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RESUMEN

La regeneracion de plantas haploides, es una herramienta
importante en los programas de mejoramiento y estudios
genéticos, ya que permite obtener lineas puras mas rapido
que los métodos convencionales a través de la duplicacion
de plantas haploides. El objetivo de este trabajo fue
establecer una metodologia que permita la regeneracion
de plantas haploides de chile tipo miahuateco (Capsicum
annuum L.). Las anteras se cultivaron en los medios
basales de Murashige y Skoog (1962); Chu et al. (1975),
suplementados con 6-furfurilaminopurina (0.1-1 mg L),
acido naftalenacético (0.1 mg L), acido indolacético (1
mg L) y acido 2-4 diclorofenoxiacético (1 mg L!). La
embriogénesis se indujo hasta en 2.23% de anteras cuando
se cultivaron en una combinacion de 6-furfurilaminopurina
con?2-4,diclorofenoxiacético (1 mgL"' deambos)odeacido
indolacético con 6-furfurilaminopurina (0.1 mg L' deambos).
El analisis cromosdmicos de las plantas regeneradas mostro
que eran haploides con nlimero cromdsomico 2n= x= 12.

Palabras clave: Capsicum annuum, anteras, embriogénesis
somatica, haploides.
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ABSTRACT

Haploid plant regeneration is an important tool in breeding
programs and genetics studies, since it helps obtain
pure lines faster than conventional methods by
the duplication of haploid plants. The aim of this study
was to establish a methodology to regenerate
haploid Miahuateco chili pepper plants (Capsicum
annuum L.). Anthers were grown on Murashige and Skoog
(1962); Chu et al. (1975) basal media, supplemented with
6-furfurylaminopurine (0.1-1 mg L"), naphthaleneacetic
acid (0.1 mg L), indolacetic acid (I mg L), and
2-4 dichlorophenoxyacetic acid (1 mgL'). Embryogenesis
was induced in 2.23% of anthers grown in a combination
of 6-furfurylaminopurine with 2-4 dichlorophenoxyacetic
acid (1 mg L', of each), or indolacetic acid
with 6-furfurylaminopurine (0.1 mg L-! of each).
Chromosome analysis of regenerated plants showed
that they were haploids with a chromosome number of
2n=x=12.

Key words: Capsicum annuum, anthers, haploids, somatic
embryogenesis.
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INTRODUCCION

La obtencion de lineas puras u homocigotas puede requerir
al menos seis ciclos de autofecundacion usando las técnicas
convencionales (Polcietal.,2004). Elempleo de herramientas
como la produccion in vitro de haploides y doble haploides,
permite obtener lineas homocigotas hasta en una generacion,
reduciendo tiempo y costo de produccion de estas lineas
(Gonzalezy Jouve, 2003; Polci et al.,2004; Maraschin et al.,
2005). Ademas, la regeneracion de plantas haploides tiene
aplicacion en estudios citogenéticos y gendmicos (Jauhar,
1993; Aleza et al., 2003), para la construccion de mapas
genéticos (Oliveretal.,2000)y enlaevaluacion de diversidad
genética(Maraschin etal.,2005). Envarias especies horticolas
se han regenerado plantas completas a partir del gametofito
masculino (granos de polen) con un nimero haploide
de cromosomas el cual se diploidiza para generar lineas
puras doble haploides (Dolcet-Sanjuan y Claveria, 2003).

En Capsicum annuum L. el método mas empleado para la
obtencion de haploides es el cultivo in vitro de anteras; se
han desarrollado varios protocolos para la induccion de
embriogénesis a partir de microsporas y la regeneracion de
plantas haploides en diferentes variedades (Dolcet-Sanjuan
etal.,1997; Barany et al.,2001; Kim y Jang, 2001; Kim et
al.,2004; Supena et al., 2006); no obstante, no se conocen
reportes sobre la generacion de haploides de genotipos de
chile cultivados en México.

Entre los tipos de chile mas importantes en nuestro pais
se encuentran los denominados anchos, y dentro de éstos
sobresalen los subtipos mulato, ancho y miahuateco (Laborde
y Pozo, 1982). El chile miahuateco difiere de los otros por la
ausencia de cajete y por tener un fruto mas delgado, ademas
es apreciado en la region comprendida entre los Municipios
de Tehuacan y Tecamachalco del estado de Puebla, por sus
caracteristicas culinarias. Este tipo de chile es susceptible a
la incidencia de enfermedades presentes en el suelo y han
reducido el area de produccion. También, su cultivo mezclado
conotros tipos de chile como anchoy copi, haido ocasionando
la pérdida de suidentidad morfologica (Aguilar et al., 2006).

Enel Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas (CP)
se tienen varias recolectas de chile miahuateco, algunas de
las cuales han mostrado resistencia a Phytophthora capsici
(Moran, 2008), pudiendo utilizarse como fuente de variacion
en programas de mejoramiento genético. Una forma de
estudiar la herencia de estos caracteres en menor tiempo
es con la formacion de lineas homocigotas mediante la
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INTRODUCTION

Obtaining pure or homozygotic lines may require at
least six cycles of self-fertilization using conventional
techniques (Polci et al., 2004). The use of tools such as
the production in vitro of haploids and double haploids,
helps obtain homozygotic lines up to one generation,
reducing production costs and time on these lines
(Gonzalez and Jouve, 2003; Polci et al., 2004; Maraschin
etal.,2005). Also, the regeneration of haploid plants is
applicable in cytogenetic and genomic studies (Jauhar,
1993; Alezaetal.,2003), for the creation of genetic maps
(Oliver et al., 2000) and in the evaluation of genetic
diversity (Maraschin et al., 2005). Entire plants have
been regenerated in several horticultural species from
the male gametophyte (pollen grains) with a haploid
number of chromosomes which is diploidized to create
double haploid pure lines (Dolcet-Sanjuan and Claveria,
2003).

In Capsicum annuum L.,the most commonly used
method for obtaining haploids is the plantation in vitro of
anthers; several protocols have been developed to induce
embryogenesis from spores and the regeneration of haploid
plants in different varieties (Dolcet-Sanjuan et al., 1997;
Baranyetal.,2001; Kimand Jang, 2001; Kim et a/.,2004;
Supena et al., 2006); however, there are no known reports
on the generation of haploids of genotypes of chili pepper
planted in Mexico.

One of the most important types of chilies in Mexico is
called wide, and in these, the most outstanding are the
subtypes mulato, wide and miahuateco (Laborde and Pozo,
1982). The miahuateco chili differs from the rest by not
having a cajete and having anarrower fruit; itis also valued
highly in the area between the municipalities of Tehuacan
and Tecamachalco, Puebla State of for its culinary features.
This type of chili is susceptible to the incidence of diseases
in the soil that have reduced the area of production. Also,
its plantation, combined with other types of chilies, such
as wide and copi, has caused the loss of its morphological
identity (Aguilar et al., 2006).

In the Colegio de Postgraduados in Agricultural Science
(CP) there are several miahuateco chili collections, some
of which have proven to be resistant to Phytophthora
capsici (Moran, 2008), and can be used as a source of
variation in genetic breeding programs. One way to
study the characteristics in less time is with the formation
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produccion de plantas haploides y su posterior duplicacion.
Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue
establecer una metodologia para generar haploides de chile
miahuateco a partir del cultivo de anteras.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon las accesiones CP631, CP633, CP634 y CP643
provenientes de los Municipios de Tepanco de Lopez y
Tlacotepec, Puebla, proporcionadas por el proyecto: Los
recursos genéticos del chile (Capsicum spp.)enMéxico: estudio,
conservaciony utilizacion; financiado porel Sistema Nacional
deRecursos Fitogenéticos paralaAlimentaciony laAgricultura
(SINAREFI). Dichas accesiones se encuentran resguardadas
en el banco de germoplasma de chile del CP, ubicado en el
Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México (Cuadro 1).
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of homozygous lines by producing haploid plants and then
duplicating them. Therefore, the aim of this work was to
determine a methodology to generate miahuateco chili
haploids from the plantation of anthers.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Accessions CP631, CP633, CP634 and CP643 were
used, from the municipalities of Tepanco de Lopez and
Tlacotepec, Puebla, provided by the project: The genetic
resources of chili pepper (Capsicum spp.) in Mexico:
study, conservation and use; financed by the National
Pythogenetic Resource System for Food and Agriculture
(SINAREFI). The accessions are kept in the chili
germplasm bank in the CP, Campus Montecillo, Texcoco,
Mexico State (Table 1).

Cuadro 1. Localidades de colecta de las accesiones de chile miahuateco, en el estado de Puebla.
Table 1. Locations of collection of miahuateco chili accessions in the state of Puebla.

Municipio Localidad Accesion Latitud Longitud Altitud Afode
norte oeste (m) colecta
Tepanco de Lopez Paraje Cruz Verde CP631 18°34°43” 97°33°48.9” 1836 2004
” El Cuatillo CP633 18°34°25.1” 97°33°37.4” 1817 2004
” Rancho Tecajete CP634 18°35°26.5” 97°29°49.6” 1 800 2004
Tlacotepec El Zapote CP643 18°39°51.7” 97°40°9.1” 1912 2004

Con la finalidad de obtener anteras para su establecimiento
in vitro, 15 plantas de cada una de las accesiones de chile
crecieron en los invernaderos del CP, ubicado en la carretera
México-Texcoco, km36.5, Montecillo, Texcoco, Estado de
México; situado a una altitud de 2 250 m, latitud norte 19°
29’ y longitud oeste 98° 53°, con temperaturas promedio
maximas y minimas de 25 y 12 °C respectivamente.

Establecimiento in vitro de anteras

Todos los medios empleados para el cultivo de anteras
contenian sales y vitaminas del medio de Murashige y
Skoog (MS) (1962), con excepcion del medio A2 que se
componia de las sales del medio N6 de Chu et al. (1975) y
de las vitaminas del MS (Cuadro 2). El pH de los medios se
ajustoas.7+0.1y éstosse esterilizaron 15 min en autoclave
al.05kgem™.

To obtain anthers for their production in vitro, 15 plants of
each chili accession were grown in the CP greenhouses,
located on the Mexico City-Texcoco road, km 36.5,
Montecillo, Texcoco, State of Mexico; at an altitude of 2
250 m, latitude north 19° 29’ and longitude west 98° 53°,
with average high and low temperatures of 25 and 12 °C
respectively.

Production in vitro of anthers

All the media used for the plantation of anthers contained
salts and vitamins from the Murashige and Skoog (MS)
medium (1962), except for A2 which was composed of the
salts of medium N6 by Chu et al. (1975) and of the vitamins
of the MS (Table 2). The pH of the media was set to 5.7 +
0.1 and they were sterilized for 15 min in an autoclave at
1.05kgem™.



192 Rev. Mex. Cienc. Agric. Vol.1 Num.2 1 de abril - 30 de junio, 2010

Marcelina Vélez Torres et al.

Cuadro 2. Composicion de los medios usados en el cultivo de anteras, de cuatro accesiones de chile miahuateco.
Table 2. Composition of the media used in the plantation of anthers, from four miahuateco chili accessions.

Medio de Sacarosa Reguladores de crecimiento Aminoéacidos Agar Suplementos
cultivo (gL™h (mgL") (mgL™") (gL

Al 60 Cinetina (1) y 2,4-D (1) sd 7 Agua de coco (20%)
A2 60 2,4-D (2) sd 8 sd
A3 60 AIA (1) y cinetina (2) Cisteina (50) 7 AA(200mgL™)
A4 60 Cinetina (1) y 2,4-D (0.5) sd 7 Agua de coco (20%)
A5 60 ANA (0.1) y cinetina (0.1) sd sd Agua de coco (20%)

MDI 30 sd sd 7 sd

MD2 30 AG; (1) sd 7 sd

MM 30 BA (4); y ATA(0.3) sd 7 sd

ME 30 AIB (1) sd 7 sd

BA=benciladenina; ANA=4acidonaftalenacético; AIA=4cido indolacético; AG,=4cido giberélico; Cinetina=6-furfurilaminopurina; 2,4-D=4cido 2,4-diclorofenoxiagcético;

AIB= acido indolbutirico; AA= acido ascorbico; sd= sin dato.

Desinfestacion y siembra

Lasanterasutilizadas parael cultivo in vitro se obtuvieron de
botones florales de 3 mm de diametro, dado que en el estudio
citologico que sellevo a cabo previamente, el mayor nimero
decélulas en la fase de tétrada (uninucleadas) se presentaron
en botones de este tamafio. La desinfestacion de las anteras
se realizo con etanol al 96% (v/v) durante 2 min, seguido
de 10 min en una solucion de hipoclorito de sodio al 1.8%
de ingrediente activo.

Las anteras se sembraron de dos maneras, en una de ellas se
colocaron intactas sobre el medio de cultivo y en la otra se
les hizo una incision longitudinal en la parte media.

Induccion de la embriogénesis somatica

Las anteras de las cuatro accesiones se cultivaron como
explantes en frascos de 50 mL de capacidad con 10 mL de los
mediosAl,A2,A3,A4yAS5 (Cuadro?2). Estas semantuvieron
enobscuridada26+ 2 °C durante cinco semanas para inducir
laformacion de callo embriogénico. No se cultivaron anteras
de las accesiones CP634 y CP643 en el medio AS.

Desarrollo de los embriones somaticos

Para promover la diferenciacion y germinacion de
los embriones somaticos formados en las anteras que
permanecieron durante cinco semanas en los medios de
induccion, éstas se transfirieron a frascos con 10 mL de medio
MD1, enel que se cultivaron por dos semanas en oscuridad y
dos semanas en un fotoperiodo de 16 horas de luz (lamparas

Disinfestations and plantation

The anthers used for the plantation in vitro were taken from
flower buds, 3 mm in diameter, since in the cytological
study carried out previously; the largest number of cells in
the tetrad phase (uninucleate) was found in buds this size.
The anthers were disinfested with ethanol at 96% (v/v) for 2
min, followed by 10 minina 1.8% active ingredient sodium
hypochlorite solution.

Anthers were planted in two ways. In one of them, they were
placed intact on the culture medium and in the other they
were cut longitudinally down the middle.

Induction of somatic embryogenesis

The anthers of all four accessions were planted as explants
en in 50 mL flasks with 10 mL of the media A1, A2, A3, A4
and A5 (Table2). These were keptin the dark at26+2 °C for
five weeks to induce the formation of embryogenic callus.
No anthers were planted from accessions CP634 or CP643
inmedium AS.

Development of the somatic embryos

In order to promote the differentiation and germination of
the somatic embryos formed in the anthers that remained
in the induction media for five weeks, the anthers were
moved to flasks with 10 mL of MD1 medium, in which
they grew for two weeks in the dark and another two
in a photoperiod of 16 hours of light (cold fluorescent
white light, with an intensity of 25 pmol m2 s).
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de luz blanca fria fluorescente, con intensidad luminica de
25 umol m?2s1). Las plantulas obtenidas en el medio MD1
se transfirieron a un medio MD2 en condiciones de luz para
continuar su desarrollo (Cuadro 2).

Multiplicacion de plantas haploides

Los apices de vastago de las plantas haploides obtenidas a
partir de las anteras, se cultivaron durante cuatro semanas
en el medio MM (Robledo-Paz y Carrillo-Castafieda, 2004).
Los brotes adventicios regenerados en el medio MM se
transfirieron al medio MD2 por cuatro semanas para promover
su crecimiento; posteriormente; éstos se individualizaron
y se colocaron en el medio ME durante dos semanas para
promover la formacion del sistema radical (Cuadro 2).

Analisis cromosémico

Para observar cromosomas mitoticos, se colocaron los apices
radicales de las plantas regeneradas a partir de anteras en
una solucion acuosa de colchicina (0.05%) (p/v) por 3.5 h, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Después, los apices se
transfirieron al fijador Farmer 3:1 (etanol: acido acético) (v/v)
por 12 h; sehidrolizaron 10 minen HC1 1 Na 60 °Cy se tifieron
con una solucion de Feulgen, preparada de acuerdo a Garcia
(1990)a 60 °Cpor5min. Los apices coloreados semaceraron en
solucion enzimatica (pectinasa 2%, celulasa 5% ybuffer citrato,
pH 4.5) y después, se llevo a cabo el aplastado de los mismos
sobre portaobjetos agregando una gota de orceina propionica
al 2% para luego cubrirlos con cubreobjetos. El conteo y
toma de fotografias de los cromosomas se hizo utilizando
un microscopio 6ptico Karl Zeiss modelo 4700801-9099.

Duplicacién cromosémica

Lasplantas haploides regeneradas se extrajeron del medio de
cultivo, selavaron lasraices con agua corriente para eliminar
residuos del mismo y se sumergieron hasta el cuello de la
raiz en una solucion acuosa de colchicina al (0.05%) (p/v)
durante 6 h, a temperatura ambiente.

Transferencia al suelo

Después del tratamiento con colchicina, las plantas se colocaron
en macetas con una mezcla de agrolita y tierra de monte (1:1)
y se cubrieron con bolsas de plastico transparente con dos
perforaciones en los extremos para evitar deshidratacion.
Después de siete dias se retiraron las bolsas y las plantas
se llevaron al invernadero para continuar su crecimiento;
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The plantlets obtained in medium MD1 were moved to
a medium MD?2 under the light to continue their growth
(Table 2).

Multiplication of haploid plants

The shoot tips of the haploid plants obtained from the
anthers were cultivates for four weeks in the medium
MM (Robledo-Paz and Carrillo-Castafieda, 2004). The
sprouts regenerated in the medium MM were moved to
medium MD2 for four weeks to promote their growth.
They were later separated and placed in the medium ME
for two weeks to promote the formation of the radical
system (Table 2).

Chromosomal analysis

To observe mitotic chromosomes, the root tips of plants
regenerated from anthers were placed in an aqueous
solution of colchicine (0.05%) (p/v) for 3.5 h, at room
temperature and in the dark. The apices were then
transferred to the Farmer 3:1 fixer (ethanol: acetic acid)
(v/v) for 12 h; they were hydrolyzed for 10 min in HCl
1 N at 60 °C and tinted with Feulgen solution, prepared
according to Garcia (1990) at 60 °C for 5 min. The colored
apices were se soaked in an enzyme solution (pectinase
2%, celulase 5% and citrate buffer, pH 4.5), curshed
with a drop of propionic orcein at 2% and finally covered
with a slide. The chromosome count and photography
was carried out using a Karl Zeiss 4700801-9099 optical
microscope.

Chromosomal duplication

The regenerated haploid plants were taken from the
growth medium; their roots were washed with tap water
to eliminate medium remains and submerged to the neck
in an aqueous colchicine solution at (0.05%) (p/v) for 6
h, at room temperature.

Transfer to soil

After the treatment with colchicine, plants were placed
in pots with a mixture of agrolita and soil (1:1) and
covered with transparent plastic bags with two holes in the
ends, to avoid dehydration. The bags were removed
after sevan days and the plants were taken to the
greenhouse to continue their growth, during which
they were irrigated with normal water as required
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durante este tiempo se aplicaron riegos con agua normal de
acuerdo al requerimiento de las plantas y a cada una se le
agregod 200 ml de fertilizante triple 17 (1 g L") (Pelicano,
Disagro®, México) cada 15 dias.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 el disefio experimental completamente al azar,
en el que la unidad experimental consistio de un frasco con
una antera, teniendo un numero variable de repeticiones por
tratamiento. Las variables evaluadas fueron el nimero de
explantes que formaron callo y el nimero de explantes que
diferenciaron embriones.

Los resultados en el presente trabajo consistieron en la
presencia o ausencia tanto de callos como de embriones,
el analisis de la primera variable se llevo a cabo mediante
la metodologia de regresion logistica, usando el paquete
estadistico SAS version 8.1 con el procedimiento PROC
LOGIST con contraste. La comparacion del efecto entre los
factores (medios de cultivo y accesiones) se hizo mediante
contrastes haciendo el ajuste de Bonferroni.

En el caso de la variable formacion de embriones, se utilizo
la prueba exacta de Fisher para la comparacion de dos
proporciones independientes, usando el procedimiento PROC
FREQ, ademas de hacer el ajuste de Bonferroni, de la misma
forma que en la variable formacion de callo, se utilizo para
declarar diferencias significativas entre medios y colectas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cultivo de anteras

Lametodologiaempleada para la desinfestacion de las anteras
permiti6 obtener 100% de éstas libres de contaminacion.
Sembrar las anteras intactas dio los mejores resultados en cuanto
alaformaciondecallo, yaque cuando se les practico laincision
longitudinal, estas se oxidaron tornandose cafés y aunque
produjeron callo, este fue muy pequefio y de corta duracion.

Loanteriorindica que laintegridad de la antera es importante
para la respuesta morfogenética, tal como lo observaron
Pacheco-Sanchez et al. (2003) en anteras de Solanum
iopetalum. En Lilium, Clément y Audran (1995) encontraron
que las capas de la pared de la antera actlian como un
amortiguador fisioldgico al almacenar nutrimentos en granos
de almidon, lo que permite al grano de polen germinar.
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and 200 ml of triple fertilizer 17 (1 g L") (Pelicano,
Disagro®, México) was added to each one every 15
days.

Experimental design and statistical analysis

A randomized experimental design was used, in which
the experimental unit consisted of a flask with an anther,
with a variable number of repetitions per treatment.
The variables evaluated were the number of explants
that formed a callus and the number of explants that
differentiated embryos.

The results in this work were the presence or absence
of calluses or embryos; the analysis of the first variable
was performed with the logistic regression methodology,
using the SAS statistical package, version 8.1, with the
procedure PROC LOGIST with contrast. The comparison
ofthe effect between factors (crop medium and accessions)
was carried out using by contrasts using the Bonferroni
adjustment.

In the variable formation of embryos, Fisher’s exact
test was used for the comparison of two independent
proportions, using the procedure PROC FREQ, apart
from making the Bonferroni adjustment, in the same way
in which, in the variable callus formation, it was used
to declare significant differences between medium and
collections.

RESULTS AND DISCUSSION
Plantation of anthers

The method used to disinfest anthers helped clean them
100% pollutant-free. Planting anthers intact gave the best
results in terms of callus formation, because when they
were cut longitudinally, they oxidized, turning brown, and
although they produced a callus, it was small and its duration
were short.

The above indicates that the integrity of the anther is
important to the morphogenetic response, as observed
by Pacheco-Sanchez et al. (2003) in Solanum iopetalum
antherse. In Lilium, Clément and Audran (1995) found that
the anther wall layers act as a physiological shock absorber,
since it stores nutrients in starch grains, which helps the
pollen grains germinate.
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Conrespecto ala proporcion de anteras que formaron callo,
las accesiones CP631 y CP633 mostraron los valores mas
altos (Figura 1). Por otro lado, de los medios de cultivo
probados, los que indujeron el mayor porcentaje de anteras
con callo fueron el A1, A2 y A4 (Figura 2).
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Regarding the proportion of anthers that formed a callus,
accessions CP631 and CP633 displayed the highest values
(Figure 1). Onthe other hand, out of the crops medium tested,
the ones that induced the greatest percentage of anthers with
calluses were A1, A2 and A4 (Figure 2).

CP634 CP643

Accesiones de chile miahuateco

Figura 1. Diferencias estadisticas entre las proporciones de anteras que formaron callo, en cuatro accesiones de
chile miahuateco (Bonferroni, p<0.05/4=0.0125). Lineas verticales sobre las barras indican el error estandar.
Figure 1. Statistical differences between the proportions of anthers that formed calluses in four accessions of miahuateco

chili peppers (Bonferroni, p<0.05/4=0.0125).
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Figura 2. Diferencias estadisticas entre las proporciones de anteras de chile miahuateco, que formaron callo en cinco
medios de cultivo (Bonferroni, p<0.05/5= 0.01). Lineas verticales sobre las barras indican el error estandar.
Figure 2. Statistical differences between the proportions of miahuateco chili anthers that formed calluses in, five

culture media (Bonferroni, p<0.05/5=0.01).
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Respecto a la variable formacion de embriones de acuerdo
alaprueba exacta de Fisher con ajuste de Bonferroni, no se
encontraron diferencias significativas entre los cinco medios
de cultivo probados, tampoco en las cuatro accesiones
utilizadas. Por otro lado, s6lo los tratamientos A1-CP634 y
AS5-CP633 formaron embriones; el A1-CP634 produjo un
embridn somatico por antera'y el A1-CP633 dos.

Dichos embriones se convirtieron en plantulas haploides
después de dos semanas de cultivarse en el medio MD1
(Cuadro 3). Solamente se presentaron diferencias ap<0.0911
en la comparacion A5-CP633 (90 anteras) en relacion a A2-
CP643, debido a la mayor informacion que proporciond
el nimero de repeticiones (207 anteras) en este ultimo
tratamiento. Delo anterior, se podria inferir que, utilizando un
mayor numero de anteras seria posible encontrar diferencias
significativas con respecto a los otros tratamientos.
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Regarding the variable of embryo formation according to
Fisher’s exact test with the Bonferroni adjustment, there
were no significant differences between the five culture
media tested, not the four accessions used. On the other
hand, only treatments A1-CP634 and A5-CP633 formed
embryos; A1-CP634 produced one somatic embryo per
anther and A1-CP633 produced two.

These embryos became haploid plantlets after two
weeks of being planted in the medium MD1 (Table 3).
There were only differences at p<0.0911 in the comparison
of A5-CP633 (90 anthers) to A2-CP643, due to the
greater information provided by the number of repetitions
(207 anthers) in this last treatment. From this we could
infer that with a larger number of anthers, it would be
possible to find significant differences to other
treatments.

Cuadro 3. Formacion de callo y embriones en anteras de cuatro accesiones (CP631, CP633, CP634 y CP643), de
chile miahuateco cultivadas en cinco medios de cultivo.
Table 3. Formation of callus and embryos in anthers of four accessions (CP631, CP633, CP634 and CP643), of miahuateco

chili grown in five crop medium.

Medio de cultivo  Anteras sembradas (niimero) Anteras con embriones (%)
CP631 CP633 CP634 CP643 Total CP631 CP633 CP634 CP643 Total

Al 72 73 151 59 355 0 0 0.6 0 0.6
A2 60 64 143 207 474 0 0 0 0 0
A3 53 56 95 70 274 0 0 0 0 0
A4 69 78 96 68 311 0 0 0 0 0
A5 60 90 0 0 150 0 2.2 0 0 2.2

Total 314 361 485 404 1564 0 2.2/2%  0.6/1* 0 2.8

*=niimero promedio de plantas haploides formadas por antera.

El hecho de que no todas las accesiones hayan formado
embriones aun cuando se cultivaron en unmismo medio, podria
deberse a la interaccion del genotipo con el medio de cultivo.
Este tipo de respuesta diferencial ha sido observado por otros
autores (Achar,2002; Koleva-Gudevaetal.,2007). Asimismo,
seencontraron diferencias enlarespuestadelas anteras deuna
misma flor, pues no todas ellas formaron embriones, lo que
pudo deberse a que el grado de desarrollo de las anteras del
mismo boton floral no erahomogéneo, tal como lo observaron
Kim et al. (2004) en el cultivar Milyang-jare de chile.

Alrespecto, algunos autores han encontrado variaciéon en el
desarrollo del polen de unaantera, de las anteras deunayema
o de anteras de diferentes yemas en la misma estadia. Dicha
asincronia también podria explicar la baja frecuencia de
embriogénesis en las anteras de chile miahuateco, pues al no

The fact that not all accessions formed embryos, even
when planted in the same medium, could be due to the
interaction of the genotype with the crop medium. This type
of differential response has been observed by other authors
(Achar, 2002; Koleva-Gudeva et al., 2007). Likewise,
there were differences in the response of anthers of a same
flower, since not all formed embryos, which could be due
to the degree of anther development in the same bud not
being homogenous, as observed by Kim et al. (2004) in
the Milyang-jare chili pepper cultivar.

Regarding this, some authors have found a variation in the
production of pollen in an anther, in the anthers of abud or
of different buds in the same stage. This asynchrony could
also explain the low frequency of embryogenesis in the
miahuateco chili anthers, because the microspores of an
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estartodas las microsporas de una antera sincronizadas en el
mismo estado de desarrollo, posiblemente s6lo algunas de
ellas se encontraban en condiciones para formar embriones,
o bien, pudo haber sucedido que muchos granos de polen
murieron en el transcurso del cultivo in vitro, como lo
observaron Kim et al. (2004) en anteras de C. annuum del
cultivar Milyang-jare.

Un porcentaje de 2.4 en la regeneracion de embriones fue
obtenido con anteras del cultivar Slatko Luta de C. annuum
porKoleva-Gudevaeral. (2007), valor cercano al encontrado
en el presente trabajo en la accesion CP633 (2.23%). Por
otro lado, Nowaczyk y Kisiala (2006) obtuvieron una
frecuencia de androgénesis no mayora 5% en los genotipos
de C. annuum ATZ1, POy el hibrido F1 de ambos. La baja
frecuencia con la que se obtienen embriones somaticos
haploides es una respuesta comtin en el cultivo de anteras
de distintas especies; como en la mayoria de los casos este
valor no excede al 0.01% (Polci et al., 2004).

Cabe sefalar que aun cuando de todos los medios probados,
el medio AS tenia la concentracion mas baja de reguladores
de crