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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018
Titulo del proyecto
Cultivo de anteras para la obtencién de haploides y dobles haploides en chile Capsicum annuum
para su utilizacion en la formacion de hibridos

Introduceidn
El chile (Capsicum annuum) es uno de los principales cultivos a nivel mundial, su produccién es de suma
relevancia. México produce 6.5% de la producciéon mundial de chile fresco, con una produccion neta de mas

de 2,700,000 toneladas, ademas ocupa el primer lugar en exportaciones a paises como Estados Unidos, Japon,
Canada, Reino Unido v Alemania (SAGARPA, 2015). sin embargo, cada dia es mas dificil cubrir las
crecientes y aceleradas demandas del mercado. por lo que se precisan materiales innovadores y mas
rendidores por unidad de superficie y sobre todo que se adapten a condiciones de ambiente controlado para
mejorar su calidad y rendimiento. por lo cual es importante modificarlos genéticamente con el fin de avanzar
en el desarrollo de nuevos cultivares para su produccion intensiva en invernadero y lograr el maximo
potencial de rendimiento y calidad. Una alternativa para la generacion de nuevos hibridos con estas
caracteristicas es la generacion de lineas puras, 100% homocigotas mediante la obtencion de haploides y
doble haploides androgénicos, ya que es una prioridad actual para las empresas de produccion de semilla
hibrida, sin embargo usando técnicas convencionales de mejoramiento genético la obtencion de estas lineas
puede requerir al menos seis ciclos de autofecundacién (Polci er al., 2004). El empleo de herramientas como
la produccion in vitro de haploides y doble haploides, permite obtener lineas homocigotas hasta en una
generacion, reduciendo tiempo y costo de produccion de estas lineas (Gonzalez y Jouve, 2003; Polci ef al.,
2004; Maraschin et al., 2005).

Las lineas puras son imprescindibles para la produccion de semilla hibrida para la agricultura, se han venido
obteniendo tradicionalmente mediante la fecundacion de una planta por si misma, una y otra vez a los largo
de muchas generaciones. lo cual le supone al productor una gran inversion en tiempo, extensiones de cultivo
y recursos econdmicos que luego traslada al precio final de la semilla, es por ello que en esta investigacion se
pretende obtener una lineas pura de chile con caracteristicas sobresalientes, por medio de técnicas de
biotecnologia agricola.

Objetivos
e Establecimiento in vitro de anteras, para desarrollar plantas haploides.
o Analisis cromosdmico para comprobar la haploidia de las plantas in vitro:
e Duplicacion cromosomica para la obtencion de doblehaploides.

e Analisis cromosdmico para comprobar plantas doblehaploides.
¢ Desarrollo en campo y en invernadero de plantas doblehaploides o lineas puras

Hipdtesis
| Es posible obtener lineas puras en chile. mediante cultivo de anteras |

Revision de Literatura

Importancia Economica de chile:

Capsicum es un género de plantas que pertenecen a las angiospermas, dicotiledoneas nativo de las regiones
tropicales y subtropicales de América y pertenecen a la familia de las solandceas. Comprende 40 especies
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aceptadas, de las casi 200 descritas, herbaceas o arbustivas, generalmente anuales, aunque las especies
cultivadas se han convertido en perennes en condiciones favorables.

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos mas importantes en México por su gran
consumo en la poblacién, por el valor de su produccion y por la alta demanda de mano de obra que genera. Se
cultiva en casi todos los estados de la reptblica desde altitudes a nivel del mar a los 2500 msnm, hasta el
2016 la superficie cosechada es de 159,939 ha. con un rendimiento promedio de 16.22 ton ha-1 en chile
jalapefio. En 2015 destacaron Chihuahua, Sinaloa Yy Zacatecas como principales productores del cultivo con
més de la mitad del volumen nacional en su conjunto. En el caso de Sinaloa. un estado con alto grado de
tecnificacion, se registrd una cosecha de 40 t ha-1. en Chihuahua. 20 ton ha-1, mientras Zacatecas, el de
mayor superficie sembrada reportd 7 ton ha-1 (SIAP 2015-2016). Sin embargo en algunos trabajos de
investigacion se ha logrado incrementar este rendimiento, gracias al uso de la agricultura protegida en
interaccién con una fertilizacion adecuada, como lo indica Duarte (2012) quien menciona que la mayor
produccion y calidad de chile jalapefio se obtuvo con uso de gallinaza + 80N, el cual presenté un rendimiento
de 65.2 t ha-1, en comparacién con 43.3, 17.2 v 16.2 t ha-1 obtenidos con las siguientes formulas de
fertilizacion; 150N-150P, 5 t ha-1 de estiércol v testigo, respectivamente.

