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RESUMEN

RESUMEN

Capsicum es uno de los géneros de plantas con mayor importancia comercial a nivel
internacional. Esta integrado por mas de 25 especies, conocidas como chiles. A pesar de
la gran demanda de sus productos en el mercado, los chiles no han sido
proporcionalmente beneficiados por investigaciones que conduzcan a solucionar los
multiples problemas que lo afectan. La falta de variedades tolerantes a plagas y
enfermedades, asi como al estrés que el ambiente les impone (elevadas temperaturas,
déficit de agua, salinidad, etc.) son algunas de las problematicas que requieren ser
atendidas de manera multidisciplinaria, con mayor prioridad. Sin embargo, la regeneracién
de plantas es el proceso fundamental que determina el éxito para cualquiera de sus
aplicaciones biotecnoldgicas. Capsicum es reconocido como un género severamente
recalcitrante al desarrollo de brotes y embriones, a plantas. A pesar de que en la
actualidad contamos con protocolos eficientes y reproducibles de embriogénesis
somatica en C. annuum y C. chinense, los embriones somaticos presentan
anormalidades en el meristemo apical que impide su conversion en plantas. Se estan
estudiando diferentes factores que pudieran estar provocando este comportamiento en las
especies de este género. Aunque aun se desconocen las causas que provocan estas
deformaciones, existe la posibilidad de que la dependencia que ha mostrado al 2,4-D a lo
largo del proceso (induccion e histodiferenciacién) pudiera estar provocando esta
incapacidad en los embriones somaticos. En este contexto, se propuso evaluar la
respuesta de C. annuum y C. chinense a otras auxinas (Picloram, Dicamba y AIA). Los
resultados evidenciaron que el 2,4-D pudo ser sustituido por Picloram, incluso desde la
induccion del proceso, en C. chinense, y con cualquiera de las tres auxinas evaluadas
durante la histodiferenciacién, para ambas especies, aunque resultaron mas favorabies al
proceso en cuanto a calidad de los embriones somaticos de C. chinense, cuando se
utilizaron 4.52 yM de AlA o de Dicamba para C. annuum. AlA favorecié significativamente
el nimero de embriones formados, en C. annuum, mientras que, Picloram result6
particularmente beneficioso en la etapa de desarrollo de los embriones somaticos en C.
chinense. A pesar de ser eliminado el 2,4-D del medio de cultivo se observd la
persistencia de las deformaciones en los ES formados, lo que permitié descartar al 2,4-D

como responsable de la recalcitrancia en el género Capsicum.







ABSTRACT

ABSTRACT

Capsicum is one of the plants genus more commercially important worldwide. It hosts
over 25 species, known as chili peppers. Although the high demand for their products in
the international market, in Mexico chilies are not proportionally beneficial from research
leading to resolve the mulitiple problems that affect it: the lack of tolerant varieties to pests
and diseases, as well as to the environmental stress. High temperatures, lack of water and
soil salinity are some of the issues that required multidisciplinary attention, with higher
priority. Biotechnology provides us with highly efficient tools to achieve in a very short time,
genetic materials more tolerant, more productive and better adapted to the environmental
conditions. However, the regeneration of plants is the fundamental process that
determines the success for any of their applications. Capsicum is recognized as a severely
recalcitrant genus due to the failure of the shoots elongation and to the conversion of the
embryos in plants. Even though at present we have efficient and reproducible protocols of
somatic embryogenesis in C. annuum and C. chinense, somatic embryos have
abnormalities present in the apical meristem that impedes its conversion into plant.
Different factors which could be provoking this behavior in some species of this genus are
presently being studied. Even though causes of these deformations are still unknown, it is
possible that the dependency showed to 2,4-D throughout the process (induction and
histodifferentiation) could be leading to such an incapacity in the somatic embryos. In this
context it was proposed to evaluate the response of C. annuum and C. chinense to other
auxins (Picloram, Dicamba and AlA). The results showed that 2,4-D could be substituted
for Picloram, even from the induction of the process in C. chinense. And during the
histodifferentiation the 2,4-D could be substituted with the other auxins assessed for both
species (C. annuum and C. chinense). Although for the process resulted more favorable
regarding quality of the somatic embryos of C. chinense when 4.52 yM of Dicamba and
4.52 uM of AlA (C. annuum) were used. AlA significantly favored the number of embryos
formed in C. annuum, while Picloram proved particularly beneficial in the development
stage of the somatic embryos in C. chinense. Despite having removed the 2,4-D from the
culture medium, the abnormalities observed were persistent. Inferred that 2,4-D is not
responsible for the recalcitrance of genus Capsicum. PIN, which has been associated with

the auxin transport, was the type deformation that occurred more frequently.







