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RESUMEN

AVANCES BIOTECNOLOGICOS EN Capsicum L.
Guerrero-Valencia, Franco Armando'; Rodriguez-de la O, José Luis?

El chile es un cultivo muy importante a nivel mundial. Pertenece al género
Capsicum, el cual forma parte de la familia Solanaceae e incluye diferentes
variantes de chiles que se reconocen facilmente por su tamario, forma, color y grado
de pungencia. Ademas de ser un alimento nutritivo, también es fuente de colorantes
naturales y compuestos secundarios, todos ellos utilizados en la elaboracion de
productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos. A pesar de su importancia, la
produccion de chiles frecuentemente se ve afectada por factores biéticos (causado
por animales, plantas, hongos, bacterias, virus, etc.) y abidticos, como sequia, calor,
heladas y salinidad, lo cual influye en su desarrollo, rendimiento y productividad.
Existen ciertas limitaciones en el uso de las técnicas clasicas del mejoramiento
genético vegetal, por ejemplo, se requiere de muchos afios de trabajo para obtener
plantas con caracteres deseados, no es posible controlar los genes de interés que
se transfieren de los progenitores a la descendencia, y en muchos casos los
resultados son inciertos. Por consiguiente, el uso de herramientas biotecnoldgicas
como el cultivo in vitro de tejidos vegetales y la transformacion genética, entre otras,
proveen de alternativas viables en los programas de mejoramiento para conseguir
mejores cultivares de chile. Esta revision aborda los avances biotecnoldgicos que
se han logrado hasta la fecha con respecto al cultivo in vitro de tejidos vegetales,
transformacién genética, mutagénesis, andlisis de la diversidad genética,
bioinformatica, fitoquimica y edicion genética que se han realizado en el género
Capsicum, recalcando la importancia y aplicaciones practicas de estos estudios en

el mejoramiento genético vegetal.

Palabras clave: Chiles, Biotecnologia, Genotecnia, Estrés, Produccion,

Agrobacterium.

Tesista
2Director de tesis
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ABSTRACT

BIOTECHNOLOGICAL ADVANCES IN Capsicum L.
Guerrero-Valencia, Franco Armando'; Rodriguez-de la O, José Luis?

Chili is an important crop worldwide. It belongs to the genus Capsicum, which is part
of the Solanaceae family and includes different varieties of chili peppers that are
recognized by their size, shape, color, and level of pungency. In addition to being a
nutritious food, it is also a source of natural dyes and secondary compounds, all of
them used in the elaboration of food products, cosmetics, and pharmaceuticals.
Despite its importance, the production of chili peppers is often affected by biotic
factors (caused by animals, plants, fungi, bacteria, viruses, etc.) and abiotic factors,
such as drought, heat, frost, and salinity, which influence their development,
performance, and yield. There are certain limitations in the use of the classic
techniques of plant breeding, for example, it requires many years of work to obtain
plants with desired characters, it is not possible to control the genes of interest that
are transferred from the parents to the offspring, and in many cases the results are
uncertain. Therefore, the use of biotechnological tools such as plant tissue culture
and genetic transformation, among others, provide viable alternatives in breeding
programs to obtain better chili cultivars. This review addresses the biotechnological
advances that have been achieved to date concerning the plant tissue culture,
genetic transformation, mutagenesis, genetic diversity analysis, bioinformatics,
phytochemistry, and gene editing that have been performed in the genus
Capsicum, emphasizing the importance and practical applications of these studies

in plant breeding.

Keywords: Chili peppers, Biotechnology, Plant breeding, Stress, Production,
Agrobacterium.

"Thesis author
°Thesis advisor



1. INTRODUCCION

El chile es un cultivo muy importante a nivel mundial. Pertenece al género
Capsicum, el cual forma parte de la familia Solanaceae e incluye diferentes
variantes de chiles que se reconocen facilmente por su tamafo, forma, color y grado
de pungencia (Pérez-Castaneda, Castafidn-Najera, Ramirez-Meraz, & Mayek-
Pérez, 2015). Este género es originario de las regiones tropicales de América,
donde se distribuye desde México hasta Brasil, Paraguay y Argentina (Carrizo-
Garcia et al., 2016). Consta de 35 especies, cinco de las cuales se cultivan como
hortalizas: Capsicum annum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum frutescens L.,
Capsicum baccatum L. y Capsicum pubescens Ruiz & Pavon (Barboza, Carrizo-
Garcia, Leiva-Gonzalez, Scaldaferro, & Reyes, 2019; Ibiza, Blanca, Canizares, &
Nuez, 2012).

Ademas de ser un alimento nutritivo, también es fuente de colorantes naturales y
compuestos secundarios, todos ellos utilizados en la elaboracién de productos
alimenticios, cosméticos y farmacéuticos (Aguirre-Hernandez & Munoz-Ocotero,
2015). Es un cultivo importante, desde los puntos de vista cultural, agronémico,
nutricional y econémico (Aguirre-Mancilla et al., 2017). En el afio 2018 se sembraron
alrededor de 3.7 millones de hectareas destinadas a la produccion de esta hortaliza
a lo largo de todo el mundo (FAOSTAT, 2021).

A pesar de su importancia, la produccion de chiles frecuentemente se ve afectada
por factores bidticos (causado por animales, plantas, hongos, bacterias, virus, etc.)
y abidticos, como sequia, calor, heladas y salinidad (Chhapekar, Jaiswal, Ahmad,
Gaur, & Ramchiary, 2018), lo cual influye en su desarrollo, rendimiento y

productividad.

El mejoramiento genético convencional en combinacién con el uso de buenas
practicas agricolas ha contribuido con avances sustanciales en el cultivo de chiles,
ya que de este modo se han obtenido variedades con mejores caracteristicas
(Kothari, Joshi, Kachhwaha, & Ochoa-Alejo, 2010) . Sin embargo, existen ciertas



limitaciones en el uso de estas técnicas, por ejemplo, se requiere de muchos afos
de trabajo para obtener plantas con caracteres deseados, no es posible controlar
los genes de interés que se transfieren de los progenitores a la descendencia, y en
muchos casos los resultados son inciertos (Ulukan, 2009). Por consiguiente, el uso
de herramientas biotecnolégicas como el cultivo in vitro de tejidos vegetales y la
transformacion genética, entre otras, proveen de alternativas viables en los
programas de mejoramiento para conseguir mejores cultivares de chile (Kothari et
al., 2010). Con esta tecnologia es posible crear y preservar variabilidad genética,
seleccionar y clonar de genotipos superiores, eliminar bacterias y virus
fitopatdgenos, rescatar embriones como resultado de cruzas intra e interespecificas,
preseleccionar materiales tolerantes a estrés (bidtico y abidtico), y acelerar los
programas de mejoramiento genético para Capsicum (Monteiro do Rego, Ramalho
do Rego, & Barroso, 2016).

Hoy en dia se dispone de la secuencia completa del genoma del chile criollo de
Morelos (C. annuum cv. CM334) (Kim et al., 2014), del cultivar Zunla-1 (C. annuum
L.) y su progenitor silvestre, el chiltepin (C. annuum var. glabriusculum) (Qin et al.,
2014). Esta informacién representa grandes avances con respecto al conocimiento
del chile, lo cual permitira a mediano plazo entender los mecanismos moleculares
que modulan la forma y tamano del fruto, la arquitectura de la planta, el contenido
de capsaicina, asi como también los factores que intervienen durante el ataque de
plagas y enfermedades, con lo que sera posible desarrollar mejores variedades en

un menor tiempo utilizando las nuevas herramientas (Ahn et al., 2018).

Esta revisién aborda los avances biotecnoldgicos que se han logrado hasta la fecha
con respecto al cultivo in vitro de tejidos vegetales, transformacién genética,
mutagénesis, analisis de la diversidad genética, bioinformatica, fitoquimica y edicion
genética que se han realizado en el género Capsicum, recalcando la importancia y

aplicaciones practicas de estos estudios en el mejoramiento genético vegetal.



2. IMPORTANCIA DEL CULTIVO

La produccion mundial de chiles ha crecido considerablemente en las ultimas dos
décadas (2000-2019), de 2.4 a mas de 4.2 millones de toneladas de chiles secos y

de 20.8 a 38 millones de toneladas de producto fresco (Figura 1).
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Figura 1. Produccién mundial de chiles frescos y secos del afio 2000 al 2019. Fuente: Con
base en datos de FAOSTAT (2021).

El area cultivada ha seguido una tendencia similar, con un incremento de la
superficie dedicada a este cultivo de alrededor del 35% en los ultimos 20 afios, con
un total de 3.7 millones de hectareas. Los chiles frescos se cultivan en 126 paises,
y el principal productor es China con 18.9 millones de toneladas anuales, seguido
de México con 3.2 millones de toneladas. Los chiles secos se cultivan en 70 paises
y la India es el principal productor con 1.7 millones de toneladas, seguido por
Tailandia con 348 mil toneladas (FAOSTAT, 2021). El valor econdmico de la
produccion mundial de chiles se ha incrementado desde 1991 y se ha convertido en
una buena fuente de ingresos para los productores en muchos paises, dando de

este modo un rol importante en el comercio internacional (Tripodi & Kumar, 2019).
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2.1 Origen y distribucion

El género Capsicum L., el cual pertenece a la familia Solanaceae e incluye a otros
miembros de importancia econdmica como el tomate (Solanum lycopersicum), la
papa (Solanum tuberosum) y el tabaco (Nicotiana tabacum) (Xiao-Zhen et al., 2019),
es nativo de las regiones tropicales y templadas de América, donde se distribuye
desde México hasta Brasil, Paraguay y el centro de Argentina (Barboza et al., 2019;
Carrizo-Garcia et al., 2016). Consta de 35-37 especies, cinco de las cuales se
cultivan como hortalizas: Capsicum annum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum
frutescens L., Capsicum baccatum L. y Capsicum pubescens Ruiz & Pavén
(Barboza et al., 2019; Ibiza et al., 2012; Khoury et al., 2020).

Figura 2. Mapa de distribucion taxondmica potencial de especies silvestres de Capsicum
L. Fuente: Khoury et al. (2020).



2.2 Clasificacion taxondmica

De acuerdo con Roskov et al. (2020), la clasificaciéon taxondémica del género

Capsicum es la siguiente:

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum L.

2.3 Descripcion botanica

2.3.1 Raiz

El eje radical consiste en una raiz principal vigorosa con raices laterales localizadas
en el eje. La mayoria de las raices se localizan cerca de la superficie del suelo.
Horizontalmente se distribuyen a una longitud de 30 a 50 cm y crecen de 30 a 60
cm de profundidad. En los cultivares modernos, la masa radical es relativamente
pequefia en comparacion con el resto de la planta. Como regla general, las raices
representan aproximadamente el 10% del peso total. Este radio declina
gradualmente conforme la planta aumenta su porcentaje de hojas y tallos (Bosland
& Votava, 2012).

2.3.2 Tallo

Los tallos son altamente variables. Los jovenes son angulares, y usualmente se
vuelven circulares en la seccion transversal cuando maduran. Pueden tener
antocianinas en su longitud y pueden estar presentes o no en los nudos. Pueden
ser glabros, pubescentes o una gradacion entre completamente glabro o

pubescente (Bosland & Votava, 2012).



2.3.3 Hoja

La mayoria de cultivares de C. annuum desarrollan un tallo unico, con ocho a 15
hojas antes de la aparicion de la primera flor. El numero de hojas que aparecen
antes de la primera flor parece estar controlado por la temperatura y el genotipo.
Las hojas varian en tamafio, forma y color. La mayoria son simples, enteras y
simétricas. Pueden ser plantas y lisas o constrefiidas y glabras. Algunas son
pubescentes, como en los chiles de tipo serrano y especialmente en C. pubescens
(Pérez-Grajales & Castro-Brindis, 2008). La lamina foliar puede ser ovada, eliptica

o lanceolada (Bosland & Votava, 2012).

2.3.4 Flor

Las flores tipicas de Capsicum son pentameras, hermafroditas y de ovario supero.
La corola es rotada en la mayoria de las especies, con cinco a siete pétalos que
miden de 10 a 20 mm de longitud, con excepcion de C. cardenasiiy C. tovarii, que
tienen corolas campanuladas. El diametro de las flores de C. annuum es de 10 a 15
mm, aunque en las especies silvestres son mas pequenas. La corola es de color
so6lido o con mancha y depende de la especie, pero la mayoria son blancas. En C.
annuum hay un pequefio numero de accesiones que tienen corolas moradas,
mientras que en C. frutescens son de color verde claro y en C. eximium, C.

pubescens 'y C. cardenasii de color purpura (Bosland & Votava, 2012).

2.3.5 Fruto

Existe una gran diversidad con respecto a la forma de los frutos, tamafio y color
dentro del género Capsicum. Entre los distintos tipos, la longitud puede varias desde
menos de 1 cm hasta 32.5 cm. Los niveles de pungencia, causado por los
capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina) también varia entre cultivares y
estados de desarrollo del fruto. Normalmente presenta semillas y tiene dos o mas
I6culos, cada uno dividido por una placenta central. La placenta tiene vesiculas que
producen los capsaicinoides, y su rol mas importante es el suministro de nutrientes

hacia las semillas (Bosland & Votava, 2012).



2.3.6 Semilla

Las semillas son numerosas, pequeias, aplanadas y comprimidas, suborbiculares
0 mas o menos reniformes con el margen constrenido, la testa es reticulada-rugosa
o lisa, el embrion se encuentra fuertemente curvado o circinado, endospermo
carnoso, radicula terete en la parte ancha y los cotiledones semicirculares (WFO,
2021).

2.4 Requerimientos edafocliméticos

2.4.1 Temperatura

Los chiles se cultivan en temporada calida y requieren de condiciones de
crecimiento similares a aquellas para el cultivo de tomate y berenjena. Los chiles
se desarrollan bien en temporadas largas libres de heladas, con lo que se pueden
obtener buenos rendimientos. Las plantas son altamente susceptibles a heladas y

crecen muy débilmente entre los 5y 15 °C (Bosland & Votava, 2012).

2.4.2 Irrigacion

En regiones con lluvias regulares y abundantes, no se requiere de riego. Sin
embargo, en zonas aridas y semi-aridas, esta practica es esencial para proveer de
una humedad adecuada en el suelo, que puede ir desde los 600 hasta los 750 mm
durante todo el periodo de cultivo. A pesar de que existe evidencia de que los chiles
son tolerantes a sequia, los frutos tienden a constrefiirse cuando existen
condiciones extremas. Se sabe que los chiles son sensibles al estrés hidrico durante

la floracién y fructificacion (Bosland & Votava, 2012).

2.4.3 Suelo

Como en la mayoria de los cultivos, los suelos ideales para la produccién de chiles
son los profundos, bien drenados, de textura media a franco-arenosa que retengan
humedad y con algo de materia organica. La mayoria de los chiles se cultivan en

suelos con un pH entre 7.0 y 8.5 (Bosland & Votava, 2012).



2.5 Usos

Pueden comerse frescos, cocidos o como condimentos en platillos tipicos. En la
industria se elabora una gran variedad de productos: chiles congelados,
deshidratados, encurtidos y enlatados; se les encuentra en pastas y en una infinita
variedad de salsas. Ademas, se utilizan como materia prima para la obtencién de
colorantes y de resinas para fines industriales. También se usan con fines

medicinales (Ruiz-Bello, Nava-Tablada, Landeros-Sanchez, & Diaz-Padilla, 2016).

3. BIOTECNOLOGIA VEGETAL

De acuerdo con la FAO (2013), la biotecnologia incluye una amplia gama de
tecnologias aplicadas a la agricultura, ganaderia, silvicultura, pesca y acuicultura, y
la agroindustria que se utilizan para diversos fines, como el mejoramiento genético
de plantas y animales para aumentar sus rendimientos o eficiencia, caracterizacion
y conservaciéon de los recursos genéticos para la alimentacion y agricultura,
diagnostico de enfermedades de plantas y animales, desarrollo de vacunas o la

produccion de alimentos fermentados.

Para mejorar la calidad, productividad, utilidad y acelerar la introduccion de
caracteristicas superiores en los productos agricolas, la biotecnologia vegetal ha
desarrollado meétodos para la introduccion de genes exdgenos en especies
economicamente importantes (Prieto, Jordan, Cordeiro, & Durzan, 2005). Esto
comprende todos los métodos de modificacion genética, fusidon de células,
cruzamientos controlados, apomixia y cultivo de tejidos conducentes a la obtencién
de clones y a la fijacién de caracteristicas ventajosas propias de cada zona, regién
o pais (Prieto et al., 2005).

3.1 Cultivo in vitro de células y tejidos vegetales



El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales es una técnica que involucra la
manipulacion de células, tejidos y 6rganos vegetales en un medio sintético y
aseéptico bajo condiciones controladas como la luz, temperatura y humedad
(Bhojwani & Dantu, 2013; Dagla, 2012). El desarrollo del cultivo de tejidos vegetales
como una ciencia fundamental estuvo muy estrechamente relacionado con el
descubrimiento y caracterizacion de las hormonas vegetales, y ha facilitado el

entendimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas (Dagla, 2012).

Las aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales son diversas e incluye estudios
fisiolégicos, modificacion de plantas, propagacion clonal, formacion de productos
derivados del metabolismo secundario, almacenamiento de germoplasma vy
produccion de plantas libres de patégenos (Chadipiralla, Gayathri, Rajani, & Reddy,
2020). Las plantas derivadas del cultivo de tejidos son utiles para el estudio de los
mecanismos que se ven involucrados durante la regulacidon de algun gen en

particular (Twaij, Jazar, & Hasan, 2020).

3.2 Transformacidn genética de plantas

La ingenieria genética y otras tecnologias nuevas se encuentran entre muchos
avances que se han vuelto populares en el mejoramiento tradicional de plantas,
animales y microorganismos con el fin de mejorar la calidad nutritiva e incrementar
la productividad. Particularmente, la ingenieria genética de plantas ha representado
un punto de referencia muy importante en las ciencias agricolas modernas. El
surgimiento de la tecnologia del ADN recombinante en los afios 70s y el desarrollo
subsecuente de las tecnologias de transferencia de material genético proveyé de
grandes oportunidades a los cientificos para el aislamiento y utilizacién de genes de
interés de diversos organismos, tanto procariontes como eucariontes para conferir

nuevas caracteristicas en las plantas (Trigiano & Gray, 2011).

Hoy en dia, las técnicas clasicas del mejoramiento genético vegetal son las que
principalmente se siguen utilizando para el desarrollo de nuevas variedades. No
obstante, las nuevas tecnologias en ingenieria genética ofrecen muchas ventajas ,

por ejemplo, las técnicas de transferencia de ADN in vitro permiten la introduccién
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de genes y otros elementos genéticos entre organismos de diferentes especies,
traspasando asi, las barreras biologicas (Trigiano & Gray, 2011). Por lo tanto, el uso
de la ingenieria genética puede complementar y acelerar los programas de
mejoramiento convencional mediante el incremento de la diversidad de los recursos
genéticos, mejorar la eficiencia, y reducir los tiempos que se requieren para la
fijacion de caracteristicas deseables en las variedades de plantas élite que ya
existen (Trigiano & Gray, 2011). La ingenieria genética también permite la utilizacion
de genes exoticos para el desarrollo de plantas transgénicas que produzcan
proteinas con nuevas propiedades nutritivas, farmacéuticas, agronomicas, e
industriales (Fischer & Emans, 2000).

3.3 Biotecnologia de los chiles

Después del redescubrimiento y confirmacion del trabajo pionero de Gregorio
Mendel a inicios del siglo XX, varias plantas de la familia de las solanaceas se
convirtieron en objeto de investigacién genética como plantas modelo, ademas de
su importancia agricola. Estas plantas, que primero funcionaron como modelo en
investigacion basica y posteriormente en genética celular y molecular, fueron los
tomates, la papa, berenjena (Solanum), las petunias (Petunia) y el tabaco
(Nicotiana) (Gebhardt, 2016). Sin embargo, los chiles no han figurado como plantas
modelo, y los trabajos realizados son escasos. Particularmente en cultivo in vitro e
ingenieria genética la informacion es limitada, al respecto, Kothari et al. (2010)
mencionan que la tasa de progreso en investigacion biotecnoldgica en el género
Capsicum es relativamente baja con respecto a otras solanaceas debido a la alta

genotipo-dependencia y a su naturaleza recalcitrante.

3.3.1 Problemas asociados con la biotecnologia de chiles

Estudios preliminares indican que las plantas del género Capsicum son
recalcitrantes con respecto al cultivo in vitro de células y tejidos, por lo que la
manipulacion bajo estas condiciones es mas complicada que otras solanaceas

(Kothari et al., 2010; Segui-Simarro, Corral-Martinez, Parra-Vega, & Gonzalez-
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Garcia, 2011). También esta documentado que durante la multiplicacion in vitro, los
brotes no se definen bien y tienden a agruparse en forma de rosetas, y las
respuestas son genotipo-dependientes, por lo que la transformacion genética se ve

afectada.

3.3.1.1 Naturaleza recalcitrante

Se dice que una especie es recalcitrante cuando sus células, tejidos u érganos son
incapaces de responder a las manipulaciones que se les realiza durante el cultivo
de tejidos (Benson, 2000). Con respecto a la regeneracion in vitro, este fendmeno
puede ser uno de los mayores obstaculos para la explotacion mediante el uso de la
biotecnologia de plantas en especies de suma importancia econémica (Benson,
2000). Sin embargo, seleccionando el explante adecuado y modificando los
diferentes componentes del medio de cultivo puede ayudar a superar este problema
(Kothari et al., 2010).

3.3.1.2 Arrosetamiento de brotes adventicios

El arrosetamiento de los brotes también es un problema muy frecuente durante el
cultivo in vitro de chiles. Esto limita la posibilidad de multiplicar el material durante
cultivo s subsecuentes debido a que no estan diferenciados totalmente y es dificil
separarlos. Se sabe que el etileno, el cual se puede llegar a liberar dentro de los
vasos de cultivo , juega un papel muy importante durante la regeneracion de nuevos
brotes adventicios, provocando que estos no se desarrollen adecuadamente, por lo
que el uso de nitrato de plata ha producido resultados prometedores para

sobrellevar este inconveniente (Gammoudi, Pedro, Ferchichi, & Gisbert, 2018).
3.3.1.3 Genotipo-dependencia

En plantas de chile, la genotipo-dependencia durante el cultivo in vitro es otra de

las limitantes, y la mayoria de los estudios han sido para cultivares muy especificos,

razon por la cual no se pueden usar protocolos generalizados para cualquier

especie o grupo de plantas. La respuesta morfogénica esta determinada por la
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especie o variedad y las condiciones del medio de cultivo (Beltran-Burboa, Lopez-
Peralta, Hernandez-Meneses, & Cruz-Huerta, 2020), por lo que es necesario

desarrollar metodologias para cada genotipo en particular (Haque & Ghosh, 2018).

[ Tolerancia a frio ]

[Variacic’m somaclonal ] \ / [ Resistencia a virus ]

Produccion de Capsicum Resistencia a plagas y
capsaicinoides enfermedades

[ Terapéutica ] / \ [ Diversidad genética ]

[ Propagacion in vitro ]

Figura 3. Principales Intervenciones biotecnolégicas realizadas en chiles. Fuente:
modificado de Kothari et al. (2010).

4. SISTEMAS DE REGENERACION in vitro

A pesar de las limitaciones antes mencionadas con respecto a la biotecnologia de
los chiles, algunas estrategias han hecho posible la regeneracion de plantas a partir
de células, tejidos y drganos cultivados in vitro mediante organogénesis o
embriogénesis (Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001). Por ejemplo, el cultivo de
anteras ha sido utilizado para regenerar plantas haploides y dobles haploides. Los
sistemas organogénicos se han utilizado para micropropagar in vitro, asi como
también para transformacion genética. La aplicaciéon del cultivo de tejidos vegetales
y la ingenieria genética en chiles ha permitido el desarrollo de cultivares resistentes

a virus y estrés bidtico y abiotico (Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001).

4.1 Organogénesis

12



La organogénesis comprende el desarrollo de yemas o de meristemos radicales a
partir de los explantes directamente o de callos. Este proceso depende del balance
de auxinas y citocininas y de la habilidad de los tejidos para responder a los
reguladores de crecimiento vegetal durante el cultivo. La organogénesis sucede en
tres fases, en la primera las células se vuelven competentes, en la segunda se
desdiferencian y en la tercera ocurre propiamente la morfogénesis
independientemente de las hormonas exdgenas y puede ser de forma directa o
indirecta (Stewart, 2016).

4.2 Embriogénesis somatica

La embriogénesis somatica se define como un proceso en el cual una estructura
bipolar, semejante a un embridn cigotico, se desarrolla a partir de una célula no
cigotica sin una conexion vascular con el tejido original (Von Arnold, Sabala,
Bozhkov, Dyachok, & Filonova, 2002). Se diferencia de la embriogénesis cigética
en que es observable, las condiciones del cultivo se pueden controlar y la escasez
de material no es un factor limitante para llevar a cabo la experimentacion (Quiroz-
Figueroa, Rojas-Herrera, Galaz-Avalos, & Loyola-Vargas, 2006). Los embriones
somaticos se utilizan como modelos para estudios morfoldgicos, fisiolégicos,
bioquimicos y moleculares sobre la regulacién del desarrollo embrionario, asi como
para realizar propagacion vegetativa a gran escala, por lo que ofrece grandes
aplicaciones biotecnoldgicas (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Este proceso sucede
en varias etapas e inicia con la formacién de masas pro-embriogénicas, seguido por
la formacion de los embriones somaticos, maduracion y regeneracion de plantas
completas (Von Arnold et al., 2002). A pesar de la importancia que tiene la
embriogénesis somatica y de la gran cantidad de estudios que se han realizado en
diversas especies, aun hay muchos aspectos que no estan del todo comprendidos
(Jiménez, 2005).

La embriogénesis somatica en Capsicum se ha reportado solamente para C.
annuum, C. chinense y C. baccatum, y unicamente para un numero limitado de

genotipos, cultivares o variedades con eficiencias de regeneracion relativamente
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bajas debido a la naturaleza recalcitrante del género. Es imperativo llevar a cabo
mas esfuerzos para solventar los problemas asociados a esto mediante la
investigacion sobre la capacidad embriogénica de mas especies de chiles asi como

de los factores que podrian influenciar las respuestas (Ochoa-Alejo, 2016).

4.2.1 Tipos de explantes

Como fuente de explantes para la induccién de embriones somaticos en chiles, se
han utilizado principalmente embriones cigoticos maduros (Saadet Buyukalaca &
Mavituna, 1996; Lopez-Puc et al., 2006) e inmaduros (Binzel, Sankhla, Joshi, &
Sankhla, 1996; Harini & Lakshmi Sita, 1993; Jeong-Yon, Eun-Young, Dongsu, &
Kwang-Woong, 1996), cotiledones (Kintzios et al., 1998), segmentos de embriones
cigoticos (Solis-Ramos et al., 2010), primordios foliares (Kintzios et al., 1998), hojas
jévenes (Kintzios, Drossopoulos, & Lymperopoulos, 2001; S. Kintzios,
Drossopoulos, Shortsianitis, & Peppes, 2000), segmentos de tallo (Khan, Siddique,
& Anis, 2006), apices (Khan et al., 2006) e hipocdtilos (Lépez-Puc et al., 2006).