Mientras que el chile Mirador es un recurso valioso de gran importancia econémica y social en la region de
El Mirador, Chicontepec, Veracruz, México, ademas de tener un excelente sabor y la caracteristica de no
irritar el estomago, debido a que tiene una pungencia intermedia. Sin embargo. su produccion se ve limitada
debido a que en la etapa fenoldgica de floracion se presenta un alto porcentaje de caida de flor (Ramirez et
al.. 2010), por lo que dichos investigadores aplicaron algunos biorreguladores para mejorar algunas
caracteristicas fisiologicas y bioquimicas logrando rendimientos promedio que van de 350 a 500 gramos por
planta.

En cuanto al rendimiento promedio de chile serrano se reportan 55 ton ha-1 para ¢l cultivar Tampiqueno 74,
mientras que otros cultivares presentan rendimientos de 75 ton ha-1 (SAGARPA 2015).

El rendimiento de chile pimiento (Capsicum annuum L.) en invernadero en México es 80 t ha-1 con
densidades de 9 a 10 plantas-m—2 (Maroto, 1989). En Italia, manejan un promedio de 41.5 t ha—1 cuando se
cosecha el fruto verde, y 36.3 t ha—Il cuando se cosecha maduro (Miccolis er al. 1999). En Israel, el
rendimiento medio es 16 kg m—2 (Bart Tal et al., 2000). En Alemania el rendimiento fue 17 kg m-2
(Paschold y Zengerle, 2000) bajo cultivo en invernadero, mientras que Seminis (2015) reporta 150 ton ha-.
concluyendo que la tecnologia de produccién en invernadero ha incrementado el rendimiento por unidad de
superficie.

Cultivo de Anteras y produccion de haploides:

Consiste en el cultivo de anteras inmaduras en un medio de induccién, donde las micrésporas competentes
originaran callos, que serdn luego transferidos a un medio apropiado para la regeneracién de plantas. Chirinos
(2006); trabajo con anteras de café y sefiala que si éstas son sometidas a bajas temperaturas, se incrementa la
respuesta callogénica o embriogénica. debido a la formacion de dos nicleos iguales durante la primera |
mitosis.

La produccion de plantas haploides ha capturado un gran interés de investigadores en el area de la genética,
embriologia, fisiologia y mejoramiento desde el descubrimiento de la primera planta haploide producida en la
especie Datura stramonium. Las bases del cultivo de haploides tienen su fundamento, en que, en un medio de
cultivo apropiado las microsporas y/o granos de polen de algunas especies pueden ser inducidas a la
formacion de células vegetativas a partir de ellas. Las microsporas cambian el patron sexual normal
(gametofitico) a un patron vegetativo (esporofitico). El resultado es que en lugar de tener polen con capacidad
para producir gametos y un tubo polinico. la microspora es capaz de producir proembnjiones o callos
haploides. A la formacidn de plantas a partir de microsporas 6 polen se le llama androgénesis (Gutiérrez et
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al., 2002). Medio de cultivo: es el principal factor que puede controlarse para la induccién y desarrollo de
plantas. Los medios mas utilizados son el BDS, el de Murashige-Skoog (Murashige & Skoog, 1962), y en
menor medida el medio B5. La combinacién empleada exitosamente para esta técnica esta representada por
auxinas (2-4 D) y citocininas (BAP). El cultivo de los embriones obtenidos no requiere del agregado de
reguladores de crecimiento.

Produccion de Doblehaploide:

La produccién de plantas dihaploides (DH) representa una estrategia alternativa que permite obtener una
completa homocigosis y uniformidad del genotipo en un corto tiempo (2 afios) y es una estrategia utilizada en
un gran nimero de especies, entre los cuales se puede mencionar maiz, cebada (actualmente el 50 % de las
variedades utilizadas en Europa provienen de doblehaploides), arroz y en varias especies medicinales. Para
un uso practico de las lineas DH en el mejoramiento, los procedimientos en la induccion para la produccion
de plantas haploides deben ser eficientes, no muy laboriosos e insensibles al genotipo. Los regenerantes
deben crecer bien en cultivo in vitro y su genoma debe ser duplicado facilmente; ademas las plantas
producidas se deben aclimatar sin problemas. Por otra parte, los DH regenerados tienen que conservar su
integridad genética y producir semillas fértiles (Foschi et al.. 2009).