INTRODUCCION

INTRODUCCION

En la familia de las Solanaceas se ubica el género Capsicum, al que pertenecen todos
los chiles. Su centro de origen se localiza en las regiones tropicales y subtropicales de
Ameérica, probablemente entre Bolivia y Perl, donde se ha reportado el hallazgo de
semillas ancestrales. A partir de este centro de origen se inici6 a la diseminacion del

género al resto del continente americano (Pickersgill, 1997).

Su domesticacién, empezé aproximadamente hace 7,000 afios, su cultivo se remonta
entre los afos 5,200 y 3,400 a.C. En la actualidad se cuentan con alrededor de 22
especies silvestres, 5 de las cuales ya han sido domesticadas (Capsicum annuum L., C.
baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., y C. pubescens Ruiz & Pav) (McLeod et

al., 1982). La gran mayoria de los chiles cultivados pertenece a la especie C. annuum.

Este recurso genético, tiene un valor incalculable para la humanidad, debido a la
multiplicidad de usos que estos tienen, los chiles se han convertido en ingredientes
esenciales en la gastronomia, a manera de condimentos o en la elaboracion de salsas.
También se han empleado en la elaboracién de colorantes naturales. Y al extraer la
capsaicina u otros metabolitos secundarios, sirve en la fabricacion de agentes
farmacolégicos, o productos de interés industrial. Es por ello que las especies del género
Capsicum se han convertido en plantas de interés socio-econémico para México y

particularmente para los estados productores como Yucatan.

Uno de los propésitos que tiene la humanidad es el realizar mejoramiento genético
continuo a plantas de interés agronémico para poder afrontar los diversos factores
bidticos y abidticos. Las investigaciones dirigidas a la obtencién de la embriogénesis
somatica (ES) tienen un amplio campo de aplicacién al usar herramientas biotecnolégicas
que facilitan este mejoramiento. Ademas, la ES es el método mas adecuado de
propagacion in vitro. Teniendo algunas ventajas sobre la organogénesis, asi como, la
generacion de plantas completas con el meristemo apical y la raiz primaria, evitando la

senescencia, rejuvenecimiento, y la rizogénesis.

Hoy en dia, existen numerosos reportes para el género Capsicum enfocados a la ES, la

mayoria se han realizado en C. annuum (Barany et al., 2005; Binzel et al., 1996;





































ANTECEDENTES

La embriogénesis somatica directa, ESD, se conoce al proceso en el que desarrollo de los
embriones se produce directamente sobre la superficie del explante. La desdiferenciacién
del tejido es minimo (Maheswaran y Williams, 1986). La embriogénesis somatica
indirecta, ESI, implica que el tejido se desdiferencie por completo, con lo cual se forma un
tejido calloso. A partir del mismo se empiezan a formar las estructuras bipolares. Este
ultimo proceso es el menos adecuado en los trabajos de micropropagacion, al presentarse

una mayor proporciéon de cambios genéticos y epigenéticos.

1.8 LA INDUCCION DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

Aun cuando han transcurrido mas de 50 afos del estudio de la ES desde que se
reportd por primera vez la ES en zanahoria (Reinert, 1959; Steward, 1958), poco se
conoce sobre los procesos bioquimicos y moleculares que desencadenan el desarrollo
embrionario. Las moléculas sefales, en especifico los reguladores de crecimiento vegetal
(RCV), han demostrado jugar un papel importante durante las diferentes etapas del
desarrollo y formacidn del embrion (Dodeman et al., 1997), como lo son las auxinas. Sin
embargo, no se puede asumir que este es el unico grupo de fitohormonas que participan

durante éste proceso aunque si ha sido el mas estudiada (Muller y Sheen, 2008).

