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Resumen

El objetivo de este estudio fue diseñar un protocolo para la propagación de chile mirasol (Capsi-
cum annuum) por medio de cultivo in vitro de tejidos e identificar genes asociados a la producción
de semillas. Esto se realizó probando medios de cultivos con distintas concentraciones de fitohor-
monas, en donde por cada uno se colocaron cuatro explantes de hoja de chile mirasol previamente
desinfectados. Luego de al menos 40 días se observaron las magentas con los explantes para de-
terminar la cantidad de callos inducidos. Los explantes se contaron y por medio de un ANOVA y
una comparación de medias de Tukey se determinó que el tratamiento 3, con 2.0mg/L de 2,4-D y
0.5mg/L de Kin fue significativamente mejor para la inducción de callos que el resto de tratamientos
probados. La evaluación de genes asociados a la producción de semilla se realizó por medio de la
amplificación de los genes tn-1 y CaCKI1 con los oligonucleótidos presentados en la literatura. Se
lograron amplificar los fragmentos esperados, por lo que hay una alta probabilidad que los genes
no mutados se encuentren en la variedad de chile mirasol sembrado en Guatemala. Se recomienda
secuenciar los fragmentos obtenidos para asegurar que los productos obtenidos son las secuencias de
ADN buscadas. Se debe aclarar que fue un estudio exploratorio, por lo que hay un numero pequeño
de repeticiones durante el experimento.
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CAPÍTULO I

Introducción

En Guatemala la agricultura juega un papel importante en la economía del país, siendo una
fuente de empleo importante para muchas personas, principalmente pertenecientes a comunidades
rurales e indígenas. Por su ubicación geográfica, la región mesoamericana tiene una alta diversidad
en su flora y fauna, en donde también se comparten tradiciones, historia y agricultura desde tiempos
precolombinos. Entre los cultivos nativos se encuentra el chile (Capsicum annuum), el cual ha sido
utilizado en la cocina y en la medicina. Actualmente hay un gran interés a nivel internacional por
el chile pimiento, por sus múltiples usos en ensaladas y cocina de distintas índoles. Lastimosamente
este interés no se ha expandido al resto de chiles mesoamericanos nativos.

En este estudio se busca conocer más sobre el chile mirasol, mejor conocido como chile guaque,
el cual se utiliza en la cocina guatemalteca principalmente en su forma seca. Es un elemento básico
para la cocina tradicional, al encontrarse en platillos como los tamales y el pepián. A pesar de ser
tan importante para dar sabor a las comidas, se siembra poco y se estudia aún menos. La siembra
en Guatemala se da principalmente en al área de Chimaltenango y Sololá. La información sobre el
chile mirasol es limitada, siendo el líder tanto en producción como en investigación sobre este tema
México, y aún así no hay información suficiente acerca de la genética y otras formas de cultivo de
este chile.

Por lo presentado anteriormente en este estudio se buscó desarrollar un proceso estandarizado
para el cultivo de chile mirasol por medio de cultivo de tejido. Con lo mismo se espera que sea más
fácil realizar investigación en este chile, al ya tener un protocolo claro de como puede manejarse
y generar callo en un ambiente controlado de laboratorio. Al mismo tiempo se quiso entender más
sobre la genética del chile, observando por medio de PCR si el chile mirasol posee los genes tn-1 y
CaCKI1 no mutados. Estos genes al mutar han sido identificados por generar un fruto sin semilla. Al
observar que los genes se encuentran en la planta de chile mirasol, se podría comenzar un proyecto
futuro para editar genéticamente el chile y obtener chiles sin semilla. Con este último punto se ve
de nuevo la importancia del cultivo de tejidos, ya que brindará una forma de propagación del chile
sin necesidad de poseer semillas.
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CAPÍTULO II

Objetivos

A. Objetivo general

Diseñar un protocolo para la propagación del chile mirasol (Capsicum annuum) por medio de
cultivo in vitro de tejidos e identificar genes asociados a la producción de semillas.

B. Objetivos específicos

Elaborar un protocolo de cultivo de tejidos utilizando micropropagación por callogénesis para
la diseminación del chile mirasol.

Evaluar distintos tratamientos de fitohormonas en su efectividad para aumentar la cantidad
de callos por explante.

Identificar en la literatura genes asociados a la producción de semilla en C. annuum.

Verificar si los genes identificados que se ha visto están asociados a la producción de semilla
en C. annuum se encuentran en el chile mirasol.
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CAPÍTULO III

Justificación

En Guatemala, la agricultura juega un papel importante en la economía, al proveer empleo a
un 40% de la población guatemalteca (IFAD, 2011). Gracias a la ubicación geográfica del país, se
ha dado una gran diversificación y domesticación genética de la vegetación nativa (Martinez, 1996).
Tomando esto en cuenta, es importante promover el desarrollo e investigación en la agricultura gua-
temalteca, al ser un pilar no solamente económico, sino también cultural. En el área mesoamericana,
las sociedades precolombinas compartieron entre ellos sus tradiciones, historia y agricultura, habien-
do evidencia de al menos 80 especies nativas que se han seguido cultivando (Miller y Schaal, 2005).
Entre estos cultivos nativos se encuentra el chile (Capsicum annuum), el cual ha sido utilizado tanto
en la cocina como para usos medicinales (Swapan, A K M Mominul, y A K M Aminul, 2017). En
Guatemala el principal chile que se produce es el chile pimiento, el cual pertenece a C. annuum,
siendo producido principalmente en los departamentos de Jutiapa, Baja Verapaz, Chiquimula, Alta
Verapaz y Sacatepéquez (MAGA, 2016). Al ser este un chile sumamente utilizado a nivel internacio-
nal, hay información acerca del mismo, y existe interés en ampliar las investigaciones relacionadas
a variedades de chiles nativos de mesoamérica pertenecientes a C. annuum, en este trabajo de tesis
se utilizará el chile mirasol.

El chile mirasol es un elemento común de las comidas mesoamericanas, siendo principalmente
utilizado en su forma seca, el cual se conoce como chile guaque. En la cocina tradicional es utilizado
en platos como tamales y pepián, proveyendo no solo sabor, pero también un color achocolatado a
los platos. En Guatemala el chile mirasol es de suma importancia para la fiesta del Corpus cristi,
ya que en esta festividad uno de los platillos principales es el pepián, en donde se tiende a utilizar
este chile para prepararlos (Lima Montenegro, 2008) y (Dardón, 2004). La siembra del chile mirasol
en Guatemala se da principalmente en el altiplano central de Guatemala, en San Andrés Iztapa,
Tecpán, Santa Polonia, Patzún y Patzicía en Chimaltenango y San Andrés Semetabaj y Godinez en
Sololá (Lima Montenegro, 2008). La información acerca del chile mirasol es limitada, aunque sí se ha
realizado investigación al respecto del mismo, principalmente con relación a su ubicación geográfica,
composición química y patógenos. A pesar de ser un chile que se encuentra en mesoamérica, la
mayor parte de investigaciones se han realizado en México. Para la producción de chile, el sistema
tradicional de producción tiene una baja sostenibilidad, ya que hay múltiples operaciones aplicadas
en la plantación durante todo el ciclo del cultivo (Amador-Ramírez, Velásquez-Valle, y Sánchez-
Toledano, 2013). En México el chile mirasol es de los más cultivados en la región, existiendo un
déficit de semilla requerida para cubrir la demanda del mercado, lo que lleva a los agricultores a
comprar semillas no certificadas y/o de mala calidad, ocasionando altos costos de producción, baja
calidad genética y riesgo de obtener bajos rendimientos y mala calidad del fruto (Cabañas, Galindo,
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Reveles, y Bravo, 2006). Al desarrollar un proceso estandarizado para el cultivo de chile mirasol por
medio de cultivo de tejidos se puede apoyar a solucionar la problemática de mala calidad de semilla
a la hora de la compra y siembra. La producción de productos sin semillas ha sido un tema de
gran importancia social y económica, como se observa en la producción de uva de mesa sin semilla.
Esto se debe principalmente a la exportación hacia el mercado norteamericano, el cual busca ser más
diverso para los consumidores, teniendo a disponibilidad amplias gamas de variedades que satisfagan
al mercado en precio y calidad (Tiznado Hernández y cols., 2015). En los chiles las semillas poseen
capsaicinoides, que son un grupo de amidas ácidas derivadas de vainillilamina, estas suponen un
papel de protección química para las semillas (Vásquez-Flota y cols., 2007). Los capsaicinoides es lo
que da la sensación de picor al comer chile, y al estos encontrarse principalmente en la semilla, la
producción de un chile que no contenga semillas supondría un chile menos picante, proveyendo así
una opción más en el mercado para las personas que no disfrutan el picor en su comida. Se puede
añadir que en los procesos de cocina, para preparar las salsas de tamal, pepián, mole, o hacer chiles
rellenos, el primer paso es sacarle todas las semillas al chile, lo cual puede ser tedioso si se cocina en
grandes cantidades, además de tomar en cuenta que las semillas del chile son pequeñas, por lo que
es difícil quitarlas todas.
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CAPÍTULO IV

Marco teórico

A. Agricultura en Guatemala

1. Agricultura

La agricultura es una palabra ampliamente utilizada para denotar las formas en las cuales las
plantas de cultivo y animales domésticos sostienen a la población al proporcionar alimentos y otros
productos. Esta incluye un espectro amplio de actividades, las cuales son parte integral de la agri-
cultura y tienen sus propios términos descriptivos, como lo puede ser el cultivo, domesticación,
agricultura, arboricultura y horticultura, así como formas de gestión ganadera, que puede ser la
agricultura mixta de cultivos, pastoreo y ganadería (Harris y Fuller, 2014). En este estudio se uti-
lizará el término agricultura de manera restringida al cultivo de cosechas, excluyendo la cría de
animales domésticos.

En Guatemala la agricultura juega un papel importante en la economía del país, sosteniendo un
quinto del PIB y proveyendo empleo a un 40 % de la población guatemalteca, siendo principalmente
personas de comunidades rurales e indígenas quienes se encuentran en la fuerza laboral (IFAD,
2011). Aproximadamente un 70 % de la población empobrecida vive en áreas rurales, en donde
la agricultura es la principal actividad de sustento, fuente de ingresos y alimento (Lopez-Ridaura y
cols., 2019). Estas comunidades se encuentran concentradas principalmente en el altiplano occidental
guatemalteco (Figura IV.1), en donde la agricultura es la estrategia más importante para obtener
ingresos y así intentar lograr una seguridad alimentaria local (Lopez-Ridaura y cols., 2019).

2. Especies nativas

Guatemala tiene una diversidad genética a nivel vegetal por su ubicación geográfica, que ha per-
mitido la diversificación y domesticación de las mismas. El germoplasma cultivado en Guatemala
tiene dos fuentes de origen, las nativas que van a ser encontradas principalmente en los sistemas
de agricultura tradicional, y los procedentes a otros centros de origen, como el Medio Oriente y
el mediterráneo, que tienden a ser utilizados en una agricultura tecnificada, con cultivos como la
arveja china y el guisante de nieve (Martinez, 1995) y (Méndez, Galluzzi, y Say, 2015). La forma
en la que la FAO definió las especies nativas que más atención reciben en Guatemala fue tomando
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Figura IV.1: Mapa en donde se muestra el altiplano guatemalteco

(Tendencia, bosques y medios de vida en el altiplano de Guatemala, s.f.)

las siguientes características: alimentario-nutricionales, agroindustriales, agronómicas, económicas y
agroclimáticas. Entre los cultivos que reciben máxima atención se encuentran el aguacate (Persea
americana), algodón (Gossypium spp.), arroz (Oryza sativa), banano (Musa paradisiaca), café (Cof-
fea arabiga), entre otros. Entre los cultivos que reciben una atención media se encuentran el cacao
(Teobroma), cítricos, chile (Capsicum spp.), ajo (Allium sativum), entre otros. Por último algunos de
los cultivos que reciben atención restringida y son cultivados a menor escala son , uva (Vitis vinife-
ra), yuca (Manihot esculenta), mango (Mangifera indica), entre otros (Martinez, 1995). Las especies
más importantes nativas se encuentra en maíz y el frijol, al constituir gran parte de la alimentación
básica guatemalteca, a pesar de esto no se tienden a aprovechar las distintas especies silvestres de
estos géneros, y por la eliminación de hábitats naturales, todas las especies nativas corren riesgos de
extinción (Martinez, 1995).

3. Comercio

El comercio en la agricultura es sumamente importante, ya que un 40 % de la población depende
de esta para sobrevivir (IFAD, 2011). En Guatemala las tierras están mal distribuidas para este
propósito, ya que un 80 % de las tierras fértiles están controladas por menos del 5 % de la población,
a pesar que se realizaron acuerdos luego del conflicto armado interno para cambiar la situación
(Aguilar-Støen, Taylor, y Castellanos, 2016). Actualmente se realiza una exportación y siembra de
cultivos no tradicionales, con el objetivo de potenciar la agricultura y la nutrición en el núcleo de las
familias agricultoras, como cultivos no tradicionales se entienden aquellos que no forman parte de
la dieta y agricultura local. Estas prácticas han sido orientadas principalmente como una estrategia
de crecimiento para reducir la pobreza y combatir la inseguridad alimentaria, prometiendo con esto
más empleos y crecimiento de los agricultores, logrando así una estrategia de ganancia tanto para
el mercado internacional como para las familias (Méthot y Bennett, 2018). Junto a estas prácticas
comerciales, en las que se incluye la siembra masiva de aceite de palma y caña de azúcar, se afecta
la agricultura de pequeños campesinos y la biodiversidad nativa del país (Dürr, 2016).

B. Importancia del chile en mesoamérica

El área definida como mesoamérica abarca desde la mitad meridional de México, Guatemala,
Belice, Honduras, El Salvador, Costa Rica y Nicaragua, es un área en donde las sociedades que
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habitaron anteriormente no conformaban una misma unidad política, pero sí compartieron sus tra-
diciones e historia (Instituto nacional de antropología e historia (INAH), s.f.). Junto a la calabaza,
maíz (Zea mays) y frijol (Phaseolus vulgaris), el chile (Capsicum) fue una base alimenticia para las
culturas mesoamericanas, habiendo evidencias arqueológicas que el producto fue cultivado princi-
palmente en regiones como Tehuacán, Puebla, Ocampo y Tamaulipas en México (Aguirre y Muñoz,
2015). Muchas de las especies que son originarias de Mesoamérica se han domesticado en el espacio
geográfico que abarca desde el centro de México hasta el noroeste costarricense, en donde hay al
menos 80 especies nativas que han sido cultivadas (Miller y Schaal, 2005). Actualmente el chile no
solamente es importante por su uso en la cocina, sino también por sus distintos usos en la industria
médica. A nivel nutricional el chile tiene grandes cantidades de vitaminas C, A, B6 y K, también
minerales como lo son el calcio, magnesio, folato, potasio, tiamina, hierro, etc. La capsaicina, que es
el principal componente bioactivo del chile, tiene usos farmacéuticos atribuidos al alivio del dolor,
antiartríticas, antibacterianas, antiinflamatorias, antiriniris y analgésicas. Se ha visto que puede te-
ner un papel como refuerzo de la inmunidad para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
diabetes tipo 2 y obesidad (Swapan y cols., 2017).

La domesticación de Capsicum se dio principalmente en cinco especies: C. annuum L., C. frutes-
cens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L., C. pubescens Ruiz y Pav, siendo C. annuum el mayor
cultivado a nivel mundial.

1. Chiles Capsicum annuum

Distribución geográfica

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae, subfamilia Solainoideae, en el grupo Capsi-
ceae. Dentro de Capsicum se pueden encontrar 27 especies, de las cuales solamente 5 se encuentran
domesticadas (Pickersgill, 1991). Las especies encontradas en el género Capsicum son originarias
de América. La distribución precolombina se extendió probablemente desde el borde meridional de
Estados Unidos a la zona templada cálida de Sudamérica (Aguirre y Muñoz, 2015). Actualmente
se consumen mundialmente, siendo México considerado como uno de los centros más importantes
de diversificación y domesticación de la especie Capsicum annuum (Laborde Cancino y Compo-
donico, 1984). Su consumo tuvo lugar principalmente en América, en donde en el año 1493 migró
hacia Europa por los viajes de Cristóbal Colón. Gracias a esta migración, que luego se extendió
por toda África y Asia, se ha diversificado masivamente, dando así nuevas variedades tradicionales
adaptadas a zonas variadas, presentando al mismo tiempo una gran diversidad fenotípica (Ortega,
2020). A pesar de ser consumido a nivel mundial, la información de origen geográfico aún es poca,
hasta ahora se ha observado que la península de Yucatán contiene una gran cantidad de haplotipos,
algunos únicos, indicando que esta región fue importante para la domesticación, así como un centro
de diversificación (Aguilar-Meléndez, Morrell, Roose, y Kim, 2009).

De los chiles en Mesoamérica, Capsicum annuum, es uno de los cinco tipos de chiles domesticados
en las américas, siendo junto al maíz uno de los elementos principales de la dieta mesoamericana
(Aguilar-Meléndez y cols., 2009).

