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RESUMEN 

Dada la gran importancia que tiene el chile habanero y el chile pimiento en la 

región,  así como la creciente demanda de este producto en el mercado, tanto 

nacional como internacional, se viene desarrollando un programa de mejoramiento 

genético basado en el estudio, identificación y uso eficiente de los recursos 

genéticos existentes en la región de Yucatán, considerada ésta, centro de reserva 

genética de la especie (Capsicum chinense). Como parte de todo ese estudio, se 

realizó este trabajo en el que se propone un protocolo que permite la regeneración 

in vitro de plantas de chile habanero y chile pimiento vía organogénesis directa. 

Durante este estudio fue evaluado el efecto de diferentes concentraciones de 

paclobutrazol (PAC) y el tidiazurón (TDZ) para la inducción de brotes en explantes 

de chile habanero (C. chinense) y chile pimiento (C. annuum), asi como también se 

evaluó el fenotipo de los explantes de chile pimiento y chile habanero en 

recipientes con ventilación y sin ventilación. Como resultado el mejor tratamiento 

fue el T₃ conteniendo 4 μM de PAC obteniendo tres brotes/explante para ambas 

especies, asi como los explantes en recipientes con ventilación mostraron una 

mejor respuesta a los tratamientos, observándose un mayor número de 

brotes/explante y un mejor desarrollo morfológico para ambas especies evaluadas 

mientras que los tratamientos en recipientes sin ventilación los explantes 

presentaron oxidación y un alto porcentaje de mortalidad a los 60 días de cultivo. 

 

 

 

 



 

INTRODUCCIÓN 

 

Los chiles pertenecientes al género Capsicum, son productos agrícolas de 

gran demanda en el mercado, tanto nacional como internacional. México sobresale 

en la generación de variedades de chile en el mundo, alrededor del 90% del chile 

que se consume a nivel mundial es de origen mexicano. Otros países productores 

son China, Indonesia, Turquía, España, Estados Unidos y Nigeria. (SAGARPA, 

2012). Capsicum, representa un grupo diverso de plantas cuya característica común 

es la de producir frutos de diferentes tamaños, colores, formas, sabores y pungencia 

y que van desde los llamados chiles dulces o morrones, a los habaneros conocidos 

como los más picantes. Los miembros de este género fueron domesticados desde 

hace 7,000 años y han llegado a ser las especies más consumidas a nivel mundial. 

Los frutos de Capsicum se han convertido en ingredientes esenciales de la dieta, así 

como fuente directa de saborizantes, colorantes, agentes farmacológicos y otros 

productos de interés industrial (Zapata, 2005). El cultivo de chile habanero 

(Capsicum chinense Jacq.) es de gran importancia económica en el mercado 

internacional. El alto nivel de pungencia de sus frutos define su uso comercial y lo 

hace ser muy codiciado en diferentes industrias. (Tun-Dzul, 2001). Este producto, 

altamente apreciado como ingrediente en la comida mexicana, y reconocido por su 

sabor en gastronomía internacional, obtuvo su denominación de origen “Chile 

Habanero de la Península de Yucatán”, el 04 de junio del 2010. (SAGARPA, 

2012). 

Su creciente demanda, aunada a los problemas que afectan la productividad 

del cultivo, ha despertado el interés en desarrollar protocolos de regeneración más 

eficientes con el objetivo de propagar variedades criollas, 



 

cultivares, y particularmente para liberar accesiones que son conservadas en el 

banco de germoplasma in vitro registrado en el Centro de Investigación Científica 

de Yucatán (CICY), o bien para multiplicar híbridos y/o plantas transformadas 

genéticamente como parte del programa de mejoramiento genético de esta 

especie. 

La regeneración de plantas a partir de células, tejidos y órganos cultivados in 

vitro, es un proceso fundamental para la aplicación de la biotecnología a la 

propagación y mejoramiento genético de las plantas. 

 



 

CAPITULO I 

ANTECEDENTES 

1.1 Género Capsicum 

Todos los chiles pertenecen al género Capsicum donde se encuentran alrededor 

de 27 especies siendo solo cinco las especies domesticadas: C. baccatum L., C. 

chínense Jacq., C. pubescens L., C. frutenscens L. y C. annuum L., de las cuales, 

esta última es la más importante  (Ochoa-Alejo y Ramirez-Malagón, 2001). 

Capsicum annuum agrupa la mayor diversidad de chiles, ya sean cultivados o 

silvestres, entre los más populares destacan el guajillo o mirasol, piquín, de árbol, 

serrano, jalapeño, poblano, y chilaca, de los cuales los tres últimos, una vez secos, 

se denominan como chipotle, ancho o mulato y pasilla, respectivamente. 

El cultivo de C. annuum se adapta a los diversos climas y tipos de suelo de 

México, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm. Se cree 

que el chile habanero (C. chinense) y el manzano (C. pubescens) son originarios 

de Sudamérica, pero en nuestro país son ampliamente conocidos, especialmente 

en las regiones donde se cultivan como Yucatán, Quintana Roo, Campeche y 

Tabasco; el manzano, también conocido como ciruelo o perón, sólo prospera en 

lugares altos que superen los 2000 msnm como la Sierra de Puebla, las partes 

altas de Veracruz,  Chiapas y en algunas zonas de Michoacán (Ramírez, 1996). 

1.2 Origen y distribución 

El género Capsicum, al cual pertenecen  todos los chiles cultivados, es originario 

de los trópicos de América. Las cinco especies domesticadas y sus parientes 



 

silvestres estuvieron confinadas en el Continente Americano en la época 

precolombina. 

Los primeros exploradores españoles y portugueses encontraron los frutos tan 

pungentes que lo introdujeron rápidamente a Europa y Asia. Se han encontrado 

remanentes arqueológicos (7 000 años A.C.) que han permitido determinar que 

las especies de este género se domesticaron en diferentes partes de América, 

principalmente en México (Tun-Dzul, 2001). El centro de diversidad de las 

formas cultivadas de C. annuum incluye a México y Centroamérica. Existen 

centros secundarios en el centro y sureste de Europa, África, Asia y América 

Latina; se indican como centros de origen de C. frutescens y C. chinense a 

Bolivia, Perú, sureste de Brasil, Los Andes y Colombia, aunque algunos tipos 

también se pueden encontrar en África y el sureste de Asia, ya que fueron 

introducidos por los portugueses en la época Colonial (Tun-Dzul, 2001). El chile 

habanero proviene de las tierras bajas de la cuenca Amazónica y de ahí se 

dispersó a Perú durante la época prehispánica. La distribución también se dirigió 

hacia la cuenca del Orinoco (ubicada actualmente en territorios de Colombia y 

Venezuela) hacia Guyana, Surinam, la Guyana Francesa y las Antillas del Caribe 

(González-Estrada et al, 2006). 

1.3  Importancia del chile en la industria 

Por su olor, sabor y aroma el chile se ha convertido en un condimento popular en 

muchas partes del mundo. En México, el consumo de este fruto representa una 

tradición cultural debido a su gran cantidad, amplia variedad y sabor picante. La 

pungencia de este fruto es causada por siete alcaloides o capsaicinoides, siendo la 

capsaicina y la dihidrocapsaicina  las responsables del 90% del sabor pungente 

(Contreras-Padilla y Yahia, 1998). El fruto recibe múltiples aplicaciones (Figura 

1), las cuales comprenden desde su utilización como medicamentos, en los 



 

alimentos hasta aplicaciones medicinales, pasando por la obtención de materia 

prima con fines artesanales e industriales (Long- Solís, 1998). 

El chile se consume generalmente fresco, en condimento o seco. Los chiles 

ancho, mulato, mirasol y pasilla, se secan para destinarse a la industria artesanal 

del mole. También se usan para extraer el pigmento rojo que se emplea para 

colorear embutidos como chorizo y salami. En la industria avícola se utiliza para 

preparar mezclas de alimentos balanceados. Además es ampliamente utilizado en 

la industria dedicada a la producción de cosméticos (Zapata, 2005). Este fruto se 

utiliza en la industria farmacéutica por su alto contenido de capsaicina la cual 

ayuda a inhibir dolores musculares así como el crecimiento de tumores 

cancerosos (Gonzáles-Salán, 2004). En el campo de la defensa personal se ha 

generado una serie de aerosoles, cuyos efectos irritantes se deben a productos 

orgánicos como la pimienta de cayena, pimiento rojo u otros picantes similares. 

Estos compuestos orgánicos no cuentan con sustancias tóxicas para el organismo 

humano ya que incluso hasta su eventual ingesta no presenta peligrosidad para la 

salud, generando tan solo efectos irritantes (Pollak y Saukko, 2000). 

 

Figura 1. Usos del chile a) Industria cosmética, b) alimentaria y c) farmacéutica 

 

 



 

1.4 Chile pimiento (Capsicum annuum L.) 

El pimento pertenece a la familia de las solanaceas (Solanaceae) y es la principal 

variedad cultivada del género Capsicum, el cual tuvo su origen en el continente 

americano, probablemente en el sur de Brasil, pero la especie C. annuum fue 

domesticada en México ya que fue cultivada extensamente desde la época 

precolombina. Durante los siglos XV y XVI fue llevada a Europa, África y Asia 

por los colonizadores españoles y portugueses. Actualmente Capsicum annuum se 

cultiva en la mayoría de los países tropicales y subtropicales del mundo (Carrillo, 

2007). La mayoría de sus frutos se consumen en fresco, cocido o como un 

condimento o “especia” en comida típica de diversos países, existe una gran gama 

de productos industriales que se usan en la alimentación humana: congelados, 

deshidratados, encurtidos, enlatados, pastas y salsas. También hay que mencionar 

su función decorativa ya que en algunas ocasiones por su gran variedad de 

colores pueden ser utilizados como plantas ornamentales. 

Las condiciones óptimas de temperatura para su cultivo son de 20 a 25°C, ya que 

a temperaturas mayores puede disminuir la producción de sus frutos y aumentar 

la caída de sus flores. Entre algunas de sus enfermedades causadas por diversos 

hongos, bacterias y virus se puede mencionar la alternariosis (podredumbre 

interna de los frutos), antracnosis (manchas circulares en los frutos), tristeza o 

seca de pimiento, marchitez bacteriana (pseudomonas) y el mosaico (Orellana, 

2000).  

1.4.1 Descripción botánica 

El chile pimento (Figura 2) es una planta herbácea, de hábito perenne en 

condiciones naturales, pero cultivada como anual en la mayoría de los casos, 

debido a su susceptibilidad a heladas y a daño por enfriamiento. Estas plantas 

anuales tienen hábito arbustivo y alcanzan los 75 cm de altura. El tallo presenta 

ramificación dicotómica y sobre las ramas se disponen hojas de tamaño medio, 



 

enteras, de forma oval-oblonga, glabras y de color verde intenso. Las flores son 

perfectas y se presentan solitarias en las axilas de las ramificaciones; son de 

tamaño pequeño (1 cm), con cáliz dentado, cinco pétalos de color blanco y 

anteras amarillento-azules o púrpuras. El fruto de la especie es una baya con dos 

o cuatro lóbulos con una cavidad entre la placenta y la pared del fruto, siendo este 

la parte aprovechable de la planta, tiene forma globosa, rectangular, cónica o 

redonda y tamaño variable, su color es verde al principio y luego cambia con la 

madurez a amarillo, rojo, naranja y morado. La constitución anatómica del fruto 

está representada básicamente por el pericarpio y la semilla. El peso del fruto 

fluctúa entre unos pocos gramos hasta medio kilo. Se consumen verdes, muy 

apreciados por su sabor característico (Orellana, 2000). 

Figura 2. a), b), d), Variedad de colores, tamaños y formas de Capsicum annuum  y  c) Flor 

de chile Pimiento (Capsicum annuum). 



 

1.4.2 Descripción taxonómica 

La descripción taxonómica de chile pimiento (Capsicum annuum) se muestra en 

el siguiente cuadro: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5 Chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) 

El chile es un cultivo hortícola importante en la dieta de la población de  muchas 

partes del mundo; en México existe una gran diversidad de chiles,  dentro de los 

cuales se encuentra el chile habanero (Capsicum chinense), sembrado en 

diferentes estados, principalmente en Yucatán, Tabasco, Campeche y Quintana 

Roo. 

 El chile habanero es considerado el chile más picante del mundo, con una 

pungencia (grado de picor) desde 150 mil unidades Scoville (SHU), alcanzando 

niveles de hasta 350 mil SHU, característica generada tanto por factores genéticos 

como por el medio ambiente. (Avilés et al, 2007). 

Reino Plantae 

División Embriophyta 

Subdivisión Angiosperma 

Clase Dicotiledónea 

Orden Polemoniales 

Familia Solanaceae 

Género Capsicum 

Especie Capsicum annuum L. 

Cuadro 1. Descripción taxonómica de chile pimiento (Orellana, 

2000). 



 

1.5.1 Descripción botánica 

 

El Chile habanero (Figura. 3) es una planta de ciclo anual, que puede alcanzar 

hasta 12 meses de vida, dependiendo del manejo agronómico. Su altura es 

variable pero en los cultivares comerciales puede oscilar entre 75 y 120 cm. Las 

semillas son lisas, ovaladas y pequeñas (2.5-3.5 mm), tienen testa de color café 

claro o café oscuro y su período de germinación varía entre 8 y 15 días. 

 

El sabor picante se debe a la presencia de la capsaicina, sustancia muy irritante en 

estado puro y cuya mayor concentración se encuentra en la placenta de los frutos. 

Su tallo es grueso, erecto y robusto y generalmente tiende a formar tres tallos en 

la primera ramificación. Las hojas son simples, lisas, y de forma lanceolada, de 

tamaño variable lo mismo que su color, el cual puede presentar diferentes 

tonalidades dependiendo de la variedad. Las flores son de color blanco; su 

tamaño varía entre 1.5 y 2.5 cm de diámetro, se emiten en cada ramificación y 

pueden presentar racimos de hasta 6 flores, dando lugar a un promedio de tres 

frutos. Los frutos se clasifican como una baya poco carnosa; son huecos y tienen 

entre tres y cuatro lóbulos; la semilla se alojan en placentas blancuzcas y secas, 

que no están envueltas por mucosas, y las membranas de los lóculos 

generalmente no se prolongan hasta el centro. Suelen ser de forma y tamaño 

variables. El color a la maduración puede ser amarillo, rojo, naranja o café (Tun 

Dzul 2001). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.2 Descripción taxonómica 

La descripción taxonómica de chile habanero se muestra en el siguiente cuadro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reino Plantae 

Subreino Embriophyta 

Clase Angiosperma 

Subclase Dicotiledónea 

Superorden Sympétala 

Orden Tubiflorales 

Familia Solanaceae 

Género Capsicum 

Especie Capsicum chinense Jacquin 

Figura 3. a) Flor de C. chinense, b), c), d) Variedad de colores, tamaños y formas 

de frutos de  chile habanero. 

Cuadro 2. Descripción taxonómica de chile habanero (Tun-Dzul2001). 

 



 

1.6 Cultivo de tejidos vegetales 

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es el conjunto de técnicas que permiten el 

establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, 

desde una célula hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales, 

axénicas y controladas (Pérez-Molphe et al. 1999). Las principales aplicaciones 

de la técnica de cultivo de células, tejidos y órganos vegetales son en 

micropropagación, obtención de plantas libres de patógenos, preservación de 

germoplasma, mejoramiento genético, biosíntesis de metabolitos e investigación 

básica en áreas como la genética, fisiología y bioquímica (Fowler, 1987). El CTV 

se basa en tres principios básicos, de cuya comprensión y manipulación depende 

el éxito o fracaso de cualquier trabajo en este campo. Los principios básicos son 

los siguientes: 

Elección del explante 

Se le llama explante al órgano, tejido o segmento de tejido vegetal que va  a ser 

utilizado para iniciar el cultivo. Éste puede ser: 

 Semilla 

 Segmento de hoja 

 Segmento de tallo 

 Segmento de cotiledón 

 Segmento de raíz o de órganos reproductores, entre otros. 

Elección del medio de cultivo y de condiciones de cultivo 

El medio de cultivo junto con el tipo de explante determina la respuesta que se 

obtendrá del mismo, por lo cual su elección y adecuada formulación son los 

aspectos fundamentales para el éxito del CTV. El medio de cultivo consta de 

componentes esenciales, es decir, aquellos que satisfacen los requerimientos 

nutricionales básicos del tejido, éstos incluyen a los nutrientes minerales, fuente 



 

de carbono y algunas vitaminas; y los compuestos llamados opcionales, que si 

bien en ocasiones no son indispensables para mantener la vida del tejido 

cultivado, sí determinan en gran medida el tipo de respuesta que se obtendrá de 

éste, y por lo tanto influyen en el éxito o fracaso del establecimiento o respuesta 

de los cultivos in vitro. A este grupo pertenecen las fitohormonas o reguladores de 

crecimiento vegetal. Además de la formulación del medio, es importante 

considerar las condiciones físicas del cultivo (luz, fotoperiodo, temperatura y 

humedad), ya que estas contribuyen también a la respuesta del explante. 

Condiciones asépticas 

Para que el cultivo de cualquier tejido vegetal prospere de la manera deseada, 

debe excluirse del mismo a cualquier tipo de organismo contaminante; por eso, 

tanto el medio de cultivo como el material vegetal deben esterilizarse para evitar 

cualquier tipo de contaminación (Pérez- Molphe et al., 1999). 

 

1.7 Principales métodos de propagación in vitro 

Existen tres vías diferentes para la regeneración de plantas in vitro: 1) Brotación y 

proliferación de yemas, 2) Embriogénesis somática, y 3) Organogénesis (Figura 

4). En el primer caso se parte de meristemos ya formados para la obtención a 

partir de ellos de una o varias plantas completas, mientras que en la 

embriogénesis somática y la organogénesis se parte de tejidos no meristemáticos 

y se requiere un proceso de desdiferenciación y rediferenciación de los tejidos 

cuando se hace de manera indirecta para dar lugar a embriones somáticos o brotes 

adventicios. Otra diferencia básica es que en el primer sistema, las nuevas plantas 

se originan a partir de estructuras multicelulares, mientras que en los sistemas de 

embriogénesis somática y en algunos casos en la organogénesis las nuevas 

plantas se originan al parecer a partir de una sola célula  (Pérez-Molphe-Balch  et 

al., 1999). 



 

 

1.8 Organogénesis in vitro 

El término organogénesis aplicado al cultivo in vitro de tejidos vegetales se 

refiere a la formación de novo de órganos en los explantes cultivados. Entre los 

órganos que se pueden formar están las raíces o los llamados brotes adventicios, 

los cuales son estructuras muy similares a una yema y tienen la capacidad de 

originar una nueva planta después de elongarse y formar raíces. El fenómeno de 

la organogénesis in vitro se basa en la llamada totipotencialidad celular, es decir, 

cada célula posee toda la información genética necesaria para constituir una 

planta completa o desempeñar las funciones de cualquier órgano o tejido vegetal. 

Sin embargo, en condiciones normales este potencial no se expresa, y se 

requieren condiciones extraordinarias como las que pueden derivarse del cultivo 

in vitro para que una célula exprese su potencial y pueda originar un órgano o una 

planta completa. Por otro lado, aun cuando en teoría cualquier célula viva que 

Figura 4. Principales métodos de micropropagación (George y Debergh, 2008). 



 

posea núcleo es totipotente, se ha visto que en la realidad no todos los tipos 

celulares son capaces de desencadenar el proceso de organogénesis, y la 

probabilidad de que esto suceda decrece conforme se incrementa el grado de 

diferenciación de una célula. Según Halperin (1986), esta incapacidad de 

manifestar la totipotencialidad celular se debe a bloqueos que pueden actuar en 

tres niveles diferentes: 

I. Bloqueo genético. En este caso no existe la totipotencialidad celular real o 

bien se carece de algún factor genético indispensable para que esta se 

manifieste, aun cuando las señales externas (hormonales y de otro tipo) 

sean las requeridas para desencadenar el proceso de organogénesis. 

II. Bloqueo epigenético. En ocasiones puede existir un bloqueo estable, pero 

reversible, en la expresión de aquellos genes responsables del proceso de 

organogénesis. De esta forma, aun cuando las señales externas que 

desencadenan la organogénesis estén presentes, las células son incapaces 

de responder a ellas. 

III. Bloqueo fisiológico. Es el más sencillo de superar y se debe a la falta de 

las señales apropiadas (hormonas, luz, etc.) para desencadenar el proceso 

de organogénesis. Al darse estas señales se dará la manifestación de la 

totipotencialidad celular. 

La organogénesis puede ser directa, cuando tiene lugar en el explante original, o 

bien indirecta cuando primeramente se origina tejido calloso y luego se originan 

los órganos a partir de éste. Aun cuando la organogénesis in vitro es un proceso 

muy utilizado en la actualidad, incluso con fines comerciales para la propagación 

de plantas, es muy poco lo que se sabe acerca de los fenómenos fisiológicos, 

bioquímicos y genéticos que la hacen posible. Entre los factores que contribuyen 

a la inducción de los brotes adventicios destacan los reguladores del crecimiento, 



 

en particular, las citocininas y auxinas. En la mayoría de los casos, pero no en 

todos, se ha visto que la organogénesis suele darse en presencia de proporciones 

elevadas de citocinina/auxina. Actualmente se trabaja en el estudio de los genes 

asociados al proceso de organogénesis, así como de los mecanismos moleculares 

de acción de las auxinas y citocininas, lo cual seguramente permitirá en un futuro 

comprender y manipular de mejor manera el proceso de la organogénesis. 

Además del mencionado papel de los reguladores del crecimiento, hay un gran 

número de factores que afectan el proceso, los cuales se comentan a continuación 

(Pérez-Molphe-Balch et al, 1999). 

Factores que dependen del explante: 

 

 Genotipo 

 Estado general de la planta donadora del explante 

 Órgano de donde se toma el explante 

 Tejidos y tipos celulares presentes en el explante 

 Tamaño del explante 

 Edad fisiológica y ontogénica del tejido de donde proviene el explante 

 Posición del explante dentro de la planta donadora 

 Estación del año en que se toma el explante 

 Pretratamientos aplicados al explante o a la planta donadora 

 Posición y orientación en que se inocula el explante 

 Densidad de inoculación 

 

Factores que dependen del medio de cultivo: 

 

 Reguladores del crecimiento (tipo, concentración e interacción de uno 

con respecto a otro) 

 Macro y micronutrientes 



 

 Vitaminas 

 Nitrógeno orgánico 

 Fuente de carbono 

 Suplementos nutritivos 

 Consistencia del medio (líquido o sólido) 

 Tipo y concentración del gelificante en el caso del medio sólido 

 Otros componentes (antioxidantes, carbón activado, etc.) 

 

Factores relacionados con el ambiente de incubación: 

 Luz, obscuridad o fotoperiodo 

 Tipo de luz 

 Temperatura 

 

Como se puede ver, el número de factores implicados en el proceso de 

organogénesis es muy grande, y el fenómeno en sí aún no se comprende lo 

suficiente como para manipularlo a partir de una base sólida de conocimientos. A 

pesar de ello, la organogénesis puede llevarse a cabo en muchas especies 

vegetales de una forma relativamente sencilla; sin embargo, los conocimientos 

prácticos que se tienen hasta la fecha provienen en su inmensa mayoría de 

experimentos de ensayo y error. Debido a esto, el trabajar con una especie por 

primera vez deberá montarse experimentos que nos permitan desarrollar el mejor 

sistema para regenerar órganos a partir de ese material vegetal (Pérez-Molphe-

Balch et al, 1999). 

 

1.9 Reguladores de crecimiento vegetal 

Los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) son compuestos orgánicos 

sintetizados por la propia planta, que en muy pequeñas cantidades alteran el 

crecimiento o los patrones de desarrollo de los tejidos. Se clasifican en 5 grupos 



 

básicos, dependiendo de su estructura química y su efecto fisiológico: auxinas, 

citocininas, giberelinas, ácido abscísico y etileno.  

Auxinas.-  Son un grupo de compuestos derivados del triptófano, sintetizadas por 

lo general en los ápices de las plantas, y que están implicados en varios eventos 

relacionados con el crecimiento y diferenciación celular, generalmente producen 

elongación celular y expansión de los tejidos, división celular (formación de 

callo) y formación de raíces adventicias. 

Citocininas.- Generalmente son derivados de la adenina, y son sintetizadas en 

tejidos jóvenes y raíces. Se utilizan para estimular el crecimiento y el desarrollo, 

también estimulan la división celular, sobre todo si van en compañía de una 

auxina. 

Giberelinas.- En general, las giberelinas inducen la elongación de los entrenudos, 

el crecimiento de los meristemos o yemas in vitro. 

Ácido abscísico.- Se utiliza en raras ocasiones para inhibir la germinación de 

embriones somáticos o para completar el proceso de maduración de los mismos. 

Generalmente reduce la síntesis de proteína almacenada, también participa en el 

cierre de estomas, inducción y mantenimiento de la latencia e induce el transporte 

de los productos de la fotosíntesis hacia las semillas en desarrollo. 

Etileno.- Es una hormona vegetal que está involucrada en la regulación de 

muchas respuestas fisiológicas. Es sintetizado a partir de la metionina en muchos 

tejidos en respuesta a estrés. Sus efectos reducen la ruptura de la latencia, 

crecimiento y diferenciación de los brotes, formación de raíces adventicias, 

abscisión de hojas y frutos (Pérez-Molphe-Balch et al., 1999). 



 

Los RCV más utilizados en los cultivos in vitro son los pertenecientes a los 

grupos de las auxinas y de las citocininas, ya que son los que regulan en gran 

medida los procesos de crecimiento y desarrollo en los cultivos de tejidos 

vegetales. En menor grado se utilizan algunos reguladores no pertenecientes a 

estos grupos como las giberelinas y el ácido abscísico (Pérez-Molphe-Balch et al, 

1999). Si se alteran ligeramente las concentraciones relativas de auxina y 

citocinina, se puede modificar el desarrollo de las células indiferenciadas en el 

cultivo in vitro de muchas especies vegetales, formando masas celulares amorfas 

llamadas callos. Cuando la concentración de auxina es superior, el tejido 

indiferenciado forma raíces; con una concentración superior de citocinina se 

forman yemas. Un cuidadoso equilibrio de las dos hormonas puede inducir raíces 

y/o yemas (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Control de la diferenciación ejercido por la interacción entre las auxinas y las 

citocininas en los cultivos in vitro (Martin et al, 1999). 



 

1.9.1 Efectos del tidiazurón (TDZ) en el cultivo de tejidos vegetales 

Entre las citocininas sintéticas más conocidas se encuentran la cinetina, la 

benciladenina (BAP ó BA), la difenilurea (DPU) y el tidiazurón (TDZ). 

El TDZ es un derivado de la urea (Figura 6) y es el ingrediente activo en la 

preparación de Dropp-50TM, este agroquímico es aplicado en la defoliación de 

malezas (con actividad herbicida). A bajas concentraciones el TDZ muestra alta 

actividad de citocinina y  ha sido ampliamente utilizada en el Cultivo de Tejidos 

Vegetales (Huetteman y Preece, 1993; Jankiewicz, 2003). 

 

 

 

 

 

Una de las formas más importantes para lograr la regeneración in vitro de 

especies recalcitrantes consiste en el uso de  potentes reguladores de crecimiento 

vegetal como caso del TDZ, empleado durante la morfogénesis para inducir un 

amplio rango de respuesta durante la diferenciación y la desdiferenciación 

celular. Ha sido utilizado exitosamente en la regeneración de especies forestales, 

resultando ser más efectivo al comparar su efecto con otros tipos de citocininas. 

Este regulador del crecimiento puede tener actividad tanto como auxina como 

citocinina, esto es posible debido a que contiene grupos fenil y tidiazol 

(Huetteman y Preece, 1993; Murthy et al, 1998; Benson, 2000,).   

A bajas concentraciones (<1µM), el TDZ puede inducir la proliferación de 

yemas, mientras que, a concentraciones mayores a 1µM, estimula la formación de 

callo, brotes adventicios o embriones somáticos. El TDZ puede también inhibir la 

Figura 6.Estructura química del N-fenil-N'-1,2,3-tidiazolil-5-urea (tidiazurón). 



 

elongación de los brotes (Huetteman y Preece, 1993) e incrementar los índices de 

hiperhidricidad o vitrificación, tal y como fue demostrado en uva por Gribaudo y 

Fronda (1991).  

En Capsicum annuum L. se han logrado establecer protocolos de regeneración  

vía organogénesis en presencia de TDZ (Venkataiah et al, 2003; Ahmad et al, 

2006) y embriogénesis somática (Khan et al, 2006). Santana-Buzzy et al, 2005 

lograron la regeneración de plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.), 

especie perteneciente a un género reconocido como recalcitrante a la 

morfogénesis, con el uso de tidiazurón (3.4µM) con el cual se obtuvo la 

inducción de la organogénesis directa obteniendo de 7-8 brotes por explante. 

Mutthy et al. (1998)  han especulado  que, posiblemente, el modo de acción del 

TDZ sea sobre la actividad hormonal endógena, ya sea directamente, o como 

resultado del estrés que pudiera provocar este compuesto sobre el tejido vegetal.  

1.9.2 Efectos del paclobutrazol (PAC) en el cultivo de tejidos vegetales 

Los retardadores del crecimiento (RTD) son sustancias que inhiben el crecimiento 

en plantas, principalmente en el alargamiento de los entrenudos. Por lo general, 

estos compuestos no provocan deformaciones u otros efectos fitotóxicos al 

usarlos en concentraciones adecuadas (Jankiewicz, 2003). Algunos de los 

retardadores de crecimiento sintéticos más usados son: Ancimidol, Clormequat, 

Daminozida, Flurprimidol, Mepiquat, Paclobutrazol, etc. 

El paclobutrazol (PAC ó PBT), perteneciente al grupo de los triazoles (Figura 7), 

es el ingrediente activo de las preparaciones de Cultar y Bonzi, éste actúa como 

un retardador de crecimiento bloqueando la síntesis del ácido giberélico (AG), es 

transportado por el xilema y puede ser absorbido por las hojas, tallos o raíces 

(Jankiewicz, 2003). 

 



 

 

 

 

 

 

El PAC ha sido utilizado ampliamente en cultivo de tejido vegetales con un 

efecto positivo, en dosis de alrededor de 3.4 µM (1mg L-1) actúa sobre la 

proliferación in vitro y la reducción del área foliar (Ziv, 1995). Ziv (2000), 

menciono que uno de los métodos más efectivos para promover la formación de 

asociaciones meristemáticas, es mediante el uso de retardadores del crecimiento. 

En piña (Ananas comosus (L.) Meer) Escalona et al. (1995) lograron aumentar el 

número de brotes/explante en presencia de PAC. En papa (Solanum tuberosum) 

Opatrnáet al. (1997)  observaron que este inhibidor puede causar un efecto 

positivo de sinergismo actuando en conjunto con las citocininas incluidas en el 

medio de cultivo, aumentando así el número de brotes por explante. En papa 

también Gómez et al. (1999) utilizaron paclobutrazol sin combinar con 

citocininas y demostraron que a concentraciones de entre 5.1-6.8 µM (1.5-2 mg 

L-1) aumentan la formación de microtubérculos in vitro.  

Se ha reportado también el uso de PAC en los sistemas de inmersión temporal 

(SIT) en cultivo de caña de azúcar (Lorenzo et al., 1998), piña (Escalonaet al., 

1999), en ornamentales como lilis (Chen et al., 2005). En todos los casos se 

observó un considerable aumento en cuanto al número de brotes por explante en 

etapa de multiplicación. Algunos investigadores han detectado, por otro lado, que 

el PAC, además de inhibir la síntesis de giberelinas e incrementar los índices de 

multiplicación, le puede conferir a las plantas cierto grado de tolerancia al estrés 

Figura 7. Estructura química del β-((4-clorofenil)metil)- α-(1,1-dimetiletil)-1H-1,2,4-triazol-1-

etanol (Paclobutrazol). 



 

causado por frío, calor, sequía y contaminantes atmosféricos (Fletcher y Gilly, 

2000; Senaratna et al., 1998; Senaratna et al., 2001; Kuan-Hung et al., 2006). 

Así, Kuan-Hung et al., (2006), trabajando  con papa, demostraron que cuando las 

plántulas fueron sometidas a un pre-tratamiento con PAC (300 µg/5 ml/planta), 

éstas adquirieron cierto grado de tolerancia a bajas temperaturas, mejorando su 

apariencia y desarrollo. 

1.10 Regeneración del chile (Capsicum spp) in vitro. 

En Capsicum annuum L. se han publicado varios protocolos para la  regeneración 

in vitro a  través de organogénesis los trabajos que destacan son los realizados 

por: Agrawal et al. (1989), Ochoa-Alejo e Ireta-Moreno (1990), Valera-Montero 

y Ochoa-Alejo (1992), Fári y Andrásfalvy (1994), Binzel et al. (1996),  

Buyukalaca y Mavituna (1996), Steinitz et al. (1999), Ramirez-Malagón y 

Ochoa-Alejo (1996). Kumar et al. (2005) utilizando meristemos y hojas 

cotiledonarias, lograron la regeneración de brotes (20-25 por explante) en 

presencia de BAP, AIA, nitrato de plata y ácido benzoico como inhibidor del 

transporte de auxinas. En todos los trabajos publicados, la fuente de explante es 

muy variada (cotiledones, hipocótilos, ápices, segmentos de hoja, nudo y 

entrenudo), al igual que el uso y concentraciones de reguladores de crecimiento, 

por lo tanto, podemos mencionar que no existe  un protocolo estable y eficiente 

de regeneración en Capsicum annuum. 

En lo que respecta a Capsicum chinense se sabe que esta especie  pertenece a un 

género recalcitrante, en el que la regeneración de plantas a partir de células, 

tejidos y órganos así como la transformación genética no ha logrado grandes 

avances (Ochoa y Ramírez, 2001). El primer reporte de regeneración de plantas in 

vitro  de chile habanero fue realizado por primera vez por Santana-Buzzy et al. 

(2005) obteniendo brotes múltiples a partir de nudos provenientes de plantas 

asépticas de 25-30 días de edad como fuente de explante, utilizando 3.4 µM de 

tidiazurón (TDZ) en medio semisólido MS (Murashige y Skoog, 1962). 



 

1.11 Justificación 

La creciente demanda de chile tanto en el mercado nacional como internacional, 

aunada a los problemas que afectan la productividad del cultivo, ha despertado el 

interés en desarrollar protocolos de regeneración más eficientes con el objetivo de 

propagar variedades criollas y cultivares, o bien para multiplicar híbridos o 

plantas transformadas genéticamente como parte del programa de mejoramiento 

genético de este género. Debido a que el género Capsicum se considera 

recalcitrante, no se han logrado grandes avances en la regeneración de plantas a 

partir de células, tejidos y órganos. Por lo tanto en este trabajo se pretende 

establecer un protocolo de propagación a través de la inducción de brotes, el cual 

nos permita la obtención de un número mayor de plantas en menor tiempo. 

1.12 Hipótesis 

Los explantes de chile habanero (Capsicum chinense) y de chile pimiento 

(Capsicum annuum) son capaces de formar brotes múltiples en condiciones de 

cultivo, haciendo posible establecer un sistema de propagación in vitro. 

1.13 Objetivo general 

Establecer un protocolo eficiente de micropropagación en el género Capsicum. 

 

1.14 Objetivos específicos 

 Observar el fenotipo del chile habanero (Capsicum chinense) y del 

chile pimiento (Capsicum annuum) durante la regeneración de plantas 

en recipientes con ventilación y sin ventilación.  

 Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de paclobutrazol (PAC) 

y el tidiazurón (TDZ) en explantes de chile habanero (Capsicum 

chinense) y chile pimiento (Capsicum annuum). 

 

 



 

CAPITULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Este estudio se llevó a cabo en el Centro de Investigación Científica de Yucatán 

(CICY), en el laboratorio 09 de la Unidad de Bioquímica y Biología Molecular de 

Plantas. 

2.1 Aspectos generales 

2.1.1 Material vegetal 

Para la realización de este trabajo se utilizaron semillas de la variedad Mayan 

Ba´alché pertenecientes a la colección de chile habanero (Capsicum chinense) 

conservada en el Centro de Investigación Científica de Yucatán, y semillas de 

chile pimiento (Capsicum annuum) de la marca comercial Westar Seeds 

International Inc. 

2.1.2  Asepsia y desinfección de semillas 

Las semillas de ambas especies fueron desinfectadas en etanol comercial al 70% 

(v/v) por 5 min., seguida de tres lavados con agua destilada estéril, para 

posteriormente ser sumergidas en una solución de hipoclorito de sodio comercial 

al 30% (v/v) por 15 min. Seguida de cinco lavados con agua destilada estéril, de 

acuerdo a lo reportado por (Santana-Buzzy et al. 2005) (Figura 8). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.3 Germinación de las semillas 

Se utilizaron diez semillas por frasco de ambas especies previamente 

desinfectadas y se establecieron para su germinación en medio MS adicionado 

con 1.15 µM de GA₃  y ajustado a un pH de 5.7. Los frascos fueron incubados 

bajo condiciones de obscuridad a 25°C hasta su germinación. Una vez 

germinadas, las plántulas fueron transferidas al mismo medio e incubadas bajo 

condiciones de luz continua para continuar su desarrollo. 

2.1.4 Composición del medio básico utilizado 

Para la realización de todos los experimentos el medio basal utilizado fue el de 

Murashige y Skoog (1962) (Anexo 1), adicionado con 3% de sacarosa y como 

agente gelificante Gelrite al 0.22% (w/v); el pH fue siempre ajustado a 5.7 y los 

medios fueron esterilizados en autoclave a 1.5 Kg/cm2 de presión durante 15 

minutos. 

Figura 8. a) Desinfección de semillas con etanol al 70% v/v. b) Lavados con 

agua estéril, c) Establecimiento de semillas en medio de germinación, d) Semillas 

en medio de germinación MS + 1.15 µM  de GA₃. 



 

 2.1.5 Inducción de brotes 

Para la inducción de brotes se utilizaron nudos de plantas de 40 días de edad, 

colocando cuatro nudos por frasco de la especie en cuestión con cuatro 

repeticiones por cada tratamiento. Los tratamientos se muestran en el siguiente 

cuadro 3. Los frascos se mantuvieron en fotoperiodo (16 horas luz/8 horas 

oscuridad), incubadas a una temperatura de 25 ± 2°C. Todas las siembras de los 

tratamientos de inducción de brotes se realizaron bajo condiciones asépticas en 

una campana de flujo laminar para evitar cualquier tipo de contaminación.  

 

 

Para la siembra, se tomaron las plántulas germinadas y con ayuda de una tijera 

desinfectada se retiraron las hojas, y posteriormente se separaron los nudos de 

aproximadamente 1.5 cm de largo para luego ser establecidos en el medio de 

inducción e incubarlos en fotoperiodo (Figura 9). 

 

 

 

TRATAMIENTOS 

 

CON VENTILACIÓN 

 

SIN VENTILACIÓN 

T₀ MS MS 

T₁ PAC 2 µM PAC 2 µM 

T₂ PAC 3 µM PAC 3 µM 

T₃ PAC 4 µM PAC 4 µM 

T₄ TDZ 2 µM TDZ 2 µM 

T₅ TDZ 3 µM TDZ 3 µM 

T₆ TDZ 4 µM TDZ 4 µM 

Cuadro  3. Tratamientos evaluados para la inducción de brotes. 



 

 

2.1.6 Elongación de los brotes 

Para la elongación de los brotes, éstos se sembraron en medio MS semisólido 

suplementado con GA₃ 2.77 µM y se incubaron en fotoperiodo a 25°C. 

2.1.7 Análisis estadístico  

Los datos recopilados fueron procesados utilizando el paquete estadístico SPSS 

11.5 (para Windows), con el que se realizó una prueba no parametrica de 

Kruskal-Wallis y comparación de medias de acuerdo a Tukey (p≤0.05) cuando se 

requirieron análisis estadísticos. 

Figura 9. a) Inducción de brotes de Capsicum annuum, b) establecimiento de nudos de 

Capsicum annuum en medio de inducción, c) nudos en medio de inducción sin ventilación, d) 

nudos en medio de inducción con ventilación, e) cultivo bajo condiciones de fotoperiodo. 



 

CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1 Germinación de semillas 

Las semillas germinaron en su totalidad a los 15 días de incubación en el medio 

MS suplementado con GA3 en ambas especies (Figura 10). 

Figura 10.a) Semillas de Capsicum annuum de la marca comercial Westar seeds 

International Inc b) Semillas de Capsicum annuum germinadas a los 15 días de 

incubación c) Semillas de Capsicum chinense de la variedad Mayan Ba`alché.d) Semillas 

de Capsicum chinense germinadas a los 15 días. 



 

3.2 Plantas germinadas (40 días) 

Puede observarse en la figura 11 el aspecto general de las plantas cultivadas in 

vitro a los 40 días de cultivo en medios con ventilación, puede notarse la 

coloración verde intenso de las hojas y la abundante raíz, según lo reportado por 

Santana-Buzzy et al (2006) donde en medios sin ventilación las plantas 

presentaban abundante formación de callo en los márgenes de las hojas y en el 

tallo así como clorosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Comportamiento del explante en recipientes con ventilación  y sin 

ventilación en los diferentes tratamientos de chile habanero (Capsicum 

chínense Jacq.) 

Al analizar los explantes en recipientes con ventilación y sin ventilación se 

observaron diferencias en el fenotipo, los que estuvieron en recipientes sin 

ventilación presentaron mayor formación de callo, oxidación, y también un 

desarrollo anormal con caída de las hojas (figura 12), lo cual pudo haber sido 

causado por la acumulación de etileno producido por los explantes, este mismo 

resultado fue reportado por Santana-Buzzy et al (2006) pero en plántulas. Según  

Figura 11. a) Planta de chile pimiento (Capsicum annuum), b) planta de chile habanero        

(Capsicum chínense). 



 

Kumar et al. (1998), Uno de los principales efectos del etileno sobre cultivos in 

vitro, es la inhibición de la división celular, que como consecuencia afecta el 

desarrollo de los procesos de morfogénesis, mientras que Reid en 1995, detectó 

que la mayor producción de etileno in vitro ocurre como resultado de las heridas 

durante la manipulación y subcultivo de los explantes, o bien, este gas puede 

incrementase mediante la oxidación. Los explantes en recipientes con ventilación 

presentaron un desarrollo normal de hojas y una coloración verde intenso. De 

manera general, la inducción de brotes fue posible en todos los tratamientos 

evaluados, sin embargo, hubo claras diferencias en cuanto a la sobrevivencia de 

explantes a los 20, 40 y 60 días de cultivo. 

 

 

Medio de 

cultivo 

Numero de Explantes 

(Sobrevivencia)  
Promedio (Días) 

20 días 40 días 60 días 20  40  60  

TDZ  (Sin 

Ventilación) 
39 28 4 103.50 92.36 59.50 

PAC  (Sin 

Ventilación)    
41 32 14 108.17 103.37 78.16 

MS   (Sin 

Ventilación)   
13 7 2 103.50 71.85 71.00 

TDZ (Con 

Ventilación)   
45 40 9 117.50 106.89 68.13 

PAC (Con 

Ventilación) 
47 42 35 122.17 107.36 115.08 

MS  (Con 

Ventilación) 
15 12 5 117.50 98.00 81.50 

 

 20 DÍAS 40 DÍAS 60 DÍAS 

Chi-cuadrado 
Grados de libertad 
Significancia Asintótica 

10.097 

5 

0.073 

12.225 

5 

0.032 

45.037 

5 

0.000 

 

 

Cuadro 4. Efecto de los tratamientos con ventilación y sin ventilación sobre la inducción de brotes 

en chile habanero (Capsicum chinense). 

* Kruskal-Wallis 



 

 

Figura 12. Explantes de Capsicum chinense en recipientes con ventilación y sin ventilación a diferentes 

tiempos de cultivo a) 20 días, b) 40 días, c) 60 días. 

 

3.4 Efecto del paclobutrazol (PAC) y el tidiazurón (TDZ) sobre la inducción 

de brotes en chile habanero (Capsicum chinense) 

Al realizar el análisis del efecto del paclobutrazol (PAC) y del tidiazurón (TDZ) 

en medios con ventilación y sin ventilación sobre la inducción de brotes en chile 

habanero (Capsicum chinense) se pudo observar diferencias entre los tratamientos 

evaluados (Cuadro 5), en los tratamientos sin ventilación se registraron los 

valores más bajos de brotes formados por explante, los cuales presentaron una 

coloración verde tenue, formación de callo en los extremos del explante, 

oxidación y un desarrollo de hojas anormales así como la caída temprana de las 

mismas (Figura 12 y 13) .  



 

En los tratamientos control (T₀) no se presentó formación de callo, en el 

tratamiento control con ventilación se observó un mejor desarrollo del brote 

presentando hojas normales y de una coloración verde intenso, en comparación 

del medio sin ventilación donde la formación de brotes fue más lenta y 

presentaron una coloración verde tenue. 

En los tratamientos con ventilación donde fue adicionado al medio de cultivo 

PAC como regulador de crecimiento (T₁ – T₃), la respuesta fue superior 

resultando el T₃(4 µM) el tratamiento en el que mayor número de brotes por 

explante (3.12) fue obtenido difiriendo significativamente del resto de los 

tratamientos evaluados (Cuadro 5), los brotes obtenidos en los tratamientos  T₂ (3 

µM) y T₃ (4 µM)  mostraron una coloración verde intenso y un desarrollo de 

hojas normal a diferencia del T₁ (2 µM) donde los brotes mostraron una 

elongación de forma anormal (Figura 12). La coloración verde intenso 

probablemente se debió a, la relación que existe entre el PAC y  la acumulación 

de clorofila y/o debido a la reducción de la elongación celular que pudiera estar 

ocurriendo durante el proceso (Fletcher y Gilley, 2000). 

Los tratamientos con ventilación donde fue adicionado al medio de cultivo TDZ 

como regulador de crecimiento (T₄ – T₆), presentaron brotes con una coloración 

verde tenue así como también una elongación de forma anormal, algo similar 

ocurrió en los tratamientos sin ventilación donde además de presentar una 

coloración verde tenue también presentaron formación de callo y oxidación de las 

hojas (Figura 13). 

 

 

 

 

  



 

 

* Error estándar. Medias con diferente letra son significativamente diferentes (Tukey, p ≤0.05). 
 

Figura 13. Efecto de diferentes concentraciones de PAC sobre la inducción de brotes de chile habanero    

(Capsicum chinense) a los 40 días de cultivo. 
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TRATAMIENTOS 

EXPLANTES CON 

BROTES (%) 

BROTES / 

EXPLANTE 

T₀  MS 62.50 0.56 ± 0.06c 

T₁ PAC 2 µM 50 0.56 ± 0.06c 

T₂ PAC 3 µM 75 1.50 ± 0.42bc 

T₃ PAC 4 µM 75 1.31 ± 0.18bc 

T₄ TDZ 2 µM 68.75 0.68 ± 0.11c 

T₅ TDZ 3 µM 62.50 0.87 ± 0.23c 

T₆ TDZ 4 µM 68.75 1.00 ± 0.10c 

C
o

n
 V

en
ti

la
ci

ó
n

 

T₀  MS 81.25 1.00 ± 0.10c 

T₁ PAC 2 µM 62.50 0.62 ± 0.07c 

T₂ PAC 3 µM 93.75 2.43 ± 0.46ab 

T₃ PAC 4 µM 93.75 3.12 ± 0.21a 

T₄ TDZ 2 µM 75 0.81 ± 0.15c 

T₅ TDZ 3 µM 81.25 1.37 ± 0.62bc 

T₆ TDZ 4 µM 93.75 1.62 ± 0.07bc 

Cuadro 5. Efecto de diferentes concentraciones de TDZ y PAC  sobre la inducción de brotes de chile 

habanero (Capsicum chinense) a los 40 días de cultivo. 



 

Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de TDZ sobre la inducción de brotes de chile habanero 

(Capsicum chinense) a los 40 días de cultivo. 

 

3.5 Respuesta de brotes de chile habanero (Capsicum chinense) durante su 

elongación en medio MS +GA₃ 

Los brotes obtenidos fueron transferidos a medio MS suplementado con GA₃ 

(2.77 µM) por espacio de 10 días. Sin embargo, antes de completar el tratamiento 

los brotes detuvieron su elongación, se comenzaron a oxidar y a defoliar, por lo 

que se transfirieron a medio MS sin reguladores de crecimiento por 10 días más, 

transcurridos los cuales se procedió a hacer el análisis de la respuesta presentada. 

Los resultados muestran que los tratamientos en recipientes sin ventilación 

presentaron una coloración verde tenue, un desarrollo anormal de hojas así como 

también una escasa formación de raíces a diferencia de los tratamientos en 

recipientes con ventilación T₂ (3 µM PAC) y T₃ (4 µM PAC) donde se puede 

observar una coloración verde intenso, un desarrollo de hojas normal, las 

plántulas mostraron abundante follaje y la presencia de raíces bien desarrolladas, 



 

el tratamiento control (T₀) en recipiente con ventilación presento una coloración 

verde tenue y un desarrollo de hojas normal así como la presencia de raíz (Figura 

14). 

En los tratamientos donde la inducción de brotes fue con TDZ (T₄ – T₆) en 

recipientes con ventilación y recipientes sin ventilación no fue posible la 

elongación de los brotes. Los explantes presentaron oxidación de las hojas lo que 

ocasiono la caída de las mismas, también presentaron fenolización. 

 

Figura 15. Brotes elongados de chile habanero (Capsicum chinense) provenientes de los diferentes 

tratamientos con PAC. 

 

 

 

 

 



 

3.6 Comportamiento del explante en recipientes con ventilación y sin 

ventilación en los diferentes tratamientos en chile pimiento (Capsicum 

annuum) 

De manera general, la inducción de brotes fue posible en todos los tratamientos 

evaluados, sin embargo, hubo claras diferencias en cuanto a la sobrevivencia de 

explantes a los 20, 40 y 60 días de cultivo (Cuadro 6.) Al observar las 

características físicas de los explantes, se observo que en los recipientes con 

ventilación se presento un mejor desarrollo de los brotes, menor formación de 

callo y menor oxidación a diferencia de los explantes contenidos en  recipientes 

sin ventilación donde  hubo formación de callo abundante, un desarrollo anormal 

de hojas y un mayor número de explantes oxidados (Figura 16) el cual pudo haber 

sido causado por la acumulación de etileno producido por los explantes, según lo 

reportado por Santana-Buzzy et al. (2006) en chile habanero. 

 

Medio de 

cultivo 

Numero de Explantes  

(Sobrevivencia) 
Promedio (Días) 

20 días 40 días 60 días 20  40  60  

TDZ  (Sin 

Ventilación) 
23 13 4 94.67 61.91 36.42 

PAC  (Sin 

Ventilación)    
27 14 4 104.00 58.57 36.14 

MS   (Sin 

Ventilación)   
8 7 1 97.00 75.13 39.79 

TDZ (Con 

Ventilación)   
34 28 17 120.33 80.38 58.00 

PAC (Con 

Ventilación) 
39 29 19 132.00 74.67 65.91 

MS  (Con 

Ventilación) 
12 10 2 125.00 87.04 41.77 

 

 20 DÍAS 40 DÍAS 60 DÍAS 

Chi-cuadrado 
Grados de libertad 
Significancia Asintótica 

15.909 

5 

0.007 

11.860 

5 

0.037 

25.188 

5 

0.000 

 

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos con ventilación y sin ventilación sobre la inducción de brotes en 

chile pimiento (Capsicum annuum). 

* Kruskal-Wallis 



 

Figura 16. Explantes de Capsicum annuum en recipientes con ventilación y sin ventilación a diferentes 

tiempos de cultivo. 

3.7 Efecto del paclobutrazol (PAC) y el tidiazurón (TDZ) sobre la inducción 

de brotes en chile pimiento (Capsicum annuum) 

Al analizar el efecto del paclobutrazol (PAC) y del tidiazurón (TDZ) en medios 

con ventilación y sin ventilación sobre la inducción de brotes en chile pimiento 

(Capsicum annuum) se pudo observar diferencias entre los tratamientos 

evaluados (Cuadro 7), en los tratamientos sin ventilación se registraron los 

valores más bajos de brotes formados por explante. 

En los tratamientos control (T₀) se presentó escasa formación de callo, en el 

tratamiento control con ventilación se observó un mejor desarrollo del brote 

presentando hojas normales y de una coloración verde intenso, en comparación 

del medio sin ventilación donde la formación de brotes fue más lenta y 

presentaban un desarrollo anormal de las hojas (Figura 15). 



 

En los tratamientos con ventilación y sin ventilación donde fue adicionado al 

medio de cultivo PAC como regulador de crecimiento (T₁ – T₃), el T₃ (4 µM) 

resulto ser el tratamiento en el que mayor número de brotes por explante fue 

obtenido (3.06) difiriendo significativamente del resto de los tratamientos 

evaluados (Cuadro 7), los brotes obtenidos en los tratamientos T₂ (3µM) y T₃ 

(4µM) con ventilación presentaron escasa formación de callo siendo éste de color 

café, los brotes mostraron una coloración verde intenso y un desarrollo de hojas 

normal a diferencia del T₁(2µM) con ventilación donde no se obtuvo respuesta a 

la formación de brotes presentando solo abundante formación de callo con una 

coloración amarillenta. En los tratamientos sin ventilación T₁ (2µM) no se obtuvo 

respuesta a la formación de brotes y los explantes solo presentaron abundante 

formación de callo de una coloración café. En el T₂ (3µM) y T₃ (4µM) los brotes 

obtenidos mostraron un desarrollo anormal de hojas y abundante formación de 

callo de color café oscuro (Figura 15). 

En los tratamientos con TDZ (T₄ – T₆) en recipientes con ventilación y sin 

ventilación, se pudo observar que en el T₅ (3µM) y T₆ (4µM) con ventilación si 

hubo respuesta a la formación de brotes, presentando además formación de callo 

de color café oscuro, un desarrollo anormal de las hojas y una coloración verde 

tenue, a diferencia del tratamiento T₄ (2µM) donde no hubo respuesta y solo 

presentó abundante formación de callo con una coloración amarillo claro. En los 

tratamientos sin ventilación, en elT₄ (2µM) no respondió a la formación de brotes 

presentando solo abundante formación de callo de color café oscuro, en diferencia 

a el T₅ (3µM) y T₆ (4µM) que presentaron abundante formación de callo de color 

café oscuro lo cual impedía el desarrollo de los brotes los cuales presentaban un 

desarrollo anormal de las hojas (Figura 16). 
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TRATAMIENTOS 

EXPLANTES 

CON BROTES 

(%) 

BROTES / 

EXPLANTE 

T₀  MS 25 0.84 ± 0.28 c 

T₁ PAC 2 µM 0 0.00 ± 0.00 ᵈ 

T₂ PAC 3 µM 31.25 0.68 ± 0.11 c 

T₃ PAC 4 µM 43.75 0.62 ± 0.07 c 

T₄ TDZ 2 µM 0 0.00 ± 0.00 ᵈ 

T₅ TDZ 3 µM 31.25 0.50 ± 0.00 c 

T₆ TDZ 4 µM 31.25 0.50 ± 0.00 c 

C
o

n
  

V
en

ti
la

ci
ó

n
 

T₀  MS 37.50 1.00 ± 0.35 c 

T₁ PAC 2 µM 0 0.00 ± 0.00 ᵈ 

T₂ PAC 3 µM 75 1.00 ± 0.10 b 

T₃ PAC 4 µM 87.50 3.06 ± 0.25 a 

T₄ TDZ 2 µM 0 0.00 ± 0.00 ᵈ 

T₅ TDZ 3 µM 75 2.00 ± 0.14 b 

T₆ TDZ 4 µM 81.25 2.12 ± 0.23 b 
* Error estándar. Medias con diferente letra son significativamente diferentes (Tukey, p ≤0.05). 

Figura 17. Efecto de diferentes concentraciones de PAC sobre la inducción de brotes de chile pimiento 

(Capsicum annuum) a los 40 días de cultivo. 

Cuadro 7. Efecto de diferentes concentraciones de TDZ y PAC  sobre la inducción de brotes de chile 

pimiento (C. annuum) a los 40 días de cultivo. 



 

Figura 18. Efecto de diferentes concentraciones de TDZ sobre la inducción de brotes de chile pimiento  

(Capsicum annuum) a los 40 días de cultivo. 

 

3.8 Respuesta de brotes de chile pimiento (Capsicum annuum) durante su 

elongación en medio MS + GA₃ 

Los brotes obtenidos fueron sembrados en medio MS suplementado con GA₃ 

2.77 µM, con dos subcultivos cada 10 días. Los resultados muestran que los 

únicos tratamientos que respondieron al medio de elongación fueron los 

siguientes: T₃ (4 µM PAC), T₅ (3 µM TDZ) y T₆ (4µM TDZ) en recipientes con 

ventilación encontrándose que  los tratamientos donde la inducción de los brotes 

fue con la adición de TDZ al medio como regulador de crecimiento T₅ (3 µM) y 

T₆ (4 µM) los explantes presentaron abundante formación de callo de color café 

oscuro lo cual impidió la elongación de los brotes presentando solo un desarrollo 

anormal de las hojas (Figura 17). El tratamiento T₃ (4µM PAC) tuvo una mejor 

respuesta al medio de elongación, los brotes presentaron una coloración verde 

intensa y un mejor desarrollo de las hojas (Figura 18). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Brotes elongados de chile pimiento (Capsicum annuum) a los 10 días de cultivo con algunas 

concentraciones de reguladores de crecimiento. 

Figura 20. Brotes elongados del T₃ (4 µM PAC) de chile pimiento (Capsicum annuum). 

 



 

CAPITULO IV 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

4.1 Conclusiones 

o El T₃ (4 μM PAC) con ventilación resultó ser el mejor tratamiento para la 

inducción de brotes, obteniendo tres brotes/explante en ambas especies. 

o La presencia de TDZ provocó la formación de callo abundante en los 

explantes, un número menor de brotes/explante y un desarrollo anormal de 

los brotes en ambas especies. 

o Los explantes en recipientes con ventilación mostraron una mejor 

respuesta a los tratamientos, observándose un mayor número de 

brotes/explante y un mejor desarrollo morfológico para ambas especies 

evaluadas. 

o Para ambas especies, los tratamientos en recipientes sin ventilación 

mostraron formación de callo abundante, oxidación y una menor 

sobrevivencia de explantes a los 60 días de cultivo. 

o El medio MS suplementado con GA3 (2.77 μM)  resultó ser el mejor para 

la elongación de los brotes obtenidos para Capsicum annuum. 

 

 

 

 

 



 

4.2 Perspectivas 

La biotecnología tiene como base el cultivo de tejidos vegetales. Una de las 

principales aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales es la  clonación in vitro o 

también llamada micropropagación. Esta herramienta ofrece la solución a un sin 

fin de problemas relacionados con las plantas cultivadas. Dada la gran  

importancia económica del cultivo de chile habanero y chile pimiento en el 

mercado local, nacional e internacional, es necesario contar con protocolos de 

regeneración más eficientes mediante el uso de esta técnica. En este estudio se 

reporto un sistema reproducible de regeneración de plantas de chile habanero y 

chile pimiento in vitro,  resultando útil para estudios posteriores teniendo en 

cuenta que el medio con ventilación resulto ser el adecuado para la obtención de 

brotes y plantas mejor desarrolladas, donde seria pertinente evaluar nuevos 

tratamientos con diferentes concentraciones de fitoreguladores y diferentes 

tiempos de exposición a estos mismos con el objetivo de lograr un mayor número 

de brotes por explante para así obtener un sistema eficiente de micropropagación 

de estas especies.  
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ANEXO I 

Medio de Murashige y Skoog (1962) 

Macroelementos Formula  mgL-1 

Nitrato de amonio  NH4NO3 1,650 

Nitrato de potasio KNO3 1,900 

Cloruro de calcio dihidratado CaCl2·2H2O 440 

Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO4·7H2O 370 

Fosfato de potasio  KH2PO4 170 

Sal disódica de  etilendiaminotetracetato  Na2EDTA·2H2O 37.3 

Sulfato ferroso heptahidratado FeSO4·7H2O 27.8 

Microelementos 

Sulfato de manganeso monohidratado MnSO4·H2O 16.9 

Ácido bórico H3BO3 6.2 

Yoduro de potasio  KI 0.83 

Molibdato de sodio dihidratado Na2MoO4·2H20 0.25 

Cloruro de cobalto hexahidratado CuCl2·6H2O 0.025 

Sulfato cúprico pentahidratado CuSO4·5H2O 0.025 

Sulfato de zinc heptahidratado ZnSO4·7H2O 8.6 

Suplementos   

Tiamina  0.10 

Piridoxina  0.5 

Ácido nicotínico  0.5 

Glicina  2.0 

Mionositol  100 

Sacarosa  30,000 

 

 