Los embriones cigéticos inmaduros que se han utilizado como fuente de explantes
han sido recolectados a partir de frutos verdes de 2 a 4 semanas después de la
antesis con una longitud de 1 a 7 mm para C. annuum cv. Nokkwang (Jeong-Yon et
al., 1996), y de 4 a 10 mm en C. annuum cv. Nuevo México-6 y Rajur Hirapur (Binzel
etal., 1996). Por otra parte, el uso de estructuras vegetativas derivadas de plantulas
jévenes ha implicado la germinacion in vitro de semillas, por lo que estas se han
cultivado en el medio MS (Khan et al., 2006; Zapata-Castillo et al., 2007) asi como
de plantas desarrolladas en invernadero (S. Kintzios et al., 2001, 2000; S. E. Kintzios
et al., 1998). Las respuestas de los explantes no se pueden generalizar para todos
las especies y cultivares de chiles, ya que estas dependen principalmente del
genotipo, los componentes del medio de cultivo y las condiciones de incubacion.

4.2.2 Componentes del medio de cultivo

La embriogénesis somatica se ha dividido tradicionalmente en dos etapas

principales: induccién y expresion. En la primera, las células somaticas adquieren
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caracteristicas embriogénicas mediante un estado celular de completa
reorganizacion, esto a nivel fisiolégico, metabdlico y de expresion génica (Jiménez,
2005). Es comun que después de un cambio de condiciones (por ejemplo, medio de
cultivo , composicién de los reguladores de crecimiento vegetal, fuente de
carbohidratos, potencial osmatico, etc.) se induzca a las células o tejidos a alcanzar
el estado de expresion, en el cual las células exhiben su capacidad embriogénica y

se diferencien en embriones somaticos (Jiménez, 2005).

La mayoria de estudios sobre el efecto de los reguladores de crecimiento vegetal
durante la embriogénesis somatica se han realizado con los grupos “clasicos”
(auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico y etileno) mientras que otras
sustancias que tienen efectos similares a estas apenas comienzan a estudiarse

(acido jasmonico, acido salicilico, brasinoesteroides y poliaminas) (Jiménez, 2005).

4.2.2.1 Induccion de callos embriogénicos

Para la induccién de callos embriogénicos en chiles, se han utilizado principalmente
auxinas como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido indol 3-acético
(AIA), el acido 1-naftalenacético (ANA), y citocininas como la 6-bencilaminopurina
(BAP).

Buyukalaca & Mavituna (1996) cultivaron embriones cigoéticos de C. annuum cv. Ace
en un medio MS solido suplementado con 2.0 mg-L-' de 2,4-D y 30 g-L' de
sacarosa. Los callos embriogénicos generados fueron transferidos a un medio MS
liquido con 1.0 mg-L"' de 2,4-D y 30 g-L"" de sacarosa para incrementar la masa.
De manera general observaron que el AIA estimulé la formacion de callo no
embriogénico, el ANA en baja frecuencia mientras que el 2,4-D fue el que mejores

resultados presento.

Kintzios et al. (1998) utilizaron cotiledones y primordios foliares de C. annuum cv.
Colombo para inducir la formacion de callos y embriones somaticos en un medio
MS suplementado con 2.0 mg-L' de 2,4-D, 3.0 mg-L-"' de BAP y 100 g-L-! de

Sacarosa.
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Kintzios, Drossopoulos, Shortsianitis, & Peppes (2000) partieron del uso de hojas
jévenes completamente expandidas de plantulas de C. annuum cv. Colombo y las
cultivaron en un medio MS suplementado con 2.0 mg-L-! de 2,4-D, 3.0 mg-L"' de
BAP y 80 g-L-! de sacarosa y observaron que la formacion de callos embriogénicos
ocurrié dos semanas después de la siembra y fue mayor en las primeras hojas
desde la base hasta el apice cuando los explantes estuvieron en oscuridad durante

tres semanas.

Kintzios, Drossopoulos, & Lymperopoulos (2001) estudiaron el efecto de diferentes
vitaminas y micronutrimentos inorganicos sobre la proliferacion de callo
embriogénico a partir de hojas jévenes de C. annuum cv. Colombo. Utilizaron un
medio de cultivo MS con 3.0 mg-L"' de BAP, 2.0 mg-L" de 2,4-D, 80 g-L"' de
sacarosa y 0.5 mg-L" de tiamina-HCL en combinacion con diferentes vitaminas. Los
resultados indicaron que la embriogénesis somatica se ve favorecida con la adicion

de acido nicotinico (0.1 mg-L") y el incremento de la concentracion de cobre.

Zapata-Castillo et al. (2007) usaron hipocotilos de chile habanero (C. chinense) y
los cultivaron durante 30 dias en un medio MS suplementado con 2.0 mg-L-' de 2,4-
Dy 30 g-L" de sacarosa para la induccion de callos embriogénicos. Una vez que
los callos se formaron fueron transferidos a un medio liquido con 1.0 mg-L™" de 2,4-
D para obtener células en suspension e inducir la formacion de embriones

somaticos.

Solis-Ramos et al. (2010) utilizaron segmentos de embriones cigoticos para inducir
callos embriogénicos en un medio MS semisolido suplementado con 1.6 mg-L-' de
ANA, 2.0 mg-L" de AIA, 2.0 mg-L-' de BAP y 30 g-L-! de sacarosa. A los 60 dias
después de la siembra observaron estructuras proembriogénicas que se

comenzaron a formar en los callos.
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Figura 4. Estados morfolégicos durante la embriogénesis somatica en C. chinense. (A)
callos de 30 dias de edad del cual derivan las estructuras embriogénicas; (B) callo
embriogénico (40 dias); (C) callo con estructuras embriogénicas (60-70 dias); (D)
embriones en estado torpedo (100 dias); (E) germinacion de embriones (120 dias); (F)
embridon germinado unido al callo (150 dias); (G) embrién anterior manifestando necrosis y
desarrollo atrofiado (160 dias); (H) embridén germinado removido del callo (120 dias); (1)
embrién germinado de 150 dias removido del callo que formara una planta aparentemente
normal. Barras de escala: A-D 1 mm, E3 mm, F, 4 mm, G 3 mm, H 2 mm, | 3 mm. Fuente:
Solis-Ramos et al. (2010).

4.2.2.2 Embriogénesis somatica directa

El primer trabajo realizado en chile sobre embriogénesis somatica fue el de Harini
& Lakshmi Sita (1993), quienes utilizando embriones cigéticos inmaduros de C.
annuum cultivados en el medio de cultivo de Murashige & Skoog (1962) (MS)
suplementado con 2,4-D (1-5 mg-L"), agua de coco (100 ml-L-") y altas

concentraciones de sacarosa (80-100 g-L™") consiguieron regenerar directamente
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embriones somaticos a los 15 dias después de la siembra sin la formacién de callos
como proceso intermedio. Los nuevos embriones se comenzaron a formar

directamente del eje embrionario de los explantes y de los bordes de los cotiledones.

Binzel, Sankhla, Joshi, & Sankhla (1996) usaron embriones inmaduros de dos
cultivares de C. annuum, Nuevo México-6 y Rajur Hirapur, los cultivaron en un
medio de cultivo MS suplementado con 2.0 mg-L™" de 2,4-D, 2.2 mg-L-! de TDZ,
agua de coco (100 ml-L-") y sacarosa en altas concentraciones (60-100 g-L). Los
embriones somaticos se formaron directamente a partir de los apices, ejes y
cotiledones de los explantes. Las examinaciones histolégicas mostraron que

también ocurrio embriogénesis secundaria desde los embriones primarios.

Del mismo modo, Jeong-Yon, Eun-Young, Dongsu, & Kwang-Woong (1996)
partieron del uso de embriones inmaduros de C. annuum cv. Nokkwang como fuente
de explantes. La generacién directa de embriones somaticos (88.9%) ocurrié
cuando los explantes se cultivaron en un medio MS modificado (la concentracion de
Fe-EDTA se redujo a la mitad) con 2.0 mg-L" de 2,4-D después de 3 semanas de
incubacion en oscuridad. Los embriones se generaron desde el apice y los

cotiledones de los explantes.

Khan, Siddique, & Anis (2006) usaron segmentos de tallo y apices de chile “Pusa
Jwala” (C. annuum) y los cultivaron en un medio MS con 0.1 mg-L-' de TDZ y 30
g-L"' de sacarosa, con lo que observaron la generacion directa de embriones,

especificamente en la etapa globular a las dos semanas después de la siembra.

Lopez-Puc et al. (2006) usaron diversos explantes de chile habanero BVII-03 (C.
chinense) y los cultivaron en un medio MS con 2.0 mg-L"" de 2,4-D y 30 g-L"" de
sacarosa. Se observd la presencia de embriones somaticos en cotiledones,

embriones cigoticos e hipocatilos.

Kaparakis & Alderson (2008) cultivaron embriones inmaduros de tres cultivares de
C. annuum en un medio MS suplementado con 2.0 mg-L-! de 2,4-D, 100 ml-L"" de
agua de coco y 100 g-L' de sacarosa como medio basico, al cual le afadieron

distintas citocininas para evaluar el efecto sobre la capacidad embriogénica. Los
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embriones somaticos se comenzaron a generar a partir de las dos semanas
directamente de los meristemos apicales y los cotiledones de los explantes. No

encontraron diferencias significativas con la adicién de 2iP, y KIN.

Aboshama (2011) utilizé hipocétilos de dos cultivares de C. annuum (California
Wonder y Baldy) y encontré que la generacion de embriones somaticos se vio
favorecida en un medio de cultivo WPM suplementado con 2.0 mg-L"' de 2,4-D o
TDZ. Ademas, la adicion de AgNOs al medio de cultivo mejora sustancialmente las

respuestas.

Venkataiah, Bhanuprakash, Suman Kalyan, & Subhash (2016) desarrollaron una
metodologia para la generacion directa de embriones somaticos de C. baccatum cv.
P1 260434 utilizando cotiledones y hojas de plantulas germinadas in vitro. Para esto,
utilizaron el medio MS suplementado con 2.0 mg-L" de 2,4-D, 0.5 mg-L"" de KIN y
30 g-L" de sacarosa. Los embriones somaticos se comenzaron a formas entre 15y

20 dias después de la siembra.

4.2.2.3 Maduracién de embriones

Un paso critico durante la embriogénesis somatica es el proceso de maduracion. La
maduracién de los embriones somaticos en algunos casos se ha llevado a cabo en
el mismo medio de induccion de embriogénesis somatica (Binzel et al., 1996; Khan
et al., 2006). En otros, se ha realizado con el uso de 0.5 mg-L-" de acido absicico
(Lépez-Puc et al., 2006) y 3.4 mg-L' de AgNOs (Jeong-Yon et al., 1996) y con la
mitad de la concentracion de las sales inorganicas del medio de cultivo MS (Saadet
Buyukalaca & Mavituna, 1996). Aboshama (2011) utilizé 0.1 mg-L-' de ABA, 500
mg-L-" de L-glutamina y 200 mg-L-! de caseina hidrolizada para madurar embriones
somaticos de dos cultivares de C. annuum (California Wonder y Baldy). Venkataiah
et al. (2016) usaron 1.0 mg-L' de BAP para madurar embriones cigéticos de C.

baccatum en etapa de torpedo.

4.2.2.4 Germinacion de embriones
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En C. annuum cv. California Wonder, Harini & Lakshmi Sita (1993) lograron
germinar embriones somaticos exitosamente con el uso de 1.0 mg-L-' de AGs y 20
mg-L' de sacarosa, los cuales desarrollaron raices y brotes a los 15 dias y
generaron plantas completamente normales una vez que se aclimatizaron. Binzel et
al. (1996) usaron 1.7 mg-L-' de AgNOs3, 1.0 mg-L-' de AG3 0 0.01 mg-L" de TDZ
para germinar embriones de dos cultivares de C. annuum (Nuevo México-6 y Rajur
Hirapur) y se desarrollaron plantas normales una vez que se transfirieron a macetas.
Lopez-Puc et al. (2006) lograron germinar embriones de chile habanero (C.

chinense) con 0.4 mg-L™" de AGa.

4.3 Cultivo de anteras para la generacion de haploides

Una planta haploide es aquella que tiene un numero cromosomico gametofitico y un
doble haploide es un haploide que ha sufrido una duplicacion de sus cromosomas
(Germana, 2011). La produccion de haploides y dobles haploides mediante
embriogénesis gameética permite el desarrollo de lineas completamente
homocigoticas a partir de material heterocigético en un tiempo relativamente corto
en comparaciéon con los métodos convencionales los cuales emplean varias
generaciones de autofecundacion (Germana, 2011). La produccion de haploides
provee de una herramienta biotecnologica muy atractiva, y el desarrollo de técnicas
y protocolos ha tenido un impacto significativo en los sistemas agricolas.
Actualmente, esta estrategia representa una parte integral de los programas de

fitomejoramiento de muchas especies de importancia agronémica (Germana, 2011).

Los programas tradicionales de mejoramiento genético de chiles son procesos a
largo plazo y muy demandante de labores debido al control que se debe tener en la
polinizacién y a la necesidad de aislamiento para prevenir la degeneracion del
material seleccionado (Irikova, Grozeva, & Rodeva, 2011). Esto se podria
sobrellevar mediante los métodos de cultivo in vitro para la generacién de plantas
haploides. En chiles, la generacién de haploides incluye la induccion y regeneracion
de embriogénesis gamética a partir del cultivo de anteras o microesporas. No
obstante, todavia no se tiene un protocolo eficiente para todas las especies dentro
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de este género y existe variabilidad en los resultados obtenidos (Irikova et al., 2011),
por lo que es necesario ajustar los factores que intervienen en este proceso para

cada material en particular.

El cultivo in vitro de anteras para la regeneracion de plantas haploides de chile inicia
en la década de los 70 con los trabajos pioneros de Wang, Sun, Wang, & Chien
(1973) con C. annuum cv. Yeo Hsien Small Red Pepper, y George &
Narayanaswamy (1973) con C. annuum var. grossum. Desde entonces, existen
diversos reportes donde se han estudiado los distintos factores con el fin de mejorar

la eficiencia de los protocolos.

4.3.1 Condiciones de crecimiento y edad de la planta

Las anteras para la generacion de haploides mediante el cultivo in vitro de
microesporas se pueden obtener de plantas crecidas en campo o bajo condiciones
controladas (Irikova et al., 2011). Ercan, Sensoy, & Sirri Sensoy (2006) mencionan
que la edad de la planta, el genotipo y la temporada de recoleccion de las anteras

afecta el desarrollo in vitro.

4.3.2 Estado de desarrollo de la microespora

El estado de desarrollo de los granos de polen es un factor complejo que influye
fuertemente sobre el éxito del cultivo de anteras. La capacidad embriogénica difiere
segun la especie, pero de manera general, el periodo de sensibilidad para inducir
esto se encuentra entre la primera mitosis y la etapa bicelular media (Germana,
2011).

Wang, Li, & Jiang (1981) estudiaron el efecto del estado del desarrollo de los granos
de polen de C. annuum y C. annuum var. grossum y encontraron que durante la
etapa uninucleada se presentan las mejores respuestas embriogénicas. Supena,
Suharsono, Jacobsen, & Custers (2006) obtuvieron las mejores respuestas cuando
los botones florales tenian mas del 50% de los granos de polen en etapa unicelular
tardia, mientras que Lantos et al. (2009) cuando el 80% se encontraba en etapa

uninucleada y el 20% en binucleada. Por consiguiente, la mayoria de estudios que
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se han realizado, han utilizado los granos de polen cuando se encuentran en estas
etapas (Kim et al., 2008).

4.3.3 Medio de cultivo

Existen varios medios de cultivo que se han utilizado para la induccién de
embriogénesis gamética en chile, aunque ha predominado el uso del medio MS y el
de Dumas de Vaulx, Chambonnet, & Pochard (1981). La composicion final del medio
de cultivo se modifica principalmente cambiando la concentracion y combinacién
de reguladores de crecimiento y otros suplementos, como sacarosa, aminoacidos y

algunas vitaminas.

4.3.3.1 Reguladores de crecimiento vegetal

Se ha reportado el uso de ANA (0.5 mg-L"), KIN (1.0 mg-L"") y BAP (1.0 mg-L")
(Wang et al., 1981), asi como bajas concentraciones de 2,4-D, picloram o AlA (0.01
mg-L™") en combinaciéon con KIN o BAP (0.01 mg-L") (Munyon, Hubstenberger, &
Phillips, 1989). Qin & Rotino (1995) probaron anteras de 17 cultivares de C. annuum
(picantes y no picantes) y las cultivaron en un medio MS suplementado con 0.5
mg-L-" de 2,4-D, 0.5 mg-L' de KIN y en 0.5 mg-L-' de 2,4-D y 0.5 mg-L-' de BAP.
(Supena et al., 2006) usaron 0.5 mg-L"' de zeatina en combinacién con 0.9 mg-L"
de AIA durante el cultivo de anteras de varios materiales de C. annuum de
Indonesia. Olszewska, Kisiala, Niklas-Nowak, & Nowaczyk (2014) trabajaron con 17
genotipos de chiles (C. annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum var.
pendulum; C. frutescens x C. chinense, y C. frutescens x C. baccatum) y observaron
las mejores respuestas con el uso de 0.1 mg-L" de KIN y a los 14 dias después

incrementarse a 0.3 mg-L™".

4.3.3.2 Suplementos del medio de cultivo

El uso se sacarosa como fuente de carbono en concentraciones de 30 a 60 ha
producido buenos resultados, ademas de 500 mg-L-' de caseina hidrolizada (Wang

et al., 1981). La adicién de 10 a 20 gL' de maltosa, y el enriquecimiento del aire
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con 900 uL-L" de COz2 genero buenas respuestas en pimiento morrén (C. annuum)
(Dolcet-Sanjuan, Claveria, & Huerta, 1997). Otro compuesto que mejora
sustancialmente las respuestas durante el cultivo de anteras es el AQNOs, y se ha
usado en dosis de 15 mg-L™" (Buyukalaca, Comlekcioglu, Abak, Ekbic, & Kilic, 2004).
También se ha reportado el uso de carbon activado en dosis de 100 g-L' (Supena
et al., 20006).

4.3.4 Tratamiento de estrés por temperatura

Kristiansen & Andersen (1993) mencionan que un tratamiento de 26.4°C a las
plantas donadoras de anteras promueve una mayor formacion de embriones
gaméticos durante el cultivo in vitro. La incubacién durante una semana a 9°C
ayuda a generar un mayor porcentaje de callos embriogénicos (Supena et al., 2006).
Koleva-Gudeva, Spasenoski, & Trajkova (2007) evaluaron distintas condiciones de
temperatura y luz en C. annuum y encontraron que mediante la incubacion de las
anteras a 35 °C en oscuridad durante ocho dias, seguido de cuatro dias en luz (12

horas a 25 °C se generaron embriones).

4.3.5 Determinacion del nivel de ploidia

Para evaluar el origen y nivel de ploidia de las plantas de chile regeneradas
mediante cultivo in vitro de anteras se han utilizado diversas herramientas, como
citometria de flujo (Keles et al., 2015; Nowaczyk, Nowaczyk, & Olszewska, 2015;
Nowaczyk & Kisiata, 2006), caracterizacidon con isoenzimas (Munyon et al., 1989) y
marcadores moleculares de tipo SSR (Keles et al., 2015; Parra-Vega, Renau-
Morata, Sifres, & Segui-Simarro, 2013).

4.3.6 Duplicacion del genoma haploide
En algunos casos, las plantulas derivadas del cultivo in vitro de anteras presentan
un genoma diploide homogéneo, lo cual sugiere una duplicacion espontanea del

materia genético (Luitel & Kang, 2013). En otros casos, esto se induce mediante el

uso de colchicina, como lo reportan Wang et al. (1981), quienes usaron un
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tratamiento de 200 mg-L' durante 24 horas, mencionando que las plantas

regeneradas fueron totalmente fértiles.

Figura 5. Desarrollo de regenerantes androgénicos a través del cultivo in vitro de anteras
de Capsicum spp. (A) Embriones emergiendo de anteras de un genotipo hibrido. (B)
plantula. (C) aclimatacion de planta androgénica en invernadero. Fuente: Olszewska et al.
(2014).

4.4 Rescate de embriones

El cultivo de embriones ha tenido muchas aplicaciones significativas en el
fitomejoramiento, asi como también en estudios basicos de fisiologia y bioquimica
vegetal. El rescate y cultivo de embriones inmaduros es una técnica particularmente
atractiva para la recuperacion de plantas derivadas de cruzas sexuales en donde la
mayoria de los embriones cigéticos no pueden sobrevivir in vivo 0 se vuelven
latentes por largos periodos de tiempo (Sahijram & Rao, 2015; Shen, Gmitter, &
Grosser, 2011). En chiles no se han realizado muchos estudios al respecto, por lo
que la informacioén es limitada y los que existen han sido con el objetivo de realizar
introgresion génica mediante hibridacion entre distintas especies (Manzur, Fita,
Prohens, & Rodriguez-Burruezo, 2015), y para acortar los tiempos entre cruzas

durante el mejoramiento genético.

Hossain, Minami, & Nemoto (2003) usaron un medio MS suplementado con 500

mg-L" de caseina hidrolizada, 500 mg-L"" de extracto de levaduras, 150 ml-L"" de
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agua de coco, 0.5 mg-L"' de AGs y 0.05 mg-L-! de ANA para recuperar embriones
cigoticos de un hibrido entre C. annuum'y C. frutescens, y observaron que el mejor
momento para colectar los embriones se encontré entre los 28 y 33 dias después
de la polinizacion. Para confirmar el origen interespecifico de las plantas

recuperadas usaron marcadores moleculares de tipo RAPD.

Jae, Dong, Jae, & Hyo (2006) usaron el rescate de embriones para realizar
introgresion génica desde C. baccatum hacia C. annuum mediante hibridacion,
debido a que con los métodos convencionales los embriones son abortados. Los
embriones fueron colectados entre 15 y 50 dias después de la polinizacién y los
cultivaron en un medio MS suplementado con 10 mg-L-' de AGs y 80 g-L"' de
sacarosa, mientras que las plantulas regeneradas fueron cultivadas sin reguladores

de crecimiento y 30 g-L" de sacarosa.

Debbarama, Khanna, Tyagi, Rai, & Meetei (2013) realizaron cruzas interespecificas
entre C. annuum, C. chinense y C. frutescens, y colectaron los embriones derivados
de esto entre 27 y 33 dias después de la polinizacion para cultivarlos en un medio
MS suplementado con 0.5 mg-L-' de AGs y 0.05 mg-L-' de ANA. Para comprobar el
origen interespecifico realizaron una caracterizacién morfolégica y molecular con

marcadores de tipo RAPD.

Manzur, Penella, & Rodriguez-Burruezo (2013) evaluaron el efecto de los genotipos,
el estado de desarrollo de los embriones y la composicion del medio de cultivo en
10 materiales de distintas especies de chiles (4 de C. annuum, 2 de C. chinense, 1
de C. frutescens, 2 de C. baccatum y 1 de C. pubescens). Encontraron que las
respuestas dependen altamente del genotipo y que los embriones responden mejor
cuando se encuentran mas desarrollados, mientras que, con respecto a la
composicion del medio, una concentracién de 40 g-L-! de sacarosa y la mitad de las

sales MS favorecieron de mejor forma el desarrollo de los embriones in vitro.

Manzur, Calvache-Asensio, & Rodriguez-Burruezo (2014) usaron embriones
inmaduros de 4 genotipos de C. annuum y evaluaron el efecto de la incubacion con

luz y oscuridad, ademas de la combinacién de diversos reguladores de crecimiento.
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Observaron que cuanto mayor sea el estado de desarrollo del embridn, mayores las
respuestas, pero en etapa globular (la mas temprana) se puede mejorar si se
combina con el uso de bajas concentraciones de AlA y ZEA (0.01 mg-L' de cada

una) y un periodo de incubacion inicial de cinco dias en oscuridad.

Figura 6. Diagrama del proceso de cultivo in vitro de embriones de pimiento “California
Wonder”: (A) autopolinizacion; (B) frutos inmaduros recién cosechados para extraer los
embriones; (C) esterilizacion de los frutos y semillas; (D-E) escisién de los embriones,
identificacion del estado de desarrollo y siembra in vitro; (F) desarrollo del embrién y

germinacion; (G) evaluacién de la plantula; (H-1) aclimatacién. Fuente: Manzur et al. (2014).

4.5 Cultivo de protoplastos

Un protoplasto es una célula vegetal aislada en la cual la pared celular ha sido
removida mediante métodos mecanicos o enzimaticos. Los protoplastos son un
buen modelo para el estudio de diversos aspectos de la biotecnologia moderna.
Gracias a esto se han realizado estudios en gendmica, protedmica y metabolémica.
Actualmente existen procedimientos para la obtencidn y cultivo de protoplastos de

varias especies (Davey, Anthony, Power, & Lowe, 2005).

4.5.1 Aislamiento
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El aislamiento de protoplastos comunmente se ha realizado mediante el uso de
enzimas que digieren la pared celular de los vegetales. Saxena, Gill, Rashid, &
Maheshwari (1981) aislaron protoplastos de C. annuum cv. Yolo Wonder a partir de
células del mesdfilo derivadas de plantulas de 15 dias de edad, las cuales fueron
colocadas en una solucién del 2% de celulasa (Onozuka R10), 0.4% de
Macerozyma (R10) y 0.5 M de manitol durante 8 a 10 horas. Diaz, Moreno, & Power
(1988) usaron brotes (de 3.5 a 4.0 cm de longitud) de plantulas germinadas in vitro
de 4 genotipos de C. annuum (Americano, Dulce Italiano, Florida y Nigrum) y uno
de C. chinense, los colocaron durante una hora en un medio CPW13M para
plasmolizarlos y enseguida los incubaron en una solucion enzimatica conformada
por 1% de celulasa Onozuka R10 y 0.25% de Macerozyma durante 14 horas en
oscuridad a 25 °C. Prakash, Sankara Rao, & Kumar (1997) usaron hojas jovenes de
tres semanas de edad para aislar protoplastos de C. annuum cv. California Wonder,
las cuales fueron cortadas en piezas de 2 a 3 mm de longitud e incubadas durante
la noche en una solucion conformada por las sales CPW (Power & Chapman, 1985),
manitol (9%), 0.2 mg-L-" de KIN, 1.0 mg-L-! de acido ascorbico, 2% de celulasa R10
y 0.5 % de Macerozyma R10. Kue-Jae & Wang (2003) probaron distintos tiempos
de incubacién y proporciones de enzimas digestivas (celulasa y Macerozyma) para
aislar protoplastos de hojas de C. annuum var. accumnatumy C.frutescens cv. Bird
chilli y encontraron que una mezcla de 2% de celulasa, 0.4% de Macerozyma 'y 13%
de manitol durante tres horas de incubacion genera el mayor rendimiento de

protoplastos aislados.

4 5.2 Cultivo

Saxena et al. (1981) usaron el medio NT o DPD con 1.0 mg-L™" de 2,4-D, ANA y
BAP para cultivar protoplastos de C. annuum cv. Yolo Wonder, los cuales se
comenzaron a dividir mitéticamente y formar callosa a partir del cuarto dia después
de la incubacion. Prakash et al. (1997) utilizaron 2.0 mg-L-' de ANAy 0.5 mg-L-" de
BAP para generar callos a partir de protoplastos de C. annuum cv. California
Wonder, los cuales se comenzaron a formar a partir de los 45 dias después de la

siembra.
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4 5.3 Hibridacién somaéatica

La hibridacion somatica en plantas mediante la fusion de protoplastos se ha
convertido en una herramienta importante para el fitomejoramiento, permitiendo a
los investigadores la combinacion de células somaticas (total o parcial) de diferentes
cultivares, especies o0 incluso géneros dando como resultado nuevas
combinaciones genéticas (Grosser, Calovi, & Louzada, 2010). Con respecto a
chiles, esta estrategia podria ayudar de manera sustancial a generar nuevos
materiales aprovechando la diversidad genética que existe en los sitios de
distribucion natural del género Capsicum, pero actualmente no existen reportes de

esta tematica.

4.5.4 Regeneracion de plantas

Saxena, Gill, Rashid, & Maheshwari (1981) aislaron protoplastos de C. annuum cv.
Yolo Wonder a partir de células del mesdfilo. Los protoplastos se comenzaron a
dividir mitéticamente y formar callos en un medio NT o DPD con 1.0 mg-L-! de 2,4-
D, ANA y BAP. A partir de los callos se regeneraron plantas completas sin
complicaciones. Prakash et al. (1997) usaron 0.5 mg-L-" de AlA, 2.0 mg-L-' de AG3,
y 10 mg-L-' de BAP para inducir la formacion de nuevos brotes a partir de callos
derivados del cultivo de protoplastos y los enraizaron con 1.0 mg-L"' de ANAy 0.5
mg-L-' de BAP.

5. ETAPAS DEL CULTIVO in vitro DE CHILES

El éxito del cultivo in vitro se debe ampliamente a que este proceso se separa en
etapas de acuerdo con los diferentes estados de desarrollo, y en cada una de estas
se manipula la composicion del medio de cultivo y el control del ambiente (Davies,
Geneve, Wilson, Hartmann, & Kester, 2018). Se reconocen cuatro etapas para la
mayoria de las plantas: Establecimiento, se colocan los explantes en un medio de
cultivo aséptico; Multiplicacion, se induce la formacion de brotes multiples;
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Enraizamiento, se induce la formacion de raices en los brotes obtenidos durante la
multiplicacion; Aclimatizacién, las plantulas enraizadas se cambian a un ambiente

heterotréfico (Davies et al., 2018).

5.1 Etapa | (establecimiento)

El primer paso en cualquier programa exitoso de cultivo in vitro es la seleccion de
una fuente de explantes adecuada. Casi cualquier tejido u 6rgano vegetal se puede
usar como explante, pero el grado de éxito obtenido depende del sistema de cultivo
usado, el genotipo, y la remocion de contaminantes del explante (Torres, 1989). El
objetivo principal del establecimiento es la obtencidn de un gran porcentaje de
explantes libres de patdégenos mediante la desinfestacion del material vegetal
(Davies et al., 2018; Torres, 1989).

5.1.1 Fuente de material vegetal

El primer trabajo relacionado con el cultivo in vitro de tejidos vegetales con plantas
de chile fue realizado por Gunay & Rao (1978), quienes utilizaron semillas de dos
variedades de pimiento (Capsicum annuum) y un hibrido de Capsicum frutescens
durante el establecimiento, las cuales fueron puestas a germinar en el medio de
cultivo MS. De igual modo, diversos autores (Beltran-Burboa et al., 2020;
Christopher & Rajam, 1994; Ebida & Hu, 1993; Gogoi, Acharjee, & Devi, 2014;
Golegaonkar & Kantharajah, 2006; Haque & Ghosh, 2018; N. Ochoa-Alejo & Ireta-
Moreno, 1990; Sripichitt, Nawata, & Shigenaga, 1987) reportan la germinacion in
vitro de semillas como etapa inicial del proceso para la obtencion de distintos tipos

de explantes.

5.1.2 Desinfestacién del material vegetal

Partiendo del uso de semillas como fuente de material vegetal, estas se han
desinfestado mediante el uso de etanol (70%), cloro comercial (20-30%), cloruro de
mercurio (0.1%), Tween 20® (0.5%) y algunos fungicidas como Benlate® (4.0 g-L"),
Captan® (4 g-L") y Bavistin® (2.5%) (Beltran-Burboa et al., 2020; Haque & Ghosh,
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2018; Santana-Buzzy et al., 2005; Sharma, Kumar, Giridhar, & Ravishankar, 2008).
Todas las soluciones se preparan con agua destilada estéril y entre cada cambio de
agente desinfectante se realizan de tres a cinco enjuagues con agua destilada

estéril.

5.1.3 Obtencion de explantes

De las plantulas derivadas de semillas germinadas in vitro se han utilizado como
explantes a los cotiledones, hipocotilos, yemas apicales, hojas jovenes y segmentos
nodales (Beltran-Burboa et al., 2020; Christopher & Rajam, 1994; Golegaonkar &
Kantharajah, 2006; Gunay & Rao, 1978; Haque & Ghosh, 2018; Ochoa-Alejo & Ireta-
Moreno, 1990; Sripichitt et al., 1987). También se han utilizado segmentos de hoja
de plantulas en condiciones de invernadero, lo cual posee la ventaja de que se
obtiene mayor cantidad de explantes sin la necesidad de utilizar grandes cantidades
de semilla (Kim & Lim, 2019).

5.2 Etapa Il (multiplicacion)

Gunay & Rao (1978) utilizaron cotiledones e hipocdtilos de plantulas germinadas in
vitro de tres variedades de chile y encontraron una fuerte interaccién entre BAP y
AIA durante la induccién de brotes. Sripichitt et al. (1987) observaron mas
apropiados a los explantes de cotiledones de 12 dias de edad en pimiento
(Capsicum annuum) cultivados en un medio MS suplementado con 3.0 mg-L-' de
BAP (11.9 brotes por explante). Ochoa-Alejo & Ireta-Moreno (1990) reportan el uso
de hipocétilos como fuente de explantes en 16 variedades de chile (Capsicum
annuum), y mencionan que la capacidad de regeneracion de nuevos brotes
adventicios se encuentra fuertemente influenciada por el genotipo. Ebida & Hu
(1993) evaluaron la capacidad morfogénica de cotiledones, yemas apicales,
hipocdtilos y raices de plantulas de pimiento (Capsicum annuum) y encontraron que
los cotiledones generan mayor nimero de brotes con 0.1 mg-L-'de ANAy 5.0 mg-L-
'de BAP, las yemas apicales con 5.0 mg-L-' de BAP y los hipocétilos con 0.1 mg-L-
"de ANA y 10.0 mg-L" de BAP, mientras que las raices no demostraron poseer
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capacidad de regeneracidon de nuevos brotes. Utilizando yemas apicales,
Christopher & Rajam (1994) obtuvieron hasta 11 brotes axilares en Capsicum
praetermissum con el uso de 5.0 mg-L-'de BAP y 0.5 mg-L' de TIBA, mientras que
en Capsicum annum las mejores respuestas se obtuvieron con 10.0 mg-L-' de BAP
y 0.5 mg-L-' de TIBA con una media de 8 brotes, lo que también indica que las
respuestas se encuentran fuertemente influenciadas por el genotipo. Por su parte,
Golegaonkar & Kantharajah (2006) evaluaron cinco cultivares de Capsicum annuum
y observaron que los explantes de hojas jovenes poseen mayor capacidad de
formacion de nuevos brotes adventicios. Gogoi et al. (2014) trabajaron con el cultivar
Bhut Jalakia (Capsicum chinense) y lograron obtener 4.0 brotes utilizando
cotiledones como explantes, con 7.8 mg-L-'de BAP y 3.2 mg-L-" de KIN, mientras
que con yemas apicales obtuvieron 5.0 brotes con 3.3 mg-L-' de BAP y 13.0 mg-L""’
de KIN. Haque & Ghosh (2018) elaboraron un protocolo para la multiplicacion in vitro
de 10 materiales de chiles (Capsicum annuum, Capsicum chinense y Capsicum
frutescens) provenientes de la India y México, encontrando que la formacién de
brotes multiples depende en gran medida del genotipo. Beltran-Burboa et al. (2020)
cultivaron segmentos nodales de chiltepin (Capsicum annuum var. glabriusculum)
en 2.5 mg-L"de BAP en combinacion con 0.5 mg-L-' de AIA, en donde tuvieron las

mejores respuestas con una media de 6.6 brotes.

5.3 Etapa lll (enraizamiento)

Sripichitt et al. (1987) lograron enraizar brotes de pimiento (Capsicum annuum) con
la adicion de 0.5 mg-L" de AIA o ANA, indicando que es posible regenerar plantulas
completas después de 7 semanas de cultivo in vitro. Ebida & Hu (1993) lograron
enraizar un 70% de brotes adventicios de pimiento (Capsicum annuum) con la
adicion de 0.5 mg-L-"de AIA o 0.4 mg-L-' de ANA después de un mes de cultivo .
Christopher & Rajam (1994) utilizaron 1.0 mg-L"' de AIA y observaron que la
capacidad de enraizamiento de Capsicum praetermissum y Capsicum annuum se
ve fuertemente afectada por la presencia de citocininas utilizadas durante la
multiplicacion, ya solo entre el 40 y 50% de los brotes obtenidos durante la
multiplicacion con BAP o KIN lograron enraizar, mientras que los tratados con TIBA
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enraizaron hasta un 100%. Con el cultivar Bhut Jalakia (Capsicum chinense), Gogoi
et al. (2014) lograron enraizar brotes derivados de cotiledones con 0.5 mg-L"' de
ANA obteniendo hasta 8.67 raices por explante, mientras que en aquellos derivados
de yemas apicales fue de 16.67 con 1.0 mg-L-! de AIB. Barrales-Lopez, Robledo-
Paz, Trejo, Espitia-Rangel, & Rodriguez-De La O (2015) estudiaron diversas
variables durante el enraizamiento de chile habanero (Capsicum chinense) y
encontraron que las plantulas se desarrollaron mejor bajo una intensidad luminosa
de 28 yM-m=2-s-'. Haque & Ghosh (2018) observaron que el uso de 2.0 mg-L-' AIB
y 1.0 mg-L-" ANA provoco un efecto estimulante durante el enraizamiento de 10
materiales de chiles (Capsicum annuum, Capsicum chinense y Capsicum
frutescens), ademas, la adicion de 0.21 mg-L-' de espermidina al medio de cultivo
mejoro sustancialmente la capacidad de formacion de nuevas raices, obteniendo
asi mejores resultados. Beltran-Burboa et al. (2020) obtuvieron 80% de
enraizamiento y un promedio de 4.82 raices en brotes de chile (Capsicum annuum

var. glabriusculum) con el uso de 2.5 mg-L" de AIB.

5.4 Etapa IV (aclimatizacién)

Ebida & Hu (1993) aclimatizaron exitosamente plantulas de pimiento (Capsicum
annuum) en invernadero utilizando contenedores plasticos con sustrato comercial
para vegetales. Christopher & Rajam (1994) utilizaron como sustrato una mezcla de
suelo y vermiculita (3:1) durante la aclimatizacion de Capsicum praetermissum y
Capsicum annuum, y cuatro semanas después, las transfirieron directamente al
suelo, y obtuvieron una sobrevivencia del 86% en donde todas las plantas fueron
completamente normales. Gogoi et al. (2014 ) consiguieron un 40% de sobrevivencia
al aclimatizar plantulas del cultivar Bhut Jalakia (Capsicum chinense) en
contenedores plasticos con un sustrato conformado por arena, suelo y estiércol de
ganado bovino (1:1:1). Haque & Ghosh (2018) aclimatizaron 10 cultivares de chiles
(Capsicum annuum, Capsicum chinense y Capsicum frutescens) en macetas con
una mezcla comercial de sustrato horticola y observaron que la capacidad de
sobrevivencia de las plantulas se encuentra influenciada por el genotipo, en donde
vario desde 40.0 hasta 86.7%.
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Figura 7. Germinacion in vitro de chile chiltepin y regeneracion de plantas por
organogénesis. (A) Germinacion a los 12 dias en medio MS al 50%; (B) Plantula de dos
semanas de edad; (C) Induccion de brotes en segmentos nodales; (D) Multiplicacion de
brotes; (E) Alargamiento de brotes cultivados; (F) Planta enraizada después de cuatro

semanas. Fuente: Beltran-Burboa et al. (2020).

6. VARIACION SOMACLONAL

Los avances realizados con las técnicas del cultivo in vitro de tejidos vegetales han
hecho posible la regeneracion de varias especies vegetales mediante métodos de
micropropagacion y actualmente existen varios protocolos para cultivo s de
importancia econdmica (Krishna et al., 2016). La propagacion y preservacion de
clones de genotipos élite, seleccionados por sus caracteristicas sobresalientes,
requieren de un alto grado de uniformidad genética (Krishna et al., 2016). Sin

embargo, esto puede generar variabilidad genética, es decir, variacion somaclonal
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como resultado de mutaciones o cambios epigenéticos, aunque, por el contrario, es
una fuente de nuevas variantes con caracteristicas agrondmicas deseables (Bairu,
Aremu, & van Staden, 2011).

6.1 Identificacién de variantes somaclonales

Hossain, Konisho, Minami, & Nemoto (2003) realizaron una caracterizacion
morfolégica y molecular (RAPD) para observar la presencia de variantes de plantas
de C. annuum cv. Takanotsume y Shishitou derivadas del cultivo in vitro, y
encontraron cambios en el habido de crecimiento, color de los tallos, hojas y frutos,
asi como también en los patrones de pigmentacion por antocianinas en los frutos
inmaduros. También se ha observado que la variacibn somaclonal es muy
dependiente del genotipo (Anu, Babu, & Peter, 2004) y ocurre con mayor frecuencia
en callos embriogénicos (debido al uso de 2,4-D) y menor en sistemas de

regeneracion por organogénesis directa (Bello-Bello et al., 2014).

6.2 Aprovechamiento de las variantes

Se ha reportado la aparicion de caracteristicas agronémicas superiores como
floracidon precoz en incremento en los rendimientos de C. annuum cv. Takanotsume
y Shishitou por efecto del cultivo de tejidos vegetales (Hossain et al., 2003), lo cual
puede aprovecharse eficientemente en programas de mejoramiento genético. De
manera similar, Al-Ajeel, Al-Hattab, & El-Kaaby (2016) detectaron variantes de C.
annuum con mejores caracteristicas agronémicas, y mayor contenido de vitamina
C.

7. MUTAGENESIS

El primer paso durante el fitomejoramiento es la identificacion de genotipos
adecuados que contengan genes de interés entre los materiales existentes. En la
naturaleza, las variaciones ocurren principalmente por producto de mutaciones, vy,

sin este fendmeno, la creacion de nuevos materiales seria imposible (Oladosu et
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al., 2016). A pesar de que las mutaciones ocurren espontaneamente, la frecuencia
con que esto sucede es muy baja como para ser aprovechada en programas de
mejoramiento genético. No obstante, también es posible inducir estos cambios en
el ADN mediante métodos fisicos y quimicos (Parry et al., 2009). El agente
mutagénico causa rupturas en el ADN gendmico y durante el proceso de reparacion,
se inducen aleatoriamente nuevas mutaciones, las cuales son heredables. Estos
cambios también pueden ocurrir en los genomas de los organelos presentes en el
citoplasma (cloroplastos y mitocondrias), lo que da como resultado en variaciones
genéticas que se pueden aprovechar en programas de mejoramiento genético
mediante la seleccion de caracteristicas utiles, por ejemplo, forma y color de las
flores, resistencia a plagas y enfermedades, floracién precoz, entre otras
(Chaudhary, Deshmukh, & Sonah, 2019; Jain, 2010).

7.1 Métodos fisicos

En las ultimas 8 décadas, los mutagenos fisicos, principalmente la radiacion
ionizante, se han utilizado ampliamente para inducir aberraciones heredables y mas
del 70% de las variedades mutantes han sido desarrolladas utilizando estos agentes
(Oladosu et al., 2016). La radiacion se define como una forma de energia que se
mueve a través de una distancia en forma de ondas o particulas, y contienen
(relativamente) altos niveles de energia (en el espectro electromagnético), capaces
de mover electrones de la érbita nuclear de los atomos, convirtiéndolos de este
modo en iones. Estos agentes ionizantes del espectro electromagnético incluyen los
rayos X, gamma y cosmicos. Los rayos X fueron los primeros en ser utilizados para
inducir mutaciones y desde entonces, varias particulas subatémicas (neutrones,
protones, particulas alfa y beta) han sido generadas utilizando reactores nucleares
(Oladosu et al., 2016).

Uno de los primeros reportes sobre el uso de mutagenos fisicos en chiles fue el de
Katiyar (1978), quien utilizé rayos gamma (°°Co) para irradiar semillas de C. annuum
a 5,10, 15y 20 kR, con lo que observé anormalidades en los cromosomas durante

la meiosis, incluyendo aglutinamiento, asociacion alterada, rompimiento,
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segregacion desigual y microesporas deformes y sus frecuencias fueron
dependientes de la dosis empleada. Rao & Lakshmi (1980) irradiaron con rayos
gamma semillas de dos cultivares de C. annuum (el CA 960 de color rojo y el CA
1968 de color amarillo) en dosis de 10 a 40 kR y llegaron a conclusiones similares.
Joshi & Khalatkar (1981) utilizaron ¥°Co como fuente de rayos gamma para tratar
semillas de C. annuum en dosis de 2 a 20 kR, en donde observaron que a dosis
bajas incrementaron el tamafio y numero de semillas por fruto, mientras que con las
dosis mas altas estas variables se redujeron. Bhargava & Umalkar (1989) irradiaron
semillas de C. annuum “Ankur-1" con rayos gamma (%°Co, 5-20 kR) y observaron
que, a mayor dosis de radiacién, menor es el tamano de frutos, el numero de ramas
y la altura de las plantas. Sri Devi & Mullainathan (2011) indujeron mutaciones en
C. annuum “K1” con el uso de rayos gamma (°°Co, 10-50 kR), con lo que obtuvieron
distintos mutantes en cuanto a habitos de crecimiento, deficiencias en la sintesis de

clorofila en las hojas y androesterilidad.

7.2 Métodos quimicos

Se considera generalmente que los mutagenos quimicos provocan un efecto mas
suave en las plantas. Una ventaja de estos es que se pueden utilizar sin equipos o
instalaciones complejas. El procedimiento comunmente consiste en sumergir el
material vegetal en una soluciéon con el ingrediente activo. No obstante, los
mutagenos quimicos normalmente son cancerigenos, por consiguiente, es
necesario tomar precauciones y utilizar equipo de proteccion adecuado para evitar
danos en la salud. A pesar de que existen muchos compuestos quimicos que
inducen mutaciones, solo un pequefio numero de estos se han probado en plantas,
entre los que figuran los agentes alquilantes como etil metano sulfonato (EMS), 1-

metil-1-nitrosourea y 1-etil-1-nitrosourea (Oladosu et al., 2016).

Bhargava & Umalkar (1989) utilizaron EMS (0.05-0.15%) y azida de sodio (AS)
(0.005-0.015%) para tratar semillas de C. annuum “Ankur-1" y observaron que, a
mayor dosis de los agentes quimicos, menor es el tamano de frutos, el nUmero de

ramas y la altura de las plantas. Paran, Borovsky, Nahon, & Cohen (2007) trataron
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semillas de C. annuum “Maor” con EMS (0.2%), con lo que consiguieron distintos
mutantes en cuanto al tipo de ramificacion y arquitectura de la planta. Sri Devi &
Mullainathan (2011) indujeron mutaciones en C. annuum “K1” con el uso de EMS
(10-50 mM), con lo que obtuvieron distintos mutantes en cuanto a habitos de

crecimientos, deficiencias en la sintesis de clorofila en las hojas y androesterilidad.

8. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Las plantas cultivadas evolucionan en forma natural y a través de la intervencion
humana, y se basa principalmente en la existencia de diversidad genética en las
poblaciones (Bhandari et al., 2017; H. Zhang, Mittal, Leamy, Barazani, & Song,
2017). La diversidad genética se puede definir como el grado de diferenciacion
dentro o entre especies. La existencia de diferencias intra e interespecificas es la
base de todos los programas de mejoramiento genético. En este contexto, el
conocimiento sobre los aspectos de la diversidad genética, como aquellos factores
que la afectan, los diferentes métodos para su analisis y medicién, asi como también
los programas informaticos utilizados para estos fines se vuelven imperativos en

orden de utilizarlos prudentemente (Bhandari et al., 2017).

8.1 Métodos de anélisis de la diversidad genética

Un analisis de diversidad genética se puede realizar mediante caracterizacion
morfoldgica, citolégica, bioquimica y molecular. Los marcadores morfolégicos
fueron los primeros en utilizarse, y hoy en dia siguen vigentes. Después se utilizaron
las diferencias citolégicas y bioquimicas para evaluar estas diferencias entre
genotipos. Con el surgimiento de las herramientas gendmicas, los marcadores
moleculares se convirtieron en el método preferido para estos fines (Bhandari et al.,
2017).

8.1.1 Marcadores moleculares
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Esto involucra el estudio de la variacion entre distintos genotipos a nivel de ADN y
ARN. Existe distintos tipos de marcadores moleculares, los cuales tienen distintas
caracteristicas, lo que los hace adecuados para diferentes propdsitos (Bhandari et
al., 2017).

8.1.1.1 RAPD

Paran, Aftergoot, & Shifriss (1998) estudiaron las relaciones genéticas en 34
cultivares de diferentes tipos de chiles (C. annuum) con el uso de 21 iniciadores
RAPD, con lo que separaron distintos grupos de acuerdo con el tamafio de los frutos
y su nivel de pungencia, y encontraron un polimorfismo de 22% (1.6 productos
polimdrficos por iniciador). Rodriguez, Berke, Engle, & Nienhuis (1999) evaluaron
134 accesiones de seis especies de chiles (C. annuum, C. frutescens, C. chinense,
C. baccatum, C. chacoense y C. pubescens) con 25 iniciadores RAPD, con lo que
detectaron 124 bandas polimérficas y lograron separar las accesiones de acuerdo
con su especie. Baral & Bosland (2002) estudiaron 111 accesiones de chiles (C.
annuum var. annuum) provenientes de Nepal y 28 de México y Estados Unidos de
Ameérica con el uso de 18 iniciadores RAPD, con lo que obtuvieron 146 bandas
polimorficas entre todas las accesiones, agrupando a las accesiones segun su
origen geografico. Rabelo da Costa et al. (2006) cuantificaron la diversidad genética
entre 70 materiales de Capsicum originarios de Brasil con 8 iniciadores RAPD,
distinguiendo mediante esta técnica identificar a 53 individuos (16 de C. annuum, 7
de C. frutescens, 14 de C. baccatum y 5 de C. chinense). Bhadragoudar & Patil
(2011) caracterizaron 45 accesiones de C. annuum del estado de Karnataka, India,
con el uso de 25 iniciadores RAPD, con lo que consiguieron un promedio de 3.9
bandas polimorficas y 2.25 monomorficas, concluyendo que existe un nivel alto de

diversidad genética entre los materiales estudiados.

8.1.1.2 SSR

Ibarra-Torres, Valadez-Moctezuma, Pérez-Grajales, Rodriguez-Campos, &
Jaramillo-Flores (2015) utilizaron 24 marcadores SSR para diferenciar entre
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genotipos de C. annuum y C. pubescens, asi como también entre variedades de
tipo jalapefio y serrano de C. annuum, con lo que lograron diferenciar
adecuadamente entre especies, no obstante, entre variedades de C. annuum esto
no fue posible. Con el uso de 24 pares de iniciadores SSR, Carvalho et al. (2017)
evaluaron la diversidad genética entre 103 accesiones de C. frutescens originarias
de Brasil, y otras 20 de distintas especies de Capsicum como referencia,
encontrando un polimorfismo desde 0.36 hasta 0.75, con un promedio de 0.57.
Sharmin, Hoque, Haque, & Khatun (2018) caracterizaron 20 genotipos locales de
chiles (Capsicum spp.) de Bangladesh con 11 iniciadores SSR, encontrando un total
de 10 alelos para cinco loci polimérficos y la diversidad genética varié desde 0.333

gasta 1.000 con un promedio de 0.567.

8.1.1.3ISSR

Ibarra-Torres et al. (2015) utilizaron ocho iniciadores ISSR para analizar genotipos
de C. annuumy C. pubescens, asi como también entre variedades de tipo jalapeno
y serrano de C. annuum, con lo que lograron determinar diferencias moleculares
entre las dos especies y las dos variedades de C. annuum. Alemu, Mullualem, &
Adugna (2017) evaluaron la diversidad genética de 73 accesiones de chiles
(Capsicum spp.) utilizando cinco iniciadores ISSR, con lo que obtuvieron 37 bandas
en total, de las cuales 35 fueron polimorficas (94.6%). Tsaballa et al. (2015)
trabajaron con 30 accesiones criollas de C. annuum originarias de Grecia y
evaluaron su diversidad genética utilizando 6 iniciadores ISSR, con lo que lograron
separar los materiales en 8 grupos utilizando 53 bandas detectadas, con un
porcentaje de polimorfismo del 83.6%. Thuy, Ky, Ba, Hien, & Yeap (2016) utilizaron
15 iniciadores ISSR para estudiar la diversidad genética de 16 variedades de chiles
utilizadas como portainjertos (Capsicum spp.) originarias de Vietnam, con lo que
obtuvieron un total de 136 bandas, 102 de las cuales fueron polimoérficas,
diferenciando claramente a los materiales entre especies y variedades. Por su parte,
Lopez-Espinosa et al. (2018) estudiaron la diversidad genética de 60 accesiones
criollas de chile habanero (C. chinense) de la peninsula de Yucatan y Tabasco
mediante el uso de 3 iniciadores ISSR, detectando un total de 32 bandas, de las
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cuales el 98% fueron polimorficas, concluyendo que la diversidad genética de loas
poblaciones es alta, en donde el 95.5% de la variacion observada se encontrd
dentro de estas y solo el 4.5% entre ellas. Brilhante et al. (2021) utilizaron 69
accesiones de cuatro especies de chiles (C. chinense, C. baccatum var. pendulum,
C. frutescens y C. annuum) colectadas en Brasil para evaluar su diversidad
mediante el uso de 17 iniciadores ISSR, con lo que obtuvieron un total 150
fragmentos amplificados, de los cuales 134 fueron polimérficos (90%), siendo C.
chinense y C. baccatum las especies con mayor polimorfismo (88.8%), seguido de
C. frutescens (56.6%) y C. annuum (26.9%).

8.1.1.4 AFLP

Paran et al. (1998) estudiaron las relaciones genéticas en 34 cultivares de chiles (C.
annuum) con 10 combinaciones de iniciadores AFLP, con lo que observaron un
porcentaje de polimorfismo del 13% y un promedio de 6.5 marcadores polimérficos.
Toquica, Rodriguez, Martinez, Duque, & Tohme (2003) evaluaron 71 accesiones de
4 especies de chiles (C. chinense, C. baccatum, C. annuum y C. frutescens)
procedentes de la region amazénica de Colombia con el uso de 4 combinaciones
de marcadores AFLP, con lo que consiguieron separar las accesiones en 4 grupos,
observando que la variacion genética total fue relativamente baja, con un indice de
diversidad de 0.331. Guzman, Ayala, Azurdia, Duque, & De Vicente (2005)
trabajaron con 74 accesiones de chiles pertenecientes a 4 especies (C. annuum, C.
chinense, C. frutescens 'y C. pubescens) (34 accesiones de traspatio y 40 del banco
de germoplasma de la Universidad de San Carlos de Guatemala) con el uso de tres
combinaciones de iniciadores AFLP, y observaron un total de 68 bandas
polimdrficas, concluyendo que los huertos de traspatio son una alternativa viable de
conservacion de recursos fitogenéticos. Baba et al. (2016) estudiaron la diversidad
genética entre 71 accesiones de C. chinense originarias de Brasil con el uso de tres
combinaciones de marcadores AFLP, encontrando un total de 302 bandas

polimorficas.

8.1.1.5 RFLP
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Lefebvre, Palloix, & Rives (1993) evaluaron la diversidad genética entre 13
accesiones de C. annuum (incluyendo materiales criollos de C. annuum var.
annuum y cultivares de pimiento) y una de C. baccatum var. pendulum (control) con
el uso de marcadores RFLP (ADN gendmico digerido con 10 enzimas de
restriccion), con lo que observaron mayor grado de diferenciacion entre C. annuum

var. annuum 'y C. baccatum var. pendulum (diferenciacion interespecifica).

8.1.1.6 Métodos filogenéticos

Antes del advenimiento de las tecnologias de secuenciacién de ADN, los arboles
filogenéticos se usaban casi exclusivamente para describir las relaciones entre
especies en sistematica y taxonomia. Hoy en dia, las filogenias se utilizan en casi
todas las ramas de la biologia (Yang & Rannala, 2012). Mas recientemente, la
filogenética molecular se ha convertido en una herramienta indispensable para las
comparaciones de genomas. En este contexto, se utiliza para clasificar secuencias
metagenodmicas, identificar genes, elementos reguladores y ARN no codificantes en
genomas recién secuenciados, interpretar genomas individuales modernos y

antiguos, y reconstruir genomas ancestrales (Yang & Rannala, 2012).

En el género Capsicum, este enfoque se ha utilizado para estudiar su monofilia,
delimitar especies dentro del género y para el establecimiento de relaciones
filogenéticas entre especies (Walsh & Hoot, 2001). Por ejemplo, Sun et al. (2014)
evaluaron la diversidad genética entre 26 variedades de C. annuum y cuatro de C.
eximium mediante el uso de la region ITS71-5.8S-ITS2, con lo que observaron que
cada especie formo6 un grupo independiente por si misma. Por otra parte, Carrizo-
Garcia et al. (2016) realizaron un estudio mas profundo sobre la filogenia de este
género, utilizando un total de 34 especies (de alrededor de 37) utilizando dos
marcadores del genoma cloroplastico (matK y psb-trnH) y uno nuclear (waxy),

corroborando el origen monofilético, y la separacion en 11 clados bien definidos.

9. TRANSFORMACION GENETICA
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La transformacion genética ha proporcionado un enfoque alternativo para los
programas de fitomejoramiento de los chiles. La principal ventaja de la utilizacién de
la transformacién genética es que ofrece de una alternativa para superar las
barreras genéticas intra o interespecificas y permite la incorporacion de genes utiles
0 nuevas caracteristicas en el genoma de los chiles (Srivastava & Mangal, 2019).
La naturaleza recalcitrante del género Capsicum también afecta a los sistemas de
transformacién genética, por lo que la aplicacion de las tecnologias del ADN
recombinante se torna mas dificil en estas especies (Kothari et al., 2010). En el caso
de los chiles, la transformacion genética mediada por Agrobacterium es ciertamente
una herramienta importante que facilita el mejoramiento genético con el fin de
obtener variedades resistentes contra diversos factores que limitan la produccion.
No obstante, los avances en esta area se han visto limitados debido a la baja

eficiencia de regeneracion in vitro (Kothari et al., 2010).

9.1 Transformacién genética mediada por Agrobacterium

El primer estudio realizado sobre modificacion genética de chile utilizando
Agrobacterium fue realizado por Liu, Parrott, Hildebrand, Collins, & Williams (1990),
quienes transformaron cotiledones e hipocétilos de pimiento (Capsicum annuum) 'y
observaron actividad del gen reportero GUS, sin embargo, no lograron regenerar
plantas completas. Manoharan, Vidya, & Sita (1998) utilizaron cotiledones durante
la transformacién genética de chile Pusa Jwala (Capsicum annuum) y la cepa
EHA105 de Agrobacterium tumefaciens con el plasmido pBI121, el cual porta dentro
del T-DNA los genes GUS y NPTII, obteniendo varias lineas transgénicas
independientes que fueron aclimatizadas en invernadero. Li, Zhao, Xie, Zhang, &
Luo (2003) utilizaron la cepa LBA4404 con el plasmido pBI121 y transformaron
cotiledones de Capsicum annuum, en donde obtuvieron una eficiencia de
transformacion del 40.8%. Kumar, Sharma, Chattopadhyay, & Chakraborty (2012)
introdujeron el gen BC1 del virus del enrollamiento de la hoja del chile en el genoma
del pimiento rojo (Capsicum annuum) con el uso de la cepa EHA 105 de

Agrobacterium y el plasmido pBinARBC1, indicando que todas las plantas
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transgénicas que regeneraron fueron fenotipicamente igual a las no transgénicas
cuando se cultivaron en suelo. Maligeppagol et al. (2016) trabajaron con el factor de
transcripcion Dreb1A de Arabidopsis thaliana, le insertaron el promotor rd29A que
es inducible por sequia, y lo fusionaron al plasmido pCAMBIA 2301 para transformar
dos cultivares de chile (Capsicum annuum) con la cepa LBA4404 de Agrobacterium,
en donde obtuvieron lineas transgénicas que mostraron una mayor tolerancia al
estrés hidrico. Bulle, Yarra, & Abbagani (2016) transformaron cotiledones de chile
“G4” (Capsicum annuum) con el gen TaNHX2 de trigo, el cual insertaron en el
plasmido pBind438 y la cepa LBA4404 de Agrobacterium, obteniendo plantas
tolerantes a estrés salino. Shivakumara et al. (2017) utilizaron el gen PDH45 de
chicharo para transformar plantulas de chile (Capsicum annuum), el cual fue
insertado en el plasmido pBl121 y colocado en la cepa EHA 105 de Agrobacterium,
con lo que obtuvieron plantas tolerantes a diversos tipos de estrés abidtico, como
sequia, salinidad, y estrés oxidativo. Ortega et al. (2018) desarrollaron plantas
transgénicas de chile (Capsicum annuum) resistentes a glifosato bajo un enfoque
intergénico, en donde utilizaron el mismo gen (CaEPSPS) mutado de la enzima
EPSPS de chile utilizando su propio promotor y el 35S del virus del mosaico de la
coliflor, con lo que obtuvieron plantas moderadamente resistentes al herbicida.
Mahto, Sharma, Rajam, Reddy, & Dhar-Ray (2018) desarrollaron un protocolo para
la transformacion genética de dos cultivares de chile (Capsicum annuum) con el uso
de la cepa LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens y el plasmido pCAMBIA2301,
con lo que obtuvieron varias lineas transgénicas independientes y una eficiencia de

transformacién del 30%.

9.2 Transformacién genética por biobalistica

Chee, Lycett, Khoo, & Chin (2017) insertaron el gen de vainillina sintasa (VpVAN)
mediante bombardeo de particulas en hipocétilos de chile “Hot Lava” (Capsicum
frutescens), y observaron que la expresion heteréloga de este gen en los callos
transformados dio como resultado un incremento en los niveles de vainillina y

vainillina glucésido de casi 200 veces, con respecto a los tejidos no transformados.
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Figura 8. Ensayos histoquimicos con el gen reportero GUS en plantas transgénicas de C.
annuum cv. Pusa Jwala (A-l) y Pusa Sadabahar (M-R). (A y D) explantes de hipocétilos; (B
y E) explantes de cotiledones; (C, F, M y P) hojas maduras; (G y J) flores; (H, KNy Q)
epicarpio de frutos maduros; (I, L, O y R) semillas inmaduras. Barras de escala: 200 um.
Fuente: Mahto et al. (2018).

10. BIOINFORMATICA

Las ciencias 6micas y la bioinformatica son herramientas esenciales para el
entendimiento de los sistemas moleculares que controlan el funcionamiento de las
plantas (Mochida & Shinozaki, 2011; Rhee, Dickerson, & Xu, 2006). Este
conocimiento es fundamental para permitir el aprovechamiento de los recursos
biolégicos mediante el desarrollo de nuevos cultivares con caracteristicas
mejoradas a bajos costos tanto econémicos como ambientales (Vassilev,
Leunissen, Atanassov, Nenov, & Dimov, 2005). Hoy en dia se dispone de la
secuencia completa del genoma del chile criollo de Morelos (C. annuum cv. CM334)
(Kim et al., 2014), del cultivar Zunla-1 (C. annuum L.) y su progenitor silvestre, el
chiltepin (C. annuum var. glabriusculum) (Qin et al., 2014). Esta informacién
representa grandes avances con respecto al conocimiento del chile, lo cual permitira

a mediano plazo entender los mecanismos moleculares que modulan la forma vy
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tamarno del fruto, la arquitectura de la planta, el contenido de capsaicina, asi como
también los factores que intervienen durante el ataque de plagas y enfermedades,
con lo que sera posible desarrollar mejores variedades en un menor tiempo

utilizando las nuevas herramientas (Ahn et al., 2018).

10.1 Anélisis de transcriptomas

Antes de la publicacion del primer genoma de chile, Géngora-Castillo et al. (2012)
publicaron un transcriptoma de dos cultivares de C. annuum (Serrano Tampiquefo
74 y Sonora Anaheim), el cual incluye librerias de ADNc derivadas de diferentes
organos (raices, tallos, hojas, flores y frutos) y distintas condiciones de estrés. Las
secuencias ensambladas constan de un total de 32,314 contigs y 59,991
singletones. Esta base integra informacion comprensiva incluyendo anotaciones

funcionales, ontologia de genes y procesos metabdlicos.

Lee et al. (2020) realizaron un estudio del transcriptoma de C. annuum cv. Bukang
bajo el efecto de cuatro fitohormonas principales (acido salicilico, acido jasmonico,
etileno y acido abscisico) mediante secuenciaciéon de ARN de alto rendimiento, con
lo que generaron un total de 78 muestras de tres réplicas y seis tiempos,
constituyendo un total de 187.8 Gb de datos transcriptémicos. Los datos de este
transcriptoma proveen de informacion valiosa para el entendimiento de las
relaciones y redes moleculares que regulan la expresion de genes relacionados con
las fitohormonas que se encuentran involucrados en el desarrollo vegetal y la

adaptacion al estrés ambiental.

10.2 Identificacion de genes
Tang et al. (2019) realizaron una caracterizacion sobre los genes mitocondriales
responsables de la terminacién de la transcripciéon (mTERFs) en C. annuum, con lo

que encontraron 35 genes (CaMERFs), divididos en ocho grupos principales. El

analisis de los promotores de estos genes reveld la presencia de muchos elementos
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cis relacionados con la regulacion de la respiracion celular, fotosintesis, regulacion

de fitohormonas y respuestas a estrés.

Arce-Rodriguez, Martinez, & Ochoa-Alejo (2021) realizaron una identificacion de la
familia génica de factores de transcripcion MYB en C. annuum, encontrando un total
de 235 proteinas no redundantes. la comparacion de secuencias de CaMYBs con
otras especies reveld que los genes son conservados, asi como algunos
potencialmente especializados. Los perfiles de expresion en tejidos mostraron que
se expresan diferencialmente, sugiriendo que son divergentemente funcionales.
Ademas, existen algunos candidatos que podrian estar participando en la regulacion
de la biosintesis de fenilpropanoides, lignina, capsaicinoides, carotenoides y
vitamina C, lo que provee de nuevas pistas sobre el rol de los estos factores de

transcripcion en el metabolismo secundario.

11. CASO DE ESTUDIO: RESISTENCIA A Phytophthora capsici Leonian

El oomiceto filamentoso Phytophthora capsici es un patdgeno vegetal altamente
dinamico y destructivo, el cual ataca a cucurbitaceas (pepino, meldn, calabaza),
tomate, berenjena y chiles (Lamour, Stam, Jupe, & Huitema, 2012). En este ultimo
los problemas pueden presentarse en todos los estados de desarrollo y tejidos, en
donde causa varios sintomas, incluyendo la pudricion de raices, corona y frutos,
marchitamiento, dafios a los tallos y damping-off en estado de plantula. Este
patdgeno presente en el suelo causa una enfermedad multiciclica que vive en
tejidos vivos (biotrofico) y muertos (necrotréfico), causando de este modo un
problema persistente especialmente en aquellas regiones donde se cultivan chiles
de manera repetitiva (Kim et al., 2008), siendo uno de los principales problemas
fitosanitarios de este cultivo en todo el mundo, lo que resulta a menudo en pérdidas

totales (Barchenger, Lamour, & Bosland, 2018).

La incidencia y severidad de esta enfermedad se ha incrementado
significativamente en las ultimas décadas y el uso indiscriminado de productos de
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sintesis quimica para su manejo no constituye una opcion sustentable debido a su
alto costo de aplicacion en campo, danos potenciales al ambiente y al desarrollo de
resistencia (Pang et al., 2013; Parra & Ristaino, 2001; Wang et al., 2020), por lo
que es necesario el uso de otras alternativas viables a largo plazo. Entre estas, la
resistencia genética es una opcidn sustentable para enfrentar el problema
fitosanitario y a la vez reducir el uso de fungicidas y la degradacion del ambiente,
por lo que es necesaria la identificacion de nuevas fuentes de resistencia, sobre
todo en los materiales criollos, con el fin de ayudar al desarrollo de nuevos cultivares
(Moran-Banuelos, Aguilar-Rincon, Corona-Torres, & Zavaleta-Mejia, 2010; Retes-
Manjarrez et al., 2020).

11.1 Fuentes de resistencia

Desde los afios 60 se han reportado algunos materiales resistentes a este patégeno,
entre ellos el AC2258, PI1201232 y P1201234 (C. annuum) originarios de Centro
América (Kimble & Grogan, 1960), y el Criollo de Morelos 334 (CM334) (C. annuum)
de México (Guerrero-Moreno & Laborde, 1980), Entre estas variedades, el CM334
ha sido el mas estudiado debido a que es el que tiene el mayor nivel de resistencia
(Bonnet et al., 2007; Mo et al., 2014; Quirin et al., 2005). Recientemente, Retes-
Manjarrez et al. (2020) encontraron seis materiales criollos (cuatro accesiones C.
annuum de tipo Piquin y Jalapeno y dos de C. pubescens) altamente resistentes en
poblaciones nativas de 14 estados de México, con niveles similares a CM334. Estas
fuentes de resistencia podrian aportar nuevas fuentes de variacion con posibilidad
de utilizarse para el desarrollo de nuevos cultivares paralelamente con mejores

rendimientos y calidad de frutos.

11.2 Mecanismos de resistencia

La expresion de la resistencia a P. capsici en chiles se ve influenciada por muchos
factores ambientales como el cultivar y la edad, dosis del in6culo, temperatura,
humedad del suelo, cepa del patdégeno, método de inoculacién y la patogenicidad

del aislado. Debido a estos factores, P. capsici es un patégeno complicado de
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controlar, y el desarrollo de cultivares mediante métodos convencionales no ha sido
exitoso (Kim et al., 2008).

Diversos estudios han reportado las bases genéticas de la resistencia a P. capsici
en chiles. Estudios previos sobre la resistencia de CM334 sugirieron varios modelos,
como la participacion un gen dominante (Walker & Bosland, 1999), dos genes
recesivos situados en cromosomas distintos (Guerrero-Moreno & Laborde, 1980),
dos dominantes (Reifschneider, Boiteux, Vecchia, Poulos, & Kuroda, 1992), y hasta
tres genes dominantes de CM334 (Ortega, Espafiol, & Zueco, 1991). Después se
concluyd que la herencia poligénica junto con mecanismos aditivos o epistaticos
controlan este fendmeno (Bartual, Carbonell, Marsal, Tello, & Campos, 1991;
Lefebvre & Palloix, 1996).

Los estudios explicativos sobre la accion particular de los genes de resistencia
iniciaron con los experimentos de Egea, Pérez, & Candela (1996), quienes
detectaron la presencia de capsidiol (un tipo de fitoalexina derivada de la ruta de los
terpenoides) en cultivares susceptibles y resistentes, indicando que el grado de
resistencia se debe principalmente a la capacidad de movilizacion de este
metabolito hacia las zonas necréticas causadas por el patégeno. Mas tarde, Silvar,
Merino, & Diaz (2008) demostraron que existe un incremento en los niveles de
expresion de los genes CaBPR1 (una clase de proteinas relacionadas con la
patogénesis), CaBGLU (una forma basica de [-1,3-glucanasa, enzimas
degradadoras de la pared celular de los hongos), CaPO1 (una peroxidasa) y CaSC1
(sesquiterpeno ciclasa, enzima participante en la biosintesis de capsidiol),
correlacionados con la capacidad de respuesta ante la invasion. Otros genes
detectados incluyen CaChi2 (con actividad quitinasa), CaPR-4, CaPR-10 (Sang,
Kim, & Kim, 2010), PAL (fenilalanina amonio liasa) (Zhang et al., 2013) y CaRGA2
(Zhang et al., 2013).

En un estudio transcriptémico, Wang et al. (2015) analizaron la expresion diferencial
del genotipo resistente PI201234 bajo el ataque de P. capsici, con lo que observaron
un total de 1220 genes, de los cuales 480 aumentaron sus niveles de expresion y

740 disminuyeron, con 211 posibles candidatos involucrados en las respuestas de
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defensa. El analisis posterior de 12 de estos genes confirmé que siete se
encuentran involucrados en la modificacion de la pared celular, biosintesis de
fitoalexinas, desarrollo de sintomas, y mecanismos de sefalizacion de

fitohormonas.

11.3 Alternativas biotecnologicas

Los recursos moleculares para el estudio de P. capsici han ido en aumento, lo que
ha logrado que hoy en dia se disponga de dos genomas de referencia (Lamour et
al., 2012; Shi et al., 2021). Del mismo modo, la disponibilidad de los distintos
genomas Y transcriptomas de chile que se tienen provee de herramientas para el
analisis de genes y grupos de genes que se han reportado con funciones durante la
invasion del patégeno a través de las distintas herramientas biotecnoldgicas. Por
ejemplo, una alterativa viable es el analisis, identificacion y caracterizacion de las

proteinas relacionadas con la patogénesis en plantas (PRP).

Las PRP son un grupo de moléculas diversas que son inducidas por fitopatégenos
y otras moléculas senalizadoras relacionadas con los sistemas de defensa. son
componentes claves del sistema inmune innato de los vegetales, especialmente de
la resistencia sistémica adquirida, y se utilizan ampliamente como marcadores
moleculares de los mecanismos de sefalizacién durante los procesos de defensa
(Ali et al., 2018). Las PRP se agrupan de acuerdo con su funcion, tales como las 3-

1,3-glucanasas, peroxidasas, defensinas, tioninas y quitinasas.

Las quitinasas son proteinas que degradan la quitina, el segundo polisacarido mas
abundante del planeta después de la celulosa, el cual forma parte de la pared celular
en la mayoria de los hongos. Estas proteinas son de suma importancia puesto que
pueden mejorar la resistencia contra factores bidticos y abioticos. En chiles se han
detectado al menos 16 genes de este tipo, y todos tienden a aumentar sus niveles
de expresion ante el ataque de P. capsici (Ali et al., 2018). De este grupo, uno de
los miembros mas activos es CaChilV1, puesto que se ha observado que su
silenciamiento provoca un incremento en la susceptibilidad de las plantas al ataque

de P. capsici debido a cambios en la expresién de genes relacionados con la
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defensa (Ali et al., 2019), mientras que la sobreexpresion de CaChiVI2 en
Arabidopsis genera mayor resistencia a estrés bidtico (ataque de P. capsici) y
abidtico (temperatura y sequia) mediante la reduccién de la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno y la modulacion de la expresidon de genes
relacionados con la defensa (Ali et al., 2020), por lo que su uso en chiles mediante
la ingenieria genética bajo un enfoque cisgénico podria ayudar a la generacién de
cultivares con un rango de resistencia a diversos tipos de factores adversos y de
este modo reducir el uso de fungicidas con el fin de obtener una produccion de
alimentos inocua y libre de sustancias dafinas tanto para el ambiente como para la

salud humana.

12. FITOQUIMICA

El género Capsicum, al ser ampliamente diverso, su composicion quimica también
presenta una gran variabilidad. Sus principales aplicaciones son en la industria
alimentaria y farmacoldgica, ya que sus frutos presentan una composicion quimica
rica en capsaicinoides, carotenoides, flavonoides y compuestos volatiles a los que
se les atribuye la habilidad de dar sabor a las comidas, producir aromas y actuar

como antioxidantes (Antonio, Wiedemann, & Veiga Junior, 2018).

12.1 Capsaicinoides

Los capsaicinoides son las moléculas responsables de la sensacién pungente que
ocurre cuando los mamiferos muerden un fruto de Capsicum (Aza-Gonzalez,
Nufiez-Palenius, & Ochoa-Alejo, 2011; Lu, Ho, & Huang, 2017). En total se han
reportado mas de 20 de estos compuestos y la capsaicina es el principal
componente activo, seguido de la dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homodihidrocapsaicina y la homocapsaicina, principalmente (Luo, Peng, & Li,
2011). Solo los chiles sintetizan capsaicinoides en la naturaleza y se ha especulado

que tienen una funcién protectora contra patégenos (Aza-Gonzalez et al., 2011).
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Cuadro 1. Estructura quimica de los principales capsaicinoides presentes en frutos de chile.
Fuente: Lu et al. (2017).
Nombre Abreviatura Formula molecular Estructura quimica
Capsaicina C Ci1sH27NO3 HO

Dihidrocapsaicina DHC C1sH20NOs3 Q cH
g y Y
H

HO CHs
OCHj
Nordihidrocapsaicina n-DHC C17H27NOs o CH,
PN NN
N CHs
HO
OCH3
Homodihidrocapsaicina h-DHC C19H31NO3 Ho

Homocapsaicina h-C C19H20NOs3 HO:@\/
H

12.2 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de alrededor de 750 compuestos de 40 carbonos
que se encuentran ampliamente distribuidos entre las plantas y son conocidos por
sus propiedades cromogénicas, que atribuyen colores naranja, amarillo y rojo. Estos
pigmentos pueden ser sintetizados por todos los organismos fotosintéticos, y en
algunos no fotosintéticos, en donde cumplen papeles muy importantes durante la
fotosintesis, actuando como fotoprotectores y estabilizando radicales libres (Antonio
et al., 2018; Maoka, 2020).

Los chiles se consideran como verduras ricas en carotenoides (Villa-Rivera &
Ochoa-Alejo, 2020). La variedad de colores se debe en parte a la presencia de
carotenoides, principalmente oxigenados, cuyo perfil puede cambiar en funcion del
estado de madurez, de la especie y del cultivar (Antonio et al., 2018). Al principio,

los frutos son de color verde, los cuales se encuentran constituidos principalmente

51



de cloroplastos que contienen aproximadamente un 68% de clorofilas, mientras que
los carotenoides representan un 32%, el nivel mas bajo. En esta etapa, se pueden
encontrar carotenoides como luteina, violaxantina, neoxantina y [(-caroteno
(Hassan, Yusof, Yahaya, Rozali, & Othman, 2019). Conforme el fruto se madura,
comienza la sintesis de carotenoides en los cromoplastos a partir de los ya
existentes en los cloroplastos, asi como también ocurre sintesis de novo. Mediante
el proceso de maduracion, los cloroplastos se convierten en cromoplastos, los
cuales contienen una mezcla de carotenoides que contribuyen colectivamente con
el color, que puede ir desde verde hacia café, después amarillo, naranja rojo o rojo

oscuro al final de la maduracién, dependiendo del cultivar (Hassan et al., 2019).

12.3 Flavonoides

Los flavonoides, una clase de polifenoles (metabolitos secundarios), se encuentran
presentes ampliamente en las plantas, y se les han atribuido varios efectos
bioactivos incluyendo propiedades antivirales, antiinflamatorias, cardioprotectivas,
antidiabéticas, anticancerigenas, antienvejecimiento, entre otras. Su estructura
basica consiste de tres anillos de tipo Cs-C3-Cs con diferentes patrones de
sustitucion (Wang, Li, & Bi, 2018).

En chiles, se acumulan principalmente en el epicarpio, en sus formas conjugadas
de tipo O-glicésidos y derivados C-glicésidos. La quercetina y la luteolina son los
principales flavonoides presentes en chiles, en donde representan
aproximadamente el 41% de todo el contenido total de flavonoides (Antonio et al.,
2018).

12.4 Compuestos voléatiles

La fraccion volatil en los frutos de chile es la responsable de su aroma, asi como
también de sus compuestos bioactivos. Se ha reportado que es diversa, con mas
de 200 sustancias descritas, incluyendo compuestos clasificados como terpenos,
hidrocarbonos, alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos, ésteres, lactonas vy

compuestos fendlicos (Antonio et al., 2018).
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Entre estas sustancias identificadas en la fraccion volatil se encuentra tiol metano,
dimetilsulfuro, dimetilamina, acetaldehido, propanal, acetona, 2-nonanona, hexano,
acido aceético, 1-pentanol, limoneno, pentadecano, metil salicilato, entre otros
(Antonio et al., 2018).

13. EDICION GENETICA

Los avances en las tecnologias de edicién genética han revolucionado los campos
de la gendmica funcional y el fitomejoramiento (Arora & Narula, 2017). La recién
desarrollada técnica de edicion genética llamada repeticiones palindromicas cortas,
agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR/Cas9) ha contribuido
significativamente en el avance para el mejoramiento de cultivos debido a su
simplicidad y a su alta eficiencia en comparacion con otras técnicas como las ZFNs
y las TALENS (Karkute, Singh, Gupta, Singh, & Singh, 2017). El desarrollo de cultivo
s geneéticamente editados similares a aquellos obtenidos mediante el
fitomejoramiento convencional utilizando esta técnica la convierte en una
herramienta muy prometedora y versatil para proveer de una agricultura sostenible
con el fin de una mejor alimentacion hacia una humanidad creciente en un escenario

de cambio climatico (Khatodia, Bhatotia, Passricha, Khurana, & Tuteja, 2016).

13.1 Edicion genética mediante CRISPR/Cas9

Debido al reciente desarrollo de esta tecnologia y su adaptacion al fitomejoramiento,
los estudios que se han hecho en chiles son limitados. Borovsky et al. (2019)
utilizaron esta estrategia para estudiar la funcién de los genes CcLOL1, CaGLK2 y
CcAPRR?2, los cuales influencian el color de los chiles inmaduros y el desarrollo de
los cloroplastos en C. chinense. Kim, Choi, & Won (2020) usaron protoplastos
derivados de callos in vitro y plantas en invernadero de C. annuum cv. CM334 y
Dempsey para generar una delecion en el gen CaMLO2, el cual se sabe que
confiere susceptibilidad a enfermedades fungicas, por lo que los mutantes

adquieren resistencia ante un amplio espectro de estos patdégenos, especialmente
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mildiu, con lo cual se pueden obtener cultivares libres de genes de otras especies

de organismos con caracteristicas agronémicas mejoradas.

14. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El establecimiento de un protocolo eficiente de regeneracion in vitro abre las puertas
a una gran cantidad de aplicaciones biotecnoldgicas, y a pesar de los problemas
que los chiles presentan en este aspecto (naturaleza recalcitrante, arrosetamiento
de brotes adventicios y genotipo-dependencia), ha sido posible adaptar
metodologias de acuerdo con la naturaleza de la investigacion. Una de estas
aplicaciones es la propagacion masiva de materiales élite, que con un procedimiento
minucioso asegura la fidelidad genética del cultivar. De manera similar, también es
posible utilizar esta estrategia para la obtencion de plantas libres de patégenos,
asegurando de este modo la calidad fitosanitaria en los campos de cultivo.
Asimismo, el uso de la transformacion genética de plantas hace uso implicito de un
sistema de regeneracién in vitro, por lo que también se han adaptado
procedimientos para distintos casos en particular. Con respecto al aprovechamiento
de variantes somaclonales y la produccion de dobles haploides, este campo se ha
visto poco estudiado en chiles, por lo que existen ventanas de conocimiento

abiertas.

Por otra parte, el analisis de la diversidad genética entre colectas de chile permite
tener un panorama amplio de los recursos genéticos existentes, dando asi mayor
importancia a su preservacion, puesto que son fuente de genes con potencial
incorporacion a genotipos mejorados para la obtencion de resistencia a diversos
factores de estrés. No obstante, a pesar de la suma importancia que tiene este
cultivo a nivel nacional, no se han realizado suficientes estudios con el fin de colectar
y caracterizar las especies y variedades criollas que se tienen, por lo que es

imperativo, sobre todo en un panorama global de cambio climatico y perturbacion
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del ambiente donde naturalmente se distribuyen, asi de este modo asegurar la

seguridad alimentaria de las generaciones futuras.

A pesar del desarrollo reciente del sistema de edicion genética CRISPR/Cas9, las
aplicaciones potenciales en el mejoramiento de chiles no se han visto esperar, y ya
existen avances al respecto, por lo que a corto y mediano plazo el uso de esta
estrategia se podria popularizar como uno de los métodos para la obtencion de
nuevos cultivares con caracteristicas sobresalientes, como la resistencia a plagas y
enfermedades, resistencia a estrés biotico y abiotico, y alto contenido nutricional.
Todos estos avances recientes no serian posibles sin el uso de la bioinformatica,
herramienta crucial para la deteccion a gran escala de genes, transcriptomas,

metabolomas, etc.

Se han realizado avances significativos en pro del mejoramiento genético de los
chiles con el uso de las herramientas biotecnoldgicas que se encuentran disponibles
actualmente, sin embargo, todavia queda un largo camino por recorrer. La inmersion
y el establecimiento de estas distintas técnicas biotecnolégicas y la perfeccion de
los procedimientos actuales tendra un enorme valor como herramienta para el
mejoramiento genético de Capsicum con el fin de obtener materiales élite con
caracteristicas agronomicas sobresalientes como mayores rendimientos, tolerancia
o resistencia a estrés bidtico y abidtico, mayor contenido nutrimental, y eficientes
con respecto al uso de los recursos ambientales disponibles (agua, radiacion solar,

nutrimentos edaficos, etc.).
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Resumen

la familia Solanaceae e incluye diferentes variantes de chiles que se reconocen facilmente por su tamaiio,

forma, color y grado de pungencia. A pesar de su importancia, la produccion de chiles frecuentemente se
ve afectada por factores bidticos (causado por animales, plantas, hongos, bacterias, virus, etc.) y abidticos, como
sequia, calor, heladas y salinidad, lo cual influye en su desarrollo, rendimiento y productividad. existen ciertas
limitaciones en el uso de las técnicas clasicas del mejoramiento genético vegetal, por ejemplo, se requiere de
muchos afios de trabajo para obtener plantas con caracteres deseados, no es posible controlar los genes de interés
que se transfieren de los progenitores a la descendencia, y en muchos casos los resultados son inciertos. Por
consiguiente, el uso de herramientas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro de tejidos vegetales y la
transformacion genética, entre otras, proveen de alternativas viables en los programas de mejoramiento para
conseguir mejores cultivares de chile. Esta revision aborda los avances biotecnologicos que se han logrado hasta la
fecha con respecto al cultivo in vitro de tejidos vegetales, transformacion genética, mutagénesis, analisis de la
diversidad genética, bioinformatica, fitoquimica y ediciéon genética que se han realizado en el género Capsicum,
recalcando la importancia y aplicaciones practicas de estos estudios en el mejoramiento genético vegetal.

I : 1 chile es un cultivo muy importante a nivel mundial. Pertenece al género Capsicum, el cual forma parte de

Palabras clave: Chiles, Biotecnologia, Genotecnia, Estrés, Produccion, Agrobacterium.

Abstract

hili is an important crop worldwide. It belongs to the genus Capsicum, which is part of the Solanaceae

family and includes different varieties of chili peppers that are recognized by their size, shape, color, and

level of pungency. Despite its importance, the production of chili peppers is often affected by biotic factors
(caused by animals, plants, fungi, bacteria, viruses, etc.) and abiotic factors, such as drought, heat, frost, and salinity,
which influences their development, performance, and yield. There are certain limitations in the use of the classic
techniques of plant breeding, for example, it requires many years of work to get plants with desired characters, it is
not possible to control the genes of interest that are transferred from the parents to the offspring, and in many cases
the results are uncertain. Therefore, the use of biotechnological tools such as plant tissue culture and genetic
transformation, among others, provide viable alternatives in breeding programs to obtain better chili cultivars. This
review addresses the biotechnological advances that have been achieved to date concerning the plant tissue culture,
genetic transformation, mutagenesis, genetic diversity analysis, bioinformatics, phytochemistry, and gene editing
that have been performed in the genus Capsicum, emphasizing the importance and practical applications in plant
breeding.

Keywords: Chili peppers, Biotechnology, Plant breeding, Stress, Production, Agrobacterium.



INTRODUCCION

El chile es un cultivo muy importante a nivel mundial.
Pertenece al género Capsicum, el cual forma parte de la
familia Solanaceae e incluye diferentes variantes de chiles
que se reconocen facilmente por su tamaiio, forma, color y
grado de pungencia (Pérez-Castafieda, Castaiidn-N4jera,
Ramirez-Meraz, & Mayek-Pérez, 2015). Este género es
originario de las regiones tropicales de América, donde se
distribuye desde México hasta Brasil, Paraguay y Argentina
(Carrizo-Garcia et al., 2016). Consta de 35 especies, cinco
de las cuales se cultivan como hortalizas: Capsicum annum
L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum frutescens L.,
Capsicum baccatum L.y Capsicum pubescens Ruiz & Pavon
(Barboza, Carrizo-Garcia, Leiva-Gonzalez, Scaldaferro, &
Reyes, 2019; Ibiza, Blanca, Canizares, & Nuez, 2012).

Ademas de ser un alimento nutritivo, también es fuente de
colorantes naturales y compuestos secundarios, todos ellos
utilizados en la elaboraciéon de productos alimenticios,
cosméticos y farmacéuticos (Aguirre-Herndndez & Mufioz-
Ocotero, 2015). Es un cultivo importante, desde los puntos
de vista cultural, agronémico, nutricional y econdémico
(Aguirre-Mancilla ef al., 2017). En el afio 2018 se sembraron
alrededor de 3.7 millones de hectareas destinadas a la
produccion de esta hortaliza a lo largo de todo el mundo
(FAOSTAT, 2021).

A pesar de su importancia, la produccion de chiles
frecuentemente se ve afectada por factores bidticos (causado
por animales, plantas, hongos, bacterias, virus, etc.) y
abidticos, como sequia, calor, heladas y salinidad
(Chhapekar, Jaiswal, Ahmad, Gaur, & Ramchiary, 2018), lo
cual influye en su desarrollo, rendimiento y productividad.

El mejoramiento genético convencional en combinacion con
el uso de buenas practicas agricolas ha contribuido con
avances sustanciales en el cultivo de chiles, ya que de este
modo se han obtenido variedades con mejores caracteristicas
(Kothari, Joshi, Kachhwaha, & Ochoa-Alejo, 2010) . Sin
embargo, existen ciertas limitaciones en el uso de estas
técnicas, por ejemplo, se requiere de muchos afios de trabajo
para obtener plantas con caracteres deseados, no es posible
controlar los genes de interés que se transfieren de los
progenitores a la descendencia, y en muchos casos los
resultados son inciertos (Ulukan, 2009). Por consiguiente, el
uso de herramientas biotecnologicas como el cultivo in vitro
de tejidos vegetales y la transformacion genética, entre otras,
proveen de alternativas viables en los programas de
mejoramiento para conseguir mejores cultivares de chile
(Kothari et al., 2010). Con esta tecnologia es posible crear y
preservar variabilidad genética, seleccionar y clonar de
genotipos  superiores, eliminar bacterias 'y  virus

fitopatdgenos, rescatar embriones como resultado de cruzas
intra e interespecificas, preseleccionar materiales tolerantes
a estrés (bidtico y abiotico), y acelerar los programas de
mejoramiento genético para Capsicum (Monteiro do Rego,
Ramalho do Rego, & Barroso, 2016).

Hoy en dia se dispone de la secuencia completa del genoma
del chile criollo de Morelos (C. annuum cv. CM334) (Kim
et al., 2014), del cultivar Zunla-1 (C. annuum L.) y su
progenitor silvestre, el chiltepin (C. annuum var.
glabriusculum) (Qin et al., 2014). Esta informacion
representa grandes avances con respecto al conocimiento del
chile, lo cual permitira a mediano plazo entender los
mecanismos moleculares que modulan la forma y tamatfio del
fruto, la arquitectura de la planta, el contenido de capsaicina,
asi como también los factores que intervienen durante el
ataque de plagas y enfermedades, con lo que sera posible
desarrollar mejores variedades en un menor tiempo
utilizando las nuevas herramientas (Ahn et al., 2018).

Esta revision aborda los avances biotecnoldgicos que se han
logrado hasta la fecha con respecto al cultivo in vitro de
tejidos vegetales, transformacion genética, mutagénesis,
analisis de la diversidad genética, bioinformatica,
fitoquimica y edicion genética que se han realizado en el
género Capsicum, recalcando la importancia y aplicaciones
practicas de estos estudios en el mejoramiento genético
vegetal.

BIOTECNOLOGIA DE LOS CHILES

Después del redescubrimiento y confirmacion del trabajo
pionero de Gregorio Mendel a inicios del siglo XX, varias
plantas de la familia de las solandceas se convirtieron en
objeto de investigacion genética como plantas modelo,
ademas de su importancia agricola. Estas plantas, que
primero funcionaron como modelo en investigacion basica y
posteriormente en genética celular y molecular, fueron los
tomates, la papa, berenjena (Solanum), las petunias
(Petunia) y el tabaco (Nicotiana) (Gebhardt, 2016). Sin
embargo, los chiles no han figurado como plantas modelo, y
los trabajos realizados son escasos. Particularmente en
cultivo in vitro e ingenieria genética la informacion es
limitada, al respecto, Kothari et al. (2010) mencionan que la
tasa de progreso en investigacion biotecnologica en el
género Capsicum es relativamente baja con respecto a otras
solanaceas debido a la alta genotipo-dependencia y a su
naturaleza recalcitrante.

Estudios preliminares indican que las plantas del género
Capsicum son recalcitrantes con respecto al cultivo in vitro
de células y tejidos, por lo que la manipulacion bajo estas
condiciones es mas complicada que otras solanaceas



(Kothari et al., 2010; Segui-Simarro, Corral-Martinez,
Parra-Vega, & Gonzalez-Garcia, 2011). También esta
documentado que durante la multiplicacion in vitro, los
brotes no se definen bien y tienden a agruparse en forma de
rosetas, y las respuestas son genotipo-dependientes, por lo
que la transformacion genética se ve afectada.

Naturaleza recalcitrante

Se dice que una especie es recalcitrante cuando sus células,
tejidos u organos son incapaces de responder a las
manipulaciones que se les realiza durante el cultivo de
tejidos (Benson, 2000). Con respecto a la regeneracion in
vitro, este fendmeno puede ser uno de los mayores
obstaculos para la explotacion mediante el uso de la
biotecnologia de plantas en especies de suma importancia
econdémica (Benson, 2000). Sin embargo, seleccionando el
explante adecuado y modificando los diferentes
componentes del medio de cultivo puede ayudar a superar
este problema (Kothari et al., 2010).

Arrosetamiento de brotes adventicios

El arrosetamiento de los brotes también es un problema muy
frecuente durante el cultivo in vitro de chiles. Esto limita la
posibilidad de multiplicar el material durante cultivo s
subsecuentes debido a que no estan diferenciados totalmente
y es dificil separarlos. Se sabe que el etileno, el cual se puede
llegar a liberar dentro de los vasos de cultivo , juega un papel
muy importante durante la regeneracion de nuevos brotes
adventicios, provocando que estos no se desarrollen
adecuadamente, por lo que el uso de nitrato de plata ha
producido resultados prometedores para sobrellevar este
inconveniente (Gammoudi, Pedro, Ferchichi, & Gisbert,
2018).

Genotipo-dependencia

En plantas de chile, la genotipo-dependencia durante el
cultivo in vitro es otra de las limitantes, y la mayoria de los
estudios han sido para cultivares muy especificos, razon por
la cual no se pueden usar protocolos generalizados para
cualquier especie o grupo de plantas. La respuesta
morfogénica esta determinada por la especie o variedad y las
condiciones del medio de cultivo (Beltran-Burboa, Lopez-
Peralta, Hernandez-Meneses, & Cruz-Huerta, 2020), por lo
que es necesario desarrollar metodologias para cada
genotipo en particular (Haque & Ghosh, 2018).

SISTEMAS DE REGENERACION in vitro

A pesar de las limitaciones antes mencionadas con respecto
a la biotecnologia de los chiles, algunas estrategias han
hecho posible la regeneracion de plantas a partir de células,
tejidos y organos cultivados in vitro mediante organogénesis

o embriogénesis (Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001).
Por ejemplo, el cultivo de anteras ha sido utilizado para
regenerar plantas haploides y dobles haploides. Los sistemas
organogénicos se han utilizado para micropropagar in vitro,
asi como también para transformacion genética. La
aplicacion del cultivo de tejidos vegetales y la ingenieria
genética en chiles ha permitido el desarrollo de cultivares
resistentes a virus y estrés bidtico y abiotico (Ochoa-Alejo &
Ramirez-Malagon, 2001).

Organogénesis

La organogénesis comprende el desarrollo de yemas o de
meristemos radicales a partir de los explantes directamente
o de callos. Este proceso depende del balance de auxinas y
citocininas y de la habilidad de los tejidos para responder a
los reguladores de crecimiento vegetal durante el cultivo. La
organogénesis sucede en tres fases, en la primera las células
se vuelven competentes, en la segunda se desdiferencian y
en la tercera ocurre propiamente la morfogénesis
independientemente de las hormonas ex6genas y puede ser
de forma directa o indirecta (Stewart, 2016).

Embriogénesis somética

La embriogénesis somatica se define como un proceso en el
cual una estructura bipolar, semejante a un embrion cigdtico,
se desarrolla a partir de una célula no cigotica sin una
conexion vascular con el tejido original (Von Arnold,
Sabala, Bozhkov, Dyachok, & Filonova, 2002). Se
diferencia de la embriogénesis cigotica en que es observable,
las condiciones del cultivo se pueden controlar y la escasez
de material no es un factor limitante para llevar a cabo la
experimentacion (Quiroz-Figueroa, Rojas-Herrera, Galaz-
Avalos, & Loyola-Vargas, 2006). Los embriones somaticos
se utilizan como modelos para estudios morfologicos,
fisioldgicos, bioquimicos y moleculares sobre la regulacion
del desarrollo embrionario, asi como para realizar
propagacion vegetativa a gran escala, por lo que ofrece
grandes aplicaciones biotecnologicas (Quiroz-Figueroa et
al., 2006). Este proceso sucede en varias etapas € inicia con
la formacion de masas pro-embriogénicas, seguido por la
formacion de los embriones somaticos, maduracion y
regeneracion de plantas completas (Von Arnold et al., 2002).
A pesar de la importancia que tiene la embriogénesis
somatica y de la gran cantidad de estudios que se han
realizado en diversas especies, atin hay muchos aspectos que
no estan del todo comprendidos (Jiménez, 2005).

La embriogénesis somatica en Capsicum se ha reportado
solamente para C. annuum, C. chinense y C. baccatum, y
unicamente para un numero limitado de genotipos, cultivares
o variedades con eficiencias de regeneracion relativamente



bajas debido a la naturaleza recalcitrante del género. Es
imperativo llevar a cabo mas esfuerzos para solventar los
problemas asociados a esto mediante la investigacion sobre
la capacidad embriogénica de mas especies de chiles asi
como de los factores que podrian influenciar las respuestas
(Ochoa-Alejo, 2016).

Tipos de explantes

Como fuente de explantes para la induccion de embriones
somaticos en chiles, se han utilizado principalmente
embriones cigodticos maduros (Saadet Buyukalaca &
Mavituna, 1996; Lopez-Puc et al., 2006) e inmaduros
(Binzel, Sankhla, Joshi, & Sankhla, 1996; Harini & Lakshmi
Sita, 1993; Jeong-Yon, Eun-Young, Dongsu, & Kwang-
Woong, 1996), cotiledones (Kintzios et al., 1998),
segmentos de embriones cigoticos (Solis-Ramos et al.,
2010), primordios foliares (Kintzios et al., 1998), hojas
jovenes (Kintzios, Drossopoulos, & Lymperopoulos, 2001;
S. Kintzios, Drossopoulos, Shortsianitis, & Peppes, 2000),
segmentos de tallo (Khan, Siddique, & Anis, 2006), apices
(Khan et al., 2006) e hipocotilos (Lopez-Puc et al., 2006).

Los embriones cigdticos inmaduros que se han utilizado
como fuente de explantes han sido recolectados a partir de
frutos verdes de 2 a 4 semanas después de la antesis con una
longitud de 1 a 7 mm para C. annuum cv. Nokkwang (Jeong-
Yon et al., 1996), y de 4 a 10 mm en C. annuum cv. Nuevo
México-6 y Rajur Hirapur (Binzel et al., 1996). Por otra
parte, el uso de estructuras vegetativas derivadas de plantulas
jovenes ha implicado la germinacion in vitro de semillas, por
lo que estas se han cultivado en el medio MS (Khan et al.,
2006; Zapata-Castillo et al., 2007) asi como de plantas
desarrolladas en invernadero (S. Kintzios et al., 2001, 2000;
S. E. Kintzios et al., 1998). Las respuestas de los explantes
no se pueden generalizar para todos las especies y cultivares
de chiles, ya que estas dependen principalmente del
genotipo, los componentes del medio de cultivo y las
condiciones de incubacion.

Componentes del medio de cultivo

La embriogénesis somatica se ha dividido tradicionalmente
en dos etapas principales: induccion y expresion. En la
primera, las células somaticas adquieren caracteristicas
embriogénicas mediante un estado celular de completa
reorganizacion, esto a nivel fisioldgico, metabolico y de
expresion génica (Jiménez, 2005). Es comun que después de
un cambio de condiciones (por ejemplo, medio de cultivo ,
composicion de los reguladores de crecimiento vegetal,
fuente de carbohidratos, potencial osmético, etc.) se induzca
a las células o tejidos a alcanzar el estado de expresion, en el

cual las células exhiben su capacidad embriogénica y se
diferencien en embriones somaticos (Jiménez, 2005).

La mayoria de estudios sobre el efecto de los reguladores de
crecimiento vegetal durante la embriogénesis somatica se
han realizado con los grupos “clasicos” (auxinas, citocininas,
giberelinas, acido abscisico y etileno) mientras que otras
sustancias que tienen efectos similares a estas apenas
comienzan a estudiarse (acido jasmonico, acido salicilico,
brasinoesteroides y poliaminas) (Jiménez, 2005).

Induccion de callos embriogénicos

Para la induccion de callos embriogénicos en chiles, se han
utilizado principalmente auxinas como el &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), el acido indol 3-acético (AIA),
el 4cido 1-naftalenacético (ANA), y citocininas como la 6-
bencilaminopurina (BAP).

Buyukalaca & Mavituna (1996) cultivaron embriones
cigoticos de C. annuum cv. Ace en un medio MS soélido
suplementado con 2.0 mg-L! de 24-D y 30 gL' de
sacarosa. Los callos embriogénicos generados fueron
transferidos a un medio MS liquido con 1.0 mg-L! de 2,4-D
y 30 g-L! de sacarosa para incrementar la masa. De manera
general observaron que el AIA estimuld la formacion de
callo no embriogénico, el ANA en baja frecuencia mientras
que el 2,4-D fue el que mejores resultados presento.

Kintzios et al. (1998) utilizaron cotiledones y primordios
foliares de C. annuum cv. Colombo para inducir la
formacion de callos y embriones somaticos en un medio MS
suplementado con 2.0 mg-L' de 2,4-D, 3.0 mg-L"' de BAP
y 100 g-L! de sacarosa.

Kintzios, Drossopoulos, Shortsianitis, & Peppes (2000)
partieron del uso de hojas jovenes completamente
expandidas de plantulas de C. annuum cv. Colombo y las
cultivaron en un medio MS suplementado con 2.0 mg-L™' de
2,4-D, 3.0 mg-L' de BAP y 80 gL' de sacarosa y
observaron que la formacion de callos embriogénicos
ocurrié dos semanas después de la siembra y fue mayor en
las primeras hojas desde la base hasta el apice cuando los
explantes estuvieron en oscuridad durante tres semanas.

Kintzios, Drossopoulos, & Lymperopoulos (2001)
estudiaron el efecto de diferentes vitaminas y
micronutrimentos inorganicos sobre la proliferacion de callo
embriogénico a partir de hojas jovenes de C. annuum cv.
Colombo. Utilizaron un medio de cultivo MS con 3.0 mg-L-
' de BAP, 2.0 mg'L"! de 2,4-D, 80 g-L' de sacarosa y 0.5
mg-L! de tiamina-HCL en combinacién con diferentes
vitaminas. Los resultados indicaron que la embriogénesis



somatica se ve favorecida con la adicidon de acido nicotinico
(0.1 mg-L") y el incremento de la concentracion de cobre.

Zapata-Castillo et al. (2007) usaron hipocétilos de chile
habanero (C. chinense) y los cultivaron durante 30 dias en
un medio MS suplementado con 2.0 mg-L! de 2,4-D y 30
g-L! de sacarosa para la induccion de callos embriogénicos.
Una vez que los callos se formaron fueron transferidos a un
medio liquido con 1.0 mg-L! de 2,4-D para obtener células
en suspension e inducir la formacién de embriones
somaticos.

Solis-Ramos ef al. (2010) utilizaron segmentos de embriones
cigdticos para inducir callos embriogénicos en un medio MS
semisolido suplementado con 1.6 mg-L! de ANA, 2.0 mg-L-
"'de AIA, 2.0 mg'L"! de BAP y 30 g-L"! de sacarosa. A los
60 dias después de la siembra observaron estructuras
proembriogénicas que se comenzaron a formar en los callos.

Embriogénesis somatica directa

El primer trabajo realizado en chile sobre embriogénesis
somatica fue el de Harini & Lakshmi Sita (1993), quienes
utilizando embriones cigdticos inmaduros de C. annuum
cultivados en el medio de cultivo de Murashige & Skoog
(1962) (MS) suplementado con 2,4-D (1-5 mg-L!), agua de
coco (100 ml-L!) y altas concentraciones de sacarosa (80-
100 g-L') consiguieron regenerar directamente embriones
somaticos a los 15 dias después de la siembra sin la
formacion de callos como proceso intermedio. Los nuevos
embriones se comenzaron a formar directamente del eje
embrionario de los explantes y de los bordes de los
cotiledones.

Binzel, Sankhla, Joshi, & Sankhla (1996) usaron embriones
inmaduros de dos cultivares de C. annuum, Nuevo México-
6 y Rajur Hirapur, los cultivaron en un medio de cultivo MS
suplementado con 2.0 mg-L! de 2,4-D, 2.2 mg-L! de TDZ,
agua de coco (100 ml-L') y sacarosa en altas
concentraciones (60-100 g-L!). Los embriones somaticos se
formaron directamente a partir de los dapices, ejes y
cotiledones de los explantes. Las examinaciones histologicas
mostraron que también ocurrié embriogénesis secundaria
desde los embriones primarios.

Del mismo modo, Jeong-Yon, Eun-Young, Dongsu, &
Kwang-Woong (1996) partieron del uso de embriones
inmaduros de C. annuum cv. Nokkwang como fuente de
explantes. La generacion directa de embriones somaticos
(88.9%) ocurrié cuando los explantes se cultivaron en un
medio MS modificado (la concentracion de Fe-EDTA se
redujo a la mitad) con 2.0 mg-L' de 2,4-D después de 3
semanas de incubacién en oscuridad. Los embriones se
generaron desde el apice y los cotiledones de los explantes.

Khan, Siddique, & Anis (2006) usaron segmentos de tallo y
apices de chile “Pusa Jwala” (C. annuum) y los cultivaron en
un medio MS con 0.1 mg-L"' de TDZ y 30 g-L! de sacarosa,
con lo que observaron la generacion directa de embriones,
especificamente en la etapa globular a las dos semanas
después de la siembra.

Lopez-Puc et al. (2006) usaron diversos explantes de chile
habanero BVII-03 (C. chinense)y los cultivaron en un medio
MS con 2.0 mg'L! de 2,4-D y 30 g'L"' de sacarosa. Se
observo la presencia de embriones somaticos en cotiledones,
embriones cigoticos e hipocotilos.

Kaparakis & Alderson (2008) cultivaron embriones
inmaduros de tres cultivares de C. annuum en un medio MS
suplementado con 2.0 mg-L"! de 2,4-D, 100 ml-L"! de agua
de cocoy 100 g-L! de sacarosa como medio basico, al cual
le afladieron distintas citocininas para evaluar el efecto sobre
la capacidad embriogénica. Los embriones somaticos se
comenzaron a generar a partir de las dos semanas
directamente de los meristemos apicales y los cotiledones de
los explantes. No encontraron diferencias significativas con
la adicion de 2iP, y KIN.

Aboshama (2011) utiliz6 hipocétilos de dos cultivares de C.
annuum (California Wonder y Baldy) y encontrd que la
generacion de embriones somaticos se vio favorecida en un
medio de cultivo WPM suplementado con 2.0 mg-L! de 2,4-
D o TDZ. Ademas, la adicion de AgNOs al medio de cultivo
mejora sustancialmente las respuestas.

Venkataiah, Bhanuprakash, Suman Kalyan, & Subhash
(2016) desarrollaron una metodologia para la generacidén
directa de embriones somaticos de C. baccatum cv. Pl
260434 utilizando cotiledones y hojas de plantulas
germinadas in vitro. Para esto, utilizaron el medio MS
suplementado con 2.0 mg-L! de 2,4-D, 0.5 mg-L"' de KIN y
30 gL' de sacarosa. Los embriones somaticos se
comenzaron a formas entre 15 y 20 dias después de la
siembra.

Maduracion de embriones

Un paso critico durante la embriogénesis somatica es el
proceso de maduracion. La maduracion de los embriones
somaticos en algunos casos se ha llevado a cabo en el mismo
medio de induccion de embriogénesis somatica (Binzel et
al., 1996; Khan et al., 2006). En otros, se ha realizado con el
uso de 0.5 mg-L! de 4cido absicico (Lopez-Puc et al., 2006)
y 3.4 mg-L! de AgNO; (Jeong-Yon et al., 1996)y con la
mitad de la concentracion de las sales inorganicas del medio
de cultivo MS (Saadet Buyukalaca & Mavituna, 1996).
Aboshama (2011) utiliz6 0.1 mg-L' de ABA, 500 mg-L"' de
L-glutamina y 200 mg-L"' de caseina hidrolizada para



madurar embriones somaticos de dos cultivares de C.
annuum (California Wonder y Baldy). Venkataiah et al.
(2016) usaron 1.0 mg-L! de BAP para madurar embriones
cigdticos de C. baccatum en etapa de torpedo.

Germinaciéon de embriones

En C. annuum cv. California Wonder, Harini & Lakshmi Sita
(1993) lograron germinar embriones somaticos exitosamente
con el uso de 1.0 mg-L! de AG3 y 20 mg-L! de sacarosa, los
cuales desarrollaron raices y brotes a los 15 dias y generaron
plantas completamente normales una vez que se
aclimatizaron. Binzel et al. (1996) usaron 1.7 mg-L"' de
AgNO;, 1.0 mg'L! de AGs o 0.01 mg-L"! de TDZ para
germinar embriones de dos cultivares de C. annuum (Nuevo
Meéxico-6 y Rajur Hirapur) y se desarrollaron plantas
normales una vez que se transfirieron a macetas. Lopez-Puc
et al. (2006) lograron germinar embriones de chile habanero
(C. chinense) con 0.4 mg-L! de AGs.

Cultivo de anteras para la generacion de haploides

Una planta haploide es aquella que tiene un ntimero
cromosomico gametofitico y un doble haploide es un
haploide que ha sufrido una duplicacion de sus cromosomas
(Germana, 2011). La producciéon de haploides y dobles
haploides mediante embriogénesis gamética permite el
desarrollo de lineas completamente homocigéticas a partir
de material heterocigético en un tiempo relativamente corto
en comparacion con los métodos convencionales los cuales
emplean varias generaciones de autofecundacion (Germana,
2011). La producciéon de haploides provee de una
herramienta biotecnoldgica muy atractiva, y el desarrollo de
técnicas y protocolos ha tenido un impacto significativo en
los sistemas agricolas. Actualmente, esta estrategia
representa una parte integral de los programas de
fitomejoramiento de muchas especies de importancia
agronomica (Germana, 2011).

Los programas tradicionales de mejoramiento genético de
chiles son procesos a largo plazo y muy demandante de
labores debido al control que se debe tener en la polinizacion
y a la necesidad de aislamiento para prevenir la degeneracion
del material seleccionado (Irikova, Grozeva, & Rodeva,
2011). Esto se podria sobrellevar mediante los métodos de
cultivo in vitro para la generacion de plantas haploides. En
chiles, la generacion de haploides incluye la induccion y
regeneracion de embriogénesis gamética a partir del cultivo
de anteras o microesporas. No obstante, todavia no se tiene
un protocolo eficiente para todas las especies dentro de este
género y existe variabilidad en los resultados obtenidos
(Irikova et al., 2011), por lo que es necesario ajustar los

factores que intervienen en este proceso para cada material
en particular.

El cultivo in vitro de anteras para la regeneracion de plantas
haploides de chile inicia en la década de los 70 con los
trabajos pioneros de Wang, Sun, Wang, & Chien (1973) con
C. annuum cv. Yeo Hsien Small Red Pepper, y George &
Narayanaswamy (1973) con C. annuum var. grossum. Desde
entonces, existen diversos reportes donde se han estudiado
los distintos factores con el fin de mejorar la eficiencia de los
protocolos.

Condiciones de crecimiento y edad de la planta

Las anteras para la generacion de haploides mediante el
cultivo in vitro de microesporas se pueden obtener de
plantas crecidas en campo o bajo condiciones controladas
(Irikova et al., 2011). Ercan, Sensoy, & Sirri Sensoy (2006)
mencionan que la edad de la planta, el genotipo y la
temporada de recoleccion de las anteras afecta el desarrollo
in vitro.

Estado de desarrollo de la microespora

El estado de desarrollo de los granos de polen es un factor
complejo que influye fuertemente sobre el éxito del cultivo
de anteras. La capacidad embriogénica difiere segun la
especie, pero de manera general, el periodo de sensibilidad
para inducir esto se encuentra entre la primera mitosis y la
etapa bicelular media (Germana, 2011).

Wang, Li, & Jiang (1981) estudiaron el efecto del estado del
desarrollo de los granos de polen de C. annuum 'y C. annuum
var. grossum 'y encontraron que durante la etapa uninucleada
se presentan las mejores respuestas embriogénicas. Supena,
Suharsono, Jacobsen, & Custers (2006) obtuvieron las
mejores respuestas cuando los botones florales tenian mas
del 50% de los granos de polen en etapa unicelular tardia,
mientras que Lantos et al. (2009) cuando el 80% se
encontraba en etapa uninucleada y el 20% en binucleada. Por
consiguiente, la mayoria de estudios que se han realizado,
han utilizado los granos de polen cuando se encuentran en
estas etapas (Kim et al., 2008).

Medio de cultivo

Existen varios medios de cultivo que se han utilizado para
la induccion de embriogénesis gamética en chile, aunque ha
predominado el uso del medio MS y el de Dumas de Vaulx,
Chambonnet, & Pochard (1981). La composicion final del
medio de cultivo se modifica principalmente cambiando la
concentracion y combinacion de reguladores de crecimiento
y otros suplementos, como sacarosa, aminoacidos y algunas
vitaminas.



Reguladores de crecimiento vegetal

Se ha reportado el uso de ANA (0.5 mg-L™"), KIN (1.0 mg-L-
") y BAP (1.0 mg'L") (Wang ef al., 1981), asi como bajas
concentraciones de 2,4-D, picloram o AIA (0.01 mg-L") en
combinacion con KIN o BAP (0.01 mg-L') (Munyon,
Hubstenberger, & Phillips, 1989). Qin & Rotino (1995)
probaron anteras de 17 cultivares de C. annuum (picantes y
no picantes) y las cultivaron en un medio MS suplementado
con 0.5 mg-L'de 2,4-D, 0.5 mg-L"' de KINyen 0.5 mg-L!
de 2,4-Dy 0.5 mg-L"' de BAP. (Supena et al., 2006) usaron
0.5 mg-L"! de zeatina en combinacion con 0.9 mg-L!' de ATA
durante el cultivo de anteras de varios materiales de C.
annuum de Indonesia. Olszewska, Kisiala, Niklas-Nowak, &
Nowaczyk (2014) trabajaron con 17 genotipos de chiles (C.
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum var.
pendulum; C. frutescens x C. chinense,y C. frutescens x C.
baccatum) y observaron las mejores respuestas con el uso de
0.1 mg-L"! de KIN y a los 14 dias después incrementarse a
0.3 mg- L.

Suplementos del medio de cultivo

El uso se sacarosa como fuente de carbono en
concentraciones de 30 a 60 ha producido buenos resultados,
ademas de 500 mg L' de caseina hidrolizada (Wang ef al.,
1981). La adiciéon de 10 a 20 gL' de maltosa, y el
enriquecimiento del aire con 900 pL-L' de CO, generd
buenas respuestas en pimiento morron (C. annuum) (Dolcet-
Sanjuan, Claveria, & Huerta, 1997). Otro compuesto que
mejora sustancialmente las respuestas durante el cultivo de
anteras es el AgNOs, y se ha usado en dosis de 15 mg-L!
(Buyukalaca, Comlekcioglu, Abak, Ekbic, & Kilic, 2004).
También se ha reportado el uso de carbon activado en dosis
de 100 g-L' (Supena et al., 2006).

Tratamiento de estrés por temperatura

Kristiansen & Andersen (1993) mencionan que un
tratamiento de 26.4°C a las plantas donadoras de anteras
promueve una mayor formaciéon de embriones gaméticos
durante el cultivo in vitro. La incubacion durante una
semana a 9°C ayuda a generar un mayor porcentaje de callos
embriogénicos (Supena et al., 2006). Koleva-Gudeva,
Spasenoski, & Trajkova (2007) evaluaron distintas
condiciones de temperatura y luz en C. annuum y
encontraron que mediante la incubacion de las anteras a 35
°C en oscuridad durante ocho dias, seguido de cuatro dias en
luz (12 horas a 25 °C se generaron embriones).

Determinacion del nivel de ploidia

Para evaluar el origen y nivel de ploidia de las plantas de
chile regeneradas mediante cultivo in vitro de anteras se han
utilizado diversas herramientas, como citometria de flujo
(Keles et al., 2015; Nowaczyk, Nowaczyk, & Olszewska,
2015; Nowaczyk & Kisiata, 2006), caracterizacion con
isoenzimas (Munyon ef al., 1989) y marcadores moleculares
de tipo SSR (Keles ef al., 2015; Parra-Vega, Renau-Morata,
Sifres, & Segui-Simarro, 2013).

Duplicacion del genoma haploide

En algunos casos, las plantulas derivadas del cultivo in vitro
de anteras presentan un genoma diploide homogéneo, lo cual
sugiere una duplicacion espontdnea del materia genético
(Luitel & Kang, 2013). En otros casos, esto se induce
mediante el uso de colchicina, como lo reportan Wang ef al.
(1981), quienes usaron un tratamiento de 200 mg-L™! durante
24 horas, mencionando que las plantas regeneradas fueron
totalmente fértiles.

Rescate de embriones

El cultivo de embriones ha tenido muchas aplicaciones
significativas en el fitomejoramiento, asi como también en
estudios basicos de fisiologia y bioquimica vegetal. El
rescate y cultivo de embriones inmaduros es una técnica
particularmente atractiva para la recuperacion de plantas
derivadas de cruzas sexuales en donde la mayoria de los
embriones cigdticos no pueden sobrevivir in vivo o se
vuelven latentes por largos periodos de tiempo (Sahijram &
Rao, 2015; Shen, Gmitter, & Grosser, 2011). En chiles no se
han realizado muchos estudios al respecto, por lo que la
informacion es limitada y los que existen han sido con el
objetivo de realizar introgresion génica mediante hibridacion
entre distintas especies (Manzur, Fita, Prohens, &
Rodriguez-Burruezo, 2015), y para acortar los tiempos entre
cruzas durante el mejoramiento genético.

Hossain, Minami, & Nemoto (2003) usaron un medio MS
suplementado con 500 mg-L"! de caseina hidrolizada, 500
mg-L! de extracto de levaduras, 150 ml-L! de agua de coco,
0.5 mg'L"' de AGs y 0.05 mg-L"' de ANA para recuperar
embriones cigdticos de un hibrido entre C. annuum y C.
frutescens, y observaron que el mejor momento para colectar
los embriones se encontrd entre los 28 y 33 dias después de
la polinizacion. Para confirmar el origen interespecifico de
las plantas recuperadas usaron marcadores moleculares de
tipo RAPD.

Jae, Dong, Jae, & Hyo (2006) usaron el rescate de embriones
para realizar introgresion génica desde C. baccatum hacia C.
annuum mediante hibridacion, debido a que con los métodos
convencionales los embriones son abortados. Los embriones
fueron colectados entre 15 y 50 dias después de la



polinizacion y los cultivaron en un medio MS suplementado
con 10 mg-L"! de AGs y 80 g'L! de sacarosa, mientras que
las plantulas regeneradas fueron cultivadas sin reguladores
de crecimiento y 30 g-L! de sacarosa.

Debbarama, Khanna, Tyagi, Rai, & Meetei (2013) realizaron
cruzas interespecificas entre C. annuum, C. chinense y C.
frutescens, y colectaron los embriones derivados de esto
entre 27 y 33 dias después de la polinizacion para cultivarlos
en un medio MS suplementado con 0.5 mg-L! de AG3y 0.05
mg-L! de ANA. Para comprobar el origen interespecifico
realizaron una caracterizacion morfologica y molecular con
marcadores de tipo RAPD.

Manzur, Penella, & Rodriguez-Burruezo (2013) evaluaron el
efecto de los genotipos, el estado de desarrollo de los
embriones y la composicion del medio de cultivo en 10
materiales de distintas especies de chiles (4 de C. annuum, 2
de C. chinense, 1 de C. frutescens, 2 de C. baccatum y 1 de
C. pubescens). Encontraron que las respuestas dependen
altamente del genotipo y que los embriones responden mejor
cuando se encuentran mas desarrollados, mientras que, con
respecto a la composicion del medio, una concentracion de
40 g-L! de sacarosa y la mitad de las sales MS favorecieron
de mejor forma el desarrollo de los embriones in vitro.

Manzur, Calvache-Asensio, & Rodriguez-Burruezo (2014)
usaron embriones inmaduros de 4 genotipos de C. annuum 'y
evaluaron el efecto de la incubacion con luz y oscuridad,
ademas de la combinacion de diversos reguladores de
crecimiento. Observaron que cuanto mayor sea el estado de
desarrollo del embrion, mayores las respuestas, pero en etapa
globular (la mas temprana) se puede mejorar si se combina
con el uso de bajas concentraciones de AIA y ZEA (0.01
mg-L! de cada una) y un periodo de incubacion inicial de
cinco dias en oscuridad.

Cultivo de protoplastos

Un protoplasto es una célula vegetal aislada en la cual la
pared celular ha sido removida mediante métodos mecanicos
o enzimaticos. Los protoplastos son un buen modelo para el
estudio de diversos aspectos de la biotecnologia moderna.
Gracias a esto se han realizado estudios en gendmica,
protedmica y metabolomica. Actualmente existen
procedimientos para la obtencion y cultivo de protoplastos
de varias especies (Davey, Anthony, Power, & Lowe, 2005).

Aislamiento

El aislamiento de protoplastos cominmente se ha realizado
mediante el uso de enzimas que digieren la pared celular de
los vegetales. Saxena, Gill, Rashid, & Maheshwari (1981)
aislaron protoplastos de C. annuum cv. Yolo Wonder a partir

de células del mesoéfilo derivadas de plantulas de 15 dias de
edad, las cuales fueron colocadas en una solucion del 2% de
celulasa (Onozuka R10), 0.4% de Macerozyma (R10) y 0.5
M de manitol durante 8 a 10 horas. Diaz, Moreno, & Power
(1988) usaron brotes (de 3.5 a 4.0 cm de longitud) de
plantulas germinadas in vitro de 4 genotipos de C. annuum
(Americano, Dulce Italiano, Florida y Nigrum) y uno de C.
chinense, los colocaron durante una hora en un medio
CPW13M para plasmolizarlos y enseguida los incubaron en
una solucion enzimatica conformada por 1% de celulasa
Onozuka R10 y 0.25% de Macerozyma durante 14 horas en
oscuridad a 25 °C. Prakash, Sankara Rao, & Kumar (1997)
usaron hojas jovenes de tres semanas de edad para aislar
protoplastos de C. annuum cv. California Wonder, las cuales
fueron cortadas en piezas de 2 a 3 mm de longitud e
incubadas durante la noche en una solucién conformada por
las sales CPW (Power & Chapman, 1985), manitol (9%), 0.2
mg-L! de KIN, 1.0 mg'L"' de é4cido ascorbico, 2% de
celulasa R10y 0.5 % de Macerozyma R10. Kue-Jae & Wang
(2003) probaron distintos tiempos de incubacion y
proporciones de enzimas digestivas (celulasa 'y
Macerozyma) para aislar protoplastos de hojas de C. annuum
var. accumnatum 'y C.frutescens cv. Bird chilli y encontraron
que una mezcla de 2% de celulasa, 0.4% de Macerozyma y
13% de manitol durante tres horas de incubacion genera el
mayor rendimiento de protoplastos aislados.

Cultivo

Saxena et al. (1981) usaron el medio NT o DPD con 1.0
mg-L! de 2,4-D, ANA y BAP para cultivar protoplastos de
C. annuum cv. Yolo Wonder, los cuales se comenzaron a
dividir mitdticamente y formar callosa a partir del cuarto dia
después de la incubacion. Prakash ez al. (1997) utilizaron 2.0
mg-L! de ANA y 0.5 mg-L"' de BAP para generar callos a
partir de protoplastos de C. annuum cv. California Wonder,
los cuales se comenzaron a formar a partir de los 45 dias
después de la siembra.

Hibridacion somatica

La hibridacion somatica en plantas mediante la fusion de
protoplastos se ha convertido en una herramienta importante
para el fitomejoramiento, permitiendo a los investigadores la
combinacion de células somaticas (total o parcial) de
diferentes cultivares, especies o incluso géneros dando como
resultado nuevas combinaciones genéticas (Grosser, Calovi,
& Louzada, 2010). Con respecto a chiles, esta estrategia
podria ayudar de manera sustancial a generar nuevos
materiales aprovechando la diversidad genética que existe en
los sitios de distribucion natural del género Capsicum, pero
actualmente no existen reportes de esta tematica.



Regeneracion de plantas

Saxena, Gill, Rashid, & Maheshwari (1981) aislaron
protoplastos de C. annuum cv. Yolo Wonder a partir de
células del mesofilo. Los protoplastos se comenzaron a
dividir mitéticamente y formar callos en un medio NT o
DPD con 1.0 mg-L! de 2,4-D, ANA y BAP. A partir de los
callos se regeneraron plantas completas sin complicaciones.
Prakash et al. (1997) usaron 0.5 mg-L! de AIA, 2.0 mg-L!
de AG3, y 10 mg-L! de BAP para inducir la formacién de
nuevos brotes a partir de callos derivados del cultivo de
protoplastos y los enraizaron con 1.0 mg-L"' de ANA y 0.5
mg L' de BAP.

ETAPAS DEL CULTIVO invitro DE CHILES

El éxito del cultivo in vitro se debe ampliamente a que este
proceso se separa en etapas de acuerdo con los diferentes
estados de desarrollo, y en cada una de estas se manipula la
composicion del medio de cultivo y el control del ambiente
(Davies, Geneve, Wilson, Hartmann, & Kester, 2018). Se
reconocen cuatro etapas para la mayoria de las plantas:
Establecimiento, se colocan los explantes en un medio de
cultivo aséptico; Multiplicacion, se induce la formacion de
brotes multiples; Enraizamiento, se induce la formacion de
raices en los brotes obtenidos durante la multiplicacion;
Aclimatizacion, las plantulas enraizadas se cambian a un
ambiente heterotrofico (Davies et al., 2018).

Etapa | (establecimiento)

El primer paso en cualquier programa exitoso de cultivo in
vitro es la seleccion de una fuente de explantes adecuada.
Casi cualquier tejido u 6rgano vegetal se puede usar como
explante, pero el grado de éxito obtenido depende del
sistema de cultivo usado, el genotipo, y la remocion de
contaminantes del explante (Torres, 1989). El objetivo
principal del establecimiento es la obtencién de un gran
porcentaje de explantes libres de patogenos mediante la
desinfestacion del material vegetal (Davies et al., 2018;
Torres, 1989).

Fuente de material vegetal

El primer trabajo relacionado con el cultivo in vitro de
tejidos vegetales con plantas de chile fue realizado por
Gunay & Rao (1978), quienes utilizaron semillas de dos
variedades de pimiento (Capsicum annuum) y un hibrido de
Capsicum frutescens durante el establecimiento, las cuales
fueron puestas a germinar en el medio de cultivo MS. De
igual modo, diversos autores (Beltran-Burboa et al., 2020;
Christopher & Rajam, 1994; Ebida & Hu, 1993; Gogoi,
Acharjee, & Devi, 2014; Golegaonkar & Kantharajah, 2006;
Haque & Ghosh, 2018; N. Ochoa-Alejo & Ireta-Moreno,

1990; Sripichitt, Nawata, & Shigenaga, 1987) reportan la
germinacion in vitro de semillas como etapa inicial del
proceso para la obtencion de distintos tipos de explantes.

Desinfestacién del material vegetal

Partiendo del uso de semillas como fuente de material
vegetal, estas se han desinfestado mediante el uso de etanol
(70%), cloro comercial (20-30%), cloruro de mercurio
(0.1%), Tween 20® (0.5%) y algunos fungicidas como
Benlate® (4.0 g-L'), Captan® (4 g-L") y Bavistin® (2.5%)
(Beltran-Burboa et al., 2020; Haque & Ghosh, 2018;
Santana-Buzzy et al., 2005; Sharma, Kumar, Giridhar, &
Ravishankar, 2008). Todas las soluciones se preparan con
agua destilada estéril y entre cada cambio de agente
desinfectante se realizan de tres a cinco enjuagues con agua
destilada estéril.

Obtencidn de explantes

De las plantulas derivadas de semillas germinadas in vitro se
han utilizado como explantes a los cotiledones, hipocétilos,
yemas apicales, hojas jovenes y segmentos nodales (Beltran-
Burboa et al, 2020; Christopher & Rajam, 1994;
Golegaonkar & Kantharajah, 2006; Gunay & Rao, 1978;
Haque & Ghosh, 2018; Ochoa-Alejo & Ireta-Moreno, 1990;
Sripichitt et al., 1987). También se han utilizado segmentos
de hoja de plantulas en condiciones de invernadero, lo cual
posee la ventaja de que se obtiene mayor cantidad de
explantes sin la necesidad de utilizar grandes cantidades de
semilla (Kim & Lim, 2019).

Etapa Il (multiplicacién)

Gunay & Rao (1978) utilizaron cotiledones e hipocotilos de
plantulas germinadas in vifro de tres variedades de chile y
encontraron una fuerte interaccion entre BAP y AIA durante
la induccién de brotes. Sripichitt et al. (1987) observaron
mas apropiados a los explantes de cotiledones de 12 dias de
edad en pimiento (Capsicum annuum) cultivados en un
medio MS suplementado con 3.0 mg-L"'de BAP (11.9 brotes
por explante). Ochoa-Alejo & Ireta-Moreno (1990) reportan
el uso de hipocotilos como fuente de explantes en 16
variedades de chile (Capsicum annuum), y mencionan que la
capacidad de regeneracion de nuevos brotes adventicios se
encuentra fuertemente influenciada por el genotipo. Ebida &
Hu (1993) evaluaron la capacidad morfogénica de
cotiledones, yemas apicales, hipocotilos y raices de plantulas
de pimiento (Capsicum annuum) y encontraron que los
cotiledones generan mayor nimero de brotes con 0.1 mg-L°
"de ANA y 5.0 mg-L"! de BAP, las yemas apicales con 5.0
mg-L"' de BAP y los hipocétilos con 0.1 mg-L' de ANA y
10.0 mg-L"' de BAP, mientras que las raices no demostraron
poseer capacidad de regeneracion de nuevos brotes.



Utilizando yemas apicales, Christopher & Rajam (1994)
obtuvieron hasta 11 brotes axilares en Capsicum
praetermissum con el uso de 5.0 mg-L'de BAPy 0.5 mg-L-
! de TIBA, mientras que en Capsicum annum las mejores
respuestas se obtuvieron con 10.0 mg-L' de BAP y 0.5
mg L' de TIBA con una media de 8 brotes, lo que también
indica que las respuestas se encuentran fuertemente
influenciadas por el genotipo. Por su parte, Golegaonkar &
Kantharajah (2006) evaluaron cinco cultivares de Capsicum
annuum y observaron que los explantes de hojas jovenes
poseen mayor capacidad de formacion de nuevos brotes
adventicios. Gogoi et al. (2014) trabajaron con el cultivar
Bhut Jalakia (Capsicum chinense) y lograron obtener 4.0
brotes utilizando cotiledones como explantes, con 7.8 mg-L"
"de BAP y 3.2 mg'L! de KIN, mientras que con yemas
apicales obtuvieron 5.0 brotes con 3.3 mg-L'de BAP y 13.0
mg-L! de KIN. Haque & Ghosh (2018) elaboraron un
protocolo para la multiplicacion in vitro de 10 materiales de
chiles (Capsicum annuum, Capsicum chinense y Capsicum
frutescens) provenientes de la India y México, encontrando
que la formacion de brotes multiples depende en gran
medida del genotipo. Beltran-Burboa et al. (2020) cultivaron
segmentos nodales de chiltepin (Capsicum annuum var.
glabriusculum) en 2.5 mg'L"' de BAP en combinacion con
0.5 mg-L'de AIA, en donde tuvieron las mejores respuestas
con una media de 6.6 brotes.

Etapa I11 (enraizamiento)

Sripichitt ef al. (1987) lograron enraizar brotes de pimiento
(Capsicum annuum) con la adicion de 0.5 mg-L' de AIA o
ANA, indicando que es posible regenerar plantulas
completas después de 7 semanas de cultivo in vitro. Ebida
& Hu (1993) lograron enraizar un 70% de brotes adventicios
de pimiento (Capsicum annuum) con la adicion de 0.5 mg-L-
'de AIA 0 0.4 mg-L"! de ANA después de un mes de cultivo.
Christopher & Rajam (1994) utilizaron 1.0 mg-L"'de AIA y
observaron que la capacidad de enraizamiento de Capsicum
praetermissum 'y Capsicum annuum se ve fuertemente
afectada por la presencia de citocininas utilizadas durante la
multiplicacion, ya solo entre el 40 y 50% de los brotes
obtenidos durante la multiplicacion con BAP o KIN lograron
enraizar, mientras que los tratados con TIBA enraizaron
hasta un 100%. Con el cultivar Bhut Jalakia (Capsicum
chinense), Gogoi et al. (2014) lograron enraizar brotes
derivados de cotiledones con 0.5 mg-L' de ANA obteniendo
hasta 8.67 raices por explante, mientras que en aquellos
derivados de yemas apicales fue de 16.67 con 1.0 mg-L™' de
AIB. Barrales-Lopez, Robledo-Paz, Trejo, Espitia-Rangel,
& Rodriguez-De La O (2015) estudiaron diversas variables
durante el enraizamiento de chile habanero (Capsicum
chinense) y encontraron que las plantulas se desarrollaron

mejor bajo una intensidad luminosa de 28 uM-m-s!. Haque
& Ghosh (2018) observaron que €l uso de 2.0 mg-L! AIB y
1.0 mg-L"! ANA provocé un efecto estimulante durante el
enraizamiento de 10 materiales de chiles (Capsicum
annuum, Capsicum chinense 'y Capsicum frutescens),
ademas, la adicion de 0.21 mg-L"! de espermidina al medio
de cultivo mejord sustancialmente la capacidad de
formacion de nuevas raices, obteniendo asi mejores
resultados. Beltran-Burboa et al. (2020) obtuvieron 80% de
enraizamiento y un promedio de 4.82 raices en brotes de
chile (Capsicum annuum var. glabriusculum) con el uso de
2.5 mg-L'de AIB.

Etapa IV (aclimatizacion)

Ebida & Hu (1993) aclimatizaron exitosamente plantulas de
pimiento (Capsicum annuum) en invernadero utilizando
contenedores plasticos con sustrato comercial para
vegetales. Christopher & Rajam (1994) utilizaron como
sustrato una mezcla de suelo y vermiculita (3:1) durante la
aclimatizacion de Capsicum praetermissum y Capsicum
annuum, y cuatro semanas después, las transfirieron
directamente al suelo, y obtuvieron una sobrevivencia del
86% en donde todas las plantas fueron completamente
normales. Gogoi et al. (2014) consiguieron un 40% de
sobrevivencia al aclimatizar plantulas del cultivar Bhut
Jalakia (Capsicum chinense) en contenedores plasticos con
un sustrato conformado por arena, suelo y estiércol de
ganado bovino (1:1:1). Haque & Ghosh (2018)
aclimatizaron 10 cultivares de chiles (Capsicum annuum,
Capsicum chinense y Capsicum frutescens) en macetas con
una mezcla comercial de sustrato horticola y observaron que
la capacidad de sobrevivencia de las plantulas se encuentra
influenciada por el genotipo, en donde varié desde 40.0 hasta
86.7%.

VARIACION SOMACLONAL

Los avances realizados con las técnicas del cultivo in vitro
de tejidos vegetales han hecho posible la regeneracion de
varias  especies vegetales mediante métodos de
micropropagacion y actualmente existen varios protocolos
para cultivo s de importancia econdémica (Krishna et al.,
2016). La propagacion y preservacion de clones de genotipos
¢lite, seleccionados por sus caracteristicas sobresalientes,
requieren de un alto grado de uniformidad genética (Krishna
et al., 2016). Sin embargo, esto puede generar variabilidad
genética, es decir, variacion somaclonal como resultado de
mutaciones o cambios epigenéticos, aunque, por el contrario,
es una fuente de nuevas variantes con caracteristicas
agronomicas deseables (Bairu, Aremu, & van Staden, 2011).

Identificacion de variantes somaclonales



Hossain, Konisho, Minami, & Nemoto (2003) realizaron una
caracterizacion morfologica y molecular (RAPD) para
observar la presencia de variantes de plantas de C. annuum
cv. Takanotsume y Shishitou derivadas del cultivo in vitro,
y encontraron cambios en el habido de crecimiento, color de
los tallos, hojas y frutos, asi como también en los patrones
de pigmentacion por antocianinas en los frutos inmaduros.
También se ha observado que la variacion somaclonal es
muy dependiente del genotipo (Anu, Babu, & Peter, 2004) y
ocurre con mayor frecuencia en callos embriogénicos
(debido al uso de 2,4-D) y menor en sistemas de
regeneracion por organogénesis directa (Bello-Bello et al.,
2014).

Aprovechamiento de las variantes

Se ha reportado la aparicion de caracteristicas agronomicas
superiores como floracion precoz en incremento en los
rendimientos de C. annuum cv. Takanotsume y Shishitou por
efecto del cultivo de tejidos vegetales (Hossain et al., 2003),
lo cual puede aprovecharse eficientemente en programas de
mejoramiento genético. De manera similar, Al-Ajeel, Al-
Hattab, & El-Kaaby (2016) detectaron variantes de C.
annuum con mejores caracteristicas agronéomicas, y mayor
contenido de vitamina C.

MUTAGENESIS

El primer paso durante el fitomejoramiento es la
identificacion de genotipos adecuados que contengan genes
de interés entre los materiales existentes. En la naturaleza,
las variaciones ocurren principalmente por producto de
mutaciones, y, sin este fenomeno, la creacion de nuevos
materiales seria imposible (Oladosu et al., 2016). A pesar de
que las mutaciones ocurren espontaneamente, la frecuencia
con que esto sucede es muy baja como para ser aprovechada
en programas de mejoramiento genético. No obstante,
también es posible inducir estos cambios en el ADN
mediante métodos fisicos y quimicos (Parry et al., 2009). El
agente mutagénico causa rupturas en el ADN genomico y
durante el proceso de reparacion, se inducen aleatoriamente
nuevas mutaciones, las cuales son heredables. Estos cambios
también pueden ocurrir en los genomas de los organelos
presentes en el citoplasma (cloroplastos y mitocondrias), lo
que da como resultado en variaciones genéticas que se
pueden aprovechar en programas de mejoramiento genético
mediante la seleccion de caracteristicas utiles, por ejemplo,
forma y color de las flores, resistencia a plagas y
enfermedades, floracion precoz, entre otras (Chaudhary,
Deshmukh, & Sonah, 2019; Jain, 2010).

Métodos fisicos

En las ultimas 8 décadas, los mutagenos fisicos,
principalmente la radiacion ionizante, se han utilizado
ampliamente para inducir aberraciones heredables y mas del
70% de las variedades mutantes han sido desarrolladas
utilizando estos agentes (Oladosu et al., 2016). La radiacion
se define como una forma de energia que se mueve a través
de una distancia en forma de ondas o particulas, y contienen
(relativamente) altos niveles de energia (en el espectro
electromagnético), capaces de mover electrones de la 6rbita
nuclear de los atomos, convirtiéndolos de este modo en
iones.  Estos  agentes ionizantes del  espectro
electromagnético incluyen los rayos X, gamma y cosmicos.
Los rayos X fueron los primeros en ser utilizados para
inducir mutaciones y desde entonces, varias particulas
subatomicas (neutrones, protones, particulas alfa y beta) han
sido generadas utilizando reactores nucleares (Oladosu et al.,
2016).

Uno de los primeros reportes sobre el uso de mutigenos
fisicos en chiles fue el de Katiyar (1978), quien utiliz6 rayos
gamma (*°Co) para irradiar semillas de C. annuum a 5, 10,
15 y 20 kR, con lo que observo anormalidades en los
cromosomas durante la meiosis, incluyendo aglutinamiento,
asociacion alterada, rompimiento, segregacion desigual y
microesporas deformes y sus frecuencias fueron
dependientes de la dosis empleada. Rao & Lakshmi (1980)
irradiaron con rayos gamma semillas de dos cultivares de C.
annuum (el CA 960 de color rojo y el CA 1968 de color
amarillo) en dosis de 10 a 40 kR y llegaron a conclusiones
similares. Joshi & Khalatkar (1981) utilizaron ®°Co como
fuente de rayos gamma para tratar semillas de C. annuum en
dosis de 2 a 20 kR, en donde observaron que a dosis bajas
incrementaron el tamafio y nimero de semillas por fruto,
mientras que con las dosis mds altas estas variables se
redujeron. Bhargava & Umalkar (1989) irradiaron semillas
de C. annuum “Ankur-1” con rayos gamma (°°Co, 5-20 kR)
y observaron que, a mayor dosis de radiacion, menor es el
tamafio de frutos, el nimero de ramas y la altura de las
plantas. Sri Devi & Mullainathan (2011) indujeron
mutaciones en C. annuum “K1” con el uso de rayos gamma
(®°Co, 10-50 kR), con lo que obtuvieron distintos mutantes
en cuanto a habitos de crecimiento, deficiencias en la sintesis
de clorofila en las hojas y androesterilidad.

Métodos quimicos

Se considera generalmente que los mutagenos quimicos
provocan un efecto mas suave en las plantas. Una ventaja de
estos es que se pueden utilizar sin equipos o instalaciones
complejas. El procedimiento comunmente consiste en
sumergir el material vegetal en una soluciéon con el



ingrediente activo. No obstante, los mutdgenos quimicos
normalmente son cancerigenos, por consiguiente, es
necesario tomar precauciones y utilizar equipo de proteccion
adecuado para evitar dafios en la salud. A pesar de que
existen muchos compuestos quimicos que inducen
mutaciones, solo un pequefio numero de estos se han
probado en plantas, entre los que figuran los agentes
alquilantes como etil metano sulfonato (EMS), 1-metil-1-
nitrosourea y 1-etil-1-nitrosourea (Oladosu ef al., 2016).

Bhargava & Umalkar (1989) utilizaron EMS (0.05-0.15%) y
azida de sodio (AS) (0.005-0.015%) para tratar semillas de
C. annuum “Ankur-1" y observaron que, a mayor dosis de
los agentes quimicos, menor es el tamafio de frutos, el
nimero de ramas y la altura de las plantas. Paran, Borovsky,
Nahon, & Cohen (2007) trataron semillas de C. annuum
“Maor” con EMS (0.2%), con lo que consiguieron distintos
mutantes en cuanto al tipo de ramificacion y arquitectura de
la planta. Sri Devi & Mullainathan (2011) indujeron
mutaciones en C. annuum “K1” con el uso de EMS (10-50
mM), con lo que obtuvieron distintos mutantes en cuanto a
habitos de crecimientos, deficiencias en la sintesis de
clorofila en las hojas y androesterilidad.

ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Las plantas cultivadas evolucionan en forma natural y a
través de la intervencion humana, y se basa principalmente
en la existencia de diversidad genética en las poblaciones
(Bhandari et al., 2017; H. Zhang, Mittal, Leamy, Barazani,
& Song, 2017). La diversidad genética se puede definir como
el grado de diferenciacion dentro o entre especies. La
existencia de diferencias intra e interespecificas es la base de
todos los programas de mejoramiento genético. En este
contexto, el conocimiento sobre los aspectos de la diversidad
genética, como aquellos factores que la afectan, los
diferentes métodos para su analisis y medicion, asi como
también los programas informaticos utilizados para estos
fines se vuelven imperativos en orden de utilizarlos
prudentemente (Bhandari et al., 2017).

Métodos de analisis de la diversidad genética

Un andlisis de diversidad genética se puede realizar mediante
caracterizacion morfoldgica, citologica, bioquimica y
molecular. Los marcadores morfologicos fueron los
primeros en utilizarse, y hoy en dia siguen vigentes. Después
se utilizaron las diferencias citoldgicas y bioquimicas para
evaluar estas diferencias entre genotipos. Con el surgimiento
de las herramientas gendmicas, los marcadores moleculares
se convirtieron en el método preferido para estos fines
(Bhandari et al., 2017).

Marcadores moleculares

Esto involucra el estudio de la variacion entre distintos
genotipos a nivel de ADN y ARN. Existe distintos tipos de
marcadores moleculares, los cuales tienen distintas
caracteristicas, lo que los hace adecuados para diferentes
propositos (Bhandari ef al., 2017).

RAPD

Paran, Aftergoot, & Shiftiss (1998) estudiaron las relaciones
genéticas en 34 cultivares de diferentes tipos de chiles (C.
annuum) con el uso de 21 iniciadores RAPD, con lo que
separaron distintos grupos de acuerdo con el tamafio de los
frutos y su nivel de pungencia, y encontraron un
polimorfismo de 22% (1.6 productos polimoérficos por
iniciador). Rodriguez, Berke, Engle, & Nienhuis (1999)
evaluaron 134 accesiones de seis especies de chiles (C.
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum, C.
chacoense y C. pubescens) con 25 iniciadores RAPD, con lo
que detectaron 124 bandas polimorficas y lograron separar
las accesiones de acuerdo con su especie. Baral & Bosland
(2002) estudiaron 111 accesiones de chiles (C. annuum var.
annuum) provenientes de Nepal y 28 de México y Estados
Unidos de América con el uso de 18 iniciadores RAPD, con
lo que obtuvieron 146 bandas polimorficas entre todas las
accesiones, agrupando a las accesiones segin su origen
geografico. Rabelo da Costa et al. (2006) cuantificaron la
diversidad genética entre 70 materiales de Capsicum
originarios de Brasil con 8 iniciadores RAPD, distinguiendo
mediante esta técnica identificar a 53 individuos (16 de C.
annuum, 7 de C. frutescens, 14 de C. baccatum y 5 de C.
chinense). Bhadragoudar & Patil (2011) caracterizaron 45
accesiones de C. annuum del estado de Karnataka, India, con
el uso de 25 iniciadores RAPD, con lo que consiguieron un
promedio de 3.9 bandas polimorficas y 2.25 monomorficas,
concluyendo que existe un nivel alto de diversidad genética
entre los materiales estudiados.

SSR

Ibarra-Torres, Valadez-Moctezuma, Pérez-Grajales,
Rodriguez-Campos, & Jaramillo-Flores (2015) utilizaron 24
marcadores SSR para diferenciar entre genotipos de C.
annuum 'y C. pubescens, asi como también entre variedades
de tipo jalapefio y serrano de C. annuum, con lo que lograron
diferenciar adecuadamente entre especies, no obstante, entre
variedades de C. annuum esto no fue posible. Con el uso de
24 pares de iniciadores SSR, Carvalho et al. (2017)
evaluaron la diversidad genética entre 103 accesiones de C.
frutescens originarias de Brasil, y otras 20 de distintas
especies de Capsicum como referencia, encontrando un
polimorfismo desde 0.36 hasta 0.75, con un promedio de
0.57. Sharmin, Hoque, Haque, & Khatun (2018)
caracterizaron 20 genotipos locales de chiles (Capsicum



spp.) de Bangladesh con 11 iniciadores SSR, encontrando un
total de 10 alelos para cinco loci polimorficos y la diversidad
genética vario desde 0.333 gasta 1.000 con un promedio de
0.567.

ISSR

Ibarra-Torres et al. (2015) utilizaron ocho iniciadores ISSR
para analizar genotipos de C. annuum y C. pubescens, asi
como también entre variedades de tipo jalapefio y serrano de
C. annuum, con lo que lograron determinar diferencias
moleculares entre las dos especies y las dos variedades de C.
annuum. Alemu, Mullualem, & Adugna (2017) evaluaron la
diversidad genética de 73 accesiones de chiles (Capsicum
spp.) utilizando cinco iniciadores ISSR, con lo que
obtuvieron 37 bandas en total, de las cuales 35 fueron
polimorficas (94.6%). Tsaballa ef al. (2015) trabajaron con
30 accesiones criollas de C. annuum originarias de Grecia y
evaluaron su diversidad genética utilizando 6 iniciadores
ISSR, con lo que lograron separar los materiales en 8 grupos
utilizando 53 bandas detectadas, con un porcentaje de
polimorfismo del 83.6%. Thuy, Ky, Ba, Hien, & Yeap
(2016) utilizaron 15 iniciadores ISSR para estudiar la
diversidad genética de 16 variedades de chiles utilizadas
como portainjertos (Capsicum spp.) originarias de Vietnam,
con lo que obtuvieron un total de 136 bandas, 102 de las
cuales fueron polimérficas, diferenciando claramente a los
materiales entre especies y variedades. Por su parte, Lopez-
Espinosa et al. (2018) estudiaron la diversidad genética de
60 accesiones criollas de chile habanero (C. chinense) de la
peninsula de Yucatdn y Tabasco mediante el uso de 3
iniciadores ISSR, detectando un total de 32 bandas, de las
cuales el 98% fueron polimorficas, concluyendo que la
diversidad genética de loas poblaciones es alta, en donde el
95.5% de la variacion observada se encontr6 dentro de estas
y solo el 4.5% entre ellas. Brilhante et al. (2021) utilizaron
69 accesiones de cuatro especies de chiles (C. chinense, C.
baccatum var. pendulum, C. frutescens y C. annuum)
colectadas en Brasil para evaluar su diversidad mediante el
uso de 17 iniciadores ISSR, con lo que obtuvieron un total
150 fragmentos amplificados, de los cuales 134 fueron
polimérficos (90%), siendo C. chinense y C. baccatum las
especies con mayor polimorfismo (88.8%), seguido de C.
Sfrutescens (56.6%) y C. annuum (26.9%).

AFLP

Paran et al. (1998) estudiaron las relaciones genéticas en 34
cultivares de chiles (C. annuum) con 10 combinaciones de
iniciadores AFLP, con lo que observaron un porcentaje de
polimorfismo del 13% y un promedio de 6.5 marcadores
polimorficos. Toquica, Rodriguez, Martinez, Duque, &
Tohme (2003) evaluaron 71 accesiones de 4 especies de

chiles (C. chinense, C. baccatum, C. annuum 'y C. frutescens)
procedentes de la region amazoénica de Colombia con el uso
de 4 combinaciones de marcadores AFLP, con lo que
consiguieron separar las accesiones en 4 grupos, observando
que la variacion genética total fue relativamente baja, con un
indice de diversidad de 0.331. Guzman, Ayala, Azurdia,
Duque, & De Vicente (2005) trabajaron con 74 accesiones
de chiles pertenecientes a 4 especies (C. annuum, C.
chinense, C. frutescens y C. pubescens) (34 accesiones de
traspatio y 40 del banco de germoplasma de la Universidad
de San Carlos de Guatemala) con el uso de tres
combinaciones de iniciadores AFLP, y observaron un total
de 68 bandas polimorficas, concluyendo que los huertos de
traspatio son una alternativa viable de conservacion de
recursos fitogenéticos. Baba et al. (2016) estudiaron la
diversidad genética entre 71 accesiones de C. chinense
originarias de Brasil con el uso de tres combinaciones de
marcadores AFLP, encontrando un total de 302 bandas
polimérficas.

RFLP

Lefebvre, Palloix, & Rives (1993) evaluaron la diversidad
genética entre 13 accesiones de C. annuum (incluyendo
materiales criollos de C. annuum var. annuum y cultivares
de pimiento) y una de C. baccatum var. pendulum (control)
con el uso de marcadores RFLP (ADN gendmico digerido
con 10 enzimas de restriccion), con lo que observaron mayor
grado de diferenciacion entre C. annuum var. annuum 'y C.
baccatum var. pendulum (diferenciacion interespecifica).

Métodos filogenéticos

Antes del advenimiento de las tecnologias de secuenciacion
de ADN, los arboles filogenéticos se usaban casi
exclusivamente para describir las relaciones entre especies
en sistematica y taxonomia. Hoy en dia, las filogenias se
utilizan en casi todas las ramas de la biologia (Yang &
Rannala, 2012). Mas recientemente, la filogenética
molecular se ha convertido en una herramienta indispensable
para las comparaciones de genomas. En este contexto, se
utiliza para clasificar secuencias metagendmicas, identificar
genes, elementos reguladores y ARN no codificantes en
genomas recién secuenciados, interpretar genomas
individuales modernos y antiguos, y reconstruir genomas
ancestrales (Yang & Rannala, 2012).

En el género Capsicum, este enfoque se ha utilizado para
estudiar su monofilia, delimitar especies dentro del género y
para el establecimiento de relaciones filogenéticas entre
especies (Walsh & Hoot, 2001). Por ejemplo, Sun et al.
(2014) evaluaron la diversidad genética entre 26 variedades
de C. annuum y cuatro de C. eximium mediante el uso de la



region [TSI-5.8S-ITS2, con lo que observaron que cada
especie formo un grupo independiente por si misma. Por otra
parte, Carrizo-Garcia et al. (2016) realizaron un estudio mas
profundo sobre la filogenia de este género, utilizando un total
de 34 especies (de alrededor de 37) utilizando dos
marcadores del genoma cloroplastico (matK y psb-trnH) y
uno nuclear (waxy), corroborando el origen monofilético, y
la separacién en 11 clados bien definidos.

TRANSFORMACION GENETICA

La transformacion genética ha proporcionado un enfoque
alternativo para los programas de fitomejoramiento de los
chiles. La principal ventaja de la utilizacion de la
transformacion genética es que ofrece de una alternativa para
superar las barreras genéticas intra o interespecificas y
permite la incorporacion de genes utiles o nuevas
caracteristicas en el genoma de los chiles (Srivastava &
Mangal, 2019). La naturaleza recalcitrante del género
Capsicum también afecta a los sistemas de transformacion
genética, por lo que la aplicacion de las tecnologias del ADN
recombinante se torna mas dificil en estas especies (Kothari
et al., 2010). En el caso de los chiles, la transformacion
genética mediada por Agrobacterium es ciertamente una
herramienta importante que facilita el mejoramiento
genético con el fin de obtener variedades resistentes contra
diversos factores que limitan la produccion. No obstante, los
avances en esta area se han visto limitados debido a la baja
eficiencia de regeneracion in vitro (Kothari et al., 2010).

Transformacion genética mediada por Agrobacterium

El primer estudio realizado sobre modificacion genética de
chile utilizando Agrobacterium fue realizado por Liu,
Parrott, Hildebrand, Collins, & Williams (1990), quienes
transformaron cotiledones e hipocotilos de pimiento
(Capsicum annuum) y observaron actividad del gen
reportero GUS, sin embargo, no lograron regenerar plantas
completas. Manoharan, Vidya, & Sita (1998) utilizaron
cotiledones durante la transformacion genética de chile Pusa
Jwala (Capsicum annuum) y la cepa EHAI105 de
Agrobacterium tumefaciens con el plasmido pBI121, el cual
porta dentro del T-DNA los genes GUS y NPTII, obteniendo
varias lineas transgénicas independientes que fueron
aclimatizadas en invernadero. Li, Zhao, Xie, Zhang, & Luo
(2003) utilizaron la cepa LBA4404 con el plasmido pBI121
y transformaron cotiledones de Capsicum annuum, en donde
obtuvieron una eficiencia de transformacion del 40.8%.
Kumar, Sharma, Chattopadhyay, & Chakraborty (2012)
introdujeron el gen BC1 del virus del enrollamiento de la hoja
del chile en el genoma del pimiento rojo (Capsicum annuum)
con el uso de la cepa EHA 105 de Agrobacterium y el
plasmido pBinARPCI1, indicando que todas las plantas

transgénicas que regeneraron fueron fenotipicamente igual a
las no transgénicas cuando se cultivaron en suelo.
Maligeppagol et al. (2016) trabajaron con el factor de
transcripcion Dreb1A de Arabidopsis thaliana, le insertaron
el promotor rd294 que es inducible por sequia, y lo
fusionaron al plasmido pCAMBIA 2301 para transformar
dos cultivares de chile (Capsicum annuum) con la cepa
LBA4404 de Agrobacterium, en donde obtuvieron lineas
transgénicas que mostraron una mayor tolerancia al estrés
hidrico. Bulle, Yarra, & Abbagani (2016) transformaron
cotiledones de chile “G4” (Capsicum annuum) con el gen
TaNHX? de trigo, el cual insertaron en el plasmido pBin438
y la cepa LBA4404 de Agrobacterium, obteniendo plantas
tolerantes a estrés salino. Shivakumara et al. (2017)
utilizaron el gen PDH45 de chicharo para transformar
plantulas de chile (Capsicum annuum), el cual fue insertado
en el pldsmido pBI121 y colocado en la cepa EHA 105 de
Agrobacterium, con lo que obtuvieron plantas tolerantes a
diversos tipos de estrés abidtico, como sequia, salinidad, y
estrés oxidativo. Ortega et al. (2018) desarrollaron plantas
transgénicas de chile (Capsicum annuum) resistentes a
glifosato bajo un enfoque intergénico, en donde utilizaron el
mismo gen (CaEPSPS) mutado de la enzima EPSPS de chile
utilizando su propio promotor y el 35S del virus del mosaico
de la coliflor, con lo que obtuvieron plantas moderadamente
resistentes al herbicida. Mahto, Sharma, Rajam, Reddy, &
Dhar-Ray (2018) desarrollaron un protocolo para la
transformacion genética de dos cultivares de chile
(Capsicum annuum) con el uso de la cepa LBA4404 de
Agrobacterium tumefaciens y el plasmido pCAMBIA2301,
con lo que obtuvieron varias lineas transgénicas
independientes y una eficiencia de transformacion del 30%.

Transformacion genética por biobalistica

Chee, Lycett, Khoo, & Chin (2017) insertaron el gen de
vainillina sintasa (VpVAN) mediante bombardeo de
particulas en hipocotilos de chile “Hot Lava” (Capsicum
frutescens), y observaron que la expresion heterologa de este
gen en los callos transformados dio como resultado un
incremento en los niveles de vainillina y vainillina glucésido
de casi 200 veces, con respecto a los tejidos no
transformados.

BIOINFORMATICA

Las ciencias 0micas y la bioinformatica son herramientas
esenciales para el entendimiento de los sistemas moleculares
que controlan el funcionamiento de las plantas (Mochida &
Shinozaki, 2011; Rhee, Dickerson, & Xu, 2006). Este
conocimiento es fundamental para permitir el
aprovechamiento de los recursos biologicos mediante el
desarrollo de nuevos cultivares con caracteristicas mejoradas



a bajos costos tanto econdmicos como ambientales
(Vassilev, Leunissen, Atanassov, Nenov, & Dimov, 2005).
Hoy en dia se dispone de la secuencia completa del genoma
del chile criollo de Morelos (C. annuum cv. CM334) (Kim
et al., 2014), del cultivar Zunla-1 (C. annuum L.) y su
progenitor silvestre, el chiltepin (C. annuum var.
glabriusculum) (Qin et al., 2014). Esta informacion
representa grandes avances con respecto al conocimiento del
chile, lo cual permitira a mediano plazo entender los
mecanismos moleculares que modulan la forma y tamafio del
fruto, la arquitectura de la planta, el contenido de capsaicina,
asi como también los factores que intervienen durante el
ataque de plagas y enfermedades, con lo que sera posible
desarrollar mejores variedades en un menor tiempo
utilizando las nuevas herramientas (Ahn et al., 2018).

Anélisis de transcriptomas

Antes de la publicacion del primer genoma de chile,
Gongora-Castillo ef al. (2012) publicaron un transcriptoma
de dos cultivares de C. annuum (Serrano Tampiquefio 74 y
Sonora Anaheim), el cual incluye librerias de ADNc
derivadas de diferentes organos (raices, tallos, hojas, flores
y frutos) y distintas condiciones de estrés. Las secuencias
ensambladas constan de un total de 32,314 contigs y 59,991
singletones. Esta base integra informacion comprensiva
incluyendo anotaciones funcionales, ontologia de genes y
procesos metabolicos.

Lee et al. (2020) realizaron un estudio del transcriptoma de
C. annuum cv. Bukang bajo el efecto de cuatro fitohormonas
principales (acido salicilico, acido jasménico, etileno y acido
abscisico) mediante secuenciacion de ARN de alto
rendimiento, con lo que generaron un total de 78 muestras de
tres réplicas y seis tiempos, constituyendo un total de 187.8
Gb de datos transcriptomicos. Los datos de este
transcriptoma proveen de informacion valiosa para el
entendimiento de las relaciones y redes moleculares que
regulan la expresion de genes relacionados con las
fitohormonas que se encuentran involucrados en el
desarrollo vegetal y la adaptacion al estrés ambiental.

Identificacion de genes

Tang et al. (2019) realizaron una caracterizacion sobre los
genes mitocondriales responsables de la terminacion de la
transcripcion (mTERFs) en C. annuum, con lo que
encontraron 35 genes (CaMERFs), divididos en ocho grupos
principales. El analisis de los promotores de estos genes
reveld la presencia de muchos elementos cis relacionados
con la regulacion de la respiracion celular, fotosintesis,
regulacion de fitohormonas y respuestas a estrés.

Arce-Rodriguez, Martinez, & Ochoa-Alejo (2021)
realizaron una identificacion de la familia génica de factores
de transcripcion MYB en C. annuum, encontrando un total de
235 proteinas no redundantes. la comparacion de secuencias
de CaMYBs con otras especies reveld que los genes son
conservados, asi como algunos  potencialmente
especializados. Los perfiles de expresion en tejidos
mostraron que se expresan diferencialmente, sugiriendo que
son divergentemente funcionales. Ademas, existen algunos
candidatos que podrian estar participando en la regulacion
de la biosintesis de fenilpropanoides, lignina, capsaicinoides,
carotenoides y vitamina C, lo que provee de nuevas pistas
sobre el rol de los estos factores de transcripcion en el
metabolismo secundario.

CASO DE ESTUDIO: RESISTENCIA A Phytophthora
capsici Leonian

El oomiceto filamentoso Phytophthora capsici es un
patogeno vegetal altamente dindmico y destructivo, el cual
ataca a cucurbitaceas (pepino, meldn, calabaza), tomate,
berenjena y chiles (Lamour, Stam, Jupe, & Huitema, 2012).
En este tltimo los problemas pueden presentarse en todos los
estados de desarrollo y tejidos, en donde causa varios
sintomas, incluyendo la pudricion de raices, corona y frutos,
marchitamiento, dafios a los tallos y damping-off en estado
de plantula. Este patdégeno presente en el suelo causa una
enfermedad multiciclica que vive en tejidos vivos
(biotrofico) y muertos (necrotréfico), causando de este modo
un problema persistente especialmente en aquellas regiones
donde se cultivan chiles de manera repetitiva (Kim et al.,
2008), siendo uno de los principales problemas fitosanitarios
de este cultivo en todo el mundo, lo que resulta a menudo en
pérdidas totales (Barchenger, Lamour, & Bosland, 2018).

La incidencia y severidad de esta enfermedad se ha
incrementado significativamente en las tltimas décadas y el
uso indiscriminado de productos de sintesis quimica para su
manejo no constituye una opcion sustentable debido a su alto
costo de aplicacion en campo, dafios potenciales al ambiente
y al desarrollo de resistencia (Pang et al., 2013; Parra &
Ristaino, 2001; Wang et al., 2020), por lo que es necesario
el uso de otras alternativas viables a largo plazo. Entre estas,
la resistencia genética es una opcion sustentable para
enfrentar el problema fitosanitario y a la vez reducir el uso
de fungicidas y la degradacion del ambiente, por lo que es
necesaria la identificacion de nuevas fuentes de resistencia,
sobre todo en los materiales criollos, con el fin de ayudar al
desarrollo de nuevos cultivares (Moran-Bafiuelos, Aguilar-
Rincon, Corona-Torres, & Zavaleta-Mejia, 2010; Retes-
Manjarrez et al., 2020).