Factores que afectan la duplicacion del niimero de cromosomas de haploides: Posteriormente a la obtencion
de embriones ginogenéticos (haploides) es necesaria la duplicacion de sus cromosomas para producir lineas
dihaploides homocigotas. La sustancia mas utilizada para la duplicacion de cromosomas es la colchicina con
una eficiencia media de duplicacién del 70 %, aproximadamente. Una de las desventajas del empleo de este
compuesto es la elevada fitotoxicidad por las altas dosis que se requieren para lograr una alta tasa de
duplicacion (Nowak. 2000). En especies como maiz, zanahoria y trigo, la colchicina se ha utilizado 100 a
1.000 veces mas que otras sustancias antimitoticas como trifluralina, orizalina y APM, para inducir efecto
antimicrotubular.

El porcentaje de duplicacion en embriones haploides de cebolla se incrementa al emplear 10 mgel-1 de
colchicina durante 3 dias de aplicacién, produciendo 46 % de plantas completamente diploides (Campion et
al.. 1995). También se han obtenido buenos resultados con concentraciones de 500 mgel -1 durante 10 dias
de aplicacion, sobre plantulas micropropagadas de cebolla. En hibridos de A. fistulusom x A. cepa se obtuvo
el mayor porcentaje de tetraploides con concentraciones de 2.000 mgeL-1 de colchicina v 3 dias de
exposicion en medio liquido. con posterior transferencia a medio de cultivo sélido (Song er al., 1997).

Sustancias utilizadas para la duplicacion cromosoémica

Colchicina: La accion de la colchicina fue descubierta en 1937 y desde entonces ha pasado a ser
pricticamente el agente diploidizante mas importante Esta droga actia impidiendo el auto ensamblaje de la
tubulina, inhibiendo asi la formacion de los microtubulos del huso y, en consecuencia, la segregacion
anafasica de las crométides. Afecta por lo tanto solo a las células que se encuentran en division. Puede
aplicarse a plantulas. plantas adultas, semillas, microsporas y anteras. El tratamiento puede realizarse
utilizando una solucion acuosa donde se sumergen las raices, dejando fuera la parte aérea. También se puede
hacer llegar la solucién al interior de la planta utilizando una jeringa con la dosis deseada (microinveccion), o
por absorcion de la solucion a través de los tallitos decapitados. sobre los que se vierte. Otra forma de hacerlo
es tratar los callos con colchicina antes de trasladarlos al medio de regeneracion. Este altimo método permite
la obtencion de gran nimero de doblehaploides. pero presenta la desventaja de que la mayoria de las plantas
asi obtenidas son mosaicos cromosomicos.

Otras sustancias que se pueden implementar: Existen otras sustancias antimitdticas como la trifluralina,
orizalina y amiprophos-methyl (APM) que pueden reemplazar a la colchicina, siendo menos toxicos y de
mayor eficiencia que ésta. ya que con menores concentraciones se logran similares porcentajes de duplicacion
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(Bohanec & Jakse, 2000) o una mejor calidad de plantas.

Procedimiento Experimental

El trabajo se realizara en los Laboratorios de Cultivo de Tejidos y de Citogenética de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro.

Material Vegetal

Se emplearan materiales avanzados de chile, que presentan altos valores heterdticos, los cuales seran
proporcionados por el departamento de horticultura: Jalapefio Mitla, Pimiento UAAAN rd, Super Heavy
Weigth

Establecimiento in vitro de anteras:

El medio a emplear para el cultivo de anteras es el de Murashige-Skoog (Murashige & Skoog. 1962) a
Justado a un pH 5.7 los cuales seran esterilizados en autoclave.

Desinfeccion y Siembra; las anteras que se utilizaran para el cultivo in vitro se obtendran de botones florales
en estado de un nicleo, para definir el tamafio de los botones se realizarad un estudio citologico que nos
indicara el mayor nimero de granos de polen en la fase mononucleada. que es la etapa que desarrollara
plantas haploides. La desinfeccion de las anteras se realizard con etanol al 96% durante 2 minutos luego en
una solucion de hipoclorito de sodio al 1.8 % durante un lapso de 10 minutos. Las anteras se sembraran de
dos maneras unas de ellas se colocaran sobre el medio de cultivo v la otra se le realizara una incision
longitudinal en la parte media.

Induccion de la embriogénesis somatica: las anteras se cultivaran como explantes en frascos Gerber con 10
ml de medio MS, estas anteras se mantendrdn en obscuridad durante 4 semanas para inducir la formacioén de
callo embriogénico a una temperatura de 26°C.

Desarrollo de los embriones somaticos: para promover la diferenciacion y germinacién de los embriones
somaticos que se formen de las anteras se cambiaran a un nuevo frasco con 10 ml de medio MS (2-4D) Aux.
los cuales se tendrdn 2 semanas en oscuridad y 2 semanas en un fotoperiodo de 16 horas de luz. (Lamparas de
luz blanca fria fluorescente con intensidad luminica de 25 micro mol). Las plantulas haploides que se
obtendrdn se pondran en condiciones de luz para continuar su desarrollo.

