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En C. chinense, a la fecha se han realizado dos reportes de proliferacion de brotes, en
los que se utilizaron nudos y segmentos de tallos como explante (Santana-Buzzy et
al., 2005, 2006). En C. chinense existen dos reportes de ES (Lépez-Puc ef al., 2006;
Zapata-Castillo et al., 2007). El primer protocolo es el mas eficiente no solo del género
Capsicum, sino también de la familia Solanaceae, dado que la formaciéon de
embriones somaticos de manera directa puede ser inducida a partir de una amplia
gama de explantes (Lopez-Puc et al., 20086).

En este trabajo, nuestro principal propdsito fue desarrollar un sistema de regeneracion
in vitro, que sea reproducible y eficiente. Ademas, este sistema debera permitir y
facilitar la propagacién de cuitivares que resulten promisorios, producto del
mejoramiento convencional o biotecnologico, 0 que se encuentren conservados in
vitro.






1.1.2 Importancia de Capsicum chinense

El chile habanero (C. chinense) es uno de los principales ingredientes en la
gastronomia de la comida yucateca, y el gusto por su sabor caracteristico se ha
extendido a otras partes del mundo. En la actualidad se ocupa como materia prima
para la elaboraciéon de una extensa gama de productos industriales. En la industria
alimenticia se utiliza para la preparacion de salsas picantes, pastas, hamburguesas y
botanas. Ademas, se extraen los pigmentos, los cuales son utilizados como colorantes
para salsas, quesos, aderezos, gelatinas, entre otros. En la industria farmacéutica, la
capsaicina extraida de los chiles es utilizada en la elaboracién de cremas, parches
para dolor muscular y artritis, asi como para pastas dentales. En la industria militar, la
capsaicina también es utilizada como componente basico del gas pimienta en los
atomizadores de defensa.

1.2 Embriogénesis somatica

La ES se define como el proceso por el cual las células somaticas forman estructuras
bipolares y sin conexién vascular al tejido materno, pasando por una serie de etapas
caracteristicas a la embriogénesis cigética, pero sin que ocurra fusién de gametos
(Williams y Maheswaran, 1986).

1.2.1 Fases de la embriogénesis somatica

Las fases fundamentales de la ES son la induccidn, histodiferenciacion, maduracion,
germinacion y conversién del embriéon. Cada una de éstas fases es regulada por
diversos factores (Rudus et al., 2006).

1.2.1.1 Induccién de la embriogénesis somatica

Durante la induccién, las células somaticas adquieren caracteristicas embriogénicas
mediante una completa reorganizacion del estado celular, incluyendo cambios
fisiologicos, metabdlicos y moleculares (Fehér et al., 2003). Lo anterior esta basado en
la teoria de la totipotencia celular propuesta por Haberlandt's en 1902 en la que
plantea que todas las células somaticas de las plantas tienen la informacion genética
necesaria para dar origen a una planta funcional y completa (Jiménez, 2001). La
expresion de los genes se regula para permitir la diferenciacion de los érganos de la
planta. La induccién de fa ES por lo tanto es, consecuencia de reemplazar el patrén de
expresioén genética de las células del tejido, por un patréon de expresion genética
embriogénico (Von Arnold et al., 2002).

Sharp y Evans (1982), utilizaron los términos, célula embriogénica inducida
determinada (/EDC, por sus siglas en inglés) para describir una célula embriogénica
que se ha originado de una célula no embriogénica y célula pre-embriogénica
determinada (PEDC, por sus siglas en inglés), para describir a una célula proveniente
de una célula de un embrion cigético, la cual ya expresa un programa de expresion
genética embriogénico. Para fines de regeneracion, una vez obtenido ambos /EDC o
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observado en diferentes sistemas in vitro y en diferentes especies indicando el
caracter especifico y unico de este RCV. De hecho su uso para la induccion de los
embriones somaticos se remonta a los trabajos de Halperin y Wetherell en 1964
(Raghavan et al., 2004, Junaid ef al., 2006).

Se ha observado que el 2,4-D, puede tener un efecto dual en los cultivos dependiendo
de la concentracion: puede actuar como una auxina (directamente o0 a través del
metabolismo endbégeno de AlA) o como agente estresante (Fehér et al, 2003). De
hecho, se piensa que el 2,4-D funciona mas como sustancia de estrés, que como
fitohormona, causando la adquisicion de competencia embriogénica (Kikuchi et al.,
2008). Lo anterior, es sustentado también por Grossmann (2000), que demostré que
durante el tratamiento con 2,4-D aumentaron los niveles celulares de etileno y ABA
(RCV del estrés).

En algunos estudios se han encontrado altas concentraciones de AlA endégeno, que
se han relacionado con un incremento en la respuesta embriogénica en varias
especies/explantes (Michalczuk y Druart, 1999; Jiménez y Bangerth, 2001a, c).
Basandose en lo anterior, se supone que la competencia embriogénica presente en
algunas especies esta asociada con el incremento de los niveles de AIA endogeno
debido a la presencia de 2 4-D, sugiriendo que este compuesto sintético actua
alterando el metabolismo. Por lo tanto, la activacion simultanea de auxina y de
respuestas a estrés podria ser un evento clave en la adaptacion celular, causando
reprogramacion genética, metabdlica y fisiolégica, lo cual resulta en la adquisicién de
competencia embriogénica de las células somaticas de las plantas.