Comunmente las condiciones que se requieren para que se produzca la ES varian en
diferentes especies vegetales (Henry et al, 1994). Esta va a depender, entre otros
factores, del balance de RCV, las condiciones osméticas, los cambios en el pH, el efecto
de los aminoacidos, las concentraciones de sales, o los tratamientos térmicos (Armstrong
y Green, 1985; Rhodes et al., 1986). También va a depender de otros factores como: el
genotipo, el explante o tejido y de su etapa de desarrollo o edad del explante (Carman,
1990).

Durante la ES se diferencian dos fases: la induccién y la expresién o histodiferenciacion.
Durante la fase de induccion las células somaticas diferenciadas adquieren competencia
embriogénica, normalmente estas células forman parte del tejido parenquimatico
(Dodeman et al., 1997).

Las auxinas Y las citocininas han sido los RCV mas utilizados para la induccién de la ES

en plantas. Solo pocos sistemas de regeneracién no requieren de RCV para su induccion.
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ANTECEDENTES

torpedo y cotiledonar, (Figura 1.8). En monocotiledéneas los embriones pasan por los

estadios; globular, coleoptilar y de escutelo.

Figura 1.8 Histodiferenciacion de la ES en soya. Fuente: (Thorpe, 1995)

Ademas, durante esta etapa se da inicio a la formacion de érganos que hacen posible que
embrién en estado globular se desarrolle hasta alcanzar el estado cotiledonar (Carman,
1990). Se sabe que las manipulaciones del medio que tengan un efecto negativo durante

esta etapa perjudica la conversion de estos ES a planta (Thorpe, 1995).

De manera general, para que la ES pueda continuar al proceso de histodiferenciacion y
permita la formacion del estadio globular y su subsecuente maduracion requiere que se
suprima o al menos se reduzca la concentracién de las auxinas, a un nivel que permita un

apropiado desarrollo del embrién. Asi como se esquematiza en la Figura 1.9.
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Figura 1.10 Representacién esquematica del papel de la auxina durante la histodiferenciacion.
Fuente: (Thorpe, 1995)

Halperin y Wetherell fueron los primeros en reportar que el mantenimiento de embriones
somaticos en el estadio globular con 2,4-D provocaba una inhibicién en su
histodiferenciacion o la presencia de anormalidades en el desarrollo del meristemo apical
(Halperin y Wetherell, 1964). Observaciones similares fueron reportadas en Coronilla varia
L., y también durante el desarrollo de embriones somaticos de soya (Duskova et al., 1990;
Parrott et al., 1988).

Otro ejemplo sobre el efecto que tienen las auxinas en la histodiferenciacién es el
reportado por Kamada en el modelo de zanahoria, al comparar la induccién a la ES con
dos protocolos uno con Cadmio y el otro utilizando 2,4-D, constaté una conversion a
planta del 50% y un 15% de los embriones respectivamente, indicando que el uso de este
regulador provocaba un alto nimero de deformaciones en los ESs formados (Kamada et
al., 1989).

El efecto negativo de las auxinas en el desarrollo del meristemo no es un fendbmeno
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extrafio dado el papel que tienen las auxinas en la supresién de los meristemos laterales
en la planta (Merkle et al., 1995). Ademas muchos protocolos omiten la utilizaciéon de las
auxinas durante esta fase de desarrollo, lo que sugiere que no son universalmente

requeridas para el adecuado desarrollo de los embriones somaticos.

En la embriogénesis somatica de abeto Picea qlauca y Picea engelmannii, se precisa la
adicion al medio de acido indole-3-butirico (AIB) en combinacién con el acido abscisico
(ABA) para mejorar el desarrollo de los cotiledones y su morfologia (Roberts et al., 1990).
Esto sugiere que algunas especies no cuentan con suficientes auxinas endégenas para
continuar su desarrollo normal durante su histodiferenciacion. Si este fuere el caso, la
adicion de auxinas, a una baja concentracién, podria ser necesaria para el correcto

desarrollo de los ESs en estas especies (Thorpe, 1995).