Fuentes de resistencia



Desde los afios 60 se han reportado algunos materiales
resistentes a este patogeno, entre ellos el AC2258, P1201232
y PI1201234 (C. annuum) originarios de Centro América
(Kimble & Grogan, 1960), y el Criollo de Morelos 334
(CM334) (C. annuum) de México (Guerrero-Moreno &
Laborde, 1980), Entre estas variedades, el CM334 ha sido el
mas estudiado debido a que es el que tiene el mayor nivel de
resistencia (Bonnet et al., 2007; Mo et al., 2014; Quirin et
al., 2005). Recientemente, Retes-Manjarrez et al. (2020)
encontraron seis materiales criollos (cuatro accesiones C.
annuum de tipo Piquin y Jalapefio y dos de C. pubescens)
altamente resistentes en poblaciones nativas de 14 estados de
México, con niveles similares a CM334. Estas fuentes de
resistencia podrian aportar nuevas fuentes de variacion con
posibilidad de utilizarse para el desarrollo de nuevos
cultivares paralelamente con mejores rendimientos y calidad
de frutos.

Mecanismos de resistencia

La expresion de la resistencia a P. capsici en chiles se ve
influenciada por muchos factores ambientales como el
cultivar y la edad, dosis del in6culo, temperatura, humedad
del suelo, cepa del patdgeno, método de inoculacion y la
patogenicidad del aislado. Debido a estos factores, P. capsici
es un patdégeno complicado de controlar, y el desarrollo de
cultivares mediante métodos convencionales no ha sido
exitoso (Kim et al., 2008).

Diversos estudios han reportado las bases genéticas de la
resistencia a P. capsici en chiles. Estudios previos sobre la
resistencia de CM334 sugirieron varios modelos, como la
participacion un gen dominante (Walker & Bosland, 1999),
dos genes recesivos situados en cromosomas distintos
(Guerrero-Moreno & Laborde, 1980), dos dominantes
(Reifschneider, Boiteux, Vecchia, Poulos, & Kuroda, 1992),
y hasta tres genes dominantes de CM334 (Ortega, Espaiiol,
& Zueco, 1991). Después se concluyd que la herencia
poligénica junto con mecanismos aditivos o epistaticos
controlan este fendmeno (Bartual, Carbonell, Marsal, Tello,
& Campos, 1991; Lefebvre & Palloix, 1996).

Los estudios explicativos sobre la accion particular de los
genes de resistencia iniciaron con los experimentos de Egea,
Pérez, & Candela (1996), quienes detectaron la presencia de
capsidiol (un tipo de fitoalexina derivada de la ruta de los
terpenoides) en cultivares susceptibles y resistentes,
indicando que el grado de resistencia se debe principalmente
a la capacidad de movilizacién de este metabolito hacia las
zonas necroticas causadas por el patdgeno. Mas tarde, Silvar,
Merino, & Diaz (2008) demostraron que existe un
incremento en los niveles de expresion de los genes CaBPR1
(una clase de proteinas relacionadas con la patogénesis),

CaBGLU (una forma basica de B-1,3-glucanasa, enzimas
degradadoras de la pared celular de los hongos), CaPOI (una
peroxidasa) y CaSCI (sesquiterpeno ciclasa, enzima
participante en la biosintesis de capsidiol), correlacionados
con la capacidad de respuesta ante la invasion. Otros genes
detectados incluyen CaChi2 (con actividad quitinasa),
CaPR-4, CaPR-10 (Sang, Kim, & Kim, 2010), PAL
(fenilalanina amonio liasa) (Zhang et al., 2013) y CaRGA2
(Zhang et al., 2013).

En un estudio transcriptomico, Wang et al. (2015) analizaron
la expresion diferencial del genotipo resistente P1201234
bajo el ataque de P. capsici, con lo que observaron un total
de 1220 genes, de los cuales 480 aumentaron sus niveles de
expresion y 740 disminuyeron, con 211 posibles candidatos
involucrados en las respuestas de defensa. El analisis
posterior de 12 de estos genes confirmé que siete se
encuentran involucrados en la modificacion de la pared
celular, biosintesis de fitoalexinas, desarrollo de sintomas, y
mecanismos de sefializacion de fitohormonas.

Alternativas biotecnolégicas

Los recursos moleculares para el estudio de P. capsici han
ido en aumento, lo que ha logrado que hoy en dia se disponga
de dos genomas de referencia (Lamour et al., 2012; Shi et
al., 2021). Del mismo modo, la disponibilidad de los
distintos genomas y transcriptomas de chile que se tienen
provee de herramientas para el analisis de genes y grupos de
genes que se han reportado con funciones durante la invasion
del patogeno a través de las distintas herramientas
biotecnologicas. Por ejemplo, una alterativa viable es el
analisis, identificacion y caracterizacion de las proteinas
relacionadas con la patogénesis en plantas (PRP).

Las PRP son un grupo de moléculas diversas que son
inducidas por fitopatdogenos y otras moléculas sefializadoras
relacionadas con los sistemas de defensa. son componentes
claves del sistema inmune innato de los vegetales,
especialmente de la resistencia sistémica adquirida, y se
utilizan ampliamente como marcadores moleculares de los
mecanismos de senalizacion durante los procesos de defensa
(Ali et al., 2018). Las PRP se agrupan de acuerdo con su
funcién, tales como las P-1,3-glucanasas, peroxidasas,
defensinas, tioninas y quitinasas.

Las quitinasas son proteinas que degradan la quitina, el
segundo polisacarido mas abundante del planeta después de
la celulosa, el cual forma parte de la pared celular en la
mayoria de los hongos. Estas proteinas son de suma
importancia puesto que pueden mejorar la resistencia contra
factores bioticos y abidticos. En chiles se han detectado al
menos 16 genes de este tipo, y todos tienden a aumentar sus



niveles de expresion ante el ataque de P. capsici (Ali et al.,
2018). De este grupo, uno de los miembros mas activos es
CaChilV1, puesto que se ha observado que su silenciamiento
provoca un incremento en la susceptibilidad de las plantas al
ataque de P. capsici debido a cambios en la expresion de
genes relacionados con la defensa (Ali et al., 2019), mientras
que la sobreexpresion de CaChiVI2 en Arabidopsis genera
mayor resistencia a estrés bidtico (ataque de P. capsici) y
abidtico (temperatura y sequia) mediante la reduccién de la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno y la
modulacion de la expresion de genes relacionados con la
defensa (Ali et al., 2020), por lo que su uso en chiles
mediante la ingenieria genética bajo un enfoque cisgénico
podria ayudar a la generacion de cultivares con un rango de
resistencia a diversos tipos de factores adversos y de este
modo reducir el uso de fungicidas con el fin de obtener una
produccion de alimentos inocua y libre de sustancias dafiinas
tanto para el ambiente como para la salud humana.

FITOQUIMICA

El género Capsicum, al ser ampliamente diverso, su
composicion quimica también presenta una gran
variabilidad. Sus principales aplicaciones son en la industria
alimentaria y farmacologica, ya que sus frutos presentan una
composicion quimica rica en capsaicinoides, carotenoides,
flavonoides y compuestos volatiles a los que se les atribuye
la habilidad de dar sabor a las comidas, producir aromas y
actuar como antioxidantes (Antonio, Wiedemann, & Veiga
Junior, 2018).

Capsaicinoides

Los capsaicinoides son las moléculas responsables de la
sensacion pungente que ocurre cuando los mamiferos
muerden un fruto de Capsicum (Aza-Gonzalez, Nufiez-
Palenius, & Ochoa-Alejo, 2011; Lu, Ho, & Huang, 2017).
En total se han reportado més de 20 de estos compuestos y
la capsaicina es el principal componente activo, seguido de
la dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homodihidrocapsaicina y la homocapsaicina, principalmente
(Luo, Peng, & Li, 2011). Solo los chiles sintetizan
capsaicinoides en la naturaleza y se ha especulado que tienen
una funcién protectora contra patogenos (Aza-Gonzalez et
al.,2011).

Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de alrededor de 750
compuestos de 40 carbonos que se encuentran ampliamente
distribuidos entre las plantas y son conocidos por sus
propiedades cromogénicas, que atribuyen colores naranja,
amarillo y rojo. Estos pigmentos pueden ser sintetizados por
todos los organismos fotosintéticos, y en algunos no

fotosintéticos, en donde cumplen papeles muy importantes
durante la fotosintesis, actuando como fotoprotectores y
estabilizando radicales libres (Antonio et al., 2018; Maoka,
2020).

Los chiles se consideran como verduras ricas en
carotenoides (Villa-Rivera & Ochoa-Alejo, 2020). La
variedad de colores se debe en parte a la presencia de
carotenoides, principalmente oxigenados, cuyo perfil puede
cambiar en funcion del estado de madurez, de la especie y
del cultivar (Antonio et al., 2018). Al principio, los frutos
son de color verde, los cuales se encuentran constituidos
principalmente  de  cloroplastos  que contienen
aproximadamente un 68% de clorofilas, mientras que los
carotenoides representan un 32%, el nivel mas bajo. En esta
etapa, se pueden encontrar carotenoides como luteina,
violaxantina, neoxantina y [-caroteno (Hassan, Yusof,
Yahaya, Rozali, & Othman, 2019). Conforme el fruto se
madura, comienza la sintesis de carotenoides en los
cromoplastos a partir de los ya existentes en los cloroplastos,
asi como también ocurre sintesis de novo. Mediante el
proceso de maduracion, los cloroplastos se convierten en
cromoplastos, los cuales contienen una mezcla de
carotenoides que contribuyen colectivamente con el color,
que puede ir desde verde hacia café, después amarillo,
naranja rojo o rojo oscuro al final de la maduracion,
dependiendo del cultivar (Hassan et al., 2019).

Flavonoides

Los flavonoides, una clase de polifenoles (metabolitos
secundarios), se encuentran presentes ampliamente en las
plantas, y se les han atribuido varios efectos bioactivos
incluyendo propiedades antivirales, antiinflamatorias,
cardioprotectivas, antidiabéticas, anticancerigenas,
antienvejecimiento, entre otras. Su estructura basica consiste
de tres anillos de tipo Cs-C3-Cs con diferentes patrones de
sustitucion (Wang, Li, & Bi, 2018).

En chiles, se acumulan principalmente en el epicarpio, en sus
formas conjugadas de tipo O-glicosidos y derivados C-
glicosidos. La quercetina y la luteolina son los principales
flavonoides presentes en chiles, en donde representan
aproximadamente el 41% de todo el contenido total de
flavonoides (Antonio et al., 2018).

Compuestos volatiles

La fraccion volatil en los frutos de chile es la responsable de
su aroma, asi como también de sus compuestos bioactivos.
Se ha reportado que es diversa, con mas de 200 sustancias
descritas, incluyendo compuestos clasificados como
terpenos, hidrocarbonos, alcoholes, aldehidos, cetonas,



acidos, ésteres, lactonas y compuestos fenolicos (Antonio et
al., 2018).

Entre estas sustancias identificadas en la fraccidn volatil se
encuentra tiol metano, dimetilsulfuro, dimetilamina,
acetaldehido, propanal, acetona, 2-nonanona, hexano, acido
acético, 1-pentanol, limoneno, pentadecano, metil salicilato,
entre otros (Antonio ef al., 2018).

EDICION GENETICA

Los avances en las tecnologias de edicion genética han
revolucionado los campos de la gendomica funcional y el
fitomejoramiento (Arora & Narula, 2017). La recién
desarrollada técnica de edicion genética llamada
repeticiones palindromicas cortas, agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR/Cas9) ha contribuido
significativamente en el avance para el mejoramiento de
cultivos debido a su simplicidad y a su alta eficiencia en
comparacion con otras técnicas como las ZFNs y las
TALENS (Karkute, Singh, Gupta, Singh, & Singh, 2017). El
desarrollo de cultivo s genéticamente editados similares a
aquellos  obtenidos mediante el fitomejoramiento
convencional utilizando esta técnica la convierte en una
herramienta muy prometedora y versatil para proveer de una
agricultura sostenible con el fin de una mejor alimentacion
hacia una humanidad creciente en un escenario de cambio
climatico (Khatodia, Bhatotia, Passricha, Khurana, & Tuteja,
2016).

Edicién genética mediante CRISPR/Cas9

Debido al reciente desarrollo de esta tecnologia y su
adaptacion al fitomejoramiento, los estudios que se han
hecho en chiles son limitados. Borovsky et al. (2019)
utilizaron esta estrategia para estudiar la funcion de los genes
CcLOLI, CaGLK2 y CcAPRR2, los cuales influencian el
color de los chiles inmaduros y el desarrollo de los
cloroplastos en C. chinense. Kim, Choi, & Won (2020)
usaron protoplastos derivados de callos in vitro y plantas en
invernadero de C. annuum cv. CM334 y Dempsey para
generar una delecion en el gen CaMLO?2, el cual se sabe que
confiere susceptibilidad a enfermedades fungicas, por lo que
los mutantes adquieren resistencia ante un amplio espectro
de estos patdgenos, especialmente mildia, con lo cual se
pueden obtener cultivares libres de genes de otras especies
de organismos con caracteristicas agronomicas mejoradas.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El establecimiento de un protocolo eficiente de regeneracion
in vitro abre las puertas a una gran cantidad de aplicaciones
biotecnoldgicas, y a pesar de los problemas que los chiles
presentan en este aspecto (naturaleza recalcitrante,

arrosetamiento de brotes adventicios y  genotipo-
dependencia), ha sido posible adaptar metodologias de
acuerdo con la naturaleza de la investigacion. Una de estas
aplicaciones es la propagacion masiva de materiales élite,
que con un procedimiento minucioso asegura la fidelidad
genética del cultivar. De manera similar, también es posible
utilizar esta estrategia para la obtencion de plantas libres de
patogenos, asegurando de este modo la calidad fitosanitaria
en los campos de cultivo. Asimismo, el uso de la
transformacion genética de plantas hace uso implicito de un
sistema de regeneracion in vitro, por lo que también se han
adaptado procedimientos para distintos casos en particular.
Con respecto al aprovechamiento de variantes somaclonales
y la produccion de dobles haploides, este campo se ha visto
poco estudiado en chiles, por lo que existen ventanas de
conocimiento abiertas.

Por otra parte, el andlisis de la diversidad genética entre
colectas de chile permite tener un panorama amplio de los
recursos genéticos existentes, dando asi mayor importancia
a su preservacion, puesto que son fuente de genes con
potencial incorporacion a genotipos mejorados para la
obtencion de resistencia a diversos factores de estrés. No
obstante, a pesar de la suma importancia que tiene este
cultivo a nivel nacional, no se han realizado suficientes
estudios con el fin de colectar y caracterizar las especies y
variedades criollas que se tienen, por lo que es imperativo,
sobre todo en un panorama global de cambio climatico y
perturbacion del ambiente donde naturalmente se
distribuyen, asi de este modo asegurar la seguridad
alimentaria de las generaciones futuras.

A pesar del desarrollo reciente del sistema de edicion
genética CRISPR/Cas9, las aplicaciones potenciales en el
mejoramiento de chiles no se han visto esperar, y ya existen
avances al respecto, por lo que a corto y mediano plazo el
uso de esta estrategia se podria popularizar como uno de los
métodos para la obtencion de nuevos cultivares con
caracteristicas sobresalientes, como la resistencia a plagas y
enfermedades, resistencia a estrés bidtico y abidtico, y alto
contenido nutricional. Todos estos avances recientes no
serian posibles sin el uso de la bioinformatica, herramienta
crucial para la deteccion a gran escala de genes,
transcriptomas, metabolomas, etc.

Se han realizado avances significativos en pro del
mejoramiento genético de los chiles con el uso de las
herramientas biotecnologicas que se encuentran disponibles
actualmente, sin embargo, todavia queda un largo camino
por recorrer. La inmersion y el establecimiento de estas
distintas técnicas biotecnologicas y la perfeccion de los
procedimientos actuales tendrd un enorme valor como
herramienta para el mejoramiento genético de Capsicum con



el fin de obtener materiales élite con caracteristicas
agrondmicas sobresalientes como mayores rendimientos,
tolerancia o resistencia a estrés bidtico y abidtico, mayor
contenido nutrimental, y eficientes con respecto al uso de los
recursos ambientales disponibles (agua, radiacion solar,
nutrimentos edaficos, etc.).
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NUMERO DE OFICIO: HOR2021/114

ASUNTO: Liberacién Antecedentes académicos

LIC. GERARDO ESCOBAR CRUZ
JEFE DEL DEPARTAMENTO DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE:

Por medio del presente, le comunico que el alumno FRANCO ARMANDO GUERRERO
VALENCIA con nimero de matricula 1813001-3 ha cubierto el numero de créditos y la
calificacion requeridos (se anexa historial académico), ha cubierto el puntaje requerido
en el examen TOEFL (se anexa comprobante) y ha escrito el documento de tesis segun
las normas y al menos un articulo cientifico, con lo cual cumple con lo necesario para
gue se le autorice la realizacidon del examen para obtener el grado de Maestro en
Ciencias en Biotecnologia Agricola.

Agradeciendo dar tramite al proceso para que la estudiante pueda llevar a cabo el
examen de grado de manera virtual en fecha préxima, me despido de usted.

Agradeciendo de antemano su fina atenciéon, quedo a sus érdenes.

ATENTAMENTE

Vo. Bo. “Ensefiar la Explotacion de la Tierra, no la del Hombre”

DR. JOSE OSCAR MASCORRO GALLARDO
COORDINADOR DE LOS PROGRAMAS DE ESTUDIO
DE POSGRADO DEL DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA
Y DEL INSTITUTO DE HORTICULTURA

C.c.p.- Dr. José Oscar Mascorro Gallardo. Coordinacion de Estudios de Posgrado
del Departamento de Fitotecnia.

Carretera México — Texcoco km. 38.5 Chapingo, Estado de México, C.P. 56230
Coordinacion de Posgrado del Departamento de Fitotecnia e Instituto de Horticultura Tel. (01595)95 215100 Ext. 1616 6 7197
E-mail: fitposg@correo.chapingo.mx
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Texcoco de Mora, Estado de México.

A 15 dias del mes de julio del 2021

COORDINACION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

Por medio de la presente, me comprometo a entregar toda la documentacion en
fisico correspondiente a los tramites de graduacion en los 30 dias después de que
la Universidad Auténoma Chapingo abra sus instalaciones y en los respectivos
lugares de entrega una vez que se reanuden las actividades presenciales en la

UACh, o cuando lo consideren necesario.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE:

Franco Armando Guerrero Valencia

Estudiante de la Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola
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SOLICITUD DE AUTORIZACION DE EXAMEN

NOMBRE:

Franco Armando Guerrero Valencia

FECHA DE NACIMIENTO: 12 de enero de 1993 CURP: GUVF930112HCSRLR02

GENERACION: 2019-2020 MATRICULA: 1813001-3 FECHA DE INGRESO: 21 de enero 2019

DIRECCION, ESTADO, CODIGO POSTAL, TELEFONO: Adolfo Lépez Mateos 10, Boyeros, Texcoco, México.

Cédigo postal: 56263; Tel: 5522025230

E-mail: guerrerofranco066@gmail.com

TITULO DE LA TESIS: Avances biotecnoldgicos en Capsicum L.

PROGRAMA: Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola LUGAR DE TRABAJO Y TELEFONO:

JURADO DE EXAMEN DE GRADO

Datos Presidente Asesor Asesor

Grado Y Nombres Dr. José Luis Rodriguez Dr. José Oscar Mascorro Dr. Mario Pérez

Completos delaO Gallardo Grajales

RFC ROOL540614CCA MAGO5705116X9 PEGM650820GR8

Cedula Profesional 3308079 3242946 5146971

Del Grado Que

Corresponde

Teléfono 5554348377 5959570508 5611696288

E-Mail jlrdelao@gmail.com jomg2013@gmail.com perezgm7@yahoo.com.mx

Procedencia Universidad Auténoma Universidad Auténoma Universidad Autonoma
Chapingo Chapingo Chapingo

Chapingo, Méx., a 15 de julio de 2021.

Vo.Bo.

DR. JOSE OSCAR MASCORRO GALLARDO
COORDINADOR DE ESTUDIOS DE POSTGRADO DE FITOTECNIA
Y DEL INSTITUTO DE HORTICULTURA

Departamento Fitotecnia. Universidad Auténoma Chapingo. Km. 38.5 Carretera México-Texcoco. Chapingo, Edo. de México.
C.P. 56230. Tel-Fax: 01 (595) 952 1616 y (595) 952 1500 exts. 1616 y 6376. fitposg@correo.chapingo.mx




ACUERDO DEL C. DIRECTOR ACADEMICO

En virtud de haber sido satisfechos todos los requisitos que establece el Reglamento General de
Posgrado en vigor, esta Direccion tiene a bien conceder el EXAMEN DE GRADO al C.

FRANCO ARMANDO GUERRERO VALENCIA

De la Maestria en Ciencias en “Biotecnologia Agricola”, para el 21 de julio de 2021 a las 12:00
horas con el siguiente Jurado:

PRESIDENTE DR. JOSE LUIS RODRIGUEZ DE LA O
ASESOR: DR. JOSE OSCAR MASCORRO GALLARDO
ASESOR: DR. MARIO PEREZ GRAJALES

CHAPINGO, MEX., A 16 de julio de 2021

ATENTAMENTE

"ENSENAR LA EXPLOTACION

DE LA TIERRA, NO LA DEL HOMBRE"
EL DIRECTOR GENERAL ACADEMICO

DR. GUSTAVO ALMAGUER VARGAS

ACL*



UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

DIRECCION GENERAL ACADEMICA
COORDINACION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO
REALIZACION DE EXAMEN DE GRADO

FORMA RE-EG

AUTORIZACION PARA REALIZAR EXAMEN DE GRADO
En virtud de que el C. Franco Armando Guerrero Valencia ha satisfecho todos los requisitos que establece la
normatividad universitaria para el caso, y el mismo lo ha solicitado, la Direccion General Académica emite el acuerdo
siguiente:

SE LE AUTORIZA LA REALIZACION DEL EXAMEN DE GRADO DE: MAESTRO EN CIENCIAS

Lugar: Aula Virtual Z ID: 81832027374, Posgrado de Fitotecnia. Fecha: 21 de julio de 2021. Hora: 12:00 horas
Programa: BIOTECNOLOGIA AGRICOLA
Nombre de la tesis “AVANCES BIOTECNOLOGICOS EN Capsicum L.”

Con el siguiente Jurado:

Presidente: DR. JOSE LUIS RODRIGUEZ DE LA O
Asesor. DR. JOSE OSCAR MASCORRO GALLARDO
Asesor. DR. MARIO PEREZ GRAJALES

Atentamente, el Director General Académico

DR. GUSTAVO ALMAGUER VARGAS 16 de julio de 2021.
Nombre Firma Fecha

El sustentante debera entregar los ejemplares de la tesis correspondiente, antes del examen de grado.
Nota: Esta autorizacion tiene una vigencia de 10 dias habiles a partir de la fecha de emision.

ACTA DEL EXAMEN AUTORIZADO

Los miembros del jurado conocieron con anticipacion la tesis y la aprobaron.
El Presidente del jurado instald el mismo, con la sancion favorable del Coordinador del Programa de Estudios de
Posgrado correspondiente.

Después de realizado el examen, el jurado deliber6 llegando al dictamen siguiente:

13 ’

El examen se realiz6 el dia 21 de julio de 2021, en el recinto académico: Aula Virtual Z ID: 81832027374 del
Posgrado de Fitotecnia a las 12:00 horas.

Los integrantes del jurado avalan lo asentado mediante su firma en dos tantos y el Coordinador del Programa de
Estudios de Posgrado correspondiente sanciona favorablemente el proceso.

Presidente: DR. JOSE LUIS RODRIGUEZ DE LA O

Firma:
Asesor: DR. JOSE OSCAR MASCORRO GALLARDO Firma:
Asesor: DR. MARIO PEREZ GRAJALES Firma:
Coordinador

del Programa: DR. JOSE OSCAR MASCORRO GALLARDO Firma:

Notas: Es imprescindible entregar esta acta a Examenes Profesionales para dar por concluido el proceso.
El segundo tanto de ésta, es para el interesado.




Universidad Auténoma Chapingo

Direccion General de Investigacion y Posgrado
Coordinacion General de Estudios de Posgrado

"ENSENAR LA EXPLOTACION DE
LA TIERRA, NO LA DEL HOMBRE"

Chapingo, México, 16 de julio de 2021

M. C. GILBERTO DAVID VELAZQUEZ CASTRO
JEFE DEL DPTO. DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE

Me permito informarle que el C. Franco Armando Guerrero Valencia de la Maestria en Ciencias en
Biotecnologia Agricola concluyd satisfactoriamente su plan de estudios y elaboré la tesis “AVANCES
BIOTECNOLOGICOS EN Capsicum L.”. Esta tesis y su jurado cumplen con lo establecido en el Reglamento
General de Estudios de Posgrado y esta libre de plagio. Anexo los documentos requeridos para dar tramite
a la realizacion del examen de grado correspondiente

Sin otro particular, aprovecho la ocasidn para enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“ENSENAR LA EXPLOTACION DE
LA TIERRA, NO LA DEL HOMBRE”

Dr. Maximino Huerta Bravo
Coordinador General de Estudios de Posgrado
Universidad Auténoma Chapingo



Universidad Auténoma Chapingo

Direccion General de Investigacion y Posgrado
Coordinacion General de Estudios de Posgrado

"ENSENAR LA EXPLOTACION DE . .
LA TIERRA, NO LA DEL HOMBRE" No. Oficio: 116/2021
Asunto: Solicitud autorizacion examen de grado

Chapingo, México, 16 de julio de 2021

DR. GUSTAVO ALMAGUER VARGAS
DIRECTOR GENERAL ACADEMICO
PRESENTE

Por medio del presente, solicito a usted de la manera mas atenta autorizar el Examen de Grado
de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola del C. Franco Armando Guerrero Valencia
para el dia 21 de julio de 2021, ya que ha cumplido con todos los requisitos establecidos
en el Reglamento General de Estudios de Posgrado.

Estoy anexando el expediente de la persona antes indicada.

Agradeciendo de antemano su atencion al presente, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
EL COORDINADOR GENERAL

Dr. Maximino Huerta Bravo

C.c.p. Dr. José Oscar Mascorro Gallardo, Coordinador del Posgrado de Fitotecnia. Presente.



Universidad Auténoma Chapingo

Direccion General de Investigacion y Posgrado
Coordinacion General de Estudios de Posgrado

"ENSENAR LA EXPLOTACION DE
LA TIERRA, NO LA DEL HOMBRE"

Asunto: Solicitud de prorroga para examen de grado

Chapingo, México, 16 de julio de 2021

DR. GUSTAVO ALMAGUER VARGAS
DIRECTOR GENERAL ACADEMICO
PRESENTE

Considerando que no se cumplié con el Articulo 53 del Reglamento General de Estudios de
Posgrado, por este medio solicito a usted de la manera mas atenta considerar una prérroga para la
presentacion del examen de grado el 21 de julio del afio en curso del C. Franco Armando
Guerrero Valencia, alumno del Programa Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola.

Atentamente

Maximino Huerta Bravo
Coordinador General de Estudios de Posgrado

C.c.p. Dr. José Oscar Mascorro Gallardo , Coordinador del Posgrado de Fitotecnia. Presente.
C.c.p. Alumno Franco Armando Guerrero Valencia. Presente.
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