolor en la boca de
pacientes con cancer. La capsaicina contenida en el dulce, es la que permite controlar el
dolor después de aplicaciones repetidas. Aparentemente el azlUcar en el dulce inhibe la
sensacion de calor causado por la capsaicina, a la vez que mantiene su estimulo sensorial

perfecto y efectivo en la boca del paciente (OnkoLine, 1994).

Las oleorresinas son talvez los principales compuestos que se obtienen de la
capsaicina. Son de apariencia normalmente liquida, viscosa y coloreada. Estas sustancias se
emplean como saborizantes, aromatizantes y colorantes artificiales aprovechando para ello
el alto contenido de compuestos carotenoides los cuales se usan para la fabricacion de

pinturas y cosméticos (Maga, 1975; Baum, 1981).



2.2. Biologia del cultivo

2.2.1. Taxonomia

Todas las formas de los chiles, pimientos o ‘ajis’ utilizadas por el hombre pertenecen
al género Capsicum. Este nombre deriva del griego Kapso (picar) haciendo mencién a la
pungencia del fruto. Segun otros autores este nombre proviene del latin Capsicon (Capsula
0 caja) debido a la forma del fruto. Este género se incluye en la extensa familia de las
Solanaceas (Pozo et al. 1991; Nuez et al. 1996).

Actualmente se considera que esta familia est4 formada por 90 géneros, los cuales
se encuentran divididos en 2 subfamilias: Solanoideae y Cestroideae. La diferencia entre
estas dos subfamilias se basa en la presencia de diferentes modelos del desarrollo
embrionario. En Solanoideae el embrion esta enrollado y es de un diametro mas o menos
uniforme. Mientras que en Centroideae el embridn es tipicamente recto o ligeramente curvo.
Ademads, un gran numero de diferencias morfoldgicas, quimicas y citogenéticas acompanan
esta division basica. Capsicum pertenece a la tribu Solaneae la mas grande de la familia
Solanaceae. En esta tribu se encuentran alrededor de 1,250 especie ubicadas en 18
géneros; entre ellos Solanum, Lycopersicum, Cyphomandra, Physalis, etc. La gran mayoria
de estos representan cultivos de gran importancia econémica debido a las ganancias que le

generan al productor (Hunziker, 1979; Badr, 1997).

Los estudios taxondémicos indican que las especies que mas se cultivan son
C.baccatum, C. pubescens, C. frutescens, C. chinenses y C. annuum, de las cuales, las dos
tltimas son las mas importantes porque agrupan la mayor diversidad de chiles silvestres y
domesticados. Estas especies se caracterizan por su facil adaptabilidad a casi todos los
climas, su cultivo va desde el nivel del mar, hasta los 2,500 de altitud, abarcando casi todas
las regiones, razon por la cual se encuentra en casi todo el mundo (Pickersgill, 1971; Pozo et
al. 1991).

2.2.2. Morfologia de la planta

Los chiles constan de una raiz axonomorfa de la cual se ramifica un conjunto de

raices laterales. La raiz profundiza el suelo hasta unos 30-50 cm y se extiende lateralmente,
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hasta 120 cm de diametro alrededor de la planta. El tallo puede ser cilindrico o prismético, su
parte inferior es lefiosa y en algunas especies ramifica determinando la forma de la planta. El
tallo puede crecer hasta una altura de 30 a 120 cm, segun la especie (Pifia, 1984; Pérez et
al. 1997).

En la gran mayoria de las especies de Capsicum las flores son hermafroditas, esto
significa que en la misma flor se encuentran los gametos masculinos y femeninos (Nuez et
al. 1996). El caliz es campanulado y persistente, de poco crecimiento a través del desarrollo
del fruto, el margen del caliz puede ser liso intermedio o dentado en 4 0 6 segmentos 0 mas
ocasionalmente. La base de la flor es un tubo cilindrico corto del que emergen de 4 a 7

I6bulos acumulados o terminados en punta (Pérez et al. 1998).

Los granos de polen son elipsoidales con una hendidura longitudinal a lo largo de la
mitad del grano. El ovario en plantas silvestres tiene dos capas de lébulos, pero en especies
domesticadas el numero de I6bulos o celdillas puede variar de dos a cuatro y
ocasionalmente hasta cinco. El nUmero de I6bulos no influye en la produccion de frutos
(Pérez et al, 1997).

Después de la polinizacion, el establecimiento de los frutos depende principalmente
de la temperatura nocturna, siendo la oOptima entre 18 y 27°C, arriba de 30°C no hay
establecimiento de frutos. El tiempo requerido para la maduracion de los frutos depende del
modo de cultivar y estd dentro de un rango de 60 a 75 dias después de la antésis. Los frutos
son la parte de mayor importancia econdémica; no obstante, las caracteristicas de forma,
tamafo y color no son utilizados para su clasificacion ya que estas caracteristicas pueden
variar dependiendo de las condiciones ambientales y de los diferentes estados fisiol6gicos

de maduracién (Contreras, 1982).

2.2.3. Factores biéticos y abidticos que afectan al cultivo

La gran mayoria de las especies de chile son susceptibles al ataque de plagas y
enfermedades, ocasionando fuertes perdidas econémicas a los productores, las cuales son
variables afio con afio, y siempre han estado en funciéon de las condiciones climaticas,
manejo del cultivo, control quimico y cultural de los insectos y malezas llegando a alcanzar
valores hasta de un 100% (Vidales y Alcanzar, 1989).
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Los insectos de mayor importancia econémica para el cultivo de chile son el barrenillo
del chile (Anthonomus eugenii C.) el cual barrena los frutos causando grandes pérdidas por
atacar directamente el producto final; la pulga saltona (Epitrix cucumeris H) que se alimenta
del follaje de las plantas jovenes; los trips Frankliniella occidentales y Trips tabaci L. que
barrenan el follaje y succionan los jugos celulares causando defoliacion en las plantas. Otras
plagas como el pulgdbn (Myzus persicae S) y la mosca blanca (Bemisia tabaci G. y
Trialeurodes vaporariorum W) se alimentan succionando la savia de las plantas hospederas
causando un dafio directo. No obstante, también son portadores de diferentes virus como
son el virus del mosaico del tabaco, virus Y de la papa, virus moteado del chile y virus
huasteco del chile, entre otros, causando un dafio indirecto (Uvalle, 1985; Greenleaf, 1986;
Nuez et al. 1996).

Por otro lado, se encuentran las enfermedades conocidas como marchitez del chile
causada por el hongo Phytophtora capsici L, el Damping-off causada por un complejo de
hongos constituido por Pythium spp, Rhizoctonia spp y Fusarium. Estos hongos atacan los
cultivos principalmente en la etapa de semillero, causando la muerte de las plantulas si no se
combaten a tiempo. Ellos se encuentran en el suelo o las semillas y su actividad se ve
favorecida por la presencia de materia organica no descompuesta y altas humedades y
ademas, atacan a las plantas poco lignificadas (DeWitt y Bosland, 1993; Ochoa-Alejo y
Ramirez, 2001).

Las bacterias Xanthomona campestre, Erwinia carotovora y Pseudomona
solanacearum, causan marchitez prematura de las plantulas recién trasplantadas en el
campo. También llegan a dafiar los frutos causando severas pudriciones y manchas; a causa
de esto, algunos frutos son rechazados en el mercado, afios tras afio provocando grandes
pérdidas al productor que van desde un 30 al 40% de la cosecha y en algunos afios la

pérdida pueda ser total (Nuez et al. 1996; Ochoa-Alejo y Ramirez, 2001).

Entre los agentes abibticos se encuentran las elevadas densidades de siembra que
se requieren en el campo, temperaturas extremas, niveles de pH elevados, contaminacién
del aire y el abuso de pesticidas, todos estos causan bajos rendimientos de la produccion
(DeWitt y Bosland, 1993,0choa-Alejo y Ramirez, 2001).
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2.3. Técnicas tradicionales de propagacion de chile

2.3.1. Semillero

En el cultivo intensivo de chile, es importante la realizacion de semilleros con el objeto
de obtener plantulas en condiciones adecuadas para el transplante, es uno de los aspectos a
los que mas atencion se debe prestar para conseguir plantas sanas y vigorosas, y de esta

forma asegurar resultados econémicos satisfactorios (Loayza, 2001).

Al inicio del cultivo de chile en invernadero, los semilleros los hacia el propio
agricultor, con tecnologia idéntica a la utilizada en los semilleros tradicionales destinados al
cultivo intensivo. En este sistema se utilizan pequefios tuneles cubiertos de plastico, en el
interior de los cuales se siembran las semillas al voleo o en filas sobre el terreno, con la
finalidad de obtener plantas con raiz desnuda para el transplante. El resultado, en muchas
ocasiones, con este tipo de semillero, era la obtencion de plantas heterogéneas, débiles,
deshojadas, y muy endurecidas o excesivamente tiernas. Este estrés vegetativo sufrido por
la planta es ocasionado por el cambio de temperatura que se presenta en el suelo. Lo
anterior, junto con el hecho de que el precio de la semilla hibrida comercial es elevado, es
aconsejable que el productor obtenga sus plantulas de semilleros especializados en la
produccion de almacigos, con la finalidad de utilizar plantas saludables para su transplante

directo al suelo (Nuez et al. 1996).

2.3.2. Produccion de plantulas con cepellon

Otra técnica empleada es el cultivo de plantas con cepelldn, la cual consiste en
depositar las semillas en unas celdas de carton o de plastico (bandeja), las cuales se
rellenan con un sustrato comercial que cumpla con las siguientes caracteristicas: buena
aereaciéon, una buena capacidad retentiva para el almacenamiento de agua, tener un pH
neutro o ligeramente &acido y no poseer nutrientes en cantidades excesivas. Esta técnica
tiene la ventaja de que las raices no se rompen durante el transplante ya que se encuentran
protegidas por el cepellébn. Ademas las plantas experimentan mayor crecimiento y es posible
lograr una mayor precocidad en la produccion ya que el productor puede manejar con mayor

flexibilidad su fecha de plantacion (Nuez et al. 1996).
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Una vez realizada la siembra, las bandejas se pasan a la cdmara de germinacién, en
donde se deberan mantener entre 48 y 72 horas a una temperatura de 22 a 25°C. De ahi se
trasladan al semillero, donde se desarrollaran las plantas hasta el trasplante. El tiempo de

germinacion oscila entre los 45 y 60 dias (Rodriguez et al. 1989).

2.3.3. Produccion de semillas

Se ha determinado que a nivel de campo puede ocurrir cruzamientos naturales que
van de 7 a 32% segun Oldand citado por Leslie y Pollard (1954). Durante la produccion de
semilla se debe aislar los cultivares por lo menos unos 400 m de distancia entre ellos para
evitar el cruzamiento. La cosecha debe hacerse cuando los frutos estan bien maduros para
poder extraerles la semilla. El rendimiento de semillas es de aproximadamente 39 a 56 kg/ha

dependiendo de la especie.

2.4. Mejoramiento genético de Capsicum

De acuerdo con Wall (1994) el éxito en el cultivo de chile de alta calidad aumenta con
la seleccion de variedades apropiadas y el uso de semilla certificada; asi mismo se requiere
de un buen manejo de cultivo. Por su parte Mendoza (1991) indica que es importante la
combinacion de genotipos de alto rendimiento con practicas agricolas que favorezcan desde

el punto de vista econémico, social o ambiental la expresion fenotipica de tales genotipos.

En Capsicum se han encontrado accesiones tolerantes al ataque de F. occidentales.
No obstante, esta tolerancia no esta basada en mecanismos de rechazo del vector hacia la
planta o de antibiosis por parte de la planta (Fery y Schalk, 1991), por lo tanto el chile puede
resultar interesante para contrarrestar los ataques de Trips, y para la lucha contra la

propagacion del virus del bronceado del tomate (TSWV) transmitidos por este mismo insecto.