1.10 EMBRIOGENESIS SOMATICA EN EL GENERO Capsicum

Los avances en la elaboracion de protocolos de regeneracién del genero Capsicum ha
avanzado lentamente, con respecto a otros miembros de la familia de las Solanaceas. Los
diferentes estudios realizados han identificado algunos problemas relacionados con una
naturaleza recalcitrante a la morfogénesis del género, como la formacién de brotes en
roceta, la ausencia del meristemo apical en ESs y la dependencia genotipica lo que han

clasificado al género como recalcitrante (Kothari et al., 2010).

En el afio 1993 se reporté por primera vez la embriogénesis somatica en Capsicum
(Harini y Lakshmi Sita, 1993). En sus experimentos utilizaron como explante el embrién
cigético, y un medio de cultivo adicionado con 2,4-D y agua de coco. En el Cuadro 1.4 se
presentan otros reportes de ES en Capsicum annuum y C. chinense, donde se utilizan
diferentes explantes (embrion cigético, hipocétilo, cotiledén, hojas, anteras y micrésporas),
y diversos reguladores de crecimiento. En la mayoria de los casos se ha utilizado una
auxina como el 2,4-D en alguna parte del proceso (Avilés-Vifas et al., 2013; Barany et al.,
2005; Binzel et al., 1996; Buyukalaca y Mavituna, 1996; Harini y Lakshmi Sita, 1993; Khan
et al., 2006; Kim et al., 2008; Koleva-Gudeva et al., 2007; Lépez-Puc et al., 2006;
Santana-Buzzy et al., 2009; Steinitz et al., 2003; Supena y Custers, 2011; Zapata-Castillo
et al., 2007).
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Si el 2,4-D esta relacionado con las deformaciones de los embriones somaticos
formados en Capsicum spp., entonces es posible que la sustitucion de éste por otra
auxina podria mejorar el proceso de inducciéon e histodiferenciacién de los embriones

somaticos.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de diferentes auxinas durante la histodiferenciacién de los embriones
somaticos de C. chinense Jacq. var. Mayan Ba’ alché, y C. annuum L. var. California
Wonder.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de diferentes auxinas (2,4-D, Dicamba, Picloram, AlA) durante la

histodiferenciacion de los embriones somaticos de C. chinense y C. annuum.

Evaluar la capacidad de Picloram (9.05 yM) para inducir a la ES en C. chinense, sobre
diferentes explantes (hoja, cotiledén, hipocétilo), y su continuidad durante la etapa de
histodiferenciacion (2.26, 4.52 y 9.05 uM).

Caracterizar histologicamente los embriones somaticos generados durante el proceso

de histodiferenciacién de C. annuum L.

JUSTIFICACION

Los trabajos previos efectuados sobre la ES de C. chinense y validados en C. annuum
evidencian la dependencia del uso del 2,4-D en el medio de cultivo en el proceso de
induccién e histodiferenciacion de la ES. Sin embargo este proceso se ha caracterizado
por un alto indice de embriones deformados y por una baja tasa de germinacion de los
embriones. Dada la naturaleza mutagénica del 2,4-D, la exposicidbn de los embriones
durante la induccién e histodiferenciacién pudiera ser una de las posibles causas de la
alta frecuencia de embriones anormales formados. Por lo que existe la necesidad de
establecer un sistema de regeneracion en el cual la auxina 2,4-D pueda ser sustituida por

otro regulador de crecimiento, al menos durante la fase de histodiferenciacién.
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CAPITULO II

CAPITULO I

ESTUDIO DEL EFECTO DE DIFERENTES AUXINAS DURANTE EL
DESARROLLO DE LOS EMBRIONES SOMATICOS DE C. chinense Jacq., Y
C. annuum L

2.1 INTRODUCCION

En el género Capsicum se han realizado diferentes estudios con la finalidad de poder
obtener un protocolo de regeneracién in vitro. Sin embargo, la mayoria de los estudios
coinciden en la incapacidad que tienen los procesos de organogénesis como de
embriogénesis soméatica para desarrollarse adecuadamente. A pesar de que se ha
logrado una elevada eficiencia y reproducibilidad en el proceso de embriogénesis
somatica con el protocolo reportado por Avilés-Viias et al. (2013) para C. annumm L. var.
California Wonder y C. chinense jacq. var. Mayan Ba’ alché, los embriones presentan una
morfologia anormal una vez que alcanzan los estadios mas avanzados, por lo que no se
convierten en plantas. Las causas que provocan este comportamiento aln se
desconocen, pero se presume que se deba a la dependencia al 2,4-D a lo largo del
proceso (induccion e histodiferenciacién). Para evaluar la influencia que tiene el 2,4-D
sobre la induccion e histodiferenciacién de la ES en C. chinense y C. annuum, se
sustituyd esta auxina con otro tipo de auxina (Picloram, Dicamba o AIA) durante la
induccién e histodiferenciacién. Por ser el 2,4-D, NAA, IAA, Picloram y Dicamba las
auxinas mas utilizadas para la obtencion de la ES en diferentes especies (Raemakers et
al., 1995). Existen reportes en donde se corrobora que el tipo de auxina influye en la

obtencién de ESs con una morfologia normal (Rodriguez y Wetzstein, 1998).

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Fuente de explante

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron dos cultivares comerciales, Mayan
Ba’ alché de la especie C.chinense Jacq, y California Wonder (9288595) de la especie
C.annuum L. Los explantes fueron tomados a partir de plantulas a los 30 dias de germinar

in vitro.
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2.2.2 Establecimiento de plantas asépticas

Las desinfeccion de las semillas, se realizé de acuerdo con lo propuesto por Santana-
Buzzy et al. (2005).

Para la germinacién de las semillas se utilizé el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) adicionado con 1.1 yM GA3, 3% (p/v) de sacarosa, 0.2% (p/v) de gelrite. El pH se
ajusté a 5.8. Se colocaron 10 semillas por frasco y se mantuvieron en condiciones de
oscuridad por 2 semanas hasta que las plantas emitieron las hojas cotiledonares.
Posteriormente se pasaron a condiciones de fotoperiodo (8 horas luz/ 16 horas oscuridad)

por 15 dias.

El medio de cultivo y el material utilizado fueron esterilizados en autoclave a 121 °Cy 1.5

atm por 20 min.

Tanto el cuarto de oscuridad como el cuarto de fotoperiodo se mantuvieron a una

temperatura de 25 + 2 °C.

2.3 ETAPA |: EVALUACION DEL EFECTO DE DIFERENTES AUXINAS DURANTE LA
HISTODIFERENCIACION DE LOS ESs DE C. chinense Y C. annuum

Con la finalidad de evaluar el efecto de diferentes auxinas durante el desarrollo de los
ESs, se realizé la induccién de la embriogénesis somatica en ambas especies, siguiendo

la metodologia descrita por Avilés-Vifias (Avilés-Vifas et al., 2013).

2.3.1 Etapa I: Induccidén a la embriogénesis somatica directa

Para la induccién de la ES se tomaron hipocotilos de 1 cm de longitud de plantulas con 15
dias de desarrollo bajo condiciones de fotoperiodo. Estos se sembraron en medio MS
semisoélido suplementado con 2,4-D (9.05 pM), 3% (p/v) de sacarosa y 0.2% (p/v) de
gelrite. Los medios se ajustaron a un pH de 5.8. Los explantes se mantienen en
condiciones de luz continua por 30 dias en los cultivares California Wonder y Mayan Ba'’

alché.
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cambios cada 24 horas. Durante el segundo cambio se adicionan hojuelas de parafina

(Paraplast plus, Sigma), y se colocaron en agitacion toda la noche.

Para la inclusién, las muestras se colocaron en un horno de circulacion forzada de aire
(HCF-71, BG) a 60°C en donde se esperd a que se derrita la parafina (aproximadamente
2 horas). Una vez derretida la parafina se agregan mas hojuelas de parafina cada 2 horas
por 24 horas. Posteriormente se realizdé un cambio de parafina liquida, desechando la
mitad del volumen y se adicion6 el mismo volumen con parafina liquida pura previamente

colocada en el horno, se realiza 2 cambios por dia durante 3 dias.