Por ofra parte, el uso de las citocininas se ha reportado en aproximadamente 12% de
los protocolos (Fig. 1.3). En algunos casos, la aplicacién de citocininas impide el
desarrollo de los embriones somaticos (Gaj, 2004). Sin embargo, en otros sistemas
son mas efectivas que las auxinas, por ejemplo, el uso de kinetina en S. fruncata
indujo ES, mientras que el uso de 2,4-D la inhibid, lo cual se atribuyé a que éeste
cactus tiene altos niveles enddgenos de auxinas (Al-Dein et al., 2006). El uso de
zeatina en Gossypium hirsutum. promovi6 la diferenciacién, maduracidn y germinacion
de los embriones somaticos, por el contrario el 2,4-D inhibié la germinacion y promovié
la formacién de callos (Zhang ef al., 2001). En Helianthus anuus se detectaron niveles
endoégenos altos de AlA, y solo fue necesaria fa aplicacién de BA (Bencil amino
purina) para inducir la ES (Thomas et al., 2002).






El ABA se ha utilizado principalmente, en la fase de la maduracion. Este actta
regulando la sintesis y deposicion de compuestos de almacenamiento, induciendo
tolerancia a la desecacién y generando dormancia 0 quiescencia en los embriones
somaticos (Von Arnold et al., 2002). Sin embargo, su uso no esta limitado a esta
etapa, ya que ha sido utilizado para inducir la ES en coniferas (Stasolla et al., 2002) y
en angiospermas (Nishiwaki et al, 2000; Radus et al, 2006). También se ha
relacionado el nivel endégeno de ABA con el efecto positivo de induccién de la ES
(Kikuchi et al., 20086). En Daucus carota la aplicacion de ABA en el cultivo de plantulas
completas, induce de manera eficiente la formacién de embriones somaticos en la
zona del hipocotilo (Nishiwaki et al., 2000). Sin embargo, hay que tener en cuenta, que
esta respuesta ocurre solo en presencia de las yemas apicales, la principal fuente de
auxina en las plantulas, lo cual sugiere una interaccion del ABA y las auxinas para la
induccién del proceso.

Los brasinosteroides (Br) se han utilizado en pocos estudios de la £S. Sin embargo,
su uso resulté muy util en la formacién de tejido embriogénico en coniferas y arroz.
Cuando el brasinélido se combin6 con las citocininas, la regeneracién se incrementd.
Al parecer esto se debid a que el brasindlido potencié el efecto de la citocinina
(Pullman et al., 2003; Aydin et al., 2008).

Las PAs (putrescina, espermidina y espermina), se han utilizado ampliamente como
inductores de la ES en diferentes especies de plantas. Montage et al. (1978, 1979)
fueron los primeros en reportar el incremento endégeno de estos RCV durante la ES
en cultivos de Daucus carota. En esta especie, se observd que el proceso se inhibid
completamente cuando se bloqueé la biosintesis de PAs (Montague et al., 1979). En
un estudio en D. glomerata se demostré que las PAs estan relacionadas positivamente
con la adquisicién de competencia embriogénica (Li y Burrit, 2003). Se ha sugerido
que las PAs median la accién de otros RCV y al parecer actuan tanto en el desarrolio
de las plantas como en otros procesos morfogenéticos (Kakkar y Sawhney, 2002). La
aplicacion exdgena de putrescina aumento la formacion de embriones somaticos en
G. hirsutum (Hamidou et al., 2005), y en S. melongena (Yadav y Rajam, 1997). Las
PAs (espermidina y espermina) y el etileno tienen un precursor comun (SAM), por lo
que se supone, que un aumento en la biosintesis de PAs provoca la reduccion de la
biosintesis de etileno, favoreciendo la induccioén de la ES (Minocha et al., 1991). El
tratamiento de masas proembriogénicas (PEMs) con PAs favorecio la germinacion de
embriones somaticos (Nakagawa et al., 2006). Ademas se han encontrado niveles
mas altos de PAs en cultivos embriogénicos que en cultivos no embriogénicos,
especificamente en estudios de coniferas y Daucus carota (Kumar et al., 1989). La
aplicacién de putrescina resulté benéfica durante las etapas tempranas de la ES en
Solanum melongena (Yadav y Rajam, 1998; Kelley et al., 2002).

En muchos sistemas de regeneracién se postula que posiblemente el etileno actia
como un inhibidor en la induccién de la ES (Litz y Yurgalevitch, 1997). Se ha reportado
que la aplicacién de inhibidores de la biosintesis de etileno como la aminoetoxivinil-
glicina (AVG) incrementé la induccion de la ES (Kong y Yeung, 1994; Santos et al.,
1997). El uso de blogueadores de los receptores de etileno como el cobalto, el niquel
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1.2.1.2 Histodiferenciacion de la embriogénesis somatica

Por lo general, un embrién somatico experimenta los mismos cambios de estadios que
un embrion cigotico. Las dicotileddneas atraviesan por las siguientes etapas: globular,
acorazonada, torpedo y cotiledonar. Los embriones de las monocotileddneas
atraviesan por la etapas: globular, coleoptilar y escutelar (Thorpe, 1995). Al proceso
de formacién de 6rganos que ocurre cuando los embriones globulares se desarrollan
hasta alcanzar la etapa cotiledonar, se le da el nombre de histodiferenciacion (Thorpe,
1995). En las plantas dicotiledoneas, el embrién en etapa temprana tiene forma
globular, mientras que el embridbn maduro es simétricamente bilateral, a lo largo del
eje apical-basal y tiene dos cotiledones. La adquisicion de la simetria bilateral ocurre
durante la transicién de la etapa globular a la etapa acorazonada (Tykarska, 1979). Se
ha observado que para el establecimiento de la polaridad y el crecimiento bipolar en la
planta se requieren niveles bajos de auxina (Michalzuk et al., 1992). Ademas, el
transporte polar de la auxina es necesario para establecer la simetria bilateral en los
embriones dicotiledonarios. Para fundamentar lo anterior, se encuentran las
observaciones en embriones cigéticos de mutantes de A. thaliana que tienen reducida
su capacidad de transporte de auxinas, estos mutantes desarrollan estructuras en
forma de cono, en vez de dos cotiledones (Okada ef al., 1991). En este fenotipo se ha
observado también que los embriones cigéticos de Nuez de la india que han sido
cultivados in vitro no logran formar los dos cotiledones cuando se les expone a
inhibidores del transporte de auxinas (Liu ef al., 1993). Los cotiledones fusionados son
caracteristicos de los embriones somaticos con forma de cuerno, cominmente
observados en cultivo de células y esto probablemente sea debido a que la auxina
aplicada exégenamente no puede ser transportada hacia los embriones globulares, lo
que evita el desarrollo normal. De todos los RCV conocidos, la auxina es el unico que
muestra transporte polar (Kaldewey, 1984). La direccidbn de su movimiento es
predominantemente basipetal (hacia la parte inferior de la planta) en los brotes,
aunque también es acropetal (hacia la parte superior de la planta) en la raiz. La
polaridad que se observa en el transporte de la auxina se ha asociado con numerosos
fendmenos de desarrolio y crecimiento de la planta, como fototropismo, dominancia
apical y formacion de raices adventicias (Galweiler et al., 1998). La adicidén de
inhibidores del transporte de auxina durante la ES de Daucus carota provoca la
incapacidad de los embriones a experimentar la transicion entre la etapa globular y
acorazonada o entre la etapa acorazonada y torpedo (Schiavone y Cooke, 1887).

Hay datos que indican que la auxina es importante para la induccion del desarrollo del
tejido vascular (Fosket y Roberts, 1964; Fukuda y Komamine, 1980; Klee et al., 1987;
Romano et al., 1991; Aloni, 1995). Se ha demostrado que el transporte de auxinas
ocurre en células que estdn dentro o adyacentes a los tejidos vasculares
(Wangermann, 1974; Morris y Thomas, 1978). El incremento en la concentracion de
auxinas en el cambium vascular debido al transporte basipetal proporciona suficientes
niveles de auxinas para activar, la mitosis en el cambium vascular (Uggla et al., 1996),
para influir en el tamafo de las traqueidas (Sheldrake y Northcote, 1968), y ademas
como sefial para la determinacidn de diferentes tipos de células vasculares (Uggla et
al., 1996).
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1.2.1.4 Germinacion y conversién de los embriones somaticos

La germinacion es el proceso fisiolégico que puede definirse como los cambios
metabdlicos que empiezan con la hidratacion de la semilla y terminan cuando la
radicula se alarga y emerge de la cubierta seminal (Rojas-Aréchiga et al., 1997).
Mientras que la conversién es el desarrollo sincronizado de la raiz primaria y la
formacion del apice caulinar con las hojas cotiledonares (Thorpe, 1995). La definicién
de germinacién anteriormente mencionada no se puede aplicar a los embriones
somaticos, ya que estos no poseen cubierta seminal. Por lo que quiz3, la definicién de
germinacién mas apropiada en embriones somaticos, seria la emision de radicula. En
muchas especies de plantas, es dificil que ocurra la germinacién de los embriones
somaticos y su conversion a planta. Es precisamente en esta etapa en la que se han
observado anormalidades (Steintz et al., 2003), que se han clasificado en ftres
categorias: (1) Embriones fusionados (Rodriguez y Wetzstein, 1994; Carraway y
Merkle, 1997; Benelli et al., 2001; Stipp et al., 2001; Tomaz ef al., 2001); (2) Carencia
de cotiledones, presencia de un solo cotiledon o cotiledones malformados (Carraway y
Merkle, 1997; Jayasankar ef al., 2002); (3) Carencia de parte aérea o anomalias en la
diferenciacién del meristemo apical (Nickle y Yeung, 1993, Suhasini et al., 1996;
Padmanabhan et al., 1998; Stipp et al., 2001; Jayasankar ef al., 2002). Las principales
causas de estas anormalidades, probablemente se deban a que los embriones
somaticos presentan falta de maduracion y falta de tolerancia a la desecacién y la
dormancia. Para lograr la conversién del embrion y mejorar la eficiencia de la
regeneraciéon a planta, se han evaluado diferentes estrategias, como la adicion de
agentes osméticos, tales como: carbohidratos y azucares alcohol. Los RCVs como el
acido giberélico (AG;) se han empleado en el medio de cultivo durante la conversion
de los embriones somaticos en plantas (Binzel et al., 1996; Choi et al., 2002; Junaid et
al., 2006). Es probable que el AG; sea necesario en los cultivos de embriones
somaticos que experimentan dormancia (Choi et al., 1999).

1.2.2 Embriogénesis somatica en otras especies de la familia Solanaceae

Las especies Nicotiana tabacum., Lycopersicum esculenfum y Solanum tuberosum
forman parte de la familia Solanaceae y son consideradas especies modelo, debido a
su facilidad de regenerar 6érganos y eventualmente plantas completas in vitro. Por este
motivo estas han sido ampliamente utilizadas para estudios de ingenieria genética. Sin
embargo, los reportes de ES en estas especies son escasos, y se presentan
limitaciones en la regeneracién. Solanum melongena es la especie en la que hay
mayor numero de reportes de £ES (Cuadro 1.2).
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2.2 Introduction

All chili peppers belong to the Capsicum genus of the Solanaceae family. There are 27
species of Capsicum, but only five of these have been domesticated and cultivated: C.
annuum Linné, C. baccatum Linné, C. chinense Jacquin, C. frutescens Linné, and C.
pubescens Ruiz and Pavén. C. chinense or Habanero pepper, as it is known in México
and other parts of the world, differs from the rest of the peppers in the higher level of
pungency in the fruit, which is recognized as the hottest (the most spicy) known
(DeWitt and Bosland, 1993). Although the point of origin of C. chinense is located in
the Amazon (Greenleaf, 1986), the Yucatan Peninsula, in Mexico, is considered to be
the center of genetic diversity for this species given the great variety of shapes, size,
color, taste, aroma, and pungency of its cultivars. Besides being consumed fresh and
processed, because of its high capsaicin content, it is also the raw material for the
elaboration of medicines, spray repellent, anticorrosives, cosmetics, and shampoo.
Although cell cuiture and plant regeneration have been achieved in many members of
the Solanaceae family, Capsicum is still considered to be a genus recalcitrant to in
vitro morphogenesis. Most of the regeneration methods reported for C. annuum L.
involve direct organogenesis from cotyledons and hypocotyls. The major problem in
the process of in vitro regeneration is shoot elongation, which occurs more often in hot
pepper and in C. frutescens than sweet pepper varieties (Franck—Duchenne et al.,
1998). There are very few reports of somatic embryogenesis in C. annuum (Binzel et
al., 1996; Buyitkalaca and Mavituna, 1996; Harini and Sita, 1993; Jo et al., 1996;
Steinitz et al., 2003), in which somatic embryos have been obtained, and the majority
of these have been from immature or mature zygotic embryos. The only report of
somatic embryogenesis in the genus, using leaf explants, was carried out quite
recently by Kintzios et al. (2001). To date, there are two reports of plant regeneration in
Habanero pepper via organogenesis (Santana—-Buzzy ef al., 2005, 2006), in which the
inhibition of the effects of ethylene was also studied. Somatic embryogenesis has not
previously been described in C. chinense Jacq. This is the first report of a protocol of
regeneration via direct somatic embryogenesis from Capsicum chinense Jacq. It is
convenient to obtain somatic embryos that develop directly from the explants, because
there is a greater tendency for them to be genetically more uniform than the embryos
generated from the callus (Maheswaran and Williams, 1984). Conventional breeding is
a long process with problems of interspecific incompatibility on many occasions.
Somatic embryogenesis can offer efficient solutions to these problems, particularly
when there is a need to recover and propagate plants in large numbers from
genetically transformed plant cells (Biyiikalaca and Mavituna, 1996). Habanero
pepper has much demand on an international scale, because it has multiple uses.
Nevertheless, the diseases and the lack of efficient strategies to obtain improved
cultivars have made it impossible to cover its demand from the different industries that
require the product. The aim of this study was to establish a protocol of somatic
embryogenesis, as a basic tool for the genetic transformation of plants, and to
incorporate it in our strategy for the use and efficient management of a collection of this
species (C. chinense Jacq.) that is being conserved and characterized in our
Jlaboratory.
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2.3.2 Development of somatic embryos

Somatic embryos in globular and heartshaped stages, obtained after 4 weeks of
induction in the MS medium containing 9.05 pM 2.4-D (T2), were transferred to
different culture media (the same media that were evaluated during the induction step
(Table 2.1) to evaluate the development of somatic embryos at more advanced stages
(torpedo and cotyledonary). They were maintained in these media for 8 weeks, and
changes were evaluated and recorded.

2.3.3 Pretreatment of somatic embryos with abscisic acid (ABA).

The somatic embryos in torpedo and cotyledonary stages were transferred to solid and
liquid culture media containing ABA 1.89 pM. In both media, only the concentration of
the salts (MS/2) was modified. The embryos cultured in liquid medium were incubated
in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL medium at 80 rpm. The somatic
embryos in both the solid and the liquid media were incubated in darkness at 25 £2°C
for 21 d.

2.3.4 Germination of somatic embryos

After pretreatment with ABA, the somatic embryos were transferred to two germination
media (solid and liquid media) composed of MS salts, GA; 1.1 pM, and sucrose 3%.
For the solid media, gelrite 0.2% was added (Santana-Buzzy et al., 2005). The
somatic embryos in liquid media were placed on a paper bridge. Both the solid and
liguid media were incubated in photoperiod (16 h light) at 25 + 2 °C for 15 d.

2.4 Results

2.4.1 Induction and development of somatic embryogenesis.

The results obtained (Table 2.1) show that, from the 21 culture media evaluated, only
in two was it possible to induce the formation of somatic embryos: the T2 (MS + 9.05

HUM 2,4~ D) and in the T17 [MS + 9.05 uM 2,4-D +0.1 uM 2 4-epibrassinolide (EBR})]
media.
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These results allow us to state that the composition of the culture media appears to
exert more influence on the induction of somatic embryogenesis in Habanero pepper
than the type of explant, when the explants are taken from aseptic plantlets (15 d old).
This behavior could probably vary considerably if the explants were from adult plants
or were maintained in different culture conditions.

As can be observed in Fig. 2.4, during the induction of somatic embryogenesis, with
the exception of zygotic embryos in which the response oscillated between 40% and
50% for both culture conditions (photoperiod and darkness respectively), the number of
explants forming somatic embryos for the rest of the explants evaluated (germinated
zygotic embryos, cotyledonary leaves, and hypocotyls) was superior to 80%, both in
photoperiod and in darkness, with no evidence of significant differences between the
two culture conditions, although cotyledonary leaves and hypocotyls did show a slightly
higher response when cultured in darkness (100%). However, in an analysis of the
number of somatic embryos formed (Fig. 2.4b), hypocotyls showed the greatest
production (175 + 20 somatic embryos per explant) in photoperiod conditions, whereas
in darkness, although 100% of the hypocotyl segments formed embryos (Fig. 2.4a), the
number of embryos per explant did not exceed 35 to 40 somatic embryos per explant
(Fig. 2.4b).

Aithough germinated zygotic embryos showed an average behavior in relation to the
capacity of the explant to form embryos (80 + 10 somatic embryos per explant) and
cotyledonary leaves formed ~45 to 55 somatic embryos per explant, both systems
could also be appropriate options for use in the genetic transformation of this species,
if they were the indicated explants.

The results demonstrate that hypocotyls, germinated zygotic embryos, and
cotyledonary leaves showed a considerable embryogenic capacity, as well as a high
reproducibility of the process. The remainder of the explants differed significantly, both
in photoperiod conditions and in darkness, with zygotic embryos being the explant that
produced the smallest number of embryos per explant (Fig. 2.4b). An analysis of the
effect of photoperiod and darkness on the frequency of embryos formed per explant
and the developmental stages of the embryos (globular, heart shaped, torpedo, and
cotyledonary), at 45 d of induction in the T2 media (Fig. 2.5) demonstrated that culture
under photoperiod conditions were the best for the induction and development of
somatic embryogenesis, for all the explants evaluated, with hypocotyls being the
explants with greater capacity of response.
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2.5 Discussion

One of the most relevant conclusions reached in this study is the capacity of the
Habanero pepper (C. chinense J.) to form somatic embryos contrary to the behavior
reported for other species of the genus, particularly C. annuum, which to date has
demonstrated and sustained the recalcitrance of the Capsicum genus to in vitro
morphogenesis. The Habanero pepper showed great plasticity and capacity to produce
somatic embryos, regardless of the explant used, and despite belonging to the
Capsicum genus, which is known for its low capacity of in vitro plant regeneration. In
our study, all the explants evaluated were capable of forming somatic embryos in the
same culture media: zygotic embryos and germinated zygotic embryos; cotyledonary
leaves, cotyledons, and hypocotyls. Germinated zygotic embryos and hypocotyls
explants registered the greatest frequencies of somatic embryo formation (87 somatic
embryos per explant and 175 somatic embryos per explant respectively), taking into
account that it is direct somatic embryogenesis. Although cotyledonary leaves showed
less frequency of formed embryos (45 somatic embryos per explant), compared with
germinated zygotic embryos and hypocotyls, these were the embryos that reached
germination in greater number. Zygotic embryos and cotyledons, with 10 and 5 somatic
embryos per explant respectively, registered the smallest number of formed embryos.
The somatic embryos formed from hypocotyls only emerged or became visible when
the epidermis of the explant was removed; they never formed on the surface, probably
because their embryogenic capacity is confined to the vascular cells of the plant. in this
study, somatic embryogenesis was induced, exceptionally, in all the types of explants
evaluated and in the same culture media (T2). These results are in marked contrast to
some reports referring to C. annuum for two basic reasons. The first is that the majority
of established protocols are limited to the use of the zygotic embryo, mature or
immature, as the initial explant (Binzel et al., 1996, Buyikalaca and Mavituna, 1996;
Harini and Sita, 1993; Jo et al., 1996; Steinitz et al., 2003). Only Kintzios et al. (2001)
reported the formation of somatic embryos from mature leaves of C. annuum, and, with
the exception of Biyiikalaca and Mavituna (1996), who obtained somatic embryos
from cells in suspension, in all the other reports of indirect somatic embryogenesis (Jo
et al., 1996; Kintzios et al., 2001), the somatic embryos were induced from callus in
solid media. The second reason is that most reports agree that somatic embryogenesis
was controlled by the 2,4-D combined with thidiazuron (Binzel et al., 1996), coconut
water (Harini and Sita, 1993; Binzel et al., 1996), or BAP (Kintzios et al., 2001). Our
results showed that during the entire development of somatic embryogenesis of
Habanero pepper, the presence of 2, 4-D was determinative. Similar results were
reported by Buyukalaca and Mavituna (1996) and Jo et al. (1996), whereas Steinitz et
al. (2003) managed to induce somatic embryas in 12 genotypes of C. annuum using
either 2,4-D or centrophenoxine, with the greatest number of embryos per explant
being obtained with the latter. Compared with other reports of direct somatic
embryogenesis carried aut in the Capsicum genus to date, Harini and Sita (1993)
obtained 6 to 19 somatic embryos per explant; Binzel et al. (1996) obtained six somatic
embryos per explant, both from immature zygotic embryos. Steinitz et al. (2003)
obtained six somatic embryos per explant when mature somatic embryos were used.
With our protocol, it was possible to achieve a greater number of formed somatic
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La obtencion de ES en diferentes especies de plantas, y a partir de diferentes tipos de
explantes fue descrita graficamente por Gaj (2004). Este autor indica que el embrion
cigético inmaduro, la plantula y la hoja son los explantes mas utilizados para inducir
este proceso, y en menor porcentaje el uso de inflorescencia, embrién cigético
maduro, semilla y cotiledén. El autor no menciona al hipocotilo como explante para la
induccion de ES.

Hay muchos reportes en los que se ha descrito el proceso de induccion y desarrollo de
la ES por técnicas histolégicas: T. cacao (Alemanno ef al., 1996), Q. robur (Zegzouti et
al., 2001), O. europea (Benelli et al, 2001), Safflower (Mandal y Gupta, 2003), S.
tuberosum (Kumar y Millam, 2004), F. sellowiiana (Cangahuala et al, 2004), S.
truncata (Al-Dein et al., 2006), P. amabilis (Chen y Chang, 2006). Sin embargo, en C.
annuum solo hay dos reportes (Harini y Sita, 1993 y Binzel et al., 1996). La escasez
de reportes de histologia en ES, no es exclusiva del género Capsicum, sino también
en otras especies de la familia Solanaceae. De ellos podemos citar: N. tabacum
(Stolarz et al., 1991; Gill y Saxena, 1993), L. esculentum (Gill et al., 1995; Newman et
al, 1996), S. tuberosum (Pretova y Dedicova, 1992; De Garcla y Martinez, 1995;
Kumar y Millam, 2004) y en S. melongena (Tarré et al,, 2004). En C. chinense no
existen reportes de analisis histologicos de ES.

En C. annuum, Harini y Sita. (1993), Binzel et al. (1996), Biyikalaca y Mavituna
(1996), Jo et al. (1996) y Kintzios et al. (2001) no reportaron defectos en la induccién y
el desarrollo de los embriones somaticos. Sin embargo ninguno de los reportes
anteriormente citados incluye un estudio histolégico claro y detallad. Por lo tanto
debido a la poca informacién en C. annuum y a la nula informacién en C. chinense,
éste trabajo tiene como objetivo describir ontogenia del proceso de ES en C. chinense.
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3.5 Discusién

El alto potencial morfogenético de C. chinense, se demostré por el alto nimero de
embriones somaticos formados, sobre todo considerando que el proceso inducido es
ESD y que esta especie pertenece a un género recalcitrante a la £S (Lépez-Puc et al.,
2006). Ademas la ES se indujo a partir de diferentes tipos de explantes utilizando el
mismo protocolo. En C. chinense los explantes HP, HC y ECG fueron los que
mostraron una mayor capacidad de respuesta a la ES. A partir de estos, se logré la
mayor formacién de embriones somaticos por explante. El EC y el COT fueron los
explantes que tuvieron una menor eficiencia. Los resultados obtenidos en esto dos
ultimos explantes son similares a lo reportado en C. annuum (Harini y Sita, 1993;
Binzel et al., 1996; Steintz ef al., 2003), quienes indujeron este proceso a partir de EC.
En base a lo anterior, se decidi6 seleccionar al HP, HC y ECG como explantes para
realizar los andlisis histoldgicos.

El analisis histoldgico confirmé que el proceso morfogénico inducido es de naturaleza
embriogénica, debido a que fue posible distinguir, que los embriones sométicos
formados no tienen conexién vascular con el tejido maternal del explante, de igual
forma se observd la bipolaridad de las estructuras formadas. Los resultados
confirmaron asimismo que los embriones somaticos se forman directamente, sin la
intervencién de callo, en los tres tipos de explantes estudiados.

El HP y el ECG no se han reportado como fuente de explante en la induccién de ES,
en el género Capsicum y en la familia Solanaceae. Tampoco se encuentran entre los
explantes mas utilizados para inducir la ES (Gaj, 2004). Los embriones somaticos
formados a partir de HP y ECG aparentemente se originan de células adyacentes al
tejido vascular. La formacion de embriones somaticos en células provasculares se ha
repartado en otras especies, pero no a partir de HP y ECG. Por ejemplo en rizoma de
Musa spp (Lee et al., 1997) y en HC de S. melongena (Tarré et al, 2004). La
respuesta observada en HP y ECG de C. chinense posiblemente se deba a la accién
que tiene el 2,4-D, ya que se ha indicado que este RCV induce la formacién y permite
la proliferacion de células embriogénicas a partir de células pro-vasculares (De Vries
et al., 1988, Guzzo ef al., 1994). Es muy probable, como indican algunos autores, que
la formacion de embriones somaticos en esta zona se deba a que las células que
estan adyacentes a los tejidos vasculares (Wangermann (1974, Morris y Thomas,
1978) transportan auxinas, lo cual activa la mitosis (Uggla et al., 1996). Ademas se
debe considerar que el 2,4-D puede actuar como una auxina directamente o mediante
la alteracion del metabolismo endégeno de AlA (Fehér et al., 2003).
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La calidad en los embriones somaticos y su capacidad de germinar dependen del
desarrollo de sus meristemos. Se ha observado que los embriones somaticos que se
convierten, se caracterizan porque las células del meristemo apical caulinar son
pequefas y mantienen un citoplasma denso en el apice (Nickle y Yeung, 1993). Esta
morfologia fue observada en las células meristematicas del apice caulinar de C.
chinense (Fig. 3.6a) Sin embargo la conversion fue baja, y los embriones que se
convirtieron no elongaron.

Debido a que la ES obtenida es directa, presenta la ventaja de que los embriones
formados son genéticamente mas estables que aquéllos generados por la via
indirecta, por lo que podria ser la opcibn mas idbnea para el mejoramiento
biotecnolégico (Maheswaran y Williams, 1984).

La caracterizacion histoloégica de la ES que se realizé6 en este trabajo provee

informacién importante para estudios posteriores que permitan el mejoramiento de
este proceso morfogénico en la especie C. chinense.
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4.1 Protocolo Propuesto

Etapas del Protocolo propuesto para la induccién de la embriogénesis somatica en C.
chinense J. (Fig. 4.1)

L

IL

ML

Iv.

Germinacién in vitro de las semillas asépticas de C. chinense. Para la
germinacion se utilizé un medio compuesto de sales MS, AG; (1.1 uM),
cisteina-HCI (206.35 pM), sacarosa (3%), gelrite (0.2%). E! pH del medio se
ajustd a 5.6. (Santana-Buzzy et al, 2005). (20 mlL/frasco). Las semillas
colocadas en el medio de cultivo antes descrito, se mantuvieron 7 dias en
oscuridad a una temperatura de 25 :t 2°C Posteriormente, se transfirieron al
fotoperiodo (16 h luz, 40-50 mmol m’s ) por 8 dias a una temperatura de 25
+2°C.

Diseccion de los explantes asépticos. El EC se obtuvo directamente de las
semillas desinfectadas con ayuda de un estereoscopio. La testa de la semilla
sobrante durante la diseccién del EC, se utilizé también como fuente de
explante, a este explante se le dio el nombre de COT. El ECG se extrajo de
semillas que se colocaron previamente en medio de germinacion. La
extraccién del ECG se llevé a cabo después de 7 dias de mantenerse las
semillas en el medio de germinacién bajo condiciones de oscuridad. Por otra
parte, las plantulas de 15 dias de edad, obtenidas a partir de las semillas
germinadas se utilizaron como fuente de explante para obtener el HP y la HC.

Induccidén de la embriogénesis somatica directa. La induccion se realiz6 en
un medio que contiene las sales MS, 2,4-D (9.05 yM), sacarosa (3%), tiamina-
HCI (29.64 uM), cisteina-HCI (142.36 uM), mioinositol (554.93 uM), gelrite
(0.2%). El pH del medio se ajustd a 5.8. (20 mL/frasco). Postenormente los
explantes se mantuvieron en fotoperiodo (16 h luz, 40-50 mmol m’s’) a una
temperatura de 25 + 2°C por un periodo de 30-45 dias.

Maduracion de los embriones somaticos. La maduracion se llevé a cabo en
un medio liquido con sales MS a la mitad de su concentracion, ABA (1.89 uM)
sacarosa (3%). Ei pH se ajustd a 5.8. (50 mbl/matraz). Los embriones
somaticos se mantuvieron en oscuridad, a una temperatura de 25 + 2°C, en
agitacién continua a 80 rpm, por un periodo de 21 dias.

Germinacion de los embriones somaticos. La germinacién se lievo a cabo
en un medio con sales MS, AG; (1.1 uM), cisteina-HC! (206.35 uM), sacarosa
(3%), gelrite (0.2%). El pH se ajustd a 5.6. (20 mL/frasco) Los embriones se
mantuvieron en fotoperiodo (16 h luz, 40-50 mmol m?s'), a una temperatura
de 25 £ 2°C, por 15 dias.
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Los problemas observados en la etapa de conversién pueden deberse a multiples
factores, los cuales pueden ser considerados como objeto de estudio para futuras
investigaciones. Entre estos factores, se considera ideal conocer el balance hormonal
de auxinas y citocininas. Sin embargo, también es importante medir los niveles
endogénos y evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de otros RCVs, de manera
individual o combinada, por ejemplo PAs, etileno y ABA.