Boiteux et al. (1993) han encontrado resistencia en campo del virus TSWV en dos
lineas de C. baccatum var. Pendulum y afirman que esta resistencia esta basada en un
mecanismo de no preferencia del vector por la planta, ya que esta misma linea cuando se
inocula artificialmente es muy susceptible al virus por lo que resultaria interesante asociarla

con las otras resistencias encontradas.
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Mediante ingenieria genética se ha conseguido obtener plantas transgénicas de
tabaco que codifican elevadas cantidades de la proteina de nucleocépsida (N) del virus
TSWYV, de modo que cuando estas plantas son infectadas por ciertos aislados del virus se
produce un aborto de la infeccién. EI mecanismo por el cual se produce este aborto no es
bien conocido, aunque se piensa que puede deberse a que el proceso de transcripcion viral
queda bloqueado. Debido a la elevada cantidad de proteina (N) en el citoplasma celular
provocaria el paso de la polimerasa viral del modo de actuacion transcriptiva al replicativo
(Pang et al.,, 1993). No obstante no parece facil incorporar este tipo de resistencia en
Capsicum; porque es muy dificil regenerar plantas enteras a partir de cultivos celulares
(Rosellé et al., 1994).

2.4.1. Injertacion

Mediante la técnica de injertacion es posible construir plantas artificiales, con el pie o
portainjertos de una variedad 6 especie y la parte aérea fructifera de otra. Esta técnica ofrece
entre otras aplicaciones, la posibilidad de combatir la enfermedad conocida como tristeza o
secado del chile producido por Phytophtora capsici si se injerta la variedad susceptible sobre
pies resistentes al hongo. Sin embargo, esta técnica no es muy utilizada, por su poca
rentabilidad (Gil-Ortega, 1973).

2.4.2. Produccion de hibridos

El mejoramiento genético del chile juega un papel importante; al conjugar por la via
sexual el patrimonio genomico de dos o mas padres. Esto es posible mediante cruzamientos,
con el propoésito de combinar en la progenie los alelos no comunes en los progenitores,
ampliar la variabilidad y mejorar la posibilidad de seleccionar plantas sobresalientes durante

el proceso de endocria y selecciéon (Pozo y Ramirez, 1994).

El mejoramiento genético de chile consiste, tradicionalmente, en hacer cruzas entre
lineas élite o variedades comerciales, siguiendo el esquema de hibridacién endocrina y
selecciéon (Pozo y Ramirez, 1994), conocido como seleccion genealégica o métodos de
pedigri (Marquez, 1991).
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El chile es una especie autbgama, monoica, de flores completas y perfectas cuya
estructura floral facilita el trabajo basico de emasculacion y polinizacién en un programa de
mejoramiento genético. Sin embargo, es comdn una baja eficiencia en el proceso de
cruzamiento, debido a la corta vida del polen, vulnerabilidad del estigma y estilo al manejo
durante la polinizacion entre otros factores (Nuez et al., 1996). El porcentaje de obtencion de
los frutos varia segun la técnica utilizada. Por ejemplo Ramiro (1968) obtuvo de 32 a 54.6%
de frutos con emasculacion, de 10.5 a 15% con emasculacion y sin polinizacion artificial de

10.5 a 15%; y con emasculacion y polinizacion artificial obtuvo de 23 a 55.6% de frutos.

El polen germina tres horas después de la polinizacion, y requiere de 8 a 10 horas
para alcanzar el saco embrionario. Se puede preservar de 8 a 10 dias a temperaturas de 20
a 22°C y HR de 50 a 55%, aunque su calidad baja cuando se almacena por mas de 8 dias.
Los mejores resultados para la fertilizacién se obtienen cuando el polen se colecta el mismo
dia que abre la flor y cuando la polinizacién se realiza antes de la antésis (Veliz y Montas,
1981; Nuez et al. 1996).

2.5. Biotecnologia del chile

2.5.1. Avances en el cultivo in vitro de chile

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el
cultivo en condiciones asépticas, y constituyen dentro de la biotecnologia, la técnica que
mayor aporte practico han brindado. Sus aplicaciones son varias: regeneracion de plantas,
obtencion de plantas libres de patégenos (Morel y Martin, 1995), conservacion de
germoplasma (Withers, 1985), produccion de metabolitos secundarios (Misawa, 1994), el
mejoramiento genético mediante la induccion de mutaciones y la seleccion in vitro (Perez et
al. 1998).

Aunque en las dos ultimas décadas se han generado procesos excelentes para la
propagacién de plantas y el mejoramiento genético de muchas especies de la familia
Solanaceae; el chile (Capsicum spp) se ha quedado atras, probablemente, debido a la falta
de un eficiente protocolo de regeneracion (Lui y Simon, 1996; Ebida y Hu, 1993). La
regeneracion a partir de células y tejidos es un proceso fundamental para la aplicacion de

técnicas de transformacion genética de las plantas. En Capsicum se han demostrado serias
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dificultades en la regeneracion de plantas completas, lo cual puede ser un claro indicador de

la presencia de problemas morfogenéticos en estas especies (Ochoa-Alejo y Ramirez, 2001).

Smith y Heiser (1957), fueron los primeros en publicar trabajos en cultivo in vitro de
chile. Plantas F1 fueron obtenidas de embriones sexuales parcialmente desarrollados de la
cruza de Capsicum pendulum con Capsicum anuum. Asimismo, embriones sin endospermo
fueron originados del cruce de Capsicum chinense con Capsicum pubescens, los cuales se

desarrollaron bien solo después de ser germinados en un medio de cultivo.

2.5.2. Cultivo de meristemos

El cultivo de meristemos ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa
in vitro y dentro de esta se puede diferenciar dos vias: la formacién de yemas axilares y la
formacion de yemas adventicias. El cultivo de meristemos se basa en la formacion de brotes
a partir de yemas ubicadas en las axilas de primordios foliares, los cuales son divididos y
subdivididos repetidas veces (Hu y Wang, 1983). Este método a pesar de no ser el mas
rapido, ha sido el mas utilizado para la propagacion comercial, debido a la gran facilidad con
que es establecido en la gran mayoria de las especies y a la estabilidad genética de las

plantas regeneradas (Perez et al., 1998).

Canul (1996), reporta hasta un 100% de asepsia en el cultivo de meristemos de chile
habanero. Recomienda como mejor tratamiento de desinfeccion el hipoclorito de sodio
(NaClO) al 15% (v/v). Ademas menciona que los mejores resultados para la obtencién de
brotes en este cultivo se lograron utilizando el medio MS semisélido de Murashige y Skoog
(1962) suplementado con 1.5 y 0.5 mg/l de Bencil aminopurina (BAP). Aunque se formo6 un
bajo porcentaje de prendimiento (33.3%), fue en este tratamiento donde se logré la
formacion de plantas completas, a los 30 dias de la siembra del meristemo. Menciona
también la importancia de tomar en cuenta el tamafio del explante, ya que es necesario

cultivar el meristemo con dos primordios foliares para lograr un establecimiento exitoso.

2.5.3. Organogénesis en chile

Esta técnica consiste en formar brotes a partir de 6rganos de plantas con potencial

para la formacion de vastagos. Existen dos tipos de organogénesis, la directa y la indirecta;
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la directa consiste en la formacion de brotes directamente de explantes tomados en cualquier
parte de la planta sin pasar a formar callo, los explantes mas utilizados en esta técnica son
peciolos y bases foliares. Mientras que en la indirecta hay formacion de callos de los cuales
se desarrollan brotes y raices. Estos brotes pueden removerse para desarrollar plantas

enteras y posteriormente multiplicarse (Usui et al., 1996).

Gunay y Rao (1978), demostraron la induccién directa de meristemos adventicios a
partir de cotiledones e hipocdtilos de chile. Mientras que Fari y Czako (1981) repitieron estos
experimentos y afirmaron que los meristemos adventicios de chile pueden ser inducidos en
porciones superiores del hipocdétilo, pero no en partes mas bajas. Sin embargo, ellos

reportan que pocas plantas fueron obtenidas mediante esta técnica de cultivo de tejidos.

Ochoa-Alejo y Garcia-Bautista (1990), afirman que explantes provenientes del
hipocotilo de Capsicum annuum var. Esmeralda fueron capaces de formar vastagos y raices
adventicias, asi también, la formacion de callos, dependiendo de las concentraciones de

reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo.

Heridas realizadas en la parte apical del hipocétilo promueven la formacion de
pequefios callos blancos y promueven la formacion de brotes en Capsicum annuum spp. La
respuesta a la formacion de brotes depende de la especie en la cual se trabaje, en esta
investigacion la variedad de chile dulce que mejor respondi6é a la brotacién fue la variedad

Piquillo con un 95.1% de plantulas formadas (Dabauza y Pefia, 1999)

Santana et al. (2005) lograron la regeneracion de chile habanero (Capsicum chinense
Jacqg.) mediante organogénesis, a partir del cultivo de nudos y segmentos de tallo. Los
explantes fueron cultivados en un MS suplementado con varias concentraciones de kinetina,
thidiazuron (TDZ) y BAP. El TDZ fue clave en el proceso regulatorio para la formacién de
vastagos, una concentracion de 3.4 uM indujo la regeneracion de siete a ocho vastagos los
cuales desarrollaron en plantas saludables. También se evalud el efecto de la edad de los

explantes sobre la formacién de vastagos y el desarrollo de la planta.
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2.5.4. Embriogénesis somatica

Los embriones somaticos son estructuras bipolares con un eje radical-apical y no
poseen conexion vascular con el tejido materno. Estas estructuras bipolares son capaces de
crecer y formar plantas normales. Este método es considerado como el més eficiente para la
produccion masiva de plantas in vitro. Debido a la naturaleza del embrién y la facilidad con
que puede ser automatizado todo el proceso productivo, los altos coeficientes de
multiplicacién en cortos periodos de tiempo, su uso como método de regeneracion durante la
transformacion genética y la posibilidad de encapsular estas estructuras y obtener semillas
artificiales, son solamente algunas de las ventajas de la embriogénesis somatica (Street y
Withers, 1974; Haccius, 1978;Tisserat et al.,1979).

Algunas de las principales caracteristicas de la embriogénesis somética segun
Sannasgala (1989) es la autonomia del embrién frente al tejido generador (protegido
generalmente por una epidermis). Histolégicamente se plantea que no tiene conexién
vascular con el tejido que le dio origen por lo que puede ser separado facilmente de éste; los
embriones somaticos no contienen un nuevo grupo de genes, sino que poseen la misma
combinacion genética de la planta que le dio origen y poseen una estructura bipolar con

apice y radicula.

Un embrion somético es muy similar a un embrién cigético, sobre todo en su
desarrollo desde el proembrion, pasando por las fases globular, corazén, torpedo y
cotiledorar o embrién maduro, las cuales estan bien definidas en especies de plantas
dicotiledoneas. La embriogénesis somatica se ve afectada por el genotipo de la planta
donante, el tipo y estado fisiologico del explante, los reguladores de crecimiento y las

condiciones de cultivo (Parrott, 1993).

Binzel et al. (1996) reportaron la induccion de la embriogénesis soméatica directa y la
regeneracion de plantas de chile (Capsicum annuum L). Las plantas fueron regeneradas a
partir de embriones cigéticos inmaduros via embriogénesis somatica directa, sin pasar por la
formacion de callos. Como explantes se utilizaron los 4pices de embriones cigoéticos, ejes
embrionarios y cotiledones los cuales crecieron en el medio MS conteniendo de 4 a 18 uM
de 2,4-D, 10 uM de TDZ y altas concentraciones de sacarosa de 6 a 10%. Sin embargo, los
mejores resultados fueron observados en el medio MS con concentraciones de 9 uM de 2,4-
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D, 10% de agua de coco y 8% de azucar. El proceso completo de induccion y maduracion de
los embriones fue hecho en el mismo medio. Mas de un 70% de los embriones somaticos
germinaron y posteriormente fueron transferidos a un medio MS que contenia acido
giberélico (AG3) y TDZ, solos y en combinacién, los embriones finalmente fueron transferidos

en macetas para el crecimiento normal de la planta.

Buyukalaca y Mavituna (1996), lograron la regeneracién de chile (Capsicum annuum
var. Acre) a través de la embriogénesis somatica en medio liquido. Para la formacién de
callos embriogénico se utilizaron explantes de embriones cigéticos maduros los cuales
fueron plantados en el medio liquido MS con 9.05 uM de 2,4-D y 3% de azUcar. Los callos
embrionarios fueron transferidos al mismo medio con la concentracion de 2,4-D reducida a la
mitad para incrementar la masa celular. Los cultivos embrionarios fueron pretratados por tres
semanas con un medio MS liquido que contenia nitrato de potasio (KNO7;) y posteriormente
fueron transferidos a un medio de iniciacion embrionaria con 6 g/l de L-proline. Estos
embriones fueron madurados en el medio MS al 50% suplementado con 1.89 uM de acido

abscisico (ABA). La conversion en plantas fue de un 97%.

Por su parte Kintzios et al. (2000) reportaron la induccion de la embriogénesis
somética a partir de hojas jovenes de chile dulce (Capsicum annuum L). Explantes de hoja
de 1 cm fueron cultivados en un medio MS suplementado con 12.9 uM de BA, 9 uM de 2,4-
D y 8% de azucar, los cultivos fueron incubados en la oscuridad. La formacién de un callo
embriogénico fue observado en el 100% de los explantes a partir de la tercera semana en la
oscuridad. EI mayor numero de embriones se observé en las hojas que fueron tomadas a
partir del primer y segundo nudo en forma descendente, contados a partir del apice. Estos
explantes recibieron un pretratamiento por 24 h en un medio liquido MS conteniendo 129 uM
de BA y luego fueron transferidos en el medio sélido. Los embriones somaticos en estado
globular fueron subcultivados en un medio MS con un 3% de azlcar en el cual se

desarrollaron hasta el estado de corazén y torpedo.

Kintzios et al. (2001) investigaron el efecto de las vitaminas y micronutrientes
inorganicos sobre el crecimiento de los callos y la proliferacion de embriones somaticos.
Estos autores encontraron que la adicion de diferentes vitaminas al medio MS, ayuda al
desarrollo de los callos embriogénicos. La adicion de Piridoxina o Mio-inositol en el medio
basal MS produjo mayor numero de callos que el control, el cual contenia solamente
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Tiamina. Sin embargo, significativamente el mayor numero de embriones globulares fueron

inducidos en un medio que contenia Acido Nicotinico.

2.5.5. Cultivo de anteras

El cultivo in vitro de anteras o polen, es una técnica que puede combinarse con el
mejoramiento tradicional para incrementar la eficiencia de la generacién de variedades
superiores, puesto que, con este sistema se pueden obtener lineas homocigoéticas a partir de
padres heterocig6ticos en una sola generacion. Como resultado de la homocigosis se
consiguen lineas puras que, posteriormente hacen posible la produccion de hibridos F1; y
poseen una gran ventaja para el mejoramiento genético del cultivo (Croughan, 1995; Jain et
al. 1996).

De acuerdo a Poschard y Dumas de Valux (1979), lo primeros reportes de obtencion
de plantas haploides en Capsicum son de investigadores hinddes y chinos en 1973. Al afio
siguiente los franceses lograron regenerar los primeros haploides por androgénesis en chile
(Ramage y David, 1996). Estos autores presentaron los resultados de estudios efectuados
por los principales paises productores de hortalizas, especificando que los haploides de
diferentes cultivares de C. annuum L. fueron obtenidos, con sensibles diferencias
genotipicas. Dichos estudios toman en cuenta diferentes parametros como son el
crecimiento de las plantas donantes, las aplicaciones de pretratamientos térmicos y
condiciones ambientales de cultivo que incluyen iluminacién, temperatura y medios de cultivo

con diferentes dosis de sales y reguladores de crecimiento.

Ferrie et al. (1998) y Ferrie y Kéller (1995) mencionan que el éxito en la induccion de
la embriogénesis somatica en el cultivo de anteras esta influenciado por las condiciones de
crecimiento de las plantas donantes (Fotoperiodo, intensidad luminica y temperatura
dia/noche); los pretratamientos aplicados previos al inicio de la incubacion; el estado de
desarrollo de las células gametofiticas; el genotipo de la planta donante y la composicion del

medio de cultivo.

Kristiansen y Andersen (Citados por Ferrie 1986), encontraron que la formacién de
embriones somaticos a partir del cultivo de anteras fue 6ptima cuando las plantas donantes
se cultivaron a una temperatura ambiental de 26°C. Las experiencias de Remage y David
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(1996) quienes trabajaron con plantas donantes cultivadas en invernaderos y con
temperaturas controladas confirman este aspecto; ademas afirman que fuera de los
invernaderos existe una influencia determinada por las estaciones del afio. Matsubara et al.
(1998) confirmaron estas observaciones al trabajar en el cultivo in vitro de anteras de

diferentes especies de Capsicum colectados en diferentes épocas de afio.

Cardefia (2000), observé que el establecimiento del cultivo in vitro de anteras de
Capsicum annuum, variedad Xcat' ic. Est4 dada por la combinacién de sales minerales MS al
50%, las vitaminas de Morel y Wetmore (1951), Mio-inositol (100 mg/l), adenina (50 mg/l) y
sacarosa al 3%. Ademas, de aplicar choques térmicos de 4°C por 24 h, un régimen luminico
con fotoperiodos de 16:8 h y temperatura de incubacién de 27+2°C, las condiciones

adecuadas para inducir y desarrollar los callos.

2.5.6. Aclimatacién

Durante el cultivo in vitro las plantas crecen bajo un ambiente controlado con alta
humedad relativa, baja intensidad luminica, temperaturas constantes, escaso intercambio
gaseoso y medios ricos en compuestos organicos, especialmente sacarosa. Estas
condiciones provocan cambios en la morfologia y fisiologia de las plantas, que las hacen
diferentes de las cultivadas en campo. Todos estos cambios provocan que una gran mayoria
de las plantas micropropagadas no sobrevivan al transplante por las condiciones
ambientales que se presentan en el campo. Por lo tanto, se hace necesario aplicar técnicas
de aclimatacion in vitro o ex vitro, que garanticen un retorno gradual de estas caracteristicas

morfolégicas a la planta (Donnelly et al., 1985).

Vitroplantas de Capsicum annuum obtenidas por organogénesis fueron cultivadas en
macetas y transferidas al invernadero de aclimatacion, obteniendo un alto porcentaje de
sobrevivencia. Las plantas tuvieron un desarrollo normal y desarrollaron frutos que llegaron a

la maduracion (Dabauza y Pefia, 2001).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizaciéon del estudio

La presente investigacion fue realizada en los Laboratorios de Biotecnologia del
Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), en Turrialba, Costa
Rica. El trabajo se desarrollo en el periodo que abarca de diciembre del 2004 a octubre del
2005.

Los trabajos fueron desarrollados en tres fases bien definidas: elaboracion de los
semilleros y desarrollo de plantas madres en invernadero; establecimiento del cultivo en el
laboratorio; preparacion de las muestras para el andlisis histolégico y aclimatacion en el

invernadero.

3.2. Material vegetal

Todos los experimentos fueron realizados con plantulas de chile habanero
(Capsicum chinense Jacq.) accesion 5465 y chile dulce (Capsicum annuum var. Najera)
accesion 20266, desarrolladas en el invernadero a partir de semillas obtenidas del Banco de

Germoplasma del CATIE.

3.2.1. Germinacion de semillas y establecimiento de alméacigos

Las semillas fueron germinadas en el invernadero de los laboratorios de
Biotecnologia del CATIE. Se utiliz6 bandejas de plastico y el sustrato comercial Fafarg®.
Veinticinco dias después de la germinacion las plantas se transplantaron en macetas que
contenian una mezcla de 30% de fibra de coco y 70% de suelo. Esta mezcla fue
desinfectada previamente con 3 ml/l de PCNB® cuyo ingrediente activo es clorofenil
quintozeno. Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de invernadero con
aplicaciones de 2 g/l de fungicida comercial Clortosip® cuyo ingrediente activo es clorotalonil.

Las aplicaciones se realizaron con una semana de anticipacion a la introduccion in vitro.
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3.2.2. Desinfeccion de explantes

Todos los explantes (hojas y apices) utilizados en esta investigacion fueron
desinfectados utilizando el mismo tratamiento. Este consistié en el lavado de los explantes
con agua corriente y posteriormente tratados con fungicida a razén de 1 g/l de Clortosip®
durante 10 minutos. Seguidamente fueron llevados a la camara de flujo laminar, donde se
aplicé una doble desinfeccion con hipoclorito de calcio (Ca(OCI),) a concentraciones de 10 y
8% durante 20 y 15 minutos respectivamente. Finalmente se realiz6 3 enjuagues con agua

bidestilada estéril.

3.3. Embriogénesis somatica

3.3.1. Induccion de callo embriogénico a partir de segmentos de hoja

Como fuente de explantes se utilizé hojas de plantas de 35 dias de edad colectadas
antes de la floracién. Las hojas se seleccionaron del meristemo apical hacia la raiz tomando
la tercera hoja del tercer nudo. En el laboratorio las hojas fueron desinfectas segun el

procedimiento que se menciono previamente.

Posteriormente las hojas fueron cortadas en secciones de 1 cm?® aproximadamente,
cuidando eliminar el borde y la vena central para luego colocarlas en el cultivo con la

superficie abaxial hacia el medio.

Los explantes fueron introducidos en tubos viales de 2 X 10 cm. Estos tubos
contenian 10 ml de medio de cultivo constituido de las sales minerales MS (Anexo 1)
reguladores de crecimiento, vitaminas y sacarosa al 8% de acuerdo a lo recomendado por
Kintzios et al., (2001), con algunas variantes (Cuadro 1). Se utiliz6 agar al 0.8% como
gelificante y el pH se ajusté a 5.7. Los cultivos fueron incubados en la oscuridad por 3
semanas a una temperatura de 27 + 2 °C. Posteriormente fueron transferidos a la luz bajo

un fotoperiodo de 12 horas luz y una temperatura de 29 + 2 °C.
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Cuadro 1. Medios de cultivo utilizados para la induccion de la embriogénesis somatica de
chile dulce (C. annuum var. Najera) y chile habanero (C. chinense). EI M1 corresponde al
testigo recomendado por Kintzios et al. (2000).

M1 M2 M3 M 4

MS Completo MS Completo MS Completo MS Completo

0.5 mg/l Tiamina HCI Vitaminas MS 1 mg/l Tiamina HCI | 1 mg/l Ac. Nicotinico
0.1 mg/l Ac. Nicotinico

3 mg/l BAP 3 mg/l BAP 3 mg/l BAP 3 mg/l BAP
2 mgl/l 2,4-D 2 mg/l 2,4-D 2 mg/l 2,4-D 2 mg/l 2,4-D
80 g sacarosa 80 g sacarosa 80 g sacarosa 80 g sacarosa

Los mejores medios (M1 y M2) del ensayo anterior, en cuanto al desarrollo del callo
friable, fueron tomados como punto de partida para un nuevo ensayo. Este ensayo tuvo
como objetivo evaluar la respuesta de diferentes concentraciones de sacarosa (8, 6 y 4%) y
el tiempo de cultivo en la oscuridad (3, 4, 5 y 6 semanas) durante la induccién de callo

embriogénico en las dos especies de Capsicum.

De igual manera se realiz6 un ultimo ensayo utilizando el medio MS suplementado
con diferentes concentraciones de BAP y 2,4-D, con la finalidad de evaluar la respuesta a la
formacion de callo embriogénico (Cuadro 2). Como testigo se utilizé el tratamiento 12 que

corresponde al medio de Kintzios et al., (2000).

Cuadro 2. Efecto de las concentraciones de BAP y 2,4-D, solos 0 en combinacion sobre la
induccion de callo embriogénico de C. annuum y C. chinense.

BAP mgl/l 0 1.0 15 3.0
2,4-D mg/

0 1 2 3 4
1.0 5 6 7

2.0 9 10 11 12
4.0 13 14 15 16
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Los cultivos fueron incubados a la oscuridad durante 3 semanas a una temperatura
de 27 £ 2 °C. En este ensayo se utilizé como unidad experimental platos petri que contenian

20 ml de medio de cultivo, y cuatro submuestras cada uno.

3.3.2. Multiplicacion del callo en medio liquido

Los callos procedentes de ensayos anteriores e identificados con caracteristicas
interesantes fueron tomados para iniciar suspensiones celulares. El procedimiento utilizado
consistié en adicionar una porcion de callo en platos multi-hueco de seis pozos cada uno los
cuales tienen un volumen de 10 ml. Se utilizaron los medios de cultivo para suspensiones
celulares de Capsicum (Buyukalaca y Mavituna, 1996) y de Musa (Coté et al. 1996) con el fin
de analizar cualitativamente el comportamiento de los callos en medio liquido (Anexo 2).
Ademas se hicieron plateos en los medios de regeneracidn correspondientes a estos autores

para evaluar la calidad embrionaria de las suspensiones.

3.3.3. Histologia

Con la finalidad de estudiar, si los callos que se formaron tenian caracteristicas
embriogénicas, se procedio a realizar el estudio histolégico. Para esto se tomaron muestras

de callos de diferentes tratamientos y con caracteristicas morfogéneticas interesantes.

Los callos fueron colocados inicialmente en una solucion de agar y agua a una
concentraciéon de 1% para formar bloques y evitar que las células se desintegren.
Posteriormente se colocaron en un tubo vial con Formalina-Alcohol-Acido Acético (FAA)
durante 48 horas y seguidamente fueron deshidratadas en una serie ascendente de etanol
(50-70-80-90-95-100 y 100 %) durante una hora en cada uno de ellos; después fueron
infiltrados en resina Technovit® 7100. Luego se prepararon los bloques con 15 ml de solucién
de resina usada en la infiltracion y se le adicioné 1 ml de la solucién endurecedora Technovit
7100°. Posteriormente se realizaron cortes transversales de 3 a 4 micras de grosor con la
ayuda de un micrétomo de resina y seguidamente se tifieron en una bateria de tinciébn con

PAS (Periodic acid Schiff), para finalmente observarlos en el microscopio de luz.
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3.3.4. Variables evaluadas

En estos ensayos se evaluaron las siguientes variables:
e Porcentaje de asepsia (%).
e Porcentaje para el desarrollo de callo. En la Figura 1 se muestra la escala de

medicion establecida para evaluar esta variable.

- U OB

0% 25% 50% 75% 100%

Figura 1. Escala de medicion utilizada para evaluar el desarrollo de callo
en las dos especies de Capsicum.

e Caracteristicas del callo
1. Naturaleza del callo (Compacto o friable)
2. Color del callo

3. Presencia de callo secundario

3.4. Cultivo de apices

3.4.1. Fase de iniciacion

Yemas apicales fueron tomadas de plantas de 40 dias de edad antes de la floracion,
ubicadas en el invernadero. Estos materiales se desinfectaron utilizando el tratamiento de
desinfeccion antes descrito en el apartado 3.2.2. Los 4pices se retiraron cuidadosamente con
la ayuda de un estereoscopio, para finalmente introducirlos en un medio basal MS siguiendo
las indicaciones de Canul (1996). EI Cuadro 3 muestra los tratamientos utilizados para
evaluar el efecto de tres concentraciones de sacarosa en combinacion con diferentes
dosis de BAP. Como testigo se utilizd el tratamiento 4 sugerido por Canul (1996). Los
cultivos permanecieron en este medio durante un mes, bajo un fotoperiodo de 12 horas y

una temperatura de incubacion de 29 + 2 °C.
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Cuadro 3. Concentraciones de sacarosa y BAP utilizados para el cultivo de
apices y yemas axilares de C. Annuum var. Najera y C. chinense.

] BAP mgl/l 0.25 0.5 1.0 1.5
Sacarosa

3% 1 2 3 4
6% 5 6
8% 9 10 11 12

3.4.2. Fase de multiplicacion

Esta etapa consistid6 en tomar los brotes que se lograron desarrollar en la fase de
iniciacién, para comenzar el proceso de multiplicacion. Estos brotes fueron seccionados en
explantes nodales y cultivados en frascos tipo gerber conteniendo un medio MS completo
suplementado con tres citocininas, la BAP (0.25 y 0.5 mg/l), Kin (0.25y 0.5 mg/l) y el TDZ
(0.25 y 0.5 mg/l); como fuente de carbono se utiliz6 sacarosa al 3%. Estos cultivos se

incubaron bajo un fotoperiodos de 12 horas y una temperatura de 29 + 2 °C.

3.4.3. Fase de desarrollo

Parte de los brotes del primer ensayo de cultivo de apices y con un mes de edad,
fueron transferidos a un medio MS completo y a otro medio MS reducido a la mitad en su
composicion de sales, esto con el propésito de buscar la mejor concentracion para el
desarrollo de los brotes. Ambos medios contenian 1 g/l de carb6n activado, 3% de sacarosa

y 0.8% de agar como gelificante.

Asimismo, los brotes que fueron llevados a fase de multiplicacion como explantes
nodales posteriormente fueron transferidos en la fase de desarrollo utilizando un medio MS
completo como ha sido indicado en el parrafo anterior. Todos los tratamientos fueron
incubados bajo un fotoperiodo de 12 horas luz y una temperatura de 29 + 2 °C y evaluados

cada tres semanas.
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3.4.4. Fase de aclimatacioén

La aclimatacion consistié en seleccionar las vitroplantas con una altura promedio de
4.5 cm, con 2 a 8 foliolos y con raices bien desarrolladas para transferirlas a condiciones de
invernadero. Para tal efecto se utilizd recipientes de plastico (macetas), los cuales fueron
cubiertos de un sustrato estéril compuesto de 50% de suelo y 50% de fibra de coco. Las
vitroplantas fueron sacadas del frasco y lavadas sus raices con abundante agua para ser
plantadas en las macetas. Seguidamente los cultivos fueron colocados en el invernadero de
aclimatacion directamente bajo sombra de Saran®. Las plantas recibieron un solo riego diario
por la mafiana, manteniendo el sustrato totalmente humedo durante dos semanas. En esta
etapa se evalué el porcentaje de sobrevivencia y el comportamiento morfolégico de la

plantas.
3.4.5. Variables evaluadas

Las variables evaluadas en el cultivo de apices y explantes nodales fueron las siguientes:
e Porcentaje de asepsia (%)

¢ Numero de hojas formadas

¢ NuUmero de nudos y entrenudos formados

e Presencia de callo
3.4.6. Andlisis estadistico

Para todos los experimentos se utilizé tres repeticiones y un Disefio Completamente
al Azar (DCA) con o sin disefio factorial de los tratamientos. Estos fueron sometidos al
analisis de la varianza (ANDEVA) para la comparacién de medias, y en algunos casos se les
aplicé la prueba de comparacion mdltiple de Duncan. Para formar grupos de tratamientos se
aplicé el analisis de conglomerados. Los datos fueron analizados con el programa estadistico
SAS (1999). En los ensayos de suspensiones celulares y aclimatacion no se aplico ningdn

andlisis estadistico por considerarse meramente exploratorios y preliminares.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Germinacion de semillas y establecimiento de almacigos

Bajo condiciones de almacenaje las semillas de especies de Capsicum permanecen
viables durante 5 a 8 afios; aunque hay considerable variacién entre cultivares y condiciones
de almacenamiento. El contenido de humedad 6ptimo para la conservacion de estas semillas
esta entre 4 y 5%, bajo temperaturas de -10 y -20° C, estas condiciones permiten mantener
la viabilidad hasta en un 85% con periodos de germinacién que van de 3 a 4 semanas
después de la siembra, dependiendo de las condiciones de germinacién y la variedad
empleada (IBPGR, 1983). Las semillas utilizadas en este estudio procedentes del Banco de
Germoplasma del CATIE, se comportaron de manera similar. En semillas de C. annuum se
obtuvo un 95% de germinacién después de 15 dias de cultivo; mientras que en C. chinense
s6lo se obtuvo un 83% de germinacién, después de 18 dias de cultivo. Esta diferencia
posiblemente se debe a las condiciones y tiempos de almacenamiento de las semillas y a la

constante variacion del estado del tiempo durante el periodo de germinacién.

El desarrollo posterior de las plantas también fue variable entre ambas especies, en
C. annuum se obtuvieron plantas sanas y vigorosas mientras que en C. chinense algunas
plantas se mostraban enfermas y cloréticas lo cual redujo la disponibilidad de material para
la introduccion al laboratorio (Figura 2).

Figura 2. Elaboracién de semilleros en especies de Capsicum. A. C. annuum L var.
Najera, muestra mayor germinacioén. B. C. chinense Jacq., muestra mayor nimero de
celdas vacia debido a la menor germinacion.
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4.2. Induccion de la embriogénesis somatica

4.2.1. Establecimiento de cultivos asépticos

El éxito de los sistemas de micropropagacion de plantas depende en gran medida del
control y prevenciéon de la contaminacién microbiana, hoy en dia la contaminacion es uno de
los principales problemas para los que trabajan en cultivo de tejidos de plantas (Perez et al.
1998). Es por esta razén, que se debe prestar total importancia a la procedencia de los
explantes, ya que todo material que viene del campo y que se introduce al laboratorio
siempre va acompafiado de microorganismos presentes en el ambiente donde se desarrollan
las plantas (George, 1993). Al respecto Mroginski y Roca (1991), mencionan que el
procedimiento de desinfeccion debe permitir eliminar los microorganismos con el menor dafio
posible para los explantes, por lo tanto no es factible recomendar un procedimiento general
para este propoésito, y se debe considerar la especie y el tipo de explante a utilizar. Para
considerar el éxito de la desinfeccion es necesario evaluar el nivel de asepsia como el de

sobrevivencia de los explantes.

Afortunadamente el establecimiento de cultivos asépticos de hoja se logré con éxito
desde los primeros ensayos. La doble desinfeccion con hipoclorito de calcio (Ca(OCI),),
permitié el mejor resultado de asepsia en C. chinense con un 94.61%; mientras que en C.
annuum se obtuvo un 92.87% (Fig. 3). En C. chinense se obtuvo mayor dafio por bacterias
(4%) y en C. annuum se observd mayor contaminacién por hongos (6%). Ademas se
observé un incremento en la contaminacion conforme las plantas fueron alcanzando la
madurez, lo cual posiblemente se debe a la presencia de hongos y bacterias endofiticos

presentes en el material vegetal y que se expresan a cierta edad de las plantas.

A pesar del alto porcentaje de asepsia observado en las dos especies de Capsicum,
también se aprecié un nuimero importante de explantes necrosados cuando se utilizaron
tiempos de desinfeccion de 20 y 15 minutos en Ca(OCl),; por tal motivo el tiempo de la doble

desinfeccion se redujo a 15 y 10 minutos respectivamente en los ensayos posteriores.
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Figura 3. Porcentaje de asepsia en explantes
foliares de C. annuum y C. chinense.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Kintzios et al. (2000), quienes
reportan hasta un 100% de asepsia al trabajar con explantes de hoja de C. annuum,
empleando una solucién al 20% de NaOCl y 2% de Tween-80 por 10 minutos. Por
consiguiente, el tratamiento de desinfeccién utilizados en este estudio logré cumplir los
requerimientos de sanidad necesarios para el establecimiento in vitro de las dos especies de
Capsicum.

4.2.2. Obtencion del callo primario

Son pocos los trabajos desarrollados para la induccién de la embriogénesis somética
en especies de Capsicum (Binzel et al. 1996; Buyukalaca y Mavituna, 1996; Kintzios et al.
2000). En lo que respecta a la induccién de callo a partir de explantes de hoja, se tomé como
modelo el protocolo establecido por Kintzios et al. (2000). Estos autores reportaron haber
obtenido embriones sométicos en diferentes estados de desarrollo a partir de explantes de

hoja de C. annuum a la tercera semana de su cultivo en la oscuridad.

En este estudio se observd que a la primera semana de cultivo en la oscuridad los

explantes cultivados en los cuatro medios de induccién de callo (M1, M2, M3 y M4)
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mostraron la formacion de un callo de cicatrizacion en el contorno del explante tanto en C.
annuum, como en C. chinense. No obstante, la morfologia del callo fue diferente en ambas
especies. En C. chinense el callo fue cristalino, mientras que en C. annuum se observo un
callo cremoso y denso. Al realizar las evaluaciones a la tercera semana de cultivo en la
oscuridad los callos mostraban un aumento en tamafio y volumen con apariencia consistente

en las dos especies.

La escala de medicién establecida anteriormente (Fig. 1), para evaluar la callogénesis
en el curso del cultivo permiti6 medir cualitativamente el incremento en el desarrollo del callo

en el tiempo. La Figura 4 muestra el incremento en el desarrollo de callo expresado en

porcentaje del area del explante cubierta por el callo.

Figura 4. Desarrollo del callo primario en segmentos de hoja de C. chinense (Ch) y C.annuum (A).
DO= ausencia, D1= 25%, D2= 50%, D4= 75% y D5= 100% de callo en la superficie del explante.

Las evaluaciones efectuadas después de la tercera semana de cultivo en la
oscuridad, muestran diferentes respuestas en el desarrollo del callo dependiendo de la
especie y de los medios de cultivo empleados. Aunque se pudo apreciar el desarrollo
constante de callo en todos los medios, el analisis de la varianza (ANDEVA) indica
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diferencias significativas con relacion al medio (0.0014) y a la especie (0.0011); mientras que
la interaccion medio*especie (0.4848) no fue significativa, indicando que estos dos factores

actuan de manera independiente (Cuadro 1, Anexo 3).

Segun la prueba de comparacién de medias de Duncan, se observan diferencias
estadisticas altamente significativas para el desarrollo de callo en los diferentes medios de
cultivo. Se destacaron como mejores tratamientos los medios M1 y M2 para ambas especies,
el promedio mas alto fue registrado en el medio M2 con una media de 71.54% de callo, sin
encontrarse diferencias significativas con el tratamiento testigo M1 (71.04%). Sin embargo,
estos medios fueron estadisticamente diferentes a los medios M3 y M4 en los cuales se
obtuvo efectos minimos, con medias de 62.56 y 54.99, respectivamente como se aprecia en
la Figura 5. Estos medios tampoco presentaron diferencias significativas entre si. La adicion
de vitaminas al medio MS como el acido nicotinico mas la combinacién de piridoxina o mio-
inosintol favorecen el desarrollo del callo segin Kintzios et al. (2001). Asimismo, Vazquez et
al. (2003), mencionan que el mejor tratamiento para el desarrollo de callo en hojas de C.
annuum fue el uso de 20% de agua de coco mas la adicion de vitaminas. Esto coincide con
nuestros resultados obtenidos en los medios M1 y M2 en los cuales se combiné dos 0 mas
vitaminas; mientras que en los medios M3 y M4 solamente se adiciondé una vitamina
(Tiamina 6 Ac. Nicotinico) a lo cual se le atribuye las difentes respuestas. En el medio M4 el
cual contiene acido nicotinico Kintzios et al. (2001), lograron la induccion de embriones

somaéticos; no obstante esta respuesta no fue observada en este estudio.

La respuesta a los medios M3 y M4 fue un lento desarrollo del callo y mayor nimero
de explantes necrosados; sin embargo, tener una buena respuesta a la formacion de callo no
es sindnimo de obtener callos con caracteristicas embriogénicas. En este sentido Chanatéasig
(2004), menciona en su estudio haber obtenido callos embriogénicos a partir de callos
necrosados de pétalos de cacao, y a partir de ellos obtuvo embriones en diferentes estados
de desarrollo. Sin embargo, este estudio no puede tomarse como punto de partida para
seleccionar un callo embriogénico en chile por tratarse de especies totalmente diferentes y

trabajar con metodologias diferentes.
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Figura 5. Medias para el desarrollo de callo primario
expresado en porcentajes para los cuatro medios de cultivo
probados en las dos especies de Capsicum.

En el Cuadro 5 se puede apreciar que la especie C. chinense respondié mejor al
desarrollo de callo con una media de 70.34% con diferencias altamente significativas
respecto a la especie C. annuum gque mostré una media de 59.58%. Esto nos indica que la
respuesta al desarrollo de callo depende en gran parte de la especie, asi tenemos que C.
chinense tiene una mayor capacidad para la formacién de callo primario que la especie C.

annuum en las condiciones planteadas.

Cuadro 4. Prueba de medias y andlisis de varianza para las principales variables evaluadas
en las dos especies de Capsicum cultivadas en los medios M1 y M2 en condiciones de
oscuridad.

Especie Medio Asepcia Explante Desarrollo callo
de cultivo (%) necrosado (%) primario (%)
C. annuum M1y M2 92.87 3.71 59.58b
C. chinense M1y M2 94.61 2.319 70.34a
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Cuando el cultivo fue evaluado a la tercera semana en luz continua se observo
diferencias estadisticas significativas entre el medio de cultivo (0.0019) y la especie (0.0009);
contrariamente la interaccion medio*especie (0.06023) no fue significativa (Cuadro 2, anexo
3). Los explantes mostraron un comportamiento similar con respecto a la taza de crecimiento
exponencial del callo cuando fueron incubados inicialmente en oscuridad y luego transferidos
a la luz (Cuadro 6). Sin embargo, en explantes bajo condiciones de oscuridad se aprecio un
tipo de callo con caracteristicas friables, mientras que en condiciones de luz se apreciaron
células alargadas y muy hidratadas en gran namero de callos. Al respecto, Kintzios et al.
(2000), también mencionan haber obtenido mayor numero de callos friables cuando los

explantes se incubaron en condiciones de oscuridad.

Cuadro 5. Prueba de medias y andlisis de varianza para las principales variables evaluadas
en las dos especies de Capsicum cultivadas en los medios M1y M2, en condiciones de luz.

Especie Medio de Asepcia Explante Desarrollo de callo
cultivo (%) necrosado (%) primario ( %)

C. annuum ly2 88.87 3.71 59.58b

C. chinense 2y1 89.61 2.319 70.88a

Con base en los resultados obtenidos en el ensayo anterior y destacando como mejor
tratamiento los medios M1 y M2 para ambas especies se inici6 un segundo ensayo para
evaluar concentraciones de sacarosa y tiempos de cultivo en la oscuridad. Al realizar la
prueba de analisis de varianza se encontré diferencias significativas con relacion a sacarosa
(<0.0001) y el tiempo de cultivo en la oscuridad (<0.0001), para ambas especies. En lo
referente a las interacciones éstas se presentaron en especie*medio (0.0173),
especie*oscuridad (<0.0001), medio*oscuridad (0.0147), y especie*medio*oscuridad

(0.0380). No se encontro interaccion entre los cuatro factores (Anexo 4).

Las dos especies se comportaron de manera similar al ensayo anterior, lo cual
confirma que C. chinense con una media de 67.88%, es mas callogénico que C. annuum con
una media de 60.95% (Fig. 6A). No se encontraron diferencias significativas para el

desarrollo de callo en 8 y 6% de sacarosa con medias de 68.99 y 66.59% respectivamente,
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pero si con respecto al 4% de sacarosa con una media de 57.65% (Fig. 6B). Esto significa
que hay mayor desarrollo del callo a mayor concentracion de sacarosa, pero no depende
solamente de esta fuente sino que tiene una accién conjunta con los otros factores. Harini y
Laskshmi Sita (1993), reportaron haber encontrado mayor desarrollo de callo al trabajar con
concentraciones de 2 a 10% de sacarosa, pero el mayor nimero de embriones en estado
globular y cotiledonar lo obtuvo al trabajar con 8 y 10% de sacarosa en explantes de
embriones cigéticos de C. annuum var. California. Por otro lado, Binzel et al. (1996), lograron

la formacién de callo embriogénico en C. annuum en presencia de sacarosa al 8%.

75.00 75007
.00 67.88a 68.99a g4 gy
60.95b. 65.634
57.65b
g 56,95 3 56.254
2 S 4688
T =
o [S]
3 3750 8 37.50-
o 2
o S 28.13
= B
()
© 18.75 QO 18.754
a)
9.38
0.00 _ ! 0.00
C.annuumC. chinense 8% 6% 4%
Especie Sacarosa

Figura 6. Diferentes efectos sobre el desarrollo de callo primario. A. Respuesta de las dos
especies de Capsicum al desarrollo de callo primario. B. Efecto de la concentracién de
sacarosa sobre el desarrollo de callo primario.

Segun se muestra en la Figura 7 el tiempo de cultivo en la oscuridad tiene un efecto
significativo sobre la callogénesis. Seis semanas de cultivo en la oscuridad significaron una
media de 82.43% de desarrollo de callo; en tanto que tres semanas reflejaron una
callogénesis de 54.12%. Sin embargo, cuando los explantes fueron transferidos a

condiciones de luz en determinado momento alcanzaron un 100% de formacion de callo.
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Chee et al. (1982) citados por Villalobos y Thorper (1991), sefialan que los factores
fisicos entre ellos la luz y la temperatura son considerados de los mas importantes a

controlar durante la microprogacion.

90.004 82.43a
77.14-
64.29]
51.43

38.574

25.714

Desarrollo de callo (%)

12.86-

3 4 5 6

Semanas de cultivo en la oscuridad

Figura 7. Efecto del tiempo de cultivo en la oscuridad sobre el
desarrollo de callo.

Debido a la cantidad de tratamientos (48), se aplicé el andlisis de conglomerados con
el proposito de agrupar tratamientos y de esta forma seleccionar un grupo de ellos que fuera
estadisticamente diferente del resto. (Fig. 8). Este analisis (Figura 1, Anexo 5), permitié
seleccionar siete grupos, destacando el grupo V como el mas callogénico con una media de
90.43% de desarrollo de callo, y por lo tanto significativamente diferente a los otros grupos

formados. Mientras que en el grupo VIl se apreciaron los mas bajos rendimientos (34.23%).

37



100.00-
90.43a

78.25b

75.00 69.13c
61.99d

51.32e
50.00 44.05f

34.23g

Desatrrollo de callo (%)

25.00+

I Il i v \Y VI VIl
Grupos de tratamientos

Figura 8. Grupos de tratamientos con la combinacién de cuatro factores
especie (C. annuum y C. chinense), medios (1 y 2), sacarosa (4, 6 y 8%) y
semanas del cultivo en la oscuridad (3, 4, 5 y 6 semanas) definidos por el
analisis de conglomerados.

En el Cuadro 6 se presenta un resumen de la combinacion de tratamientos que
favorecen la formacion de callo en cada una de las especies. Asi tenemos que para C.
annuum estas combinaciones de tratamientos se encontraron en el grupo V en el medio M1
con 8% de sacarosa y seis semanas de cultivo en la oscuridad, superando al testigo con tres
semanas de cultivo en la oscuridad. Cuando se utilizo el medio M2, las tres concentraciones
de sacarosa y 6 semanas de cultivo en la oscuridad favorecieron el desarrollo de callo. Por lo
tanto se puede recomendar el medio M2 con 4% de sacarosa ya que este tratamiento
produce un comportamiento similar que al utilizar las concentraciones mas altas. Asimismo
para la especie C. chinense la combinaciéon que mejor resulté fue el medio M1 con 6y 8 %
de sacarosa y 6 semanas de cultivo en la oscuridad o bien el medio M2 en presencia de 6%
de sacarosa y 6 semanas de cultivo en la oscuridad.
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Cuadro 6. Grupo V con las combinaciones de tratamientos que favorecen el desarrollo de
callo en las dos especies de Capsicum.

Especie Grupo Medio de Sacarosa Semana de cultivo a
cultivo (%) la oscuridad
Vv 1 8 6a
Capsicum annuum 2 8 6a
2 6 6a
2 4 6a
Vv 1 6 6a
Capsicum chinense 1 8 6a
2 6 6a

Para el buen desarrollo de los explantes es necesario tomar en cuenta las
interacciones entre la luz, la sacarosa y la fuente nitrogenada. La expresion del gen y la
actividad enzimética de las proteinas dentro del medio son regulados por estimulos internos
y ambientales en el que la luz, la fuente de carbono y la fuente nitrogenada juegan un papel

muy importante en el desarrollo morfogenético de los explantes (Sivasankar y Oaks, 1996).

Nuestros resultados difieren con los obtenidos por Kintzios et al. (2000) y Binzel et al.
(1996), quienes recomiendan utilizar 8% de sacarosa y 3 semanas de cultivo en la oscuridad
para la expresion del callo embriogénico y posteriormente la formacién de embriones
sométicos en explantes de C. annuum. A pesar de que este tratamiento fue usado como
testigo, se pudo apreciar que los callos que permanecieron mayor tiempo en la oscuridad
mostraban un buen desarrollo con caracteristicas morfogenéticas como una mayor friabilidad
y disgregacién. De igual manera se aprecio la diferenciacion de algunos callos de coloracién
café translucido los cuales se agrupaban entre si y presentaba una coloracién café
translucido, mientras que los callos que se transfirieron tempranamente a condiciones de luz
presentaban células alargadas y muy hidratadas sin mostrar caracteristicas morfogenéticas

interesantes.

39



El comportamiento de los explantes respecto al desarrollo del callo friable se evalud
en un ultimo ensayo, empleando un medio MS suplementado con diferentes concentraciones
de citocinina y auxina. Este ensayo permiti6 observar diferencias significativas entre los
efectos principales de la BAP (<0.0001) y el 2,4-D (<0.0001) y la interaccion de todos los
factores, los cuales resultaron ser significativos indicando que la citocinina depende de la
auxina para el desarrollo de callo (Anexo 6).

Por primera vez en esta investigacion no se encontraron diferencias significativas
para el desarrollo del callo en las dos especies de Capsicum. El desarrollo del callo es
favorecido por las concentraciones de 1 y 1.5 mg/l de BAP con medias de 47.22 y 45.91%;
respectivamente. Los porcentajes mas bajos de desarrollo del callo se obtuvieron en 3y 0
mg/l de BAP con medias de 36.58 y 27.92%, respectivamente (Fig. 9A). Concentraciones
altas de 4 y 2 mg/l de 2,4-D favorecen el desarrollo de callo (54.05 y 49.31 %) encontrandose
los méas bajos rendimientos (36.02 y 18.35 %) al 1 y 0 mg/l de 2,4-D (Fig. 9 B). No obstante,
hasta el momento ninguno de estos tratamientos ha favorecido la induccién de callo
embriogénico.

60.00- 60.00-

54.05a

50.004 47.22a 45 goa

40.00+ 36.68b

3000{  27.92c

20.004

Desarrollo de callo (%)
Desarrollo de callo (%)

10.004

0.004
00 10 15 30 0 1 2 4

BAP (mg/l) 2,4-D (mg/l)

Figura 9. Efecto de los reguladores de crecimiento BAP y 2,4-D sobre el desarrollo de los callos en las
dos especies de Capsicum. A. Concentraciones de BAP (mg/l). B. Concentraciones de 2,4-D (mg/l).
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Se aplicéd el andlisis de conglomerados a los 32 tratamientos con el propésito de
agruparlos y seleccionar un grupo de tratamientos que fuera estadisticamente diferente del
resto. Al aplicar el analisis de conglomerados y de acuerdo al dendograma (Anexo 7) se
seleccionaron los cinco grupos que mejor respondieron al desarrollo de callo. El grupo V fue
el que presentd un mejor comportamiento para el desarrollo del callo (77.08%),
encontrandose diferencias altamente significativas entre los grupos restantes (Figura 10). El

grupo Il contiene los tratamientos con nulo desarrollo en las dos especies.

90.00-

77.08a

77.144

64.29

51.43

38.57

25.51d
25.71

Desarrollo de callo (%)

12.864

0.00

[ n i v \Y
Grupo de tratamiento

Figura 10. Grupos de tratamientos sobresalientes para el
desarrollo de callo; tomando en cuenta la combinacion de tres
factores: especie (C. annuum y C. chinense), BAP (0.0, 1.0 ,1.5y
3.0mg/l) y 2,4-D (0.0, 1.0, 2.0 y 4.0 mg/l).

En el Cuadro 7 se presenta un resumen de las combinaciones de los mejores
tratamientos, para C. annuum fueron las concentraciones de BAP (1.0, 1.5 y 1.5 mg/l) en
combinacion de 2,4-D (2, 2 y 4 mg/l), mientras que en C. chinense solamente se encontré
una combinacién de BAP (1.5 mg/l) y 2,4-D (4 mg/l) que favorecieron el desarrollo de callo.

Estos datos superan al testigo que fue de 3 mg/l de BAP en combinacion de 2 mg/l de 2,4-D.
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Cuadro 7. Mejores combinaciones de tratamientos para el desarrollo de callo friable en las
dos especies de Capsicum.

Especie Grupo BAP (mgl/l) 2,4-D (mgl/l)

1.0 2a
Capsicum annuum \V 15 2a

15 da

15 4a
Capsicum chinense \V/ 1.0 2b

Buyukalaca y Mavituna (1996), encontraron que una efectiva induccién y desarrollo
de callo friable depende directamente del 2,4-D, reportando un nivel éptimo de 2 mg/l para
el desarrollo de embriones. Sin embargo, cuando se duplicé la concentracion de 2,4-D se
encontré una leve disminucion en el porcentaje de embriones somaticos, aunque el
porcentaje de callo embriogénico se mantuvo. También encontré que concentraciones de 0.5
y 1 mg/l de BAP favorecen el desarrollo de los embriones y la maduracion de los mismos.
Asimismo, Furelli y Garcia (1986) encontraron que el 2,4-D es esencial para el desarrollo de
callo embriogénico en explantes foliares de helecho (P. cretica). En este trabajo el mayor
porcentaje de callo con caracteristicas embriogénicas se presentd a concentraciones de 4
mg/l de 2,4-D en combinacién de 1.5 mg/l de BAP en ambas especies; no obstante, la

expresion de embriones soméaticos aun no ha sido observada.

4.2.3. Color del callo y consistencia

En todos los ensayos y en ambas especies se aprecié diferencias en el color y la
morfologia del callo por lo que se clasifican en cuatro tipos: cristalino blanco (cb) constituido
de células alargadas muy hidratadas, disgregables al tacto (Fig. 11A); cristalino blanco y
formando agrupaciones en todo el explante (cba), es un callo muy compacto no disgregable
al tacto (Fig. 11B); cristalino verde (cv) es un callo constituido por agrupaciones celulares de
consistencia gruesa y disgregable al tacto (Fig. 11C); el callo café translucido (ct),
conformado por células redondas muy hidratadas y disgregables al tacto (Fig. 11D). Estos
tipos de callos fueron muy similares a los descritos por Buyukalaca y Mavituna (1996), en
explantes de embriones cigéticos de C. annuum var. Arce. Estos autores encontraron un
callo café-amarillento con alta frecuencia embriogénica y a partir del cual obtuvieron

embriones somaticos en diferentes estados de desarrollo.
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Figura 11. Tipos de callo primario caracterizados por su color y consistencia,
en ambas especies de Capsicum. A. Cristalino blanco (cb); B. Cristalino blanco
formando agrupaciones (cba); C. cristalino verde (cv); D. café translucido (ct).

De manera general se realiz6 un andlisis de frecuencia y se sacaron los promedios
del tipo de callo que predominé en cada una de las especies (Anexo 8). Asi se tiene que
para C. annuum el tipo de callo que predominé fue el cba en todos los medios, mientras que
en C. chinense el callo predominante fue el ct. También se pudo apreciar que a
concentraciones altas de sacarosa (6 y 8%) y a seis semanas de cultivo en la oscuridad se
favoreci6 un callo tipo ct. Sin embargo, cuando estos callos fueron transferidos a condiciones
de luz adquirieron caracteristicas del callo tipo cv, mientras que a concentraciones altas de
BAP (1.5 mg/l) y de 2,4-D (4 mg/l) se favorecié el callo tipo ct, en ambas especies. La
presencia de pequefias agrupaciones celulares en este callo nos llevé a suponer que el callo
ct posiblemente tenia aptitudes embriogénicas; sin embargo no se pudo observar la

formacion de embriones somaticos.

Una vez que el callo primario dejé de crecer, se pudo observar un callo secundario
creciendo sobre el mismo. Practicamente, esto fue observado en todos los ensayos, pero su

frecuencia fue mayor en presencia de 2,4-D conforme a lo esperado.
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4.2.4, Multiplicacion del callo en medio liquido.

El cultivo de células en suspension consiste en aislar un conjunto de células 6
agregados celulares con caracteristicas embriogénicas y distribuirlo en un medio liquido en
constante movimiento (Gémez, 1996). El éxito del establecimiento de suspensiones celulares
a partir de fragmentos de callo depende en gran medida de la friabilidad del tejido calloso.
Esta es la propiedad que tienen las células de separarse unas de otras con relativa facilidad

después de una division celular (Evan et al. 1981).

Los callos tipo ct con aparentes caracteristicas embriogénicas fueron introducidos en
el medio de cultivo para suspensiones celulares propuesto para Capsicum por Buyukalaca y
Mavituna (1996) y para musaceas por Coté et al. (1996). En ambos medios se evidencié una
temprana multiplicacion celular tanto en C. annuum como en C. chinense. En la Figura 12 se
aprecia las suspensiones celulares de C. annuum (A) y C. chinense (B) mostrando células

redondas con contenido formando agregados celulares y células en multiplicacién.

Figura 12. Suspensiones celulares de C. annuum (A) y C. chinense (B).
ac: Agregados celulares

cc: células con contenido celular

dc: Células en divisién

Cuando los callos de C. annuum tipo ct provenientes del tratamiento 1.5 mg/l de
BAP, 4 mg/l de 2,4-D, 8% de sacarosa y tres semanas de cultivo en la oscuridad fueron
transferidos al medio de regeneracion propuesta por Buyukalaca y Mavituna (1996), se

comenzo a observar pequefias estructuras redondas en forma de embrion (Fig. 13A). Estas
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estructuras fueron transferidas a un medio sélido de maduracién recomendada por este
mismo autor. Estas estructuras aumentaron de tamafio y posteriormente se fueron
necrosando, lo cual indica que el medio de maduracion no fue el adecuado para su
desarrollo o las estructuras observadas no preservaron un adecuado estado de

diferenciacion embrionaria (Fig. 13B).

De igual manera se tomd agregados celulares para iniciar el proceso de regeneracion
sobre medios recomendados por los mismos autores. En los medios utilizados se observé el
desarrollo de un callo compacto sin mostrar signo de regeneracién, también se apreci6
algunos callos que comenzaban a organizarse y formar grupos compactos en ambas
especies (Fig.13C). Esto nos indica que el callo tiene aptitudes morfogenéticas y que hay

células que en algiin momento comienzan a organizarse.

Figura 13. Suspensiones celulares de C. annuum mostrando cierta organizacion. A. Estructuras
redondas y alargadas que asemejan a un embrion. B. Estructuras en el medio de maduracion que
comienzan a necrosarse. C. Callos organizados en pequefias agrupaciones redondas.

4.2.5. Histologia de callos

El estudio histolégico permiti6 analizar la calidad de los callos que produjeron los
explantes en las dos especies de Capsicum (Fig. 14). Ambas especies presentan callos con
células grandes, diferenciadas y sin contenido, dando la apariencia de ser células ya
envejecidas. Las muestras tomadas de las estructuras formadas en suspension celular y los
callos tipo ct de C. annuum mostraron una mayor cantidad de células en activa division
celular. Se observan grupos de células con citoplasma muy denso, nucleos y nucleolos
prominentes, tipicos de células con gran actividad metabélica (Fig 14A). Algunos de estos

grupos celulares se organizan en forma de proembriones, los cuales a su vez se recubren de
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una gruesa pared (Fig. 14B). Es posible observar también pequefios granos de almidén que
forman parte de su contenido celular, asi como divisiones celulares en diferente plano
(Fig.14C). Esta especie fue la que presentdé una mayor formacién de células con
caracteristicas embriogénicas o bien, mayor formacién de proembriones. No se logré

observar la formacion de embriones bien desarrollados.

En callos de C. chinense (Fig. 14D) las caracteristicas fueron muy similares a las
descritas anteriormente, sin embargo, la calidad de las células fue menor que en el caso
anterior. Aqui hubo mayor presencia de células muy diferenciadas que no presentaron
caracteristicas embriogénicas, las cuales lucen completamente vacias. Sin embargo es
importante hacer notar que se encontraron pequefios grupos de células aun con
caracteristicas meristematicas. Las células que al parecer en algin momento formaron
proembriones, no lograron completar su desarrollo y posteriormente entraron en un proceso
de deterioro celular, razon por la cual se aprecian grandes cantidades de fenoles en su
interior. Hubo también pequefios grupos de células con un ndcleo prominente y contenido

de almidon, sin ser de relevancia en el proceso embriogénico.

Figura 14. Cortes histoldgicos de callos con caracteristicas embriogénicas, A, B y C
corresponden a C. annuum y D corresponde a C. chinense. A. Posibles células embriogénicas
(ce), nicleo con nucleolo (n). B. Posibles proembriones (pe), con paredes gruesas bien
definidas (p). C. Granulos de almidon (a) y citoplasma muy denso (c). D. Posibles células
embriogénicas con presencia de fenoles (pf) visto a 20X.
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Como se puede observar en la Figura 14, algunos de estos callos tienen
caracteristicas embriogénicas, sin embargo el desarrollo de embriones no seda, lo cual
posiblemente se deba a que el medio de cultivo utilizado, no es el mas indicado. Esto
implica que a pesar de su potencial para formar proembriones, se requiere seguir
optimizando aun mas el medio de cultivo, de manera que se logre concluir con la formacién

de embriones bien desarrollados.

4.3. Cultivo de apices

4.3.1. Fase de iniciacion

Resulta importante sefalar que debido a que los explantes fueron tomados de plantas
cultivadas en condiciones de invernadero y al eficiente protocolo de desinfeccion utilizado, se
logré hasta un 100% de asepsia en las dos especies de Capsicum. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Canul (1996) quien reporta haber obtenido un 100% de asepsia
en el establecimiento de meristemos de C. chinense provenientes de campo. Este autor
utilizé un tratamiento de desinfeccion de hipoclorito con sodio (NaOCI) al 15% y un tiempo de
remojo de 10 minutos. Santana et al. (2005), también reporta el uso de NaOCI al 30 % de su
concentracion con un tiempo de remojo de 15 minutos obteniendo resultados similares en

explantes de yemas axilares de C. chinense.

El cultivo de apices y yemas axilares durante 22 dias en presencia de las diferentes
concentraciones de BAP (0.25, 0.5, 1.0 y 1.5 mg/l) y sacarosa (3, 6 y 8%) permitié6 observar
tendencias diferentes entre las especies en cuanto al nimero de hojas y nudos formados
(Cuadro 8). Para la especie C. annuum la media maxima (1.56) para el nimero de hojas fue
registrado en sacarosa al 3% y 0.5 mg/l de BAP (T2), mientras que la mejor media (0.17)

para la variable nimero de nudos se observé con sacarosa al 8% y 1.5 mg/l de BAP (T12).

Mientras que en la especie C. chinense, la media méaxima (1.89) para el nimero de
hojas y nimero de entrenudos (0.61) se presentd en sacarosa al 3% y 1.5 mg/l de BAP (T4).
No obstante las diferencias entre estos tratamientos y el T3, T11 y T12 no son significativas

estadisticamente (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Comparacion de medias de Duncan para la variable nimero de hojas y numero
de nudos en el cultivo de apices de en C. annuum y C. chinense cultivados en diferentes
concentraciones de sacarosa y BAP. La evaluacion se hizo a los 22 dias de cultivo.

Tratamiento BAP mgl/l Numero promedio de  Numero promedio de
Hojas Nudos

C. annuum

3% sacarosa

T1 0.25 0.28f 0.0b
T2 0.5 1.56a 0.06ab
T3 1.0 1.28abcd 0.06ab
T4 1.5 1.22abcd 0.11ab
6% sacarosa
T5 0.25 0.78e 0.0b
T6 0.5 0.89de 0.0b
T7 1.0 0.94dec 0.06ab
T8 1.5 1.00abcde 0.06ab
8% sacarosa
T9 0.25 0.83e 0.0b
T10 0.5 1.33abc 0.0b
T11 1.0 1.28abcd 0.06ab
T12 1.5 1.39a 0.17a
C. chinense

3% sacarosa

T1 0.25 1.50abc 0.39abc
T2 0.5 1.41abc 0.50ab
T3 1.0 1.68ab 0.58a
T4 1.5 1.89a 0.61a
6% sacarosa

T5 0.25 0.89d 0.0d

T6 0.5 1.28abc 0.06cd
T7 1.0 1.39abc 0.17bcd
T8 1.5 1.50abc 0.29abc

8% sacarosa

T9 0.25 1.11dc 0.11cd
T10 0.5 1.61abc 0.33abc
T11 1.0 1.67ab 0.286abcd
T12 1.5 1.72ab 0.500ab

Valores seguidos por la misma letra, en la misma columna, no son estadisticamente diferentes
(Duncan o=0.05).

En C. chinense se observaron resultados similares a los obtenidos por Canul
(1996), quien menciona haber logrado plantas a los 30 dias de cultivo de los explantes, en
un medio MS suplementado con 1.5 mg/l de BAP. Menciona también que las
concentraciones altas de citocinina y auxina inhiben el alargamiento e incentivan la

produccion de grandes masas de callo. Mientras que concentraciones bajas de BAP
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inhiben el alargamiento de los brotes (Pierik, 1990). Este mismo efecto fue observado en
este estudio al emplear bajas concentraciones de BAP, las cuales inhibieron el desarrollo
de los brotes y posteriormente se necrosaron. También se observd que las altas
concentraciones de sacarosa (6 y 8%) favorecen el desarrollo de callo e inhiben el

crecimiento de los brotes.

En los tratamientos con sacarosa al 6 y al 8% se observaron efectos minimos para
ambas especies, sin embargo todos los explantes desarrollaron callo en la base del corte
que posteriormente crecié y los cubrié por completo. Dabauza y Pefa (2001), Ochoa-Alejo y
Garcia-Bautista (1990) encontraron que las heridas realizadas en la parte apical del explante
promueven la formacién de pequefios callos blancos sobre el mismo. Efectos similares
fueron observados en este estudio para ambas especies de Capsicum ya que en todos los

tratamientos se desarrollé un callo blanco en la base del corte.

En C. annuum se observé en todos los tratamientos un callo de consistencia
compacta que cubrio la parte apical del explante impidiendo el desarrollo de plantas
completas (Fig. 15A). En tanto que en C. chinense se formé un callo de consistencia
cremosa y menos compacta, el cual no impidié la formacién de plantas completas (Fig. 15B).
Este callo se fue necrosando para dar origen al desarrollo de raices, lo cual permitié valores

de 83.33 y 66.67% de plantas bien desarrolladas en término de 30 dias en los tratamientos

T3y T4, respectivamente.

Figura 15. Desarrollo y respuesta morforgenética de apices de C. annuum (A) y C. chinense (B 'y
C) evaluados a los 22 dias de cultivo. A. Callo muy compacto cubriendo la parte apical del
explante. B. callo formado en la base del corte, C. Apice mostrando la formacién de raices a partir
de callo.
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Los resultados obtenidos en este estudio reflejan diferentes respuestas entre C.
annuum y C. chinense; por ejemplo en C. annuum no se logro el alargamiento de los brotes
y por lo tanto no se establecié la fase de multiplicacién. Resultados similares son sefialados
por Dabauza y Pefia (2001) quienes trabajaron con 21 variedades de C. annuum. Ellos
observaron una baja respuesta a la brotacién y formacion de vastagos, y aseguran que las
variables niumero de brotes y alargamiento del tallo dependen de la especie y la variedad

con que se trabaje.

4.3.2. Fase de multiplicacion

En esta fase se evaluo el efecto de la BAP, Kinetina y TDZ en concentraciones de
0.25 y 0.5 mg/l, sobre la multiplicacion de brotes (Cuadro 9). No obstante, el efecto de las
concentraciones utilizadas no fue el esperado en el desarrollo de brotes multiples mas bien
todos los tratamientos desarrollaron plantas completas. Ademas en el tratamiento con 0.25
mg/l de BAP; se observé plantas con tallos deformes. También se observé el desarrollo de
un callo cristalino en los dos extremos de la microestaca (Fig. 16). Efectos similares fueron
encontrados por Ochoa-Alejo y Garcia-Bautista (1990) quienes mencionan haber obtenido
un bajo porcentaje de vastagos deformes al utilizar solo BAP; sin embargo también

mencionan que la BAP estimula el desarrollo de raices en los brotes.

Es posible observar diferentes respuestas del explante a las tres citocininas
empleadas. La mayor media (2.87) para el nimero de hojas se registr6 con 0.25 mg/l de
Kinetina, la cual mostré diferencias significativas con los demas tratamientos. La media mas
baja (1.33) para el numero de hojas se registr6 en 0.25 mg/l de TDZ. Estos resultados
difieren totalmente con los encontrados por Santana et al. (2005) quienes mencionan que a
concentraciones de 0.75 mg/l de TDZ se provoca la organogénesis en explantes nodales de
C. chinense; sin embargo este fendmeno no se observo en este estudio lo cual pudo deberse

a las bajas concentraciones de TDZ usadas en este estudio.
La mayor media (1.13) para el numero de nudos fue registrada con 0.25 mg/l de

Kinetina, encontrandose diferencias significativas con el resto de los tratamientos. El peor

resultado (0.20) para esta variable se registré en presencia de 0.25 mg/l de BAP (Cuadro 9).
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Figura 16. Brotes de C. chinense en fase de multiplicaciéon en
presencia de diferentes fuentes de citocinina. A. Cultivo de brotes en
presencia de 0.25 mg/l de BAP, Kinetina y TDZ. B. Cultivo de brotes en
presencia de 0.5 mg/l de BAP, Kinetinay TDZ.

Cuadro 9. Comparaciéon de medias de Duncan para el efecto Kinetina, TDZ y BAP sobre el
desarrollo de brotes en Capsicum a la tercera semana de cultivo.

Tratamiento mg/I Numero promedio Numero promedio
de hojas de nudos

BAP

1 0.5 1.93b 0.53b
2 0.25 1.47b 0.20b
Kin

3 0.5 1.87b 0.47b
4 0.25 2.87a 1.13a
TDZ

5 0.5 1.40b 0.27b
6 0.25 1.33b 0.20b

Valores seguidos por la misma letra, en la misma columna, no son estadisticamente diferentes (Duncan a=0.05)

La Kinetina en concentraciones de 0.25 mg/l favorecié el desarrollo de brotes en
plantas completas, en este tratamiento también fue observado mayor desarrollo de raices
aunque esta variable no fue evaluada. Estas observaciones son similares con lo descrito por

Christopher y Rajam (1994), quienes obtuvieron mayor formacién de raices en vastagos de
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C. annuum al utilizar 1 mg/l de Kinetina 6 BA en el medio de desarrollo MS. Por otro lado
Ochoa-Alejo y Garcia-Bautista (1990), encontraron mayor numero de vastagos formados en

explantes de C. annuum al utilizar Kinetina en el medio.

4.3.3. Fase de desarrollo

Los brotes del primer ensayo (T3 y T4) de C. chinense que presentaban buena
conformidad morfolégica fueron transferidos a un medio MS al 100 y 50% de su
concentracion original, mas 1 g/l de carbén activado para acelerar su desarrollo. Los dos
tratamientos desarrollaron plantas completas al mes de cultivo; sin embargo en el medio MS
al 50% se pudo apreciar un alargamiento acelerado de un solo entrenudo, mientras que en el
medio MS al 100% se observé un lento desarrollo del vastago con mayor nimero de nudos y

entrenudos lo cual permitié un mejor desarrollo morfolégico del vastago (Fig. 17).

Figura 17. Vitroplantas de 6 semanas de edad de C. chinense en fase de
desarrollo. A. Vitroplanta proveniente del medio MS al 100% mostrando un
buen desarrollo del vastago con varios nudos y entrenudos. B. Vitroplanta
proveniente del medio MS al 50% en la cual se observa un solo entrenudo muy
desarrollado.

En el desarrollo de brotes de Gloxinia (Sinningia speciosa) la adicion de 1.5 g/l de
carbon activado en el medio MS, favorecid que los brotes enraizaran exitosamente en 4
semanas y desarrollaran mayor nimero de nudos y entrenudos adquiriendo mayor vigor en
tallos y hojas (Aceves y Hernandez, 1997). Efectos similares pudieron observarse en las
vitroplantas de C. chinense al utilizar 1 g/l de carbdn activado en el medio MS después de 6

semanas de cultivo (Fig. 18).
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Figura 18. Desarrollo de brotes de C. chinense a la 6 semana de
cultivo en presencia de 1 g/l de carbén activado en el Medio MS. A.
Brotes procedentes de 0.25 mg/l de Kinetica, TDZ y BAP. B. Brotes
procedentes de 0.5 mg/l de Kinetina, TDZ y BAP.

4.3.4. Fase de aclimatacion

Del total de 30 vitroplantas de C. chinense que fueron transferidas al invernadero
para la fase de aclimatacién, se logré un 73.33% de sobrevivencia después de dos semanas
en invernadero. Estos resultados son similares a los observados por Christopher y Rajam
(1994), quienes lograron un 86% de sobrevivencia al trabajar con dos especies de

Capsicum. Dabauza y Pefia (2001); obtuvieron 90 y 95% de sobrevivencia en C. annuum L.

El 36.67% de mortalidad obtenido durante la aclimatacion lo atribuimos a las plantas
gue fueron plantadas con menos de 4 foliolos, los cuales no resistieron el estrés causado por
el cambio de temperatura y por consiguiente murieron; mientras que las plantas que fueron
plantadas con 4 a 8 foliolos presentaron una alta sobrevivencia (Fig. 19A). Otro factor que
influyé fue la presencia de hongos (Damping-off) en la etapa de transplante. También se
requiere prestar atencion al momento del transplante y cubrir solamente la base del tallo ya

que si se cubre el primer entrenudo aumenta la mortalidad.
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Las plantas que lograron sobrevivir presentaron un lento desarrollo en la primera
semana de transplante; pero en el transcurso de la tercera semana se apreci6 el desarrollo
de nuevos folios (Fig. 19B), y los 45 dias se pudo observar la formacion de yemas florales
(Fig. 19C). El desarrollo de frutos se dio a los 60 dias de cultivo en el invernadero, los cuales
estaban listos para su cosecha al cabo de 98 dias (Fig. 19D). El ciclo vegetativo de las

plantas fueron muy similar a las plantas procedentes de semilla (Nuez et al. 1996).

Es importante sefialar que todas las plantas fueron colocadas bajo sombra de Saran®
en el invernadero y no en cdmaras himeda de aclimatacion como se acostumbra hacer con
la mayoria de las plantas que son aclimatadas en el invernadero. Esta informacion resulta
importante ya que simplifica la manipulaciéon de las vitroplantas durante la transferencia a
invernadero, reduce el tiempo de cultivo en esta fase y facilita la transferencia de plantas a

campo.

Figura 19. Aclimatacion de plantas de C. chinense. A. Planta con cinco
foliolos y buen desarrollo de raices. B. Desarrollo de foliolos C. Planta
morfolégicamente bien desarrollada y en etapa de floracion. D. Planta
con el primer fruto formado al tercer mes de cultivo en el invernadero.
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5. CONCLUSIONES

El tratamiento de desinfeccion utilizado permitié el establecimiento exitoso de
explantes de hojas y meristemos en ambas especies de Capsicum. Mostrando los

porcentajes mas altos en la especie C. chinense.

El protocolo de Kintzios et al. (2000), no fue el adecuado para embriogénesis
somatica del cultivo, sin embargo, este protocolo modificado con 1.5 mg/l de BAP, 4
mg/l de 2,4-D, 8% de sacarosa y tres semanas de cultivo en la oscuridad favorecieron

la induccién de callo friable con caracteristicas embriogénicas.

El medio para suspensiones celulares recomendados por Buyukalaca y Mavituna
(1996), para Capsicum, favorecio en desarrollo de pequefias estructuras semejantes

a un embrién en C. annuum.

Se logro el establecimiento aséptico de las dos especie de Capsicum; sin embargo en
C. annuum las plantas no llegaron a la fase de desarrollo debido a que se cubrieron
de callo, mientras que C. chinense respondié favorablemente a las distintas fases de

cultivo.

En la fase de iniciacién el medio suplementado con 1,0 y 1,5 mg/l de BAP y 3% de
sacarosa favorecié el crecimiento de los apices en C. chinense y ademas permitio

iniciar la fase de multiplicacién.

En la fase de multiplicacién todos los tratamientos permitieron el desarrollo de brotes;

sin embargo, 0.25 mg/l de kinetina fue el mejor tratamiento.

El desarrollo de plantas completas, conformes morfolégicamente se logré en el medio

MS al 100% de sales minerales y 3% de sacarosa.

La aclimatacion de las vitroplantas de C. chinense fue exitosa, las plantas en

invernadero siguieron un desarrollo vegetativo normal.
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6. RECOMENDACIONES

Con la finalidad de obtener un protocolo eficiente para la embriogénesis somatica
resulta importante darle seguimiento a las variables y tratamiento que mejor
resultaron en este trabajo y evaluar otros factores que resulten importantes como o

son los reguladores de crecimiento y las vitaminas.

Reducir el numero de ensayos, y dedicarle mayor interés a los callos con
caracteristicas friables, de igual manera prestar mas tiempo a evaluar diferentes

medios que orienten la expresion de dicho callo.

Realizar andlisis histologicos en todos los callos que tengan apariencia de friabilidad

y asi detectar el momento oportuno para la expresion embriogénica.

Para el cultivo de meristemos, consideramos importante evaluar en la fase de
iniciacion, los mismos tratamientos que se utilizaron en la fase de multiplicacion. Esto

resultaria interesantes sobre todo para la especie C. annuum.
Seguir evaluando las caracteristicas morfoldgicas de las plantas que llegaron a la

fase de aclimatacion, y si es posible llevarlas a campo para seguir evaluando su

comportamiento.
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Anexo 1

Cuadro 1. Composicion quimica de sales minerales MS.

Sales orgéanicas

MS mg/l

concentracion

Macroelementos
NHsNO;

KNO3;

Ca4C|2

Ca.Clz. 2H,0
Ca(NOs),
Ca(NO3)2. 4H20
MgSO,

MgSO,. 7H,0
KH,PO,

FeSO,. 7TH,O

Microelementos
Kl

H3BO3

MnSQO,. H,O
MnSO4. 4H20
ZnS0,. 7TH,0
CuS0,. 5H,0
NaMOO4. ZHZO
COCIz. 6H,0
Na,MEDTA. 2H,0

1650
900
440
370
170
37.3

0.83
6.2

22.3
8.6
0.025
0.25
0.025
37.3
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Medio de suspension celular fase de multiplicacién (Buyukalaca y Mavituna, 1996)
Macro y microelementos de MS adicionado con 2ml/l de 2,4-D, 3% de sacarosa, el medio se
ajusto a un pH:5.8

Medio de regeneracion (Buyukalaca y Mavituna, 1996)
Macro y microelementos de MS al 50%, adicionado con 0.5 ml/l de BAP, 3% de sacarosa y
0.8 de agar, el medio se ajusto a un pH: 5.8

Medio de suspension celular fase de multiplicacion Ma2 (Coté et al. 1996).
Macro y microelementos de MS, adicionado con 1 mg/l, de biotina, 100 mg/l de
glutamina,100 mg/l de extracto malta , 1 mg/l de 2,4-D, el medio se ajusta un pH: 5.3.

Cuadro 2. Medio de regeneracion Ma3 (Coté et al. 1996)

MS mg/l

Sales orgéanicas concentracion
KNO3 2500
CaCl,. 2H,0 200
MgSQ;,. 7H,0 400
NH4H2PO4 300
MnSO4. Hzo 10
H3BOg 5
ZnS0O,. 7H,O 1
Kl 1
CuS0,. 5H,0 0.2
NaMoO,. 2H,0 0.1
COC|2 6H,0 0.1
Fuente de hierro
FeSO,4. 7TH,O 15
Na,MEDTA 20
Vitaminas MS
Biotina 1
Glutamina 100
Extracto malta 100
Prolina 230.2
ANA 0.2
Zeatina 0.05
2lp 0.2
Kinetina 0.1
Lactosa 10 g/l
Sacarosa 45 g/l
Azarosa 7 g/l
pH 5.3
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Cuadro 1. Analisis de la varianza para el desarrollo de callo en condiciones de oscuridad. Es
posible ver el nivel de interaccion entre el medio (M1, M2, M3 y M4) con la especie

Fuente de variacion GL  Cuadrado medio F. Calculada Pr>F
medio 3 374.057925 8.40 0.0014
especie 1 695.093548 15.62 0.0011
medio*especie 3 38.008207 0.85 0.4848

Cuadro 2. Andlisis de la varianza para el desarrollo de callo en condiciones de luz. Es
posible ver el nivel de interaccion entre el medio (M1, M2, M3 y M4) con la especie

Fuente de variacion GL Cuadrado medio F. Calculada Pr>F
medio 3 365.113993 7.89 0.0019
especie 1 758.126007 16.38 0.0009
medio*especie 3 29.470361 0.64 0.6023
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Anexo 4

Cuadro 3. Analisis de la varianza para el desarrollo del callo evaluados a la (3, 4, 5y 6
semanas de oscuridad), donde es posible observar el nivel de interaccién entre los factores
en estudio: medio, especie, sacarosa y semanas de oscuridad (SemOsc).

Fuente de variacion GL Cuadrado medio F calculada Pr > F

Especie 1 1731.49833 12.34 0.0007
medio 1 175.03273 1.25 0.2669
Especie*medio 1 823.09599 5.87 0.0173
sacarosa 2 1717 .00534 12.24 <.0001
Especie*azucar 2 262.96950 1.87 0.1591
medio*azucar 2 137.65460 0.98 0.3787
Especie*medio*azucar 2 350.42157 2.50 0.0877
SemOsc 3 5540.83333 39.48 <.0001
Especie*SemOsc 3 1276.79022 9.10 <.0001
medio*SemOsc 3 516.61317 3.68 0.0147
Especie*medio*SemOsc 3 409.69165 2.92 0.0380
azucar*SemOsc 6 122.38737 0.87 0.5184
Especi*azucar*SemOsc 6 290.25146 2.07 0.0640
medio*azucar*SemOsc 6 187.05783 1.33 0.2501
Espe*medi*azuc*SemOs 6 133.43621 0.95 0.4628

Anexo 5
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Figura 1. Dendograma en la cual se aprecia los mejores grupos de tratamientos en las dos
especies de Capsicum. En la primera fila corresponde a especies (C. annuum vy
C.Chinenses), en la segunda fila corresponde al medio (1 y 2), tercer fila concentraciones de
sacarosa (4, 6 y 8%)y la cuarta fila semanas de oscuridad (3, 4, 5 y 6 semanas).
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Cuadro 4. Andlisis de la varianza para el desarrollo del callo evaluados para las dos
especies de Capsicum en combinaciéon con BAP (0, 1.0, 1.5y 3 mg/) y 2,4-D (0, 1.0, 20y
3.0 mg/l) en un medio MS.

Fuente de vairacion GL Cuadrado medio F calculada Pr > F
Especie 1 257.63846 1.70 0.1969
BAP 3 1943.42298 12.82 <.0001
Especie*BAP 3 924 .82589 6.10 0.0010
2,4-D 3 137.94865 40.50 <.0001
Especie*2,4-D 3 1065.22977 7.03 0.0004
BAP*2,4-D 9 1134.45681 7.49 <.0001
Especie*BAP*2,4-D 9 388.86349 2.57 0.0138

Anexo 7

Figura 2. Dendograma en la cual se aprecia los mejores grupos de tratamientos en las dos
especies de Capsicum. En la primera fila corresponde a especies (C.annuum y C.
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chinenses), en la segunda fila corresponde a concentraciones de BAP (0, 1, 1.5y 3 mg/l) y la
tercer fila corresponde a concentraciones 2,4-D (0, 1,2 'y 3 mg/l).
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Andlisis de frecuencia para el color de callo primario en las dos especies de Capsicum.
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Especie cb cba ct cv

C. annuum 33.81 40.39 17.50 9.30
C. chinense 24.66 4.64 51.46 19.23
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