El siguiente paso es colocar las muestras en el centro del molde de aluminio (histo base
mold 15 x 15 x 5 mm, Fisher). El molde fue colocado previamente dentro de la estufa por
lo menos 1 hora antes de utilizarlo. Las muestras son tomadas con pinzas y se colocan en
el molde y se cubre con parafina liquida pura. Se coloca encima del molde un casete
(Embedding cassettes M490-2, Simport). El molde con la muestra se sacaron de la estufa
para gue se enfriara a temperatura ambiente. Una vez que se endurece la parafina se
retira el molde. A fin de realizar cortes de 5-8 um en el micrétomo de rotacién (Microtom
HM 340E, MICROM International GmbH) utilizando la navajas Leica 818 High Profile
(Leica Biosystems). Los cortes se montan en portaobjetos 25 x 75 (Corning). Y se
hornearon a 42°C por 24 horas para gque se fijaran. Seguidamente estos se trataron con
por un tratamiento de butanol al 100% por 10 min. Posteriormente se desparafinaron con
ultraclear histograde (J.T. Baker) por 15 min. Se continu6é con un proceso de hidratacion
mediante una exposicion gradual de etanol (96%, 50% y 30% por 2 min). Se hornearon
nuevamente a 37°C por 3 dias. Pasado este tiempo, se tifieron con azul de Toluidina al
0.05%.

Los cortes histolégicos se observaron en un estereoscopio Leica (MZ FLIII, Leica). Las
fotos fueron tomadas en la camara de microscopio Leica DFC320 de 3.45 pm pixel (Leica

Microsystems).
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En la Figura 2.4, se muestran los resultados del andlisis histolégico de los explantes de C.
annuum L., durante en la etapa de histodiferenciaciéon de los embriones somaticos, al dia
30 de la transferidos al medio de desarrollo. En la Figura 2.4 A se puede apreciar que los
embriones somaticos de C. annuum se originan en la zona mas préoxima a los haces
vasculares, de manera similar a lo reportado por Santana-Buzzy et al. (2009) y Avilés-
Vifias et al. (2013), donde se pueden apreciar embriones en estadios tempranos de su
desarrollo (globular), asi como embriones somaticos en estadios corazén, torpedo y
cotiledonar (Fig. 2.4 B y C). En la Figura 2.4 D se aprecia la formacion de tejido vascular
en los ESs desde los primeros estadios, asi como se evidencia su independencia del
tejido materno. La Figura 2.4 E muestra la germinacion (desarrollo de la radicula) en los
ESs mas avanzados y la estructura transversal de la radicula de un embrién somatico
avanzado en su desarrollo. Estos resuiltados corroboran que el protocolo de ES funciona
para la especie C. annuum y el proceso de ES es igual al reportado por Avilés-Vifias et
al., (2013) para C. chinense. En el cual los embriones se forman a partir de las células del

procambium a partir del hipocétilo.
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2.7 ETAPA |: EVALUACION DEL EFECTO DE DIFERENTES AUXINAS DURANTE LA
HISTODIFERENCIACION DE LOS ESs DE C. chinense y C. annuum.

Los resultados obtenidos mostraron que en ambas especies C. chinense (var. Mayan
Ba’ alché) y C. annuum (var. California Wonder) el explante respondio a la aplicacién de

diferentes concentraciones de auxinas 2,4-D, Picloram, Dicamba y AlA.

En la Figura 2.5, se puede apreciar las diferencias estadisticas en la variedad Mayan Ba’
alché con respecto al nimero de embriones somaticos formados por expilante durante el
proceso de histodiferenciacién implicando diferentes tratamientos de 2,4-D, Picloram,
Dicamba, y AlA. Estos resultados indican que el tratamiento que generd mas embriones
por explante fue el 2,4-D a una concentracién de 9.05 uM. Este tratamiento no difirié de
manera significativa con los tratamientos empleados Dicamba y AIA a la misma
concentracion. El tratamiento de Picloram (2.26 uM) fue el que produjo menos embriones

por explante.

En la Figura 2.6 se puede apreciar la respuesta obtenida en la variedad California
Wonder. Contrastando con io antes referido, el tratamiento que tiene un mayor numero de
embriones somaticos por explante fue el AIA (2.26 uM). Este resultd significativamente
diferente al resto de los tratamientos evaluados. Los tratamientos que presentaron un
menor numero de embriones somaticos por explante fueron: Picloram (2.26 uM y 9.05
pM), y el tratamiento 2,4-D (9.05 pyM), que no mostraron entre ellos diferencias

significativas.

En las Figuras 2.8 y 2.9, se presentan las imagenes del efecto mostrado por el explante
ante los diferentes tratamientos con auxinas. En la variedad Mayan Ba’ alché, se puede
apreciar una mejoria en la calidad de los ES utilizando AIA (Figura 2.8). Con este RCV la
ES se presentd de forma mas homogénea y los ESs alcanzaron un mayor crecimiento
comparandolo con los ftratamientos de 2,4-D, Picloram y Dicamba, siendo las
concentraciones mas elevadas las que presentaron un mejor desarrollo. Al igual con el
tratamiento Picloram (4.52 uyM) mostro ESs mas definidos presentes a través de todo el
explante. Sin embargo, a pesar de las diferencias obtenidas con las auxinas evaluadas los

ESs en su mayoria carecen de la presencia de cotiledones.
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Los resultados mostraron que el tratamiento de AlA (2.26 uM) con la variedad California
Wonder, formaron ESs menos desarrollados ya que su mayoria permanecieron en
estadio globular, (Figura 2.8). A pesar de que este fue el tratamiento en el que se forman
mas embriones por explante, (Figura 2.6). Se presenté un mejor desarrollo de los ESs al
implementar 4.52 yM de este regulador (Figura 2.8). Se observé un comportamiento
similar al emplear los reguladores 2,4-D y Picloram con las concentraciones evaluadas,
(Figura 2.8): Al emplear 2.26 uM, el tamafo de los embriones fue mayor, a 4.52 uyM en el
explante se observé ESs en estadios iniciales bien definidos y a la concentracién 9.05 yM
se noté que la producci()n de ESs disminuyd y el tejido del explante se empieza a
desdiferenciar. Los tratamientos con Dicamba fueron los que presentan un mayor
desarrollo (Figura 2.8), a 2.26 uM los embriones empiezan a tornarse de color verde, a
4.52 yM el proceso se vuelve sincrénico, y a 9.05 uM los embriones incrementaron su

tamano, sin embargo no se desarrollan.
2.8 ETAPA |: GERMINACION DE LOS ESs.

Los ESs formados en los tratamientos con AlA de la variedad Mayan Ba' alché (C.
chinense) mostraron solamente el desarrollo de la radicula. No se observé la presencia de
cotiledones, Pese a que fueron los ES que mostraron una mejora en su morfologia con
respecto a los ES formados con los otros reguladores evaluados. Resulto de interés
observar que los ESs que provenientes del tratamiento AlA (2.26 yM) mostraron la
presencia de cierta vellosidad en la epidermis de los embriones mas avanzados, (Figura
2.9).

En la Figura 2.10, se muestra una representacién del desarrollo y morfologia de los ESs
de C. annuum variedad California Wonder seleccionando la mejor respuesta para cada
auxina, en donde se puede apreciar que los ESs provenientes de 2,4-D, (Figura 2.10 A);
en donde se mostré diferentes estadios embrionarios, siendo que en los ESs mas
avanzados se desarrollé la radicula. Los ESs provenientes de esta auxina tienen un
proceso lento comparado con el resto de los ESs con las otras auxinas. En la Figura 2.10
B; corresponde al tratamiento con Dicamba. En donde se mostr6 que el desarrollo de los
ESs no transita por los diferentes estadios correspondientes a la ES. Sin embargo,

encontramos un mayor desarrollo de la parte apical en alguno de ellos y otros con la
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CAPITULO Il

la deformacién tipo alfiler del embrion somatico antes de realizarse los cortes histolégicos.
Se aprecian las secciones del embrién somatico correspondiente a dichos cortes, asi
como los cortes longitudinales efectuados a un embriébn somatico proveniente del mismo

tratamiento, (Figura 2.13).