El estudio de las PAs durante la ES se ha reportado en diferentes especies de plantas
(Kakkar y Sawhney, 2002; Kelley et al., 2002; Hamidou et al., 2005, Nakagawa et al.,
2006). Por ofra parte, debido a que el metabolismo de las PAs esta relacionado con el
metabolismo del etileno (Gaspar et al, 2003), el estudio combinado de ambos
reguladores, nos podria aportar informacion importante acerca de la respuesta
morfogénica de C. chinense ala ES.

Hatanaka et al. (1995) y Nissen (1994) observaron que la concentracién de etileno
aumenta durante la £S. De manera similar Nishiwaki et al. (2000), Stasolla et al.
(2002), Rudus et al. (2006) y Kikuchi et al. (2006) reportaron que la concentracion de
ABA, al igual que la de etileno, incrementa sus niveles endégenos durante la ES.
Estos autores reportaron el incremento de ABA fue observado tanto en la etapa de
maduracion como durante la induccion. Ambos RCV son considerados como
reguladores del estrés. Por 1o que su incremento, sea probablemente debido al estrés
provocado por las condiciones artificiales a las que son sometidas las células de los
tejidos durante el cultivo in vitro. Basandonos en estos trabajos se considera que es
importante realizar mas estudios sobre el etileno y el ABA durante la ES de C.
chinense.

Se ha reportado que el efecto de la presencia o ausencia de ciertos minerales,
especialmente el nitrobgeno (Dalvesco y Guerra,, 2001), asi como la aplicacion
exogena de aminoacidos, prolina, glutamina, glutamato (Akula et al., 2000) permiten
inducir la ES. En algunas especies, en las que ya se tiene establecido e! proceso de
ES, el uso de estas sustancias permite mejorar l0s resultados. Por lo tanto deben
considerarse en estudios posteriores de ES de C. chinense.

La edad y tipo de explante, los RCVs exb6genos y endogénos y otros componentes del
medio son algunos de los factores que intervienen en la respuesta a la £S durante el
cultivo in vitro. Sin embargo, otros factores como la temperatura, la iluminacion y el
ambiente, podrian afectar la respuesta, por lo que es necesario continuar con la
optimizacién de cada una de las etapas, para el establecimiento posterior de un
protocolo integrado que ayude a solucionar la recalcitrancia a la conversion en esta
especie. Entre los explantes evaluados, se recomienda al HP como explante
adecuado para desarrollar diferentes tipos de estudios, tanto basicos como aplicados,
no soélo por su eficiencia y reproducibilidad para formar embriones somaticos, sino por
ser un modelo nunca antes reportado en el que los embriones somaticos se originan y
multiplican en el interior del explante.
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Entre las posibles interpretaciones sobre la formacion de embriones somaticos en la
zona provascular del hipocotilo en C. chinense, hay que considerar que la auxina se
transporta basipetalmente a través de los haces vasculares, por lo que el incremento
en la concentracién de auxinas en el cambium vascular debido al transporte basipetal
podria proporcionar suficiente auxina para activar la mitosis en el cambium vascular
(Uggla et al., 1996), también se ha demostrado que el transporte de auxinas ocurre en
células que estan dentro o adyacentes a los tejidos vasculares (Wangermann, 1874;
Morris y Thomas, 1878). Hay trabajos en los que para continuar la histodiferenciacién
la auxina se elimina (Zimmerman, 1993) quiza porque hay bastante auxina enddgena
o por otros factores genéticos. En otros reportes se reduce la concentracion o como
en C. chinense (Lopez-Puc et al., 2006) y en Daucus Carota (Masuda et al., 1995) se
mantiene a la misma concentracion que la utilizada en el medio de induccién. Esto se
puede explicar, considerando que hay datos que indican que la auxina es importante
para la induccién del desarrollo del tejido vascular (Fosket y Roberts, 1964; Fukuda y
Komamine, 1980; Klee et al., 1987; Romano et a/., 1991; Aloni, 1995) y que influye en
el tamafo de las traqueidas (Sheldrake y Northcote, 1968), y ademas sirve como
sefal para la especificacion de diferentes tipos de células vasculares (Uggla et al,
1996).
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5.2 Perspectivas

El chile habanero representa un cultivo de importancia para el Estado de Yucatan. Sin
embargo, se reportan cuantiosas pérdidas de su produccion generadas por
enfermedades y plagas. La ES como herramienta biotecnoldgica podria ofrecer
soluciones a estos problemas. Ademas, la regeneracién in vitro es una de las pocas
vias de recuperar y propagar plantas en grandes cantidades a partir de céiulas
transformadas genéticamente. Aunque se han logrado obtener plantas transgénicas a
partir de muchas especies en la familia Solanaceae por la organogénesis, la ruta de
ES no ha sido viable.

Este trabajo es relevante por ser el primero de ESD reportado para esta especie. La
obtencion de embriones somaticos por la via directa es preferida sobre la indirecta,
porque es menos probable obtener variacion somaclonal. Sin embargo, se observaron
diferentes anormalidades en el desarrollo de los embriones, sobre todo durante la
conversion. Por lo que el sistema aqui presentado, puede ser objeto de estudios
bioquimicos y moleculares que conlleven en un futuro a resolver las limitaciones
observadas, permitiendo que este método de propagacion sirva como herramienta
para realizar estudios de ingenieria genética para obtener plantas resistentes a
plagas, bacterias, virus y hongos.
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