Multiplicacion de plantas haploides: los dpices de vastago de las plantas haploides que seran obtenidas a
partir de las anteras se cultivaran durante 4 semanas en el medio posteriormente los brotes adventicios que se
formaran se individualizaran y se colocaran en medio durante 2 semanas con la finalidad de promover la
formacion del sistema radicular.

Analisis cromosémico para comprobar la haploidia de las plantas in vitro:

Para observar los cromosomas mitéticos se colocaran los dpices radiculares de las plantas regeneradas in vitro
en un pretratador que consiste en diferentes soluciones acuosas de colchicina (0.05; 0.10, 0.15 %) por 3. 6. 9
12,24 y 36 horas de exposicion a temperatura ambiente y en oscuridad. Después los apices seran transferidos
a un fijador Farmer 3:1 (etanol: acido acético) (v/v) por 12 horas; se pondran a hidrolizar durante 10 min en
HCIl 1 N a 60 °C posteriormente seran coloreados con una solucion de Feulgen a 60 °C por 5 min. Los dpices
tefiidos se macerardn en una solucién enzimatica (pectiolasa 2%, celulasa 5% y buffer citrato, pH 4.5)
después. se llevara a cabo la colocacion de los mismos sobre portaobjetos agregando una gota de orceina
propionica al 2% para luego cubrirlos con cubreobjetos y asi poder realizar el conteo y toma de fotografias de ,
los cromosomas utilizando un microscopio. ‘

Duplicacion cromosémica para la obtencion de doblehaploides:
Las plantas haploides regeneradas se van a extraer del medio de cultivo, se lavaran las raices con agua__j
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corriente para eliminar residuos del mismo y se sumergiran la raiz en diferentes concentraciones (0.1,0.15,
0.2, 0.25, 0.3%) de solucion acuosa de colchicina.

Analisis cromosémico para comprobar plantas doble haploides:

Para observar los cromosomas mitéticos se colocaran los apices radiculares de las plantas regeneradas in vitro
en un pretratador que consiste en diferentes soluciones acuosas de colchicina (0.05, 0.10, 0.15 %) por 3, 6, 9
12,24 y 36 horas de exposicion a temperatura ambiente y en oscuridad. Después los apices seran transferidos
a un fijador Farmer 3:1 (etanol: 4cido acético) (v/v) por 12 horas; se pondran a hidrolizar durante 10 min en
HCI 1 N a 60 °C posteriormente serdn coloreados con una solucion de Feulgen a 60 °C por 5 min. Los épices
tefiidos se maceraran en una solucion enzimatica (pectiolasa 2%, celulasa 5% y buffer citrato. pH 4.5)
despucs, se llevard a cabo la colocacién de los mismos sobre portaobjetos agregando una gota de orceina
propionica al 2% para luego cubrirlos con cubreobjetos y asi poder realizar el conteo y toma de fotografias de
los cromosomas utilizando un microscopio.

Aclimatacion y trasplante

Después de comprobar por estudios citologicos que las plantas tratadas con colchicina duplicaron su nimero
cromosomico, se colocaran en macetas de 10 litros con una mezcla de peat moss y perlita (1:1) v/v estas se
cubrieran con bolsas de plastico trasparente las cuales estardn previamente perforadas. Pasando una semana
se retiraran las bolsas para llevar las plantas al invernadero donde continuaran su desarrollo.

Cronograma de actividades.

Actividad a realizar E F M A M o J A S ) N D

Andlisis citoloégico para determinar tamafio de X
botones florales

Preparacion de medios de cultivo vy A A
establecimiento in vitro de anteras

Regeneracion de plantas in vitro ¥ % | X

Andlisis cromosémico para comprobar la X [ X
haploidia de las plantas in vitro

Preparacion de soluciones para duplicacion X
cromosomica

Duplicacion cromosémica para la obtencion de XX X | X
doblehaploides

Regeneracion de plantas in vitro

Analisis cromosOmico para comprobar plantas X |X | X
doblehaploides

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018

Actividad por realizar E IF IM (A& I8 1J JJd &8 6 K18
Miles de pesos

Analisis citologico para determinar tamafio de |2 |2
botones florales

Preparacion de medios de cultivo vy 3 |3 |3
establecimiento in vitro de anteras
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Regeneracion de plantas in vitro 4 |4 |4

Andlisis  cromosémico para comprobar la & 14 (4
haploidia de las plantas in vitro

Preparacion de soluciones para duplicacion 5 (% |4
cromosomica

Duracion total del proyecto
| Afio de Inicio  [2018 | Ao estimado de conclusion [ 2020 |

5.-Productos esperados
HUna tesis, presentaciones en congresos y un articulo cientifico |
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