Estos cortes revelan afectaciones en el tejido vascular del embrién somatico puesto que
este se reduce en la parte apical. En las otras secciones analizadas y especialmente en [a

parte media del embrién se pudo distinguir un mejor desarrollo del haz vascular.

Figura 2.13 Embrion somético avanzado mostrando la deformacion tipo “alfiler” (“pin”),
(Tratamiento: Picloram 2.26 uM, C. annuum var. California Wonder). (A) Diseccién transversal de
la parte superior al centro (1-5) y (B) longitudinal del embrion, donde se pueden apreciar los

tejidos vasculares.

En la Figura 2.14, se puede apreciar un embrién proveniente de un tratamiento con

Dicamba durante la histodiferenciacién, donde se observa una mejoria en el desarrollo de
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DISCUSION

mayoria carecieron de meristemos apical, mientras que con ANA los embriones mostraron
un desarrolio normal y pudieron convertirse en plantas. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en el presente estudio en el que se pudo observar que el explante puede
responder a un estimulo diferente al 2,4-D, con una consiguiente mejoria en la calidad de
los embriones obtenidos, aun cuando durante la etapa de induccién estuvo presente el
2,4-D, en ambas especies (C. annuum var. California Wonder y C. chinense var. Mayan
Ba’ alché,). Los embriones somaticos desarrollados en los diferentes tratamientos,
mostraron diferencias morfolégicas, lo que evidencia la sensibilidad de la especie, asi
como el rol que pueden jugar estos reguladores del crecimiento durante esta etapa de la
embriogénensis somatica. Se pudo observar una mejoria notable de los embriones
somaticos desarrollados, cuando se utilizé una auxina diferente al 2,4-D, resultando
Dicamba la mas adecuada para C. annuum var. California Wonder, y Picloram para C.
chinense var. Mayan Ba’ alché con AlA. Result6 interesante observar que fue posible
inducir la embriogénesis somatica con Picloram en sustitucion del 2,4-D. E! efecto
inductor del Picloram fue corroborado utilizando diferentes explantes (hoja, cotiledon e
hipocétilo) lo que permite asegurar que la especie no es dependiente del 2,4-D para que
ocurra la embriogénesis somatica y que la incapacidad a la germinacion no esta asociada
a la presencia del 2,4-D. Estos resuliados representan un avance importante en las
investigaciones que se realizan a fin de entender y/o mejorar la severa recalcitrancia a la
conversiéon en plantas, que afecta a los embriones somaticos del género Capsicum. Por
otro lado, abre nuevas alternativas hacia el desarrolilo de un sistema que permita
regenerar plantas completas a partir de embriones somaticos en algunas especies de este

género.
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CONCLUSIONES

+ Fue posible por primera vez, sustituir el 2,4-D por otras auxinas (Dicamba,
Picloram y AIlA) durante la etapa de histodiferenciaciéon, en la embriogénesis

somatica de C. chinense y C. annuum.

« Se logré sustituir el 2,4-D por Picloram durante la etapa de induccion de la

embriogénesis somatica en C. chinense a partir de diferentes tipos de explantes.

+ Se demostrd que no existe dependencia del género por 2,4-D y que las
deformaciones y la incapacidad de los embriones somaticos de ambas especies
para la conversiéon en plantas, no son atribuibles a la presencia de esta auxina en

el medio de cultivo.

+ Se corrobor6 que el origen de los embriones somaticos de C. annuum esta en la

zona perivascular del hipocoétilo, de manera similar a C. chinense.

« La deformacién mas frecuente en C. annuum fue la tipo alfiler o “pin”, lo que

sugiere que la recalcitrancia del género pudiera ser de naturaleza genética.

« AlA resultd la auxina que favorecié el desarrollo de los embriones somaticos de C.

chinense mientras que para C. annuum la mas adecuada fue Dicamba.
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