2. Chile mirasol

El chile mirasol es una variedad de C. annuum, convirtiéndolo en un elemento común en las
comidas mesoamericanas. Es utilizando principalmente su forma seca, conocida como chile guajillo,
guaque o huaque. Entre sus características morfológicas se encuentran tallo y hojas glabras, nudos
verde púrpura, pedicelo en antesis pendiente, cáliz con márgenes dentados y frutos con manchas
negruzcas en el estado inmaduro, tomando un color rojo intenso a la hora de madurar (Lima Mon-
tenegro, 2008). Por su sabor delicado, el chile mirasol se utiliza en platillos con pollo, pescado, cerdo
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y papas (Velásquez-Valle y cols., 2020). La composición química del chile ha sido estudiada, prin-
cipalmente en respecto a su contenido de vitamina C, E, beta-caroteno y carotenoides (Conforti,
Statti, y Menichini, 2007). México es el productor principal de chile mirasol, habiendo tenido una
producción agrícola de 2,249 miles de toneladas de producto fresco en el 2007 (Crespo Ruiz, 2013).
Entre los patógenos que atentan contra la producción del chile mirasol se encuentran el “beet mild
curly top virus” (BMCTV) y Candidatus Phytoplasma trifolii(Velásquez-Valle y cols., 2020).

Chile mirasol en Guatemala

Se puede encontrar en las áreas del altiplano central de Guatemala, entre las localidades de
San Andrés Iztapa, Tecpan, Santa Polonia, Patzún y Patzícía en Chimaltenango, y San Andrés
Semetabaj y Godinez en Sololá (Lima Montenegro, 2008). A pesar de ser un chile que se encuentra
en mesoamérica, la mayor parte de investigaciones se han realizado en México. Para la producción
de chile, el sistema tradicional de producción tiene una baja sostenibilidad, ya que hay múltiples
operaciones aplicadas en la plantación durante todo el ciclo del cultivo (Amador-Ramírez y cols.,
2013). Entre el manejo primario se encuentra la aplicación de barbecho, rastreo, nivelación y surcado,
para luego hacer remoción de surcos, escardas y deshierbes dependiendo el problema que se tenga con
las malezas, además de todo el manejo secundario que se le va a dar a la planta (Amador-Ramírez
y cols., 2013). En méxico el chile mirasol es de los más cultivados en la región, existiendo un déficit
de semilla requerida para cubrir la demanda del mercado, lo que lleva a los agricultores a comprar
semillas no certificadas y/o de mala calidad, ocasionando altos costos de producción, baja calidad
genética y riesgo de obtener bajos rendimientos y mala calidad del fruto (Cabañas y cols., 2006).

Sus usos son principalmente en cocina tradicional, en platillos como tamales, pepián y mole por
nombrar algunos. Usualmente se consume seco, en donde presenta una coloración achocolatada, en
estado inmaduro se utiliza para la elaboración de chiles rellenos (Lima Montenegro, 2008). La gas-
tronomía guatemalteca es importante para la población, al ser una actividad en donde las personas
sienten que pueden unirse con sus familias, raíces y país. En Guatemala el calendario gastronómico
está dictado principalmente por las fechas religiosas o festividades familiares, como lo son cumplea-
ños, Navidad, Semana Santa, entre otros. El chile mirasol es ampliamente utilizado en la preparación
de chiles rellenos y pepián para conmemorar el Corpus Cristi, una festividad católica celebrada en
varios puntos del país (Dardón, 2004). Esto es importante para la población, ya que las fiestas al
encontrarse fuertemente relacionadas con la comida que se cocina y se consume en este tiempo, los
ingredientes típicos, en este caso el chile mirasol, deben poder estar disponibles y con la calidad
esperada para realizar los platillos.

C. Cultivo in vitro de plantas

El cultivo in vitro es un método aplicado para el crecimiento y desarrollo de las células, tejidos
y órganos de una planta, utilizando un medio de cultivo nutritivo bajo condiciones estériles. Este
método biotecnológico es considerado uno de los más prometedores y amigables ambientalmente.
Como se puede observar en la Figura IV.2, hay tres formas principales de un cultivo in vitro, los
cuales incluyen la organogénesis, rizogénesis y callogénesis (Norouzi, Hesami, Pepe, Dutta, y Jones,
2022).

1. Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos es una herramienta importante tanto para realizar estudios específicos,
como también para su aplicación industrial. Los primeros cultivos de tejidos fueron realizados por el
científico alemán Haberlandt en los inicios del siglo 20, desde ahí ha habido distintos científicos que
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Figura IV.2: Figura esquemática de los tres tipos de cultivo in vitro.

(Norouzi y cols., 2022)

han desarrollado distintas técnicas para lograr lo que se conoce ahora. Gracias a este descubrimiento
inicial, el cultivo de tejidos puede ser aplicado en múltiples disciplinas, entre las cuales se encuentra
la modificación y mejora vegetal (Thorpe, 2007). Generalmente el cultivo de tejidos se divide en
dos grupos, los cultivos semisólidos y los cultivos en medios líquidos. También pueden ser divididos
dependiendo de la complejidad de los órganos que se están cultivando; sin importar la forma de
división, siempre se deben tomar en cuenta aspectos generales relacionados con el explante, como lo
son la asepsia, el medio de cultivo correcto y las condiciones en las que se debe incubar (Mroginski,
Echenique, Rubinstein, Hopp, y Levitus, 2004). En el cultivo de tejidos se debe tomar en cuenta
el comportamiento celular, así como la morfogénesis y patología de los mismos. Se han realizado
estudios sobre la estructura y fisiología en las células quiescentes en los explantes, los cambios en la
estructura celular asociados con la inducción de la división celular y las características del callo en
desarrollo; los cuales se han llevado a cabo por medio de la microscopía óptica y electrónica (Thorpe,
2007).

Entre los aspectos estudiados desde el principio se tiene el aspecto nutricional. Los cultivos in
vitro han sido útiles para lograr estudiar el metabolismo primario y secundario de las plantas, así
como el poder obtener órganos intactos para estudiarlos. Gracias a estas técnicas se ha avanzado en
la investigación acerca de metabolismos internos de la planta, como el metabolismo de carbohidratos
y el fotosintético, permitiendo comprender de mejor manera el mundo vegetal (Thorpe, 2007). Al
lograr comprender los mecanismos, se pueden luego extrapolar a la utilización industrial, como por
ejemplo la producción de compuestos de interés comercial.

Condiciones ideales de cultivos y trasplante

Para el cultivo de tejidos vegetales se deben tomar en cuenta los pasos y materiales a utilizar
para que sea efectivo. Entre los medios más utilizados se encuentra el medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), modificándolo según sea conveniente con sales y vitaminas B5 (Phillips y Garda, 2019).
Existen otros medios de cultivo menos utilizados, como lo son el “Woody Plant Medium” y el “Driver
and Kuniyuki Woody plant medium”. Hay medios que se utilizan para aplicaciones más específicas,
como lo es el Nitsch y Nitsch, usado para el cultivo de tabaco con el objetivo de producir plantas
haploides, siendo un buen medio para inducir la androgénesis de otras plantas. Otro ejemplo es el
medio Kao y Michayluk, el cual fue creado para el cultivo de protoplastos, pudiendo ser utilizados
para la inducción de protoplastos de varias especies por su gran suplemento de B5, aminoácidos, otras
vitaminas, ácidos orgánicos y azúcares (Phillips y Garda, 2019). Para las condiciones de incubación,
los espacios deben tener un control de temperatura, poder variar la intensidad de luz, tomando en
cuenta las ondas, control de fotoperíodos y en algunos casos control de humedad. La temperatura
normalmente debe mantenerse constante dependiendo de la necesidad de la planta (entre 22 - 28°C),
aunque en algunos casos necesitan de tratamientos de calor y frío (siendo 35° de calor y 4°C de frío
los más comunes). Los períodos de luz tienden a ser de 16h, teniendo así 8h de oscuridad por día,
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pero pueden ser ajustados acorde a la especie de interés (Phillips y Garda, 2019).

Dependiendo del crecimiento del callo, se puede definir cuándo se debe trasladar del medio de
cultivo a un medio normal. Los callos, cultivos de proliferación de brotes y cultivos de enraizamiento
en medios semisólidos son típicamente sub cultivados a intervalos de 3 a 4 semanas, este tiempo
puede cambiar según el sistema de cultivo y las condiciones de incubación, pues podría llegar a ser
un tiempo de hasta 8 semanas (Phillips y Garda, 2019).

Cultivo de Capsicum annuum

El cultivo del chile pimiento ha sido de suma importancia por su utilización como vegetal alre-
dedor del mundo, el chile pimiento es la especie de Capsicum annuum que más se cultiva y sobre
la que más se investiga por su valor comercial. Su cultivo debe ser cuidadoso, se da en un clima
cálido o templado, la temperatura mínima para germinar y crecer es de 15°C, mientras que para
florecer y fructificar esta debe ser mínimo de 18°C , siendo ideal una oscilación entre los 20 y 25°C.
Es una planta exigente a la luz, principalmente en los primeros estadios de desarrollo y floración. La
humedad debe mantenerse entre el 50 y 70%, si es más elevada, se pueden desarrollar enfermedades
en las partes aéreas de la planta, dificultando la fecundación; si la humedad es baja y coincide con
altas temperaturas, la planta dejará caer las flores y/o frutos; mientras que una temperatura baja
durante el desarrollo dará lugar a formación de flores con anomalías, pétalos curvados y formación
de múltiples óvulos. El suelo debe ser profundo, suelto y rico en materia orgánica, con buen drenaje,
ya que es una planta sensible a la asfixia radicular. Debe tener un pH que fluctúa entre 6,0 y 6,5
y con una salinidad con valores de <1,5 mS/cm de CE en el extracto saturado del suelo y < 1,0
mS/cm de CE en el agua de riego, valores CE muy altos pueden dar origen a semillas necróticas
(Alvarez y Pino, 2018).

El primer cultivo celular exitoso de C. annuum fue reportado en china por Wang en 1973, desde
ese momento se han realizado diversos estudios para determinar la forma más eficiente de realizar
el cultivo celular (Irikova, Grozeva, y Rodeva, 2011). Entre los medios que se utilizan actualmente
se encuentra principalmente el medio MS, el cual ha exhibido eficiencia a la hora de producir la
planta haploide, y al utilizarlo de base se agregan distintos reguladores o aditivos para asegurar el
crecimiento de las plantas, o como experimentación para observar cambios en el crecimiento. La
fuente de carbono principal son comúnmente carbohidratos en una concentración del 3 %, siendo la
sacarosa la más común. Entre los reguladores más utilizados se encuentra la Kinetina, la cual cambia
en concentraciones si se busca una embriogénesis o una callogénesis, también se han realizado pruebas
combinando la kinetina con 6-benzyladenina, ácido 2,4-diclorofenoxiacético y ácido indol-3 acético.
En cuestión de temperatura se ha observado que las temperaturas alrededor de 35°C proveen los
mejores resultados para la producción (Irikova y cols., 2011).

2. Hormonas en cultivo de tejidos

Entre las hormonas más utilizadas se encuentra la kinetina, ácido 2,4-diclorofenoxiacético, 6-
benzyladenina, ácido indol-3-acético, ácido 1 - naftalenacético, ácido abscisico y ácido giberélico
(Irikova y cols., 2011) y (Jiménez, 2005). Para este estudio las hormonas que se utilizarán serán la
kinetina (kin), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el ácido 1 - naftalenacético (ANA).

Kinetina (Kin)

La kinetina fue la primer citoquina descubierta como hormona en plantas, como un producto de
degradación del ADN que promovía la división celular en plantas (Barciszewski, Massino, y Clark,
2007). La kinetina juega un rol importante en la activación de S6 quinasa en Arabidopsis, induciendo
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la fosforilación de la proteína S6 ribosomal y la activación del cognato quinasa, la cual está regulada
por fitohormonas (Barciszewski y cols., 2007). Esto es importante ya que las proteínas ribosomales
son conocidas por tener distintas funciones dentro de la regulación del metabolismo celular, así como
en la síntesis protéica (Y.-K. Kim y cols., 2014). La kinetina se utiliza en conjunto con 2,4-D para
lograr medios eficientes en la inducción de callos, ayudando la kinetina a estimular la división celular
y el control de morfogénesis(Dalila, Jaafar, y Manaf, 2012).

Ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

El 2,4-D fue el primer herbicida sintétido en ser creado a nivel comercial, siendo comúnmente
utilizado como herbicida para hojas anchas. Es un herbicida que mata a las dicotiledóneas de manera
selectiva sin afectar a las monocotiledóneas, imitando la auxina natural a un nivel molecular (Song,
2014). 2,4-D es estructuralmente y funcionalmente parecida a la auxina natural ácido-3-indol-acético
(IAA), funcionando también como una auxina activa en planta. La razón por la que 2,4-D puede ser
utilizado como herbicida es que a pesar que actúa y se ve como una auxina, las plantas no pueden
metabolizarla (Song, 2014). Se ha observado que la presencia de 2,4-D promueve la inducción de
callos en cultivo de tejidos en distintas especies de plantas (Tahir, Victor, y Abdulkadir, 2011), a
pesar de su efecto para una proliferación celular rápida, se ha observado que la auxina debe removerse
del medio luego de la generación del callo para que este pueda regenerarse de la mejor manera (Zheng
y Konzak, 1999).

Ácido 1-naftalenacético (ANA)

El ANA es una hormona sintética de la familia de las auxinas, es muy similar al ácido idoleoacético
en plantas. Sus funciones son principalmente la estimulación de la división celular, elongación celular,
elongación de brote, síntesis de ARN, permeabilidad de membrana y absorción de agua. ANA ha
sido utilizado para lograr mejor calidad y cantidad de frutas en árboles de plantas, principalmente
en Europa, Estados Unidos y Japón (Basuchaudhuri, 2016). ANA es activo en la generación de
raíces, produciendo un crecimiento rápido de raíces cortas y gruesas (Lopez, 2017). Se debe observar
la aplicación de ANA, ya que la aplicación puede afectar a la planta de manera positiva como
suplemento, o interfiriendo con la síntesis, translación o inactivación de los niveles de hormonas
naturales en la planta (Basuchaudhuri, 2016).

D. Genética de Capsicum annuum

C. annuum posee 12 cromosomas, con un tamaño de genoma de 3.2Gb (NCBI, 2017). Se han
identificado nueve genes que afectan a la altura de la planta, cuatro tipos de fenotipos flácidos, así
como genes responsables de los hábitos de las ramas, en donde se han observado genes que controlan
el crecimiento y número de ramas en la misma, así como el gen supresor (Wang y Bosland, 2006). Se
ha reportado que controlando la redondez de la fruta existe una relación entre los genes A y O de
6.5cM y afectando el color del fruto se encontró un gen en el cromosoma 3 (Wang y Bosland, 2006).
Han encontrado al menos 20 genes responsables por una esterilidad masculina, encontrándose entre
estos los genes ms-3, ms-4, ms-6, ms-7, y ms-8, siendo los más comunes a la hora de irradiar a la
planta, además de expresarse principalmente en esterilidad del polen. En C. annuum el gen recesivo
responsable por la esterilidad funcional es el fms. En resistencia a enfermedades, se ha observado que
posee resistencia contra la bacteria del punto de hoja, contra antracnosis, nemátodos (Meloidogyne
acrita) y tiene el gen Bzt que es responsable de la tolerancia contra el bentazon (Wang y Bosland,
2006).
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1. Genes asociados a la producción de semilla de Capsicum annuum

La producción de chile pimiento sin semillas se ha dado por mutagénesis inducida utilizando
metanosulfonato de etilo (EMS), al ser un mutagénico que induce mutaciones puntuales al ser utili-
zado en puntos específicos del desarrollo (Alcantara, Bosland, y Smith, 1996). Una forma utilizada
para obtener híbridos en la producción de semillas es al controlar el gen recesivo nuclear ms, el cual
está caracterizado por causar esterilidad masculina. En este caso se puede tener tanto la esterilidad
masculina génica (EMG) y la esterilidad masculina citoplásmica (EMC). Los mutantes con EMC son
sensibles a la temperatura y son más inestables, dando así líneas que producen poco polen cuando
la temperatura baja de las ideales, por lo que su utilización en la industria es difícil, ya que las
interacciones entre los genes y la temperatura son fuertes. Tomando en cuenta esto, es difícil sacar
provecho de manera industrial de la EMC, por la sensibilidad que estos tienen y el resultado distinto
que se puede obtener dependiendo del ambiente en el que se encuentre la planta (Swamy, Hedau,
G.v., Kant, y Pattanayak, 2017). El gen ms-12 es un gen nuclear de esterilización masculina que se
ha utilizado para lograr híbridos en semillas. El gen ms10 es uno de los que controla la esterilidad
masculina, pero es complicado incorporarlo a la hora de querer realizar un híbrido, en el estudio
de Aulakh (2016) identificaron los marcadores SRR AVRDC-PP12 and AVRDC_MD997* que se
encuentran relacionados con el gen ms10 (Aulakh, Dhaliwal, Jindal, Schafleitner, y Singh, 2016).

Tanaka y otros, 2019 caracterizaron e identificaron un pimiento C. annuum mutante sin semillas,
el cual fue denominado como tn-1. El chile que utlizaron fue el Yume-matsuri, un chile ornamental
japonés, el cual mutaron al tratarlo con metanosulfonato de etilo (Tanaka y cols., 2021). Identificaron
el gen mutado responsable de que no haya semillas en el fruto por medio de un marcador CAPS,
que realizaron basándose en un SNP de una región cercana identificada previamente por un BSA. El
producto luego fue digerido con enzimas de restricción, específicamente Hinf1, en donde con el corte,
se pudo observar en donde se encontraba la mutación, así como si la planta mutada era heterozigota
u homozigota para el gen (Tanaka y cols., 2021).

Luego en estudios posteriores, Maki y otros en el 2023 identificaron que la mutación de CaCKI1
causa pimientos sin semilla en el chile Yume-matsuri. El cual podría ser la mutación que cause tn-1.
El gen CaCKI1 no mutado es el que codifica para la histidina kinasa involucrada en el desarrollo
del gameto femenino (Maki y cols., 2023). En el análisis observaron que hay una inserción de 3pb
en el gen candidato, en donde el chile WT luego de la amplificación el fragmento presentó 96pb y el
mutado el fragmentó midió 99pb (Maki y cols., 2023).

E. Análisis de genoma

El genoma es el set completo de ADN, en donde se encuentra toda la información de los orga-
nismos. Al realizar un análisis del genoma, el objetivo es la identificación, medición y comparación
de las características genómicas, como lo es el ADN, la variación estructural del mismo, la expresión
de genes, la regulación o mal funcionamiento de un elemento desde un punto genómico (Nature
portafolio, 2023). Desde su inicio en 1990 el análisis del genoma es un acercamiento revolucionario
en el estudio de la estructura y función de los genes de un organismo. Actualmente las técnicas
de secuenciación se han refinado, existiendo tecnologías como la secuenciación de nueva generación,
lo que ha hecho posible el secuenciar, construir y analizar el genoma de diversas plantas. Gracias
a este progreso ahora hay aún más modelos de organismos, que apoyan a los estudios ecológicos,
económicos y de agricultura. No se debe olvidar que la parte más importante y más difícil del aná-
lisis genómico es tener resultados interpretados, ya que los datos crudos no son comprensibles ni
utilizables fácilmente (Gülsüm, 2016).
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1. Extracción de ADN

La extracción de ADN es el punto de partida para cualquier investigación que se lleve a cabo
en la biología molecular. La primera extracción de ADN fue realizada por Friedrich Mieser en 1869,
cuando accidentalmente purificó ADN del núcleo mientras investigaba las proteínas de los leucocitos
(Dahm, 2005). Los pasos en los que consiste una extracción de ADN exitosa son los siguientes:
Primero se debe dar la disrupción del citoplasma y membranas nucleares, luego se debe separar y
purificar el ADN de los otros componentes del lisado celular, como lo son los lípidos, proteínas y
otros ácidos nucléicos, y por último se debe concentrar y purificar el ADN. Al extraer el ADN se
debe estar seguro que las proporciones y método de extracción permitirán utilizar el resultado para
el resto de las aplicaciones que se le quiera dar (Dairawan y Shetty, 2020).

Análisis de PCR

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica de laboratorio que de manera
rápida va a producir millones de copias de un segmento específico del ADN para que luego pueda
ser estudiado en mayor detalle. Para esto se utilizan pequeños fragmentos de ADN realizados sinté-
ticamente llamados primers u oligonucleótidos, los cuales indicarán a la polimerasa el segmento que
se desea amplificar (Smith, 2023). Otros componentes claves de la PCR son las enzimas, los des-
oxirribonucleótidos trifosfatados o dNTPs, magnesio, una solución amortiguadora y agua. La PCR
tiene tres etapas principales, las cuales son desnaturalización, hibridación y extensión, las cuales se
realizan a distintas temperaturas y por distintos tiempos. Todo el proceso se realiza en un termo-
ciclador (Tamay de Dios, Ibarra, y Velasquillo, 2013). Últimamente han surgido nuevas técnicas y
tecnologías para realizar una PCR, como la qPCR o la PCR en tiempo real, las cuales se utilizan
dependiendo el objetivo que se tenga en el experimento. En el caso de una PCR convencional, el
resultado se podrá observar en una electroforesis para luego continuar con el estudio, el cuál puede
ser un análisis de alelos por tamaño de la banda, o una secuenciación al cortar el pedazo de interés
del gel (Peña-Castro, Gregorio-Ramírez, y Barrera-Figueroa, 2013).

2. Librerías genómicas

Una librería genómica es un set de clones de ADN que idealmente contienen el contenido completo
de ADN del genoma para el cual fueron creadas (Nierman y Feldblyum, 2001). La construcción de
librerías permite realizar una análisis crítico de la función de los genes, así como detectarlos y
relacionarlos con genes de distintas fuentes. Las librerías genómicas son utilizadas para ensamblar
la gran cantidad de secuencias e información que produce la secuenciación de nueva generación;
también pueden ser utilizadas para descubrir y optimizar procesos bioquímicos (Godiska, 2013).

Secuenciación

La secuenciación de ADN consiste en determinar el orden correcto de las pares de bases que
componen a el ADN, con esta información se puede analizar un organismo, así como sus funciones
regulatorias y mutaciones (NIH, 2019). La primera secuenciación fue introducida por Sanger en 1975,
al publicar un método rápido para determinar secuencias de ADN mediante síntesis cebada con ADN
polimerasa. En 1977 se publicaron dos artículos, la técnica de secuenciación de ADN didesoxienzi-
mático de Frederick Sanger y la degradación química de Allan Maxam y Walter Gilbert; con estos
dos artículos se incluyeron los primeros secuenciadores de ADN automatizados liderado por Caltech,
que luego fue comercializado por distintas casas comerciales. El refinamiento y comercialización del
método de secuenciación condujo a una amplia difusión en la comunidad de investigación mundial
(Pareek, Smoczynski, y Tretyn, 2011). En el 2000 Jonathan Rothberg desarrolló la primera plata-
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forma comercial para el next generation sequencing (NGS), esta técnica fue validada exitosamente
al combinar una emulsión de una sola molécula de PCR con una secuenciación de pistola. A partir
de esto se ha desarrollado e indagado más en las técnicas, lo que ha ayudado a indagar aún más en
distintos temas, teniendo un impacto altamente positivo en la investigación con mamíferos (Pareek
y cols., 2011).

Herramientas bioinformáticas

La información que nos brindan las distintas técnicas de investigación, como lo es la secuenciación,
viene en una gran cantidad de datos, que si no son interpretados y trabajados de manera correcta, no
van a ser útiles para la investigación o la búsqueda de respuestas. Las herramientas bioinformáticas
y todo su campo, brindan una forma de analizar las grandes cantidades de información en el menor
tiempo posible y la mejor comprensión del mismo. La bioinformática tiene tres objetivos, el primero
es ordenar los datos en una forma que los investigadores tengan acceso a la información previa y que
puedan agregar la nueva información mientras la producen. El segundo es proveer las herramientas
necesarias para el análisis de los datos, como lo puede ser el comparar secuencias con otras ya
existentes. Por último es el utilizar estas herramientas para interpretar los resultados de una manera
biológicamente relevante, en donde puedan ser aplicados y comparados con el fin de lograr nuevo
conocimiento (Luscombe, Greenbaum, y Gerstein, 2001).
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CAPÍTULO V

Antecedentes

A. Cultivo de tejidos en Capsicum annuum

El cultivo de tejido en Capsicum annuum, la variante de chile morrón, fue lograda por primera
vez por Wang, en 1973, en Ghina. Continuando con el cultivo de chiles, George y Narayannaswamy
logró la regeneración por medio de tejidos en india el mismo año (Irikova y cols., 2011). Como base
para la investigación, se utilizó el artículo de Umamaheswari y Lalitha (2007), en donde se observa
el efecto de distintas hormonas para el creccimiento de Capsicum annuum L. o chile morrón en
la inducción de callos y producción de capsina. Se tomaron las concentraciones de hormona que
utilizaron en donde obtuvieron un mayor número de callos y un mejor crecimiento, para observar si
de igual manera se logra una mejor inducción de callos en el chile mirasol.

B. Genes asociados a la producción de semillas

Las semillas son sumamente importantes para las plantas, al ser la forma en la que estas son
capaces de reproducirse. Los frutos de la planta juegan un rol importante en la maduración de la
semilla, protección y dispersión de la misma, ayudándose de animales y pájaros que se alimenten de
los frutos y con el movimiento diseminen las semillas (Valenta, Nevo, Martel, y Chapman, 2017). Hay
múltiples genes que juegan parte en la producción de semilla en una planta, por ejemplo los genes
HAIKU1 (IKU1) e IKU2 en Arabidopsis controlan el tamaño de la semilla al afectar el desarrollo
del endosperma (Martínez-Andújar, Martin, y Nonogaki, 2011). De igual manera el gen Sw4.1 es de
suma importancia para el tamaño de semilla en Solanum, en donde se puede ver principalmente en
el tomate cultivado (Solanum lycopersicum) (Martínez-Andújar y cols., 2011).

Se ha observado que al agregar auxinas al cultivo, estas promueven el crecimiento y la aparición
de la fruta en el desarrollo, por lo que aplicar fitohormonas ha sido una práctica común para producir
frutos sin semillas (Tanaka y cols., 2021). Naturalmente se pueden encontrar frutos mutantes sin
semillas que pueden deberse a distintos factores genéticos, como lo puede ser la partenocaría, en
donde se desarrollan frutos sin polinización; y la esternospermocarpia, en donde el óvulo aborta sin
producir células maduras para la semilla. En el mismo contexto la esterilidad masculina o femenina
en la planta también puede causar frutos sin semillas (Tanaka y cols., 2021). En el caso del chile C.
annuum las semillas no son una característica deseable a la hora del consumo. El equipo de Tanaka
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(2021) encontró la mutación tn-1, en chile Yume-matsuri sin semilla. Se observó que esta mutación
se encuentra en el cromosoma 12 de la planta, y podría estar asociada a la producción de fruto sin
semilla. Esta mutación si presenta cambios de características en el fruto, pero no se han observado
cambios negativos en la forma de las hojas y la morfología de la flor. Al realizar un análisis genético
más riguroso, observaron que esta mutación produce esterilidad, ya que los óvulos son abortados
antes de formar una semilla madura luego de la polinización (Tanaka y cols., 2021).

Continuando la misma linea de investigación, el equipo de Maki (2023) identificó y caracterizó el
gen CaCKI1, en donde al insertar una lysina (K) en el exón, el fruto no tenía semilla. Este estudio
sugiere que la inserción puede reducir la fosforilación de CaCKI1, impidiendo un desarollo normal del
gametofito femenino, resultado en la producción de frutos sin semilla de tn-1 (Maki y cols., 2023).
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CAPÍTULO VI

Metodología

A. Diseño y enfoque

1. Diseño, enfoque y tipo de investigación

La investigación tiene un diseño experimental, específicamente cuasi experimental, ya que sola-
mente se cuenta con manipulación de variables y grupo control pero no con aleatorización.

2. Población y muestra

La muestra se tomó de plantas de chile mirasol cultivado en San Antonio Palopó. Comenzando
el experimento con 4 magentas por tratamiento, y que en cada magenta haya 4 explantes.

3. Criterios de inclusión y exclusión

En el muestreo se incluyen hojas de plantas jóvenes de chile mirasol. Se excluye cualquier otra
parte de la planta, así como otros tipos de chile o planta.

4. Variables

Las variables involucradas en la investigación se describen en el Cuadro VI.1.
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Nombre Definición Naturaleza Interrelación Unidades de medi-
ción

Hormonas Concentración de
hormonas utiliza-
das en los distintos
tratamientos

Cuantitativa Independiente mg/L

Número de callos Cantidad de callos
producidos por ex-
plantes

Cuantitativa Dependiente Conteo

Presencia de genes
productores de se-
milla

Observación de la
presencia de genes
productores de se-
milla de chile mo-
rrón en chile mira-
sol

Cualitativa Independiente N/A

Cuadro VI.1: Descripción de variables

5. Hipótesis

Hipótesis nula: El uso de las fitohormonas 2,4-D, Kin y ANA no aumentará la cantidad de callos
producidos por cultivo de tejidos para chile mirasol (Capsicum annuum).

Hipótesis alternativa: El uso de las fitohormonas 2,4-D, Kin y ANA aumentará la cantidad de
callos producidos por cultivo de tejidos para chile mirasol (Capsicum annuum).

Hipótesis nula: Las regiones de de genoma responsables de la producción de semilla que se en-
cuentran en chile Yume-matsuri (Capsicum annuum), no se encuentran en el chile mirasol (Capsicum
annuum).

Hipótesis alternativa: Las regiones de de genoma responsables de la producción de semilla que se
encuentran en chile Yume-matsuri (Capsicum annuum), también se encuentran en el chile mirasol
(Capsicum annuum).

B. Metodología

1. Cultivo de chile mirasol a partir de semillas

Obtención de semillas

Las semillas se puede encontrar en las áreas del altiplano central de Guatemala. Se compraron
semillas de agricultor proveniente de San Antonio Palopó.

Siembra y crecimiento de semillas de chile mirasol in vitro

Se colocaron dos semillas por cada bolsa de oganza. Se sumergieron en una solución de NaClO al
0.4 %(p/v) por 1 minuto. Luego se descartó el NaClO y las semillas se sumergieron en una solución
de etanol al 70% durante 1 minuto. Se ingresaron en la campana de flujo laminar mientras se
encontraban en la solución de etanol. Se lavaron tres veces con agua destilada estéril, cada lavado
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duró un minuto. Con la ayuda de pinzas estériles se sacó cada una de las semillas y se secaron
cuidadosamente utilizando mayordomo estéril. Una vez secas se colocaron en magentas con medio
MS previamente preparado. En cada caja se colocaron 5 semillas para su germinación. Cada semilla
se sembró de manera que solamente quedara la mitad de la semilla cubierta por el medio (Rojas,
2023).

Las magentas con semilla se colocaron en un ambiente oscuro hasta que las semillas germinaran,
en este caso fueron 14 días. Una vez germinadas, se trasladaron a un ambiente con luz en intervalos
de 12 horas (Beltrán-Burboa, López-Peralta, Hernández-Meneses, y Cruz-Huerta, 2019).

Luego de aproximadamente 15 días de la germinación, se comienza a observar un tallo y raíz.
Estas plantas germinadas se sacaron del medio original con ayuda de pinzas. Luego las raíces se
lavaron con agua destilada, para quitar cualquier rastro de medio viejo, secándolas por último con
mayordomo antes de ingresarlas a un nuevo medio de cultivo MS, colocando solamente una planta
por caja.

Una vez las plantas crecieron más en tamaño, se les colocó una caja magenta encima para no
interferir con su crecimiento. Simultáneamente se preparó un sistema con dos cajas magenta y tierra
suave con piedras pequeñas y un poco de agua, el cual se esterilizó en la autoclave. La planta se sacó
cuidadosamente del medio de cultivo, se lavaron las raíces con agua destilada, procurando quitar
cualquier resto de medio de cultivo, se secaron con mayordomo estéril y se trasplantaron a la tierra
(Amiri y Mohammadi, 2021).

Siembra de semilla de chile mirasol en la tierra

Se cultivaron las semillas en una bandeja de germinación, con tierra peat moss. Se colocaron en
la oscuridad hasta su germinación, la cual tardó aproximadamente 13 días. Luego fueron expuestas
a la luz durante la mañana y la tarde, evitando dejarlas a los rayos del sol al medio día. Una vez
crecidas las plantas se trasladaron a un invernadero, en donde fueron trasplantadas a macetas. Estas
plantas se mantuvieron en el invernadero durante el resto del experimento. En la Figura VI.1 se
pueden observar las plantas de chile mirasol utilizadas para el experimento, así como el fruto del
chile.
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Figura VI.1: Plantas de chile mirasol
Se pueden observar las plantas de chile mirasol utilizadas durante el experimento, donde en A se

observan las plantas en sus primeras semanas de crecimiento, en la Figura C se observan las
plantas luego de aproximadamente 60 días y en la B se puede observar el fruto del chile.

2. Cultivo de tejidos por medio de hojas de chile mirasol

Se tomaron hojas de las plantas de chile mirasol jóvenes, las tomadas para este experimento
se encontraban ente 4 y 10 semanas, se lavaron con agua de llave para retirar cualquier partícula.
Se colocó cada hoja en una bolsa de oganza, luego se sumergieron en agua desmineralizada con
una gota de Tween 20®por cada 100mL de agua, se colocó en agitación durante 10 minutos. Una
vez pasado el tiempo, se realizaron tres lavados con agua desmineralizada, después se agregó una
solución de NaClO al 0.04 %(p/v) y se colocó en agitación durante 10 minutos (Ticona Aliaga y
Triguero Triguero, s.f.). Se realizaron tres lavados con agua desmineralizada y se agregó una solución
de Banrot ®a 0.5mg/L, colocándolo en agitación durante 10 minutos. Se realizaron tres lavados con
agua desmineralizada estéril, y se agregó una solución de etanol al 70% durante 1 minuto. Mientras
se encontraban en el etanol se ingresaron a la campana y se les realizaron tres lavados con agua
estéril. (García Lozano, Ocampo Guerrero, y Mesa López, 2015).

De una bolsa de oganza, se sacó la hoja desinfectada utilizando pinzas estériles, está se colocó en
un mayordomo estéril sobre una caja petri. Se tomaron explantes de la hoja de C. annuum con un
tamaño de 1 x 1 cm, los cuales se cortaron con la ayuda de un bisturí estéril y cuadrados de papel
1x1 previamente esterilizados (Park, Kim, Jeon, y Kim, 2021).

Simultáneamente, se realizaron 6 medios con distintas concentraciones de hormonas y un medio
control. Para el medio base, se utilizó medio básico MS, en donde un litro de medio se realizó con
los siguientes reactivos: sacarosa (30g/L), 100mL de solución de macronutrientes, 1mL de solución
de micronutrientes , 2mL de solución de vitaminas, 10mL de solución de calcio, 10mL de solución de
hierro, 900µL Luna®Experience 40SC y 2g de agar rite. Se llevo el pH del medio a 5.7 con NaOH
y HCl.

Para los medios experimentales se utilizaron diferentes fitohormonas, siendo estas, ácido 1-
naftalenacético (ANA), ácido 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina (Kin), las concentraciones
utilizadas se pueden observar en el Cuadro XII.1 (Umamaheswa y Lalitha, 2007). Se esterilizaron
los medios en la autoclave durate 15 minutos a 121°C, y se colocaron en magentas. Se mantuvieron
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a una temperatura ambiental de 26±2°C y una humedad relativa de 30 % (Beltrán-Burboa y cols.,
2019).

Medio ANA (mg/L) 2,4-D (mg/L) Kin (mg/L)
T1 - - -
T2 0.2 - 0.5
T3 - 2.0 0.5
T4 0.75 - 0.5
T5 - - 0.5
T6 - - 1.0
T7 - - 1.5

Cuadro VI.2: Concentraciones de fitohormonas en cada medio de cultivo

Se utilizaron cuatro (4) cajas de medio de cultivo por tratamiento, teniendo un total de 28 cajas.
A cada caja se le colocaron 4 explantes de hoja de 1x1 cm, como se puede observar en el Cuadro
VI.2. Las cajas se sellaron con parafilm y se colocaron a la luz en intervalos de 12 horas.

Figura VI.2: Cajas con explantes de chile mirasol
Se puede observar en la Figura A un ejemplo de explantes recién sembrados, mientras que en la

Figura B se puede observar la incubación de los explantes con lámparas de luz en intervalos de 12
horas.

Conteo y análisis visual de callos

Para observar el efecto de la inducción de callos por las hormonas de crecimiento, se observaron
los callos constantemente, anotando sus cambios durante 40 días (Park y cols., 2021) y (H. Kim
y Lim, 2019). En caso de haber contaminación en alguna parte del proceso, si la contaminación
era causada por hongos, se descartó la caja sin abrirse, mientras que si la contaminación era con
bacteria, se descontamino sumergiendo el explante brevemente en etanol al 70%, luego lavándolo
con agua estéril y por último secándolo con mayordomo, pasándolo a un nuevo medio de cultivo sin
contaminación. Luego del tiempo establecido, se sacaron los callos de las cajas magenta para todos
los tratamientos y se midió cada callo en ancho, profundidad y altura con un vernier. (Poeaim,
Poeaim, Poraha, Pongjaroenkit, y Pongthongkam, 2016).
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Regeneración de la planta a partir del callo

Para la regeneración de la planta los callos se transfirieron a cajas magenta con medio MS, al
cual se le agregó 0.5mg/L ácido 1 - naftalenacético (ANA), procurando un pH de 5.7. Se incubaron
a 25°C en condiciones de luz.

3. Amplificación de genes asociados a la producción de semilla

Extracción de ADN

El ADN fue extraído de hojas jóvenes utilizando el protocolo de extracción de ADN basado en
CTAB-Cloroformo, basado en el procedimiento de Doyle y Doyle con modificaciones del Laboratorio
de Protección Vegetal.

Se seleccionaron 6 hojas y se colocaron en un tubo abierto, cerrando con la tapadera para dejar
discos de las hojas dentro del tubo. Se precalentó el Buffer de extracción CTAB a 65°C, se incubó
la muestra a -20°C durante 20 minutos. Se agregaron a la muestra 600µL del buffer de extracción
CTAB, precalentado a 65°C, y se maceró durante 30 a 60 segundos. Se incubó a 65°C durante 15
– 30 minutos. Durante la incubación se colocó una gradilla a -20°C en el congelador. Luego de la
incubación, se dejaron enfriar las muestras durante 5 minutos en la gradilla fría y se esperó a que
alcanzara temperatura ambiente. Se agregaron 500µL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se
vortexeó la mezcla por 10 segundos, o hasta que se observe una solución lechosa homogénea. Se
centrifugó a 13,000rpm por 10 minutos, o hasta que se observe una separación de fases. Se transfirió
el sobrenadante a un nuevo tubo. Se agregó al sobrenadante 1 volumen de isopropanol frío y 1/10 de
volumen de acetato de amonio 7.5M. Se mezcló por inversión e incubó a -20°C durante 20 minutos.
Se centrifugaron las muestras a 13,000rpm por 10 minutos. Se descartó el sobrenadante, se lavó el
pellet con 150µL de etanol 70 % frío y se centrifugó a 13,000rpm durante 5 minutos. Se descartó
el sobrenadante y se secó el precipitado al aire por 45 minutos o en el horno a 30°C por 10 a 20
minutos. Se resuspendió el pellet en 50µL de buffer TE precalentado a 65°C. Se almacenó el ADN
resuspendido a 4°C. (Doyle y Doyle, 1987; Laboratorio de Protección Vegetal, s.f.).

Búsqueda de genes de interés

Se comenzó con una revisión bibliográfica, en donde se hizo una investigación exhaustiva para
encontrar genes ya descubiertos que pudieran estar relacionados a la producción de semilla en C.
annuum. El criterio principal de selección para los genes fue la información disponible de investiga-
ciones previas. Se seleccionaron los genes tn-1 y CaCKI1. Estos genes fueron encontrados en el chile
Yume-matsuri (C.annuum), pudiendo ser los causantes al estar mutados de no producir semilla. El
gen tn-1 mutado puede producir esterilidad, ya que los óvulos son abortados antes de formar una
semilla madura luego de la polinización (Tanaka y cols., 2021). El gen CaCKI1, al insertar una lysina
(K) en el exón, se puede reducir la fosforilación del mismo gen, impidiendo un desarrollo normal del
gametofito femenino, resultando en la producción de frutos sin semilla (Maki y cols., 2023). En los
artículos principales para cada uno de estos genes se encontraban las secuencias de cebadores, así
como las secuencias de los genes no mutados. Esto fue parte clave de la selección de los mismos, ya
que se pudo replicar la PCR realizada por Tanaka y Maki, observando así si los cebadores de igual
manera podrían ser utilizados en el chile mirasol y sí los genes amplificados tendrían los tamaños
descritos por los autores. De igual forma al tener las secuencias de los genes no mutados, se podrá
en el futuro realizar una secuenciación y comparar con la información provista por los autores si
efectivamente se tienen los genes en el chile mirasol,
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PCR para amplificación de zonas de interés

Se cuantificó el ADN en un Nanodrop ®, y se realizaron las diluciones correspondientes con
buffer TE hasta llegar a 100ng/µL. Se realizó el master mix para la PCR, con las concentraciones
que se pueden observar en el Cuadro VI.3, agregando 1µL de ADN por reacción, para hacer un total
de 25µL (Promega, s.f.).

Reactivo Concentración
green gotaq® 1X

dNTPs 0.2mM
Primer F 0.4µM
Primer R 0.4µM
Go taq pol 0.008µM

Cuadro VI.3: Concentraciones y reactivos utilizados para realizar Mastermix para la PCR

Se agregó 1µL de ADN por muestra, a partir de un stock de 150ng/L de ADN. Se realizó
una PCR buscando dos fragmentos de ADN. El fragmento Chr12_235495618_CAPS (tn-1 ) fue
amplificado a partir de los oligonucleótidos Chr12_235495618_CAPS_Hinf1_F: AGGTGTAGA-
CATCACCCTACCC y Chr12_235495618_CAPS_Hinf1_R: TGGGAACAAAGGACCTTAAAAA
(Tanaka y cols., 2021). Se realizaron tres PCR con distintas temperaturas de templado, utilizando
la temperatura descrita por Tanaka, la temperatura ideal tomando en cuenta la Tm comercial de
los oligonucleótidos y el promedio entre la temperatura de Tanaka y la temperatura ideal. Procedi-
miento de PCR según Tanaka: 1 ciclo de 2 minutos a 96°C; 35 ciclos de 10s a 98°C, 30s a 55°C y 1
minuto a 68°C; con una extensión final de 5 minutos a 68°C (Tanaka y cols., 2021). Procedimiento
de PCR promediado: 1 ciclo de 2 minutos a 96°C; 35 ciclos de 10s a 98°C, 30s a 57.8°C y 1 minuto
a 68°C; con una extensión final de 5 minutos a 68°C. Procedimiento de PCR a partir de Tm: 1 ciclo
de 2 minutos a 96°C; 35 ciclos de 10s a 98°C, 30s a 60.6°C y 1 minunto a 68°C; con una extensión
final de 5 minutos a 68°C. Se espera una banda entre 250-300pb (Tanaka y cols., 2021).

El fragmento CA12g21620 (CaCKI1 ) fue amplificado a partir de los oligonuceótidos CaCKI1_F:
TGAAGCAACCAAACGCATTA y CaCKI1_R: TCGGTTTCTTCCTTTTCTGTATG (Maki y cols.,
2023). Se realizaron dos PCR con distintas temperaturas de templado, utilizando la temperatura
descrita por Tanaka y la temperatura ideal tomando en cuenta la Tm comercial de los oligonucleó-
tidos. Procedimiento de PCR según Tanaka: 1 ciclo de 2 minutos a 96°C; 35 ciclos de 10s a 98°C,
30s a 55°C y 1 minuto a 68°C; con una extensión final de 5 minutos a 68°C (Tanaka y cols., 2021).
Procedimiento de PCR promediado: 1 ciclo de 2 minutos a 96°C; 35 ciclos de 10s a 98°C, 30s a
56.8°C y 1 minuto a 68°C; con una extensión final de 5 minutos a 68°C. Se espera una banda de
96pb (Maki y cols., 2023).

Visualización de resultados en gel de agarosa y en gel de poliacrilamida

Se realizó un gel de agarosa al 2 % a partir de TAE 1X. Se cargaron 4µL de producto de PCR
mezclado con 1µL de Diamond™Nucleicacid dye. Se utilizaron dos escaleras moleculares, una de
100pb y una de 50pb, de las cuales se cargaron 1.5µL mezclado con 1µL de Diamond™Nuceicacid
dye. Se corrió la electroforesis durante 1 hora a 70 voltios y 500 amperios. Se visualizó en un
transiluminador con luz UV para observar las bandas amplificadas.

Al haber dos bandas en el gel de tn-1, se realizó una electroforesis en geles de poliacrilamida,
para poder separar de mejor manera los fragmentos. Se utilizó el mismo procedimiento que descrito
anteriormente para el master mix y la PCR, utilizando el colorless 5X GoTaq ®Reaction Buffer en
lugar del Green 5X GoTaq®Reaction Buffer utilizado anteriormente.

Se preparó una solución de poliacrilamida al 10%, mezclando 6.6mL de agua destilada, 2.4mL de
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Buffer SB 5X, 3mL de acrilamida, 20µL de TEMED y 20µL de APS. Se agitó la solución inmedia-
tamente y se vertió entre el vidrio espaciador y el vidrio corto, evitando la formación de burbujas.
Se dejó polimerizar durante una hora. Luego se cargaron las muestras, agregando 4µL de muestra
y 1µL de stop mix. Se corrió durante 1 hora a 130 voltios, con un amperaje de 500. Para teñir,
se colocó el gel en un recipiente con 150mL de solución de fijación y se agitó durante 20 minutos.
Luego se recuperó la solución en el erlenmeyer y se realizaron tres lavados con agua desmineralizada
por dos minutos cada uno. Se agregaron 150mL de solución de tinción y se agito por 20 minutos.
Se recuperó la solución de tinción y se lavó con agua desmineralizada por 10 segundos. Se agregó
150mL de solución de revelado a 4°C y se agitó hasta que se revelaron las bandas. Una vez se tuvo
la intensidad deseada, se vertió la solución de fijación para detener la reacción. Se agitó hasta la
completa neutralización. Por último, se escanearon los geles y se guardaron en acetato para posterior
análisis.

4. Análisis de datos

El análisis para determinar la diferencia de tratamientos, tanto para la inducción de callos como
para el tamaño que estos obtuvieron, se realizó un ANOVA con un α < 0.05 y una comparación de
medias por Tukey utilizando minitab (minitab, s.f.).

24



CAPÍTULO VII

Resultados

A. Cultivo de tejidos por medio de hojas de chile mirasol

1. Siembra de semillas en medio de cultivo

En la Figura VII.1 se puede observar una de las plantas de chile mirasol ya crecidas, en donde se
ve la comparación entre la siembra y el resultado final. Cuando la planta comenzó a crecer se colocó
una unión de magenta y otra caja encima para permitirle el crecimiento. Algunas de las plantas
tornaron sus hojas a amarillas a los 48 días, por lo que se cambiaron a tierra estéril, donde luego de
unos días sus hojas volvieron al color verde característico y como se observa en la Figura VII.1.

Figura VII.1: Resultado de siembra de semillas
En la Figura A se puede observar la caja S5 con las semillas sembradas hasta la mitad del medio.
En la Figura B se puede observar una de las semillas germinadas y crecidas, la cual se cambió a

tierra.
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2. Desinfección de explante

Durante el experimento se tuvo un total de 126 cajas, con distintos tratamientos, de las cuales
solamente 82 cajas (69.49%) se contaminaron y murieron antes de cumplir el tiempo para observar la
presencia o ausencia de callo. La pérdida de cajas durante el experimento se dio por contaminación,
cuando las contaminaciones fueron ligeras y de bacteria, se desinfectaron los explantes con etanol
al 70 %, pero cuando la contaminación fue intensa o con hongos, se descartó la caja. Los primeros
medios y métodos desinfección de los explantes no contenían fungicida, este cambio se implementó
luego de observar la gran contaminación provocada por hongos durante el experimento. En la Figura
VII.3 se puede observar la comparación de cuantas cajas llegaron al final del experimento cuando
no se utilizó fungicida y luego de utilizarlo. De todas las cajas sin fungicida, un 85.87% fueron
descartadas, mientras que un 14.13% sí llegó al final del experimento, a diferencia de las cajas en
donde se implementó el uso de Luna y Banrot, donde un 69.70% de las cajas si llegaron a ser
contadas y un 30.30 % fueron descartadas por contaminación. En la Figura VII.2 se puede observar
un ejemplo de contaminación por hongo.

Figura VII.2: Ejemplo de contaminación por hongo
Se puede observar un ejemplo de contaminación por hongo en la caja del tratamiento 5. Siendo la

contaminación de color naranja.
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Figura VII.3: Comparación entre cajas con fungicida y sin fungicida
La comparación se realizó utilizando como 100% la cantidad de cajas totales para cada caso,

siendo 85 cajas sin fungicida y 33 cajas con fungicida.

3. Efectividad de las fitohormonas en la inducción de callo en los medios
de cultivo

Se puede observar en la Figura VII.4, los explantes en distintos tratamientos luego de más de
30 días, en donde se puede observar para cada uno de ellos tanto un avance en el crecimiento e
inducción de callos, como lo es en C, o que no hay ningún crecimiento en los mismos. La formación
de callos se comenzó a observar entre los 14 y 20 días, para los explantes que sí generaron callo.

Figura VII.4: Cajas con callo
En la Figura A se observa el tratamiento 1, en la Figura B se observa el tratamiento 2, en la

Figura C se observa el tratamiento 3, en la Figura D se observa el tratamiento 4, en la Figura E se
observa el tratamiento 5, en la Figura F se observa el tratamiento 6 y en la Figura G se observa el
tratamiento 7. Todas las imágenes se tomaron cuando ya había inducción de callo en cada uno de

los tratamientos, o luego de una cantidad de días mayor a 30 en caso no tenga callo.
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Los callos que crecieron se midieron como se observa en la Figura VII.5 C, al sacarlos de la caja
y colocarlos en un mayordomo estéril, donde fueron medidos con un vernier para determinar que
tanto crecieron por tratamiento. Estas mediciones no fueron utilizadas para el análisis final, ya que
como los callos tienen una superficie desigual, con los instrumentos de medición no se fue capaz
de realizar una estandarización del proceso para no tener errores o sesgos en las medidas. El dato
utilizado para el resto del análisis fue el conteo de callos en la caja magenta. Se puede observar en la
Figura VII.5 que los callos de distintos tratamientos presentan callos de distintas formas, en donde
en A, con un tratamiento 4, se observan ligeras raíces en el callo, en B con un tratamiento 6, hay
callos principalmente en las esquinas y más pequeños, C con un tratamiento 3 con un callo más
grande en donde no se observa la hoja que se encontraba originalmente y D con un tratamiento 7
donde se ven pequeños callos en las esquinas y orillas de los explantes.

Figura VII.5: Callos crecidos de distintos tratamientos
En la Figura A se observan callos crecidos del tratamiento 4, en la Figura B se observan callos

crecidos del tratamiento 6, en la Figura C se observa un callo del tratamiento 3 fuera del medio de
cultivo y en la Figura D se observan los callos formados del tratamiento 7.

Para realizar el análisis estadístico se utilizó un ANOVA con un análisis lineal general (LGM) y
Tukey. Para el análisis se utilizaron un total de 118 muestras, utilizando todas las cajas realizadas.
En donde si tuvieron que ser descartadas antes de pasar el tiempo para el conteo, se tomó como que
no hubo inducción de callo. Todo el análisis se realizó con una confianza de 95%.

La hipótesis nula para el análisis es que las medias de la inducción de callo en los distintos
tratamientos son iguales, por lo que no habría diferencia entre tratamientos. En el Cuadro VII.1
se puede observar que el valor p es de 0.018 y al este ser menor que el alfa de 0.05 se rechaza la
hipótesis nula, indicando que las medias de inducción de callo por tratamiento son significativamente
distintas.
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Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
Tratamiento 6 1.439 0.23987 2.69 0.018

Error 111 9.900 0.08919
Total 117 11.339

Cuadro VII.1: Análisis de Varianza
En el Cuadro anterior se puede observar que el valor p es menor a alfa de 0.05, denotando que

existe una diferencia significativa entre las medias de los distintos tratamientos en su capacidad de
inducir callos.

Con la prueba de Tukey en el Cuadro VII.2, se puede observar que el tratamiento 3 es el único
diferente a los demás, porque a pesar que comparte la letra A con el resto de tratamientos, todos los
demás tratamientos comparten la letra B exceptuando el 3. La cantidad de repeticiones por muestras
varían ya que para algunos tratamientos se realizaron más cajas para que hubiera más muestras que
llegaran al final del experimento sin contaminación.

Tratamiento N Media (unidades) Agrupación
T3 15 0.382251 A
T6 17 0.179070 A B
T7 17 0.149658 A B
T4 17 0.097331 A B
T5 14 0.089593 A B
T2 19 0.066621 B
T1 19 0.000164 B

Cuadro VII.2: Comparaciones por parejas de Tukey
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. N indica la cantidad de

repeticiones por tratamiento.

En la Figura VII.6 Se puede observar que el tratamiento que tiene una mayor proporción de
callos es el tratamiento 3, mientras que el resto de tratamientos se encuentran más cerca de la
media. Esto concuerda con lo observado anteriormente en el Cuadro VII.2, en donde se observa que
el tratamiento con una media significativamente distinta es el 3.
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Figura VII.6: Efecto del tratamiento sobre la inducción de callo
En donde la línea punteada indica la media entre los tratamientos de la proporción de callos. Las

medias para cada tratamiento fueron dadas a partir de cuantos callos crecieron por caja y la
comparación de cajas en general, en donde el crecimiento de callo en los 4 explantes se denotó
como 1, el crecimiento de 3 callos como 0.75, de 2 callos como 0.50 y de un callo como 0.25. El

análisis fue realizado en minitab®.

B. Resultados de amplificación genética

1. Detección de genes por PCR

La amplificación se realizó a partir de hojas de chile mirasol obtenidas del invernadero de la
Universidad del Valle de Guatemala, de las mismas plantas utilizadas para la realización de explantes
e inducción de callo. En el Cuadro VII.3 se puede observar la pureza y concentración de la muestra
de ADN que se utilizó.

Muestra ng/µL A260/280 A260/230
Chile mirasol 148.7 1.67 0.82

Cuadro VII.3: Pureza y concentración de la muestra de ADN
En el cuadro se puede observar la pureza y concentración de ADN, medido con un Nanodrop®

Se buscaron los fragmentos tn-1 y CaCKI1 por medio de una PCR. En la Figura VII.7, para
el gen tn-1, se observa que la muestra A solamente presenta una banda de 283 pb, mientras que
las muestras B y C presentan una banda de 238 pb y además una banda más pequeña de 167pb.
Luego en la misma Figura se puede observar para el gen CaCKI1 que hay una banda de 93pb en
las muestras D, E y F. Para todas las muestras se puede observar que los blancos no presentan
amplificación, en donde el blanco para la muestra A se encuentra en el pozo 3, el blanco para las
muestras B y C se encuentra en el pozo 6, el blanco para la muestra D se encuentra en el pozo 9 y
el blanco para las muestras E y F se encuentra en el pozo 12.
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Figura VII.7: Gel de agarosa con los productos de PCR para el gen tn-1 y CaCKI1
En los pozos 1 y 7 se encuentra la escalera PCR Marker de 50pb. En el pozo 2 se encuentra la

muestra A para el gen tn-1 con una temperatura de templado de 55°C. En el pozo 4 y 5 se
encuentra la muestra B y C para el gen tn-1 con una temperatura de templado de 60.6°C, se puede

observar que presenta dos bandas, en el pozo 3 se encuentra el blanco para A y en el pozo 6 el
blanco para B y C. En el pozo 8 se encuentra la muestra D para el gen CaCKI1 con una

temperatura de templado de 55°C, mientras que en los pozos 10 y 11 se encuentran las muestras E
y F para el gen CaCKI1 con una temperatura de templado de 56.8°C. En el pozo 9 se encuentra el

blanco para D y en el pozo 12 el blanco para E y F.

En la Figura VII.8 se observa el resultado en donde se realizaron PCR en tres temperaturas
de amplificación distintos, para observar la presencia de distintas bandas. Se utilizaron los ciclos de
PCR definidos previamente en la metodología, en donde los que tienen una temperatura de templado
de 57.8°C (H) y 60.6°C (B e I) presentan dos bandas, de 421pb y 293pb, mientras que en la muestra
G, con una temperatura de templado de 55°C presenta solamente una banda de 412pb. En los pozos
6, 7 y 8 se pueden observar los blancos para las muestras en el gel, en donde no hay amplificación
alguna.
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Figura VII.8: Gel de agarosa con productos para gen tn-1
En el pozo 1 se encuentra una escalera de 100pb. En el pozo 2 se encuentra el producto de PCR B,
en el pozo 3 se encuentra el producto de PCR G con temperatura de templado de 55°C, en el pozo
4 se encuentra H con temperatura de 57.8°C, en el 5 se encuentra I con temperatura de 60.6°C. Por
último en los pozos 6, 7 y 8 se encuentran los blancos para las muestras G, H e I respectivamente.

2. Validación de gen tn-1 por PAGE

En el gel de acrilamida (Figura VII.9) se pueden observar los productos para las PCR con
distintas temperaturas de templado, en las tres muestras se observa una sola banda de 358pb.

Figura VII.9: Gel de acrilamida con productos para gen tn-1
En el pozo 1 se encuentra una escalera de 100pb. En el pozo 2 se encuentra el producto de PCR G,
en el pozo 3 se encuentra el producto de PCR H y en el pozo 4 se encuentra el producto de PCR I.
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CAPÍTULO VIII

Discusión de resultados

A. Cultivo de tejidos por medio de hojas de chile mirasol

1. Siembra de semillas en medio de cultivo

La siembra de semillas de chile mirasol en un medio de cultivo in vitro se realizó con el objetivo
de observar el comportamiento de la planta en un medio MS, ya que al haber poca literatura acerca
de la misma, no se sabía como se iba a ver el proceso en la misma. A pesar de las desinfecciones
que se realizaron, igual algunas semillas se contaminaron cuando estaban en el medio de cultivo,
por lo que la desinfección realizada para las semillas puede no haber sido la ideal. El error en la
desinfección puede haber sido principalmente el tiempo y el orden de los desinfectantes, ya que se
realizó la desinfección primero con cloro al 0.4%(p/v) durante un minuto y luego se sumergieron
en etanol al 70 % durante un minuto, utilizando el procedimiento de (Rojas, 2023). Mientras que
en otros procedimientos lavan primero las semillas con etanol durante un minuto, luego 15 minutos
con cloro al 15 % y por último con peróxido de hidrógeno durante dos horas (Aguilar-Jiménez,
Rodríguez-De-la O, Aguilar-Jiménez, y Rodríguez-De-la O, 2020). Por lo que se puede recomendar
intentar otros métodos de desinfección para las semillas, en donde se tenga más tiempo las semillas
en desinfección e intentando otro orden de desinfectantes.

2. Desinfección de explante

Durante el experimento se observó una fuerte contaminación con hongos al principio del proyecto,
como se puede observar en la VII.2. La contaminación en el cultivo de tejidos puede venir tanto de
acarrear microorganismos desde las superficies y explantes, o por protocolos no ideales realizados
en el laboratorio (Cassells, 1991). Hay que tomar en cuenta que las superficies de las plantas son
hábitat para múltiples microorganismos, así como que la contaminación en el cultivo depende del
tipo de explante utilizado. Si se utiliza el meristemo, es más probable que todos los microorganismos
sean eliminados, mientras que en las hojas, pecíolo o tallo la probabilidad de acarrear la mayoría,
si no es que todos los microorganismos es más probable (Cassells, 1991). Al haber realizado el
explante a partir de hojas se puede observar al comparar con la literatura que la probabilidad de
contaminación es más alta. Por lo mismo durante el experimento, luego de observar que solamente
con una desinfección al explante con cloro y etanol no era suficiente, se agregó fungicida. Como
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se observa en la Figura VII.3, luego de agregar fungicida tanto al medio como a la desinfección
de los explantes, disminuyó la mortalidad de los mismos y más explantes cumplieron los 40 días
mínimos para poder ser medidos sus callos o determinar que no creció callo en el medio. En este
caso el principal contaminante de los explantes fueron hongos, y luego bacterias, que es con lo
que se contaminaron los explantes que sí tenían fungicida e igual no lograron llegar al final del
experimento. Se puede considerar que la contaminación vino del mismo explante, ya que los medios
de cultivo sin explante no se contaminaron en ningún momento, y de igual manera se notó que
toda la contaminación salía del explante. Para la siembra de explantes se utilizó una campana de
flujo, guantes y mascarilla, así como pinzas estériles en todo momento y un mechero, procurando así
mantener el área lo más estéril posible, y tocando las hojas solamente con instrumentos y nunca con
las manos, por lo que se considera que se mantuvieron las mejores condiciones de esterilidad posibles
en el laboratorio. Por lo mismo se puede decir que es mejor utilizar fungicida para la siembra del
explante, ya que al ser de hoja la probabilidad de contaminación en el medio es mayor.

3. Efectividad de las fitohormonas en la inducción de callo en los medios
de cultivo

Al ser el objetivo de esta sección observar qué medio de cultivo puede ser una buena opción para
realizar crecimiento in vitro de chile mirasol, así como observar si las fitohormonas son necesarias o si
un agar básico MS puede ser suficiente. Para elegir las concentraciones y qué fitohormonas utilizar se
utilizó la información generada por Umamaheswari (2007). En donde se tomaron las combinaciones
de hormonas que presentaron mejores resultados en su experimentación. En la Figura VII.4 se
puede observar la formación de callo en los distintos medios, donde se observa en la imagen C que
hay un callo grande y suave en el medio con tratamiento 3. Al compararlo con lo provisto por
Umamaheswari, se obtuvo un resultado similar, ya que ellos en la combinación de 2.0mg/L de 2,4-D
y 0.5mg/L de Kin obtuvieron un resultado similar de la hoja (Umamaheswa y Lalitha, 2007). Al
observar la Figura VII.5 se puede observar que los callos de los distintos medios son diferentes. En
donde en los tratamientos 4, 6 y 7 se puede observar que los callos se encuentran en las orillas del
explante, lo que concuerda de igual manera con lo presentado por (Umamaheswa y Lalitha, 2007).

Era importante observar si hay una diferencia significativa en la inducción de callos en los distintos
medios para poder determinar si el uso de fitohormonas es necesaria y en ese caso cuales. Por lo
mismo se realizó un ANOVA como se observa en el Cuadro VII.1, en donde el valor importante es
el valor P. Ya que el valor P es menor a un alfa de 0.05 para una confianza del 95 % se rechaza la
hipótesis nula, en donde se indica que no hay ninguna diferencia entre los tratamientos (minitab,
s.f.). Lo que indica que sí hay una diferencia significativa en las medias de inducción de callos en los
distintos tratamientos. Para observar esta diferencia se realizó una comparación por parejas de Tukey
como se puede observar en el Cuadro VII.2. Aquí se observa por medio de letras las agrupaciones
de los tratamientos que tienen medias similares, en donde se ve que el único tratamiento que que no
comparte la letra B es el tratamiento 3, indicándonos que su media es significativamente diferente a
las demás. Lo cual se puede comprobar de manera gráfica en la Figura VII.6, donde se observa que
la media de callos inducidos en el tratamiento 3 es mucho mayor que en el resto de los tratamientos.
Si se compara directamente con el tratamiento 1, se puede observar que el tratamiento 1 tiene una
media de 0, ya que no creció ningún callo en este medio durante todo el experimento, mientras que
el tratamiento tres tiene una media de 0.4, lo que indica que un 40 % de los explantes en tratamiento
3 indujeron callo.

El tratamiento 3, que indujo significativamente más a los explantes a tener callo que el resto de
tratamientos estaba compuesto de 2.0mg/L de 2,4-D y 0.5mg/L de Kin. En trigo se ha observado que
la presencia de 2,4-D en concentraciones de 2.0 o 4.0mg/L y un período de inducción entre 10 y 15
días han sido suficientes para obtener un crecimiento de callos (Zheng y Konzak, 1999). También en
callos a partir de cotiledones de soya se ha observado que convierten el 2,4-D aplicado externamente
en al menos siete conjugados de aminoácidos activos, al menos dos metabolitos hidroxilados en anillo
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inactivos, y en menor medida glucosa o ésteres de azúcar (Feung, Loerch, Hamilton, y Mumma, 2002).

En cuanto a la kinetina se ha observado que la aplicación de esta en el medio puede ser esencial
para el crecimiento de callos y raíces en rebanadas de papa (Okazawa, Katsura, y Tagawa, 1967). En
otros estudios observaron que la adición de auxinas y kinetina hasta 2mg/L no tiene una diferencia
estadísticamente significativa en respecto a solo agregar la auxina al medio para la inducción de callos
(Ogihara y Tsunewaki, 1978). En este caso al haber utilizado en todos los medios como se observa
en el Cuadro XII.1 no se puede saber si el solamente utilizar la auxina hubiera dado un resultado
igual en el caso de los tratamientos 2, 3 y 4. Lo que sí se puede observar es que el tratamiento 5, 6
y 7 que solamente tienen kinetina sí tuvieron inducción de callo. Por lo que se puede inferir que la
auxina 2,4-D sí propició la inducción de callo en conjunto con la kinetina, pero para determinar si
solamente la auxina podría ser suficiente se necesitaría realizar otro experimento.

B. Resultados de amplificación genética

1. Detección de genes por PCR

La detección genética por PCR se realizó de dos genes, tn-1 y CaCKI1 (Tanaka y cols., 2021;
Maki y cols., 2023). Estos genes son los utilizados al haber más información sobre los mismos con las
secuencias de los oligonucleótidos para poder replicarlo. El objetivo en esta sección fue determinar
si en el chile mirasol se encontraban los genes sin mutar de tn-1 y CaCKI1, y así poder ver en
futuros estudios si se pueden mutar para obtener chile mirasol sin semilla. Esto se logró al utilizar
los oligonucleótidos presentados en cada estudio respectivo para la PCR sin hacer el proceso de
enzimas de restricción, ya que al tener chiles sembrados por medio de semilla, y el fruto observado
tiene semillas también, se espera que no haya ninguna mutación.

En la extracción de ADN se obtuvo una pureza aceptable para A260/280, y contaminado con
sales, fenoles e hidratos de carbono para A260/230 (bancoadn, 2020). Al realizar la PCR se observó
que para el gen CaCKI1 se obtuvo en un gel de agarosa al 2% una banda de 93pb en las tres
amplificaciones. Esto es indicador que sí es el gen que se está buscando, ya que está reportado con
un peso de 96pb, y considerando que el fragmento no fue secuenciado, no se puede asegurar con
exactitud la cantidad de pb que se encuentran, pero un aproximado (Maki y cols., 2023). En la
Figura VII.7 en el gen tn-1 se observó una banda extra al correr la PCR con una temperatura de
templado de 60.6°C. En el protocolo de referencia no hay un peso en pb exacto del gen tn-1 que
se amplificó, y al corroborar por medio de in silico se determinó que el peso es aproximadamente
300pb. Por lo que la segunda banda podría ser amplificación inespecífica del set de oligonucleótidos,
ya que la primer banda se encuentra alrededor de la banda de 300pb de bases en la escalera.

2. Validación de gen tn-1 por PAGE

Ya que el gel (Figura VII.7) presentó dos bandas en tn-1 se realizaron tres PCR con temperaturas
de templado diferentes como se observa en la Figura VII.8. En este se observa que tanto con la
temperatura de templado ideal para los oligonucléotidos (60.6°C) indicado por el proveedor, y el
promedio entre la temperatura indicada por el proveedor y la temperatura indicada por el artículo
(Tanaka y cols., 2021), se encuentra la segunda banda observada previamente. Solamente en el pozo
3, en donde se realizó el procedimiento del artículo no existe esta segunda banda. Al estar ambas
bandas tan juntas, se decidió realizar un gel de poliacrilamida, ya que este puede separar moléculas
de ADN cuyos largos sean diferentes por solamente 0.1 % (Green y Sambrook, 2020). En la Figura
VII.9 se observa solamente una banda en el gel de poliacrilamida. A pesar que el revelado de las
bandas de escalera no fue del todo claro, se puede observar en la región de interés, que solamente se
ve una banda indicada por el cuadro negro. Esta banda se encuentra en los tres productos de PCR y
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mide aproximadamente 300pb. Ya que el ADN obtenido de un gel de poliacrilamida es más puro, se
puede inferir que la segunda banda que se observaba en la Figura VII.8 es amplificación inespecífica
y poca, que al correr en el gel de poliacrilamida se quedó más distribuida en la misma purificación
que el gel provee (Green y Sambrook, 2020).

3. Implicaciones de la presencia de los genes en el chile mirasol

La observación de los productos de PCR por medio del gel de agarosa indican que los oligo-
nucleótidos presentados por Tanaka y Maki para los genes tn-1 y CaCKI1 sí amplifican para el
chile mirasol. Ya que estos genes se encuentran relacionados con la producción de semilla en el chile
Yume-Matsuri, el cual es una variedad de C. annuum, es probable que en el chile mirasol también
estén relacionados con la producción de semilla. Por lo tanto el siguiente paso para este estudio sería
el realizar una secuenciación para comprobar que lo amplificado por los oligonucleótidos sí son los
genes buscados. En caso luego de la amplificación, los genes sí sean los deseados, esto implicaría
que se podría realizar una edición genética específica para intentar obtener chile mirasol sin semilla.
Asimismo, cabe resaltar que estos genes podrían encontrarse en otros chiles C. annuum, por lo que
si la edición genética en el chile mirasol fuera exitosa, podría abrirse una linea de investigación para
esta especie de chile. El gen CaCKI1, cambia a ser mutante y produce chiles sin semilla cuando
se da una inserción de tres pares de base en su genoma, en donde pasa de medir 96pb a medir
99pb (Maki y cols., 2023). Con las novedosas herramientas actuales, como lo es el CRISPR-Cas9,
se puede editar el ADN de la planta. Se ha observado que los transcriptos de ARN de guía único
pueden ser bombardeados a las células inmaduras de la planta, para luego inducir la propagación
de callos a partir de estas, seleccionarlas y regenerar las plantas mutantes (Yin, Gao, y Qiu, 2017).
Esto resalta la importancia conjunta del estudio realizado, en donde simultáneamente se observó
qué medio de cultivo puede ser el más adecuado para la inducción de callo en el chile mirasol, y la
probable presencia de genes relacionados a la producción de semilla en el chile mirasol.
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CAPÍTULO IX

Conclusiones

1. Se diseñó un protocolo para la propagación del chile mirasol, en donde se describen los métodos
de desinfección, así como los reactivos, materiales y técnicas a utilizar durante todo el proceso.

2. Se evaluaron distintos tratamientos de fitohormonas evaluando la efectividad para aumentar la
cantidad de callos por explante, en donde se obtuvo que el tratamiento 3, con una concentración
en el medio de 2.0mg/L de 2,4-D y 0.5mg/L de Kin fue significativamente mejor para la
inducción de callos que el resto de los tratamientos probados.

3. Se identificaron en la literatura genes que podrían estar relacionados a la producción de semilla
en C. annuum. Entre estos se trabajó con los genes tn-1 y CaCKI1, al ser los que mayor
información y sustento tenían en la literatura.

4. Se verificó por medio de PCR que los oligonucleótidos presentados en los artículos para los
genes tn-1 y CaCKI1 sí amplifican para regiones en el chile mirasol, en donde las bandas
tienen tamaños parecidos a los presentados en la literatura.
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CAPÍTULO X

Recomendaciones

1. Se recomienda comparar el crecimiento de callo a partir de explantes de chile mirasol al agregar
únicamente la auxina 2,4-D en el medio y omitiendo la kinetina, para observar si la kinetina
tiene un efecto en la inducción del callo o solamente la auxina es suficiente para la inducción
del mismo.

2. Se recomienda secuenciar los productos de PCR obtenidos luego de la amplificación para
comprobar que sean efectivamente los genes buscados. De ser así, se podría continuar con
investigaciones para intentar crear una variedad de chile mirasol sin semilla.

3. Se recomienda realizar más investigación acerca del chile mirasol y otros chiles endémicos a la
región mesoamericana, ya que hay poca información y no se encuentra actualizada.
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CAPÍTULO XII

Anexos

A. Anexo I

1. POE I: Preparación de medios de cultivo con distintas hormonas para
tratamientos

Código del POE I
Área Cultivo de tejidos

Versión Primera
Idioma Español
Título Preparación de medios de cultivo

con distintas hormonas para tratamientos
Escrito por Adriana Gil

Fecha y firma 30 de julio del 2023
Revisado por
Fecha y firma
Revisado por
Fecha y firma

1. Propósito

Realizar medios de cultivo con distintas concentraciones de fitohormonas para los distintos tra-
tamientos a los que se expondrán los explantes de chile mirasol.

2. Aplicación

Las fitohormonas en medios de cultivo pueden ayudar a la planta a propagarse y crecer de mejor
manera, por lo que la experimentación con distintas concentraciones de las mismas busca determinar
qué concentraciones son ideales para el objetivo del estudio. En este caso la generación de callos a
partir de explantes de hoja.

45



3. Referencias
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(2019).Germinación in vitro de chile chiltepin (capsicum annuum l. var. glabriusculum) y rege-
neración por organogénesis. Agrociencia, 54(2), 195–208. Descargado de https://www.agrociencia-
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cargado de https://www.scialert.net/abstract/?doi=jps.2007.545.551 doi: 10.3923/jps.2007.54.551

4. Terminología y abreviaciones

Medio MS: Medio Murashige y Skoog.

ANA: ácido 1-naftalenacético

2.4-D: ácido 2.4-diclorofenoxiacético

Kin: Kinetina

5. Principio

La prueba de distintos medios de cultivo con diferentes concentraciones de fitohormonas permitirá
determinar qué combinaciones serán las ideales para el crecimiento de callos a partir de explantes
de hoja de chile mirasol.

6. Seguridad

Uso de guantes y bata de laboratorio mientras se manipulen los distintos reactivos.

7. Equipos materiales y reactivos

Equipo y materiales

Bote para medio de cultivo

Probeta de 10, 100 y 1000mL

Beaker de 250mL

Micropipeta de 1000µL

Puntas para micropipeta de 1000µL

Agitador magnético

Frijol magnético

Balanza analítica

Barco de pesaje

Autoclave
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Caja magenta estériles

pHímetro

Pizeta

Kimwipe®

Tape indicador de autoclave

Campana de flujo laminar

Parafilm

Reactivos

Solución stock de macronutrientes estéril ( 16.5g/L NH4NO3, 19.0 g/L KNO3, 3.7g/L MgSO4 · 7 H2O,
1.7g/L KH2PO4 y 4.40g/L CaCl2 · 2 H2O)

Solución stock de micronutrientes estéril (6.2g/L H2BO3, 16.9g/L MnSO4 ·H2O, 8.6g/L ZnSO4 · 7 H2O,
0.25g/L Na2MoO4 · 2 H2O, 0.025g/L CuSO4 · 5 H2O, 0.025g/L CoCl2 · 6 H2O y 0.83g/L KI)

Solución stock de vitaminas estéril (2.50g/L tiamina ·HCl, 0.25g/L ácido nicotínico, 0.25g/L
Piridoxina ·HCl y 25.00g/L Myo-inositol)

Solución stock de calcio estéril (0.33g/10mL Ca)

Solución stock estéril de Hierro (Disolver 0.373g/100mL Na2 EDTA · 2 H2O con agua desmi-
neralizada y un poco de calor, agregar 0.278g/100mL FeSO4 · 7 H2O, solución final debe ser
amarilla. Cubrir con aluminio para evitar oxidación.)

Agua desmineralizada

Sacarosa

Solución de ácido 1-naftalenacético stock (1mg/10mL ANA)

Solución de Kinetina stock (1mg/mL Kin, para 10mL diluir 0.1gKin en 1mL NaOH 1M y
agregar 9mL H20 estéril)

Solución de ácido 2,4-diclorofenoxiacético stock (1mg/5mL 2.4D)

Gel rite

Luna®Experience 40SC

HCL 0.2M

NaOH 0.2M

8. Procedimiento

1. En total se realizarán siete (7) distintos medios de cultivo, el procedimiento general es para un
litro de cualquiera de estos medios.

2. Para realizar un litro de medio, tomar un bote para medio de cultivo y colocar en un agitador
con un frijol magnético.

3. Pesar 30g de sacarosa y agregar al bote.
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4. Medir 100mL de solución de macronutrientes y agregar.

5. Medir 1mL de solución de micronutrientes y agregar.

6. Medir 2mL de solución de vitaminas y agregar.

7. Medir 10mL de solución de calcio y agregar.

8. Medir 10mL de solución de hiero y agregar.

9. Llevar a un (1) litro con agua desmineralizada.

10. Agregar 900µL de Luna®Experience 40SC.

11. Agitar hasta que todos los componentes estén completamente disueltos.

12. Mientras se encuentre en agitación medir el pH.

13. Tomar con cuidado el pHímetro y lavar el bulbo con agua desmineralizada, secar con pequeños
toques con una kimwipe®.

14. Colocar el pHímetro dentro del medio y medir.

15. Mientras se encuentra en agitación, agregar gota a gota NaOH 0.2M, hasta llevar el medio a
un pH de 5.7, si el pH es muy básico, agregar gotas HCl 0.2M.

16. Agregar la cantidad adecuada de fitohormonas para cada medio según la siguiente tabla.

17. Pesar 2g de gel rite y agregar al medio.

18. Agitar bien el medio hasta que el gel rite se encuentre lo más disuelto posible, no se disolverá
completamente.

19. Colocar tape indicador de autoclave al bote, sacar el frijol magnético y cerrar.

20. Llevar a la autoclave durante 15 minutos.

21. Durante el proceso de autoclave, desinfectar con etanol al 70 % y 15 minutos de luz UV la
campana de flujo laminar.

22. Introducir las cajas magenta, limpiando cada una con etanol al 70%.

23. Aflojar la tapa de las cajas magenta, con cuidado de no tocar el interior de la misma.

24. Sacar los medios de la autoclave con guantes.

25. Limpiar los botes con medio con etanol al 70 % antes de introducirlos a la campana de flujo
laminar.

26. Servir los medios hasta la línea marcada en la magenta, aproximadamente 9mL de medio por
magenta.

27. Dejar que los medios se solidifiquen sin sus tapaderas para evitar condensación.

28. Una vez solidificado el medio, tapar las magentas y sellar con parafilm.

29. Identificar y guardar en un ambiente limpio.
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Tratamiento ANA 2,4-D Kin
Concentración Volumen Concentración Volumen Concentración Volumen

Tratamiento 1 - control - - - - - -
Tratamiento 2 0.2mg/L 2mL - - 0.5mg/L 500µL
Tratamiento 3 - - 2.0mg/L 10mL 0.5mg/L 500µL
Tratamiento 4 0.45mg/L 7.5mL - - 0.5mg/L 500µL
Tratamiento 5 - - - - 0.5mg/L 500µL
Tratamiento 6 - - - - 1.0mg/L 1mL
Tratamiento 7 - - - - 1.5mg/L 1.5mL

Cuadro XII.1: Concentraciones y volúmenes de fitohormonas a utilizar para un (1) litro de medio
de cultivo por tratamiento

9. Cálculos

Cálculo para determinar la concentración y dilución de fitohormonas.

C1V1 = C2V2

Donde:
C1: Concentración / dilución inicial
V1: Volumen a determinar
C2: Concentración / dilución a la que se quiere llegar
V2: Volumen que se quiere utilizar

10. Control de calidad

Para confirmar que el medio se encuentra completamente estéril, se debe realizar al menos tres
días previo al uso, para observar si hay algún tipo de crecimiento por contaminación. De igual manera
revisar siempre los medios antes de utilizarlos por cualquier contaminación que pueda haber en los
mismos.

11. Reporte de datos y documentos utilizados

Anotar el volumen realizado, la fecha que se realizó y el pH final del medio.

B. Anexo II

1. POE II: Desinfección, siembra y cuidado de semilla de chile mirasol

1. Propósito

Cultivar las semillas in vitro para observar como se desarrolla la planta en un medio de cultivo
Murishage y Skoog, observando principalmente el tiempo de germinación y forma de raíces.
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Código del POE II
Área Cultivo de tejidos

Versión Primera
Idioma Español
Título Desinfección, siembra y cuidado

de semilla de chile mirasol
Escrito por Adriana Gil

Fecha y firma 30 de julio del 2023
Revisado por
Fecha y firma
Revisado por
Fecha y firma

2. Aplicación

Observar las fases y tiempo de la germinación del chile mirasol en ambiente estéril de laboratorio.

3. Referencias

Beltrán-Burboa, J. N., López-Peralta, M. C. G., Hernández-Meneses, E., y Cruz-Huerta, N.
(2019).Germinación in vitro de chile chiltepin (capsicum annuum l. var. glabriusculum) y rege-
neración por organogénesis. Agrociencia, 54(2), 195–208. Descargado de https://www.agrociencia-
colpos.org/index.php/agrociencia/article/view/1901

4. Terminología y abreviaciones

Medio Ms: Medio Murashige y Skoog

C. annuum: Capsicum annuum

NaClO: Hipoclorito de sodio

EtOH: Etanol

5. Principio

La siembra en medio de cultivo estéril va a poder proveer a la semilla con las condiciones idea-
les de germinación, y la descontaminación de la semilla antes de sembrar asegurará que no hay
microorganismos que puedan interferir con el crecimiento de la misma al infectar a la semilla o al
medio.

6. Seguridad

Uso de guantes y bata de laboratorio en todo momento.

7. Equipos materiales y reactivos

Equipo y materiales
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Bolsas de oganza

Beaker

Agitador magnético

Frijol magnético

Pinza grande estéril

Pinza mediana estéril

Mechero

Campana de flujo laminar

Caja Petri estéril

Mayordomo estéril

Parafilm

Masking tape

Reactivos

Hipoclorito de sodio al 0.4 % (diluido al 10% a partir del producto comercial que se encuentra
al 4 %)

Etanol al 70 %

Etanol al 95 % en tubo de ensayo

Agua desmineralizada estéril

Cajas magenta con medio de cultivo MS

8. Procedimiento

1. Colocar dos semillas de C. annuum por bolsa de oganza.

2. Con cuidado introducir las bolsas de oganza al beaker de forma que las cintas queden afuera.
Pegar las cintas con masking tape al beaker.

3. Agregar la solución de NaClO% al beaker. Colocar el frijol magnético y poner en agitación
durante 1 minuto.

4. Descartar el cloro con cuidado de que no se salgan las semillas.

5. Agregar la solución de EtOH al 70% al beaker. Poner en agitación durante 1 minuto.

6. Mientras se encuentre con etanol, ingresar a la campana previamente desinfectada.

7. Dentro de la campana, lavar tres veces con agua desmineralizada estéril.

8. Colocar una tapa de la caja petri, en donde la parte de adentro quede viendo hacia arriba.

9. Con una pinza estéril tomar un pedazo de mayordomo estéril y colocarlo sobre la caja petri.

10. Con la ayuda de las pinzas, sacar la semilla de la bolsa de oganza y colocar en el mayordomo.
Secar la semilla.
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11. Con las pinzas, colocar la semilla dentro de la magenta, de forma que la mitad de la semilla
se encuentre dentro del medio de cultivo y la otra mitad se encuentre afuera del mismo.

12. Esterilizar la pinza utilizada con ayuda del EtOH al 95 % y el mechero. Esterilizar la pinza
entre cada semilla a sembrar.

13. Repetir del paso 9 al paso 12 hasta terminar de sembrar todas las semillas.

14. Sembrar un máximo de 5 semillas por caja, procurando que haya espacio suficiente entre ellas.

15. Colocar las cajas con semillas sembradas en un ambiente oscuro durante 14 días o hasta que
las semillas germinen.

16. Una vez germinadas las semillas colocar a la luz con intervalos de 12 horas.

9. Cálculos

Cálculo para determinar la dilución de los reactivos

C1V1 = C2V2

Donde:
C1: Concentración / dilución inicial
V1: Volumen a determinar
C2: Concentración / dilución a la que se quiere llegar
V2: Volumen que se quiere utilizar

10. Control de calidad

La desinfección se dio de manera exitosa si el medio de cultivo no se contamina. En caso alguna
semilla se contamine con bacteria, desinfectar en la campana de flujo laminar sacando a la semilla de
la caja, pasarla por EtOH al 70 %, lavar con agua estéril, luego secar con papel mayordomo estéril
y colocar en una nueva caja con medio de cultivo. En caso se contamine con hongo, y se encuentre
al inicio de la infección, se pueden salvar el resto de las semillas que se encuentran en esa misma
caja con el procedimiento descrito para desinfección para infección por bacteria. La semilla de donde
provenga la infección con hongo debe descartarse junto con el medio contaminado.

11. Reporte de datos y documentos utilizados

Anotar la cantidad de semillas sembradas por caja y colocar a cada caja un nombre o código
para su identificación. Anotar el día de germinación y el avance en el crecimiento de la planta.

C. Anexo III

1. POE III: Desinfección y siembra de explantes de hojas de chile mirasol

1. Propósito

Sembrar explantes de chile mirasol en distintos tratamientos de fitohormonas para observar indu-
cir la producción de callos, así como observar de manera cualitativa y cuantitativa que tratamiento
fitohormonal produce callos en manera más corta y/o de mayor tamaño.
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Código del POE III
Área Cultivo de tejidos

Versión Primera
Idioma Español
Título Desinfección y siembra de

explantes de hojas de chile mirasol
Escrito por Adriana Gil

Fecha y firma 30 de julio del 2023
Revisado por
Fecha y firma
Revisado por
Fecha y firma

2. Aplicación

Poder cultivar y propagar el chile mirasol sin necesidad de una semilla.

3. Referencias

Beltrán-Burboa, J. N., López-Peralta, M. C. G., Hernández-Meneses, E., y Cruz-Huerta, N.(2019).
Germinación in vitro de chile chiltepin (capsicum annuum l. var. glabriusculum) y rege-neración por
organogénesis. Agrociencia, 54(2), 195–208. Descargado de https://www.agrociencia-colpos.org/index.
php/agrociencia/article/view/1901

García Lozano, D. L., Ocampo Guerrero, M. L., y Mesa López, N. (2015). Estandarización del pro-
tocolo de desinfección para la micropropagación de aspidosperma polyneuron. Rev. Colomb. Biotec-
nol., 17(2), 76–84. Descargado de http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/biotecnologia/article/
view/54277 doi: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n2.54277

Park, S.-i., Kim, H.-B., Jeon, H.-J., y Kim, H. (2021). Agrobacterium-mediated capsicum annuum
gene editing in two cultivars, hot pepper CM334 and bell pepper dempsey. International Journal
of Molecular Sciences, 22(8), 3921. Descargado de https://www.mdpi.com/1422-0067/22/8/3921
(Number: 8 Publisher: Multidisciplinary Digital Publishing Institute) doi: 10.3390/ijms22083921

Umamaheswa, A., y Lalitha, V. (2007). In vitro effect of various growth hormones in capsicum
annuum l. on the callus induction and production of capsaicin. J. of Plant Sciences, 2(5), 545551. Des-
cargado de https://www.scialert.net/abstract/?doi=jps.2007.545.551 doi: 10.3923/jps.2007.545.551

4. Terminología y abreviaciones

T1: Tratamiento 1 o control, medio MS sin fitohormonas.

T2: Tratamiento 2, medio MS con 0.2mg/L ANA y 0.5mg/L Kin.

T3: Tratamiento 3, medio MS con 2.0mg/L 2,4-D y 0.5mg/L Kin.

T4: Tratamiento 4, medio MS con 0.75mg/L ANA y 0.5mg/L Kin.

T5: Tratamiento 5, medio MS con 0.5mg/L Kin.

T6: Tratamiento 6, medio MS con 1.0mg/L Kin.

T7: Tratamiento 7, medio MS con 1.5mg/L Kin.
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EtOH: Etanol

5. Principio

Las fitohormonas a distintas concentraciones y en distintas combinaciones puede inducir el cre-
cimiento de las plantas, así como la formación de callos de células madre.

6. Seguridad

Uso de guantes y bata de laboratorio en todo momento.

7. Equipos materiales y reactivos

Equipo y materiales

Medios de cultivo (T1, T2, T3, T4, T5 y T6)

Tijeras estériles

Bolsa ziploc

Agitador magnético

Frijol magnético

Bolsas de oganza estériles

Beaker de 600mL

Pinzas grandes estériles

Pinzas medianas estériles

Bisturí estéril

Cuchilla estéril

Mayordomo estéril

Caja petri estéril

Mechero

cuadros 1*1 estériles

Maskin tape

Campana de flujo laminar

Reactivos

EtOH al 70 %

Cloro al 1 %

Tween 20 ®

Banrot ®(0.5g/L)

Agua desmineralizada estéril
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8. Procedimiento

1. Cortar hojas de la planta de chile mirasol, preferiblemente hojas jóvenes.

2. Lavar cada hoja con cuidado bajo el chorro, procurando quitarle cualquier resto de tierra o
suciedad.

3. Colocar cada hoja en una bolsa de oganza y ponerlas de manera ordenada en un beaker. Todas
las cintas deben quedar afuera, pegándolas en el beaker con maskin tape. Esto para mantener
las bolsas y las hojas todo el tiempo en su lugar.

4. Llenar el beaker con agua desmineralizada, colocar de 1 a 2 gotas de Tween®por cada 100mL
y poner en agitación durante 10 minutos.

5. Lavar tres veces con agua desmineralizada.

6. Agregar cloro al 1% y colocar en agitación durante 10 minutos.

7. Lavar tres veces con agua desmineralizada.

8. Agregar Banrot ®(0.5g/L) y colocar en agitación durante 10 minutos.

9. Lavar una vez con agua desmineralizada.

10. Agregar etanol al 70 % durante un minuto e ingresar con el etanol a la campana de flujo
laminar.

11. Lavar tres veces con agua estéril.

12. En una caja petri estéril colocar mayordomo estéril.

13. Con ayuda de las pinzas estériles, sacar la hoja de la bolsa de oganza, y colocarla en el
mayordomo.

14. Secar la hoja con ayuda del mayordomo.

15. Colocar cuadrados estériles 1*1 sobre la hoja y utilizarlos como guía para cortar cuadrados
con el bisturí en la hoja.

16. Colocar cada cuadrado en el agar, poniendo cuatro cuadrados por caja magenta.

17. Cerrar las cajas y sellar con parafilm, colocar cuatro cuadros por caja.

18. Colocar las cajas debidamente rotuladas bajo la luz.

9. Cálculos

Cálculo para determinar la dilución de los reactivos

C1V1 = C2V2

Donde:
C1: Concentración / dilución inicial
V1: Volumen a determinar
C2: Concentración / dilución a la que se quiere llegar
V2: Volumen que se quiere utilizar
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10. Control de calidad

La desinfección se dio de manera exitosa si el medio de cultivo no se contamina. En caso algún
explante se contamine con bacteria, desinfectar en la campana de flujo laminar sacando cada explante
de la caja, pasarlos por EtOH al 70%, lavar con agua estéril, luego secar con papel mayordomo estéril
y colocar en una nueva caja con medio de cultivo. En caso se contamine con hongo, y se encuentre al
inicio de la infección, se pueden salvar el resto de los explantes que se encuentran en esa misma caja
con el procedimiento descrito para desinfección para infección por bacteria. El explante de donde
provenga la infección con hongo debe descartarse junto con el medio contaminado.

11. Reporte de datos y documentos utilizados

Colocar en un cuaderno de laboratorio anotaciones, en donde se indique si hay contaminación,
cambio de color y crecimiento de callo.

D. Anexo IV

1. POE IV: Medición y enraizamiento de callos

Código del POE IV
Área Cultivo de tejidos

Versión Primera
Idioma Español
Título Medición y enraizamiento de callos

Escrito por Adriana Gil
Fecha y firma 30 de julio del 2023
Revisado por
Fecha y firma
Revisado por
Fecha y firma

1. Propósito

Que los callos previamente formados puedan formar raíz y convertirse así en una planta.

2. Aplicación

Culminar el proceso de propagación de chile mirasol por cultivo de tejido al tener raices y
crecimiento vegetal como resultado.

3. Referencias

Deng, X., Xiong, Y., Li, J., Yang, D., Liu, J., Sun, H., . . . Yang, M. (2020). The establishment
of an efficient callus induction system for lotus (nelumbo nucifera). Plants, 9 (11), 1436. Descargado
de https://www.mdpi.com/2223-7747/9/11/1436 (Number: 11 Publisher: Multidisciplinary Digital
Publishing Institute) doi: 10.3390/plants9111436
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4. Terminología y abreviaciones

Medio ME: Medio de enraizamiento

ANA: ácido 1-naftalenacético

EtOH: Etanol

5. Principio

El trasplante de los callos a un medio de enraizamiento con ANA va a inducir la producción de
raíz y crecimiento de la planta a partir del callo.

6. Seguridad

Uso de bata y guantes durante todo el trabajo en el laboratorio.

7. Equipos materiales y reactivos

Equipo y materiales

Bote para medio de cultivo

Probeta de 10, 100 y 1000mL

Beaker de 250mL

Micropipeta de 1000µL

Puntas para micropipeta de 1000µL

Agitador magnético

Frijol magnético

Balanza analítica

Barco de pesaje

Autoclave

Cajas magenta estériles

pHímetro

Pizeta

Kimwipe®

Tape indicador de autoclave

Campana de flujo laminar

Parafilm

Bisturí estéril
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Pinzas medianas estériles

Pinzas grandes estériles

Vernier

Caja petri estéril

Mayordomo estéril

Beaker estéril

Cajas magenta con callos crecidos en tratamientos previos

Reactivos

Solución stock de macronutrientes estéril ( 16.5g/L NH4NO3, 19.0 g/L KNO3, 3.7g/L MgSO4 · 7 H2O,
1.7g/L KH2PO4 y 4.40g/L CaCl2 · 2 H2O)

Solución stock de micronutrientes estéril (6.2g/L H2BO3, 16.9g/L MnSO4 ·H2O, 8.6g/L ZnSO4 · 7 H2O,
0.25g/L Na2MoO4 · 2 H2O, 0.025g/L CuSO4 · 5 H2O, 0.025g/L CoCl2 · 6 H2O y 0.83g/L KI)

Solución stock de vitaminas estéril (2.50g/L tiamina*HCl, 0.25g/L ácido nicotínico, 0.25g/L
Piridoxina*HCl y 25.00g/L Myo-inositol)

Solución stock de calcio estéril (0.33g/10mL Ca)

Solución stock estéril de Hierro (Disolver 0.373g/100mL Na2 EDTA · 2 H2O con agua desmi-
neralizada y un poco de calor, agregar 0.278g/100mL FeSO4 · 7 H2O, solución final debe ser
amarilla. Cubrir con aluminio para evitar oxidación.)

Agua desmineralizada

Agua desmineralizada estéril

Sacarosa

Solución de ácido 1-naftalenacético stock (1mg/10mL ANA)

Gel rite

Luna®Experience 40SC

HCl 0.2M

NaOH 0.2M

EtOH al 70 %

8. Procedimiento

Preparación de medio de cultivo

1. Para realizar un litro de medio, tomar un bote para medio de cultivo y colocar en un agitador
con un frijol magnético.

2. Pesar 30g de sacarosa y agregar al bote.

3. Medir 100mL de solución de macronutrientes y agregar.
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4. Medir 1mL de solución de micronutrientes y agregar.

5. Medir 2mL de solución de vitaminas y agregar.

6. Medir 10mL de solución de calcio y agregar.

7. Medir 10mL de solución de hiero y agregar.

8. Llevar a un (1) litro con agua desmineralizada.

9. Agregar 900µL de Luna®Experience 40SC.

10. Agitar hasta que todos los componentes estén completamente disueltos.

11. Mientras se encuentre en agitación medir el pH.

12. Tomar con cuidado el pHímetro y lavar el bulbo con agua desmineralizada, secar con pequeños
toques con una kimwipe®.

13. Colocar el pHímetro dentro del medio y medir.

14. Mientras se encuentra en agitación, agregar gota a gota NaOH 0.2M, hasta llevar el medio a
un pH de 5.7, si el pH es muy básico, agregar gotas HCl 0.2M.

15. Agregar 5mL de ANA a partir del stock para tener una concentración de 0.5mg/L de la
hormona en el medio.

16. Pesar 2g de gel rite y agregar al medio.

17. Agitar bien el medio hasta que el gel rite se encuentre lo más disuelto posible, no se disolverá
completamente.

18. Colocar tape indicador de autoclave al bote, sacar el frijol magnético y cerrar.

19. Llevar a la autoclave durante 15 minutos.

20. Durante el proceso de autoclave, desinfectar con EtOH al 70 % y 15 minutos de luz UV la
campana de flujo laminar.

21. Introducir las cajas magenta, limpiando cada una con EtOH al 70%.

22. Aflojar la tapa de las cajas magenta, con cuidado de no tocar el interior de la misma.

23. Sacar los medios de la autoclave con guantes.

24. Limpiar los botes con medio con EtOH al 70 % antes de introducirlos a la campana de flujo
laminar.

25. Servir los medios hasta la línea marcada en la magenta, aproximadamente 9mL de medio por
magenta.

26. Dejar que los medios se solidifiquen sin sus tapaderas para evitar condensación.

27. Una vez solidificado el medio, tapar las magentas y sellar con parafilm.

28. Identificar y guardar en un ambiente limpio.

Trasplante de callos

1. En una campana de flujo laminar ingresar las cajas con callos formados por parte de trata-
mientos, y las cajas con ME.
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2. Sacar con pinzas estériles un callo y sumergirlo en agua destilada estéril agitándolo ligeramente
para quitar el medio que esté pegado.

3. Colocar el callo sobre una caja petri con mayordomo estéril y con ayuda de una pinza terminar
de retirar cualquier pedazo de medio de cultivo.

4. Medir con un vernier el alto, ancho y profundidad de cada callo.

5. Con un bisturí cortar los callos, si los callos son grandes se pueden cortar en forma de cruz
obteniendo así cuatro pedazos, si son más pequeños se pueden cortar en tres, dos o un pedazo
a criterio de quien lo esté cortando.

6. Colocar cada pedazo de callo en medio de enraizamiento, sellar con parafilm e incubar.

9. Cálculos

Cálculo para determinar la dilución de los reactivos

C1V1 = C2V2

Donde:
C1: Concentración / dilución inicial
V1: Volumen a determinar
C2: Concentración / dilución a la que se quiere llegar
V2: Volumen que se quiere utilizar

10. Control de calidad

El medio de cultivo no debe presentar ninguna contaminación a la hora de sembrar los callos.
Los callos a sembrar no deben presentar ninguna contaminación y deben tener callo formado, en
caso no haya callo y solo se encuentre la hoja en el medio, no trasplantar y determinar si se le dará
más tiempo o si se descarta.

11. Reporte de datos y documentos utilizados

Colocar en el cuaderno de laboratorio todas las medidas obtenidas, así como en cuantos pedazos
se dividió el callo y las observaciones pertinentes al caso.

E. Anexo V

1. POE V: Extracción de ADN y realización de PCR

1. Propósito

Determinar de manera exploratoria si los primers que amplifican para el gen donde se puede dar la
mutación provocando el fenotipo tn-1 y para el gen de CaCKI1 en el chile ornamental Yume-Matsuri
(C. annuum), amplificarán en el chile mirasol (C. annuum).
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Código del POE V
Área Cultivo de tejidos

Versión Primera
Idioma Español
Título Extracción de ADN y

realización de PCR
Escrito por Laboratorio de protección vegetal

Fecha y firma 30 de julio del 2023
Modificado por Adriana Gil
Fecha y firma 23 de agosto del 2023
Revisado por
Fecha y firma

2. Aplicación

El PCR va a permitir determinar si los genes que se ha observado están asociados a los chile sin
semilla se encuentran en el chile mirasol.

3. Referencias

Laboratorio de protección vegetal. (s.f.). Extracción de ADN a partir de tejido vegetal y cultivos
fúngicos. Universidad del valle de Guatemala.

Maki, T., Kusaka, H., Matsumoto, Y. et al. The mutation of CaCKI1 causes seedless fruits in
chili pepper (Capsicum annuum). Theor Appl Genet 136, 85 (2023). https://doi.org/10.1007/s00122-
023-04342-w

Tanaka, Y., Mitani, A., Shimizu, N., Goto, T., Yoshida, Y., y Yasuba, K.-i. (2021). Charac-
terization and bulk segregant analysis of a novel seedless mutant tn-1 of chili pepper (capsicum
annuum). Scientia Horticulturae, 276 , 109729. Descargado de https://www.sciencedirect.com/ scien-
ce/article/pii/S0304423820305574 doi: https://doi.org/ 10.1016/j.scienta.2020.109729

4. Terminología y abreviaciones

ADN: Ácido desoxirribonucleico

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa

CAPS: Secuencia polimórfica amplificada por escisión

EtOH: Etanol

tn-1: Región del genoma de C. annuum que al ser mutada el fruto no produce semilla.

CaCKI1: Región del genoma de C. annuum que al ser mutada el fruto no produce semilla.

5. Principio

El PCR se basa en que múltiples ciclos de temperatura que permiten la síntesis y amplificación
de un fragmento específico de ADN con la ayuda de oligonucleótidos.
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6. Seguridad

Utilizar bata y guantes durante todo el trabajo en el laboratorio.

7. Equipos materiales y reactivos

Equipo y materiales

Papel absorbente

Tubos Eppendorf 1.5mL

Puntas de 10µL

Puntas de 200µL

Puntas de 1000µL

Micro pipeta de 10µL

Micro pipeta de 200µL

Micro pipeta de 1000µL

Gradilla para tubos de 1.5mL

Marcador indeleble de punta fina

Horno

Centrífuga

Congelador

Vórtex

Macerador mecánico

Pistilos de plástico azules

Recipiente para descarte de puntas nuevas

Recipiente de descarte de reactivos

Frasco de descarte de reactivos para ECOTERMO

Guantes de látex

Nanodrop ®

Termociclador

Tubos Eppendorf 0.2mL

Cámara de electroforésis

Transiluminador

Reactivos
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Cloro al 10 %

EtOH al 70 %

Buffer de extracción CTAB

Cloroformo isoamílico (24:1)

Acetato de amonio 7.5M

Isopropanol

Buffer TE

Loading dye

Gel red

Escalera para electroforesis de ADN

Agarosa

Agua libre de nucleasas

Oligonucleótidos

FCAPS: AGGTGTAGACATCACCCTACCC

RCAPS: TGGGAACAAAGGACCTTAAAAA

FCaCK1: TGAAGCAACCAAACGCATTA

RCaCK1: TCGGTTTCTTCCTTTTCTGTATG

8. Procedimiento

Extracción de ADN

1. Colocar de 3 a 5 hojas entre el tubo abierto y la tapadera, luego cerrar para dejar discos de
las hojas dentro del tubo.

2. Comenzar la extracción con el tubo Eppendorf con el tejido.

3. Desinfectar el área de trabajo pasando una toalla de papel absorbente con cloro al 10 % y luego
una con etanol al 70 %.

4. Precalentar el buffer de extracción CTAB a 65°C.

5. Incubar el tejido colectado durante la toma de muestra a -20°C mínimo 20 minutos.

6. Agregar al tejido 600µL de buffer de extracción CTAB precalentado a 65°C.

7. Macerar con el macerador mecánico durante 30 - 60 segundos.

8. Incubar a 65°C durante 15 - 30 min.

9. Durante la incubación, dejar en el congelador a -20°C una gradilla que va a ser utilizada a
continuación.

10. Dejar enfriar las muestras por 5 min en la gradilla fría y esperar a que las muestras alcancen
temperatura ambiente.

63



11. Agregar 500µL de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y vortexear la mezcla por 10 segundos,
o hasta que se observe una solución lechosa homogénea.

12. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 min. Si no se observa una buena separación de las fases,
centrifugar por más tiempo.

13. Transferir el sobrenadante (aprox. 500µL), sin tocar la interfase, al tubo nuevo rotulado con
el código de la muestra.

14. Agregar al sobrenadante 1 volumen de isopropanol frío y 1/10 volumen de acetato de amonio
7.5M.

15. Mezclar por inversión e incubar a -20°C mínimo 20 minutos.

16. Centrifugar a 13,000 rpm por 10 min.

17. Descartar el sobrenadante por inversión del tubo.

18. Lavar el pellet con 150µL de EtOH 70% frío y centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min.

19. Descartar el sobrenadante y secar el precipitado al aire por 45 min o en el horno a 30°C por
10 - 20 min.

20. Resuspender el pellet en 50µL de buffer TE precalentado a 65°C. El volumen de resuspensión
depende del tamaño del pellet.

21. Almacenar el ADN resuspendido a 4°C en caso se use al día siguiente o en el transcurso de la
semana, o a -20°C si el tiempo excede la semana.

22. Cuantificar el ADN utilizando un Nanodrop ®

Reacción de PCR

Reactivo Concentración final Volumen para 1 reacción (µL)
Master Mix 1X 5µL

Taq pol 0.008µM 0.2µL
H2O - 15.8µL

dNTPS 0.2mM 1µL
Primer F 0.4µM 1µL
Primer R 0.4µM 1µL

ADN 100 ng/µL 2 µL

Cuadro XII.2: Master mix para PCR para 25 µL por reacción

1. Preparar en hielo el master mix en un tubo de 1.5mL, preparando suficiente para el número
de reacciones deseados.

2. En tubos de 0.2 mL, agregar 23 µL de master mix y 2 µL de ADN.

3. Como control negativo dejar un tubo solamente con el master mix, sin ADN de muestra.

4. Colocar los tubos con las muestras y máster mix en el termociclador y correr el programa para
la PCR

5. Para ambos grupos de primer el ciclo en el termociclador es el siguiente: Un ciclo de 2 min.
a 96°C, 35 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 55°C y 1 minuto a 68°C, con una
extensión final de 5 min. a 68°C.

64



6. Preparar gel de agarosa al 1.5 % con buffer TBE 1X y colorante de ADN gel red. Colocarlo en
la cámara de electroforesis con buffer TBE 1X

7. Cargar 3 µL de escalera para electroforesis de ADN en el gel.

8. Mezclar 5 µL de cada producto de PCR con 1 µL de loading dye y cargar en el gel.

9. Correr la electroforesis a 100 V por 30 minutos.

9. Cálculos

Cálculo para determinar el volumen de reactivos según el número de reacciones

Volumen de reacción * x = Volumen total para x reacciones

Donde:

x = número de reacciones requeridas

10. Control de calidad

Se esperan productos de amplificación para tn-1 de 300 pb y productos de 96pb para CaCKI1

No se debe observar un producto de amplificación en el control negativo

11. Reporte de datos y documentos utilizados

Escribir todos los datos y orden utilizado para el gel en el cuaderno de laboratorio.

Toma de fotografía al gel de agarosa luego de que este haya corrido.

F. Anexo VI

1. POE VI: Electroforesis en geles de poliacrliamida de 10cm

Código del POE VI
Área Biología molecular y virología

Versión Primera
Idioma Español
Título Electroforesis en geles de

poliacrilamida de 10 cm
Escrito por Laboratorio de protección vegetal

Fecha y firma
Modificado por Adriana Gil
Fecha y firma 10 de diciembre del 2023
Revisado por
Fecha y firma
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1. Propósito

Describir el procedimiento para la preparación de geles de poliacrilamida de 10 cm para la
visualización de ADN.

2. Aplicación

Este procedimiento aplica para todo análisis que requiera la preparación de geles de poliacrilamida
de 10 cm de alto.

3. Referencias

Avalos, D. N. (2018). Identificación de variedades de cacao (Theobroma cacao L.) presentes en
la finca "La Cruz", Cuyotenango, Suchitepéquez, Guatemala, mediante el análisis de ADN badado
en marcadores microsatélites. (Tesis de pregrado). Universidad del Valle de Guatemala, Guatemala.

Thermo Fisher (2012). General recomendations of DNA Electrophoresis. Disponible en: https://assets.thermofisher.com
/TFS-Assets/LSG/manuals/MAN 0012614_Gen_Recommend_DNA_Electrophoresis_UG.pdf. (Con
acceso: 30/07/2019)

4. Terminología y abreviaciones

Buffer SB: Buffer compuesto por borato de sodio.

PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis (Electroforesis en gel de poliacrilamida).

TEMED: Tetrametiletilendiamina.

APS: Peroxidisulfato de amonio.

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético.

NaOH: Hidróxido de sodio.

5. Principio

Se usa un gel para mover las moléculas de forma eléctrica a través de una matriz, en este caso un
gel de poliacrlilamida. Esta matriz al tener poros, permite que las moléculas más pequeñas avancen
más rápido que las moléculas más grandes.

6. Seguridad

Bata de laboratorio y guantes durante todo el proceso.

7. Equipos materiales y reactivos

Equipo y materiales

Balanza semianalítica
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fuente de poder

Micropipeta (p10)

Micropipeta (p20)

Micropipeta (p1000)

Espátula

Vidrio espaciador (Spacer Plates)

Vidrio bajo (Short Plates)

Mini-PROTEAN tetra Cell Casting Module

Mini-PROTEAN Tetra Electrode Assembly

Mini-PROTEAN Tetra Companion Running Module

Buffer tank

Espaciadores

Peines

Papel filtro

Papel acetato

Reactivos

Buffer SB: Hidróxido de sodio, ácido bórico 20X, pH 8.0

Bis:Acrilamida 40% (37.5:1)

Ácido acético glacial

Nitrato de plata

Formaldehido 37 %

Carbonato de sodio

Tiosulfato de sodio

APS

Etanol al 95 %

Formamida desionizada

EDTA

Xilen-cianol

Azul de bromofenol

TEMED

Agua destilada

Escalera molecular
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8. Procedimiento

Preparación de geles de poliacrilamida de 10cm:

1. Lavar las placas de vidrio de la cámara con detergente Nolon®al 1 % y una esponja suave.
Enjuagar con agua y posteriormente con agua desmineralizada y etanol al 95%. Dejar de
escurrir hasta que estén secas por complejo.

2. Armar la cámara de polimerización: Alinear el vidrio espaciador con el vidrio corto, de tal
forma que quede un espacio de 0.75mm entre los dos vidrios. Colocar los dos vidrios alineados
con el vidrio corto hacia el frente dentro de una abrazadera verde, luego cerrar la abrazadera
con los dos extremos para dejar los geles pensados. Colocar la abrazadera en el soporte de
fundición.

3. Preparar solución de poliacrilamida al 10 % (o cambiar la concentración definida según el rango
de tamaño esperado), mezclando 6.6mL de agua destilada, 2.4mL de Buffer SB 5X, 3mL de
acrilamida, 20µL de TEMED y 20µL de APS. Esta solución rinde para dos geles de 10 cm.

4. Agitar la solución e inmediatamente verterla entre el vidrio espaciador y el vidrio corto, evitar
la formación de burbujas de aire. Si se forman burbujas de aire sacarlas con leves golpes a la
parte del vidrio con burbujas.

5. Agregar 3µL de TEMED en cada extremo de los vidrios e introducir los peines evitando la
formación de burbujas de aire.

6. Dejar polimerizar 30 minutos. Si se observa perdida de solución por los extremos de los vidrios,
rellenar con más solución con ayuda de una pipeta de 1000µL.

7. Armar la cámara de electroforesis, agregar buffer de corrida (SB 1X). El Buffer SB 1X de
corrida puede reutilizarse hasta un máximo de 5 corridas.

8. Remover los peines.

9. Colocar 1µL de StopMix por cada muestra en parafilm.

10. Mezclar 4µL de la muestra con 1µL de StopMix y cargar en el gel.

11. Cargar 2µL de escalera molecular en un pozo vacío.

12. Cerrar la cámara por completo, verificando que el ánodo y el cátodo se encuentren en la
posición adecuada.

13. Conectar a una fuente de poder, verificar la polaridad de los cables

14. Realizar la corrida del gel a 160v por 1 hora o según el tiempo adecuado al tamaño del producto.

15. Al terminar la electroforesis, apagar la fuente de poder, desconectar las terminaciones eléctricas,
remover la tapa y sacar el sistema armado.

16. Separar los vidrios y despegar el gel utilizando los espaciadores.

Tinción de geles de poliacrilamida de 10cm

1. Colocar el gel en un recipiente que contiene 150mL de solución de fijación y agitar por 20
minutos.

2. Recuperar la solución de fijación en un Erlenmeyer.

3. Realizar tres lavados con agua desmineralizada por dos minutos cada uno.
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4. Agregar aproximadamente 150mL de solución de tinción y agitar con 20 minutos.

5. Recuperar la solución de tinción en el recipiente de almacenamiento de la solución.

6. Lavar con agua desmineralizada por 10 segundos.

7. Agregar 150mL de solución de revelado a 4°C y agitar hasta que presentan bandas.

8. Al observar bandas con la intensidad deseada, verter la solución de fijación utilizada al inicio
de la tinción para detener la reacción. Agitar hasta que se neutralice.

9. Sumergir el papel filtro dentro de la solución para colectar el gel. Después de un minuto
colocar papel acetato sobre el gel. Escanear los geles, guardarlos, envueltos en papel, en bolsas
herméticas para su posterior análisis.

10. Escanear los geles, guardarlos, envueltos en bolsas herméticas para su posterior análisis.

9. Cálculos

Cálculo para determinar la dilución de los reactivos

C1V1 = C2V2

Donde:
C1: Concentración / dilución inicial
V1: Volumen a determinar
C2: Concentración / dilución a la que se quiere llegar
V2: Volumen que se quiere utilizar

10. Control de calidad

La escalera debe haber corrido en el gel de manera que se puedan ver las distintas bandas.

Las muestras no se ven corridas o desplazadas, se puede observar en las muestras en qué punto
están y calcular cuanto pesan, así como la separación de bandas.

11. Reporte de datos y documentos utilizados

Escribir todos los datos y orden de las muestras utilizadas en el cuadernito de laboratorio.

Escanear el gel luego de el procedimiento para tener todos los datos, así como para poder
verlos de nuevo y analizarlos.
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G. Anexo VII

1. Datos brutos

1. Resultado de PCR in silico

Figura XII.1: Amplificación in silico del gen CaCKI1
(Dotmatics, 2023)

Figura XII.2: Amplificación in silico del gen tn-1
(Dotmatics, 2023)
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2. Datos para el análisis estadístico

Batch Tratamiento CAJA Contaminada Sobrevivieron Promedio callo
1 T1 T1A SÍ NO 0
1 T1 T1B SÍ NO 0
1 T1 T1C SÍ NO 0
1 T1 T1D SÍ NO 0
1 T2 T2A SÍ NO 0
1 T2 T2B SÍ NO 0
1 T2 T2C SÍ NO 0
1 T2 TD2 SÍ NO 0
1 T3 T3A SÍ NO 0
1 T3 T3B SÍ SÍ 0.5
1 T4 T4A SÍ NO 0
1 T4 T4B SÍ NO 0
1 T4 T4C SÍ NO 0
1 T5 T5A SÍ NO 0
1 T5 T5B SÍ NO 0
1 T5 T5C SÍ NO 0
1 T5 T5D SÍ NO 0
1 T6 T6A SÍ NO 0
1 T6 T6B SÍ NO 0
1 T6 T6C SÍ NO 0
1 T6 T6D SÍ NO 0
1 T7 T7A SÍ NO 0
1 T7 T7B SÍ NO 0
1 T7 T7C SÍ NO 0
1 T7 T7D SÍ NO 0
2 T1 T1E SÍ NO 0
2 T2 T2E SÍ NO 0
2 T2 T2F SÍ NO 0
2 T3 T3C NO SÍ 1
2 T3 T3D NO SÍ 1
2 T4 T4D NO SÍ 1
2 T4 T4E SÍ NO 0
2 T6 T6E NO SÍ 0.75
2 T6 T6F SÍ NO 0
2 T7 T7E SÍ NO 0
2 T7 T7F SÍ NO 0
3 T1 T1F SÍ NO 0
3 T1 T1G NO SÍ 0
3 T1 T1H SÍ NO 0
3 T1 T1I SÍ NO 0
3 T2 T2G SÍ NO 0
3 T2 T2H SÍ NO 0
3 T2 T2I SÍ NO 0

Cuadro XII.3: Datos sin analizar sobre inducción de callo en el medio
Donde el batch son todas las cajas que se realizaron al mismo tiempo, en la misma fecha y el

mismo set de hojas colectadas. El tratamiento es el tipo de tratamiento utilizado para esa muestra,
la caja como codificador para cada caja utilizada. Contaminada indicando si la caja se contaminó
durante el experimento, sobrevivieron como indicador de si llegaron hasta el final del experimento
y por último promedio de callo, en donde 0 indica la ausencia de callo en los 4 explantes, 0.25 la
presencia de callo en un explante, 0.50 la presencia de callo en dos explantes 0.75 la presencia de

callo en tres explantes y 1 la presencia de callo en los cuatro explantes presentes en la caja.
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Batch Tratamiento CAJA Contaminada Sobrevivieron Promedio callo
3 T3 T3E SÍ NO 0
3 T3 T3F NO SÍ 1
3 T5 T5E SÍ NO 0
3 T6 T6G NO SÍ 1
3 T6 T6H SÍ NO 0
3 T7 T7G SÍ NO 0
3 T7 T7H NO SÍ 1
4 T1 T1AA SÍ NO 0
4 T1 T1AB SÍ NO 0
4 T1 T1AC SÍ NO 0
4 T1 T1AD SÍ SÍ 0
4 T1 T1AE SÍ NO 0
4 T2 T2AA SÍ SÍ 1
4 T2 T2AB SÍ NO 0
4 T2 T2AC SÍ NO 0
4 T2 T2AD SÍ NO 0
4 T2 T2AE SÍ NO 0
4 T3 T3AA SÍ NO 0
4 T3 T3AB SÍ NO 0
4 T3 T3AC SÍ NO 0
4 T3 T3AD SÍ NO 0
4 T3 T3AE SÍ NO 0
4 T4 T4AA SÍ NO 0
4 T4 T4AB SÍ NO 0
4 T4 T4AC SÍ NO 0
4 T4 T4AD SÍ NO 0
4 T4 T4AE SÍ NO 0
4 T5 T5AA SÍ NO 0
4 T5 T5AB SÍ NO 0
4 T5 T5AC SÍ NO 0
4 T5 T5AD NO SÍ 1
4 T5 T5AE SÍ NO 0
4 T6 T6AA SÍ NO 0
4 T6 T6AB SÍ NO 0
4 T6 T6AC SÍ SÍ 0.25
4 T6 T6AD SÍ NO 0
4 T6 T6AE SÍ NO 0
4 T7 T7AA SÍ NO 0
4 T7 T7AB SÍ NO 0
4 T7 T7AC SÍ NO 0
4 T7 T7AD SÍ NO 0
4 T7 T7AE SÍ NO 0

Cuadro XII.4: Datos sin analizar sobre inducción de callo en el medio segunta parte
Continuación de el Cuadro XII.3

-
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Batch Tratamiento CAJA Contaminada Sobrevivieron Promedio callo
5 T1 T1BA SÍ SÍ 0
5 T1 T1BB SÍ NO 0
5 T1 T1BC SÍ SÍ 0
5 T1 T1BD SÍ SÍ 0
5 T2 T2BA SÍ NO 0
5 T2 T2BB NO SÍ 0
5 T2 T2BC NO SÍ 0.25
5 T2 T2BD SÍ SÍ 0
5 T3 T3BA NO SÍ 1
5 T3 T3BB SÍ NO 0
5 T3 T3BC NO SÍ 0.25
5 T3 T3BD NO SÍ 1
5 T4 T4BA SÍ NO 0
5 T4 T4BB SÍ NO 0
5 T4 T4BC SÍ NO 0
5 T4 T4BD NO SÍ 0.75
5 T5 T5BA SÍ SÍ 0
5 T5 T5BB SÍ SÍ 0.25
5 T5 T5BC NO SÍ 0
5 T5 T5BD SÍ NO 0
5 T6 T6BA NO SÍ 0
5 T6 T6BB SÍ SÍ 0
5 T6 T6BC SÍ NO 0
5 T6 T6BD NO SÍ 1
5 T7 T7BA SÍ SÍ 0.25
5 T7 T7BB NO SÍ 0.25
5 T7 T7BC NO SÍ 0.75
5 T7 T7BD SÍ SÍ 0.25
6 T1 T1CA SÍ SÍ 0
6 T2 T2CA NO SÍ 0
6 T4 T4CA SÍ SÍ 0
6 T4 T4CB SÍ NO 0
6 T4 T4CC SÍ NO 0

Cuadro XII.5: Datos sin analizar sobre inducción de callo en el medio tercera parte
Continuación de el Cuadro XII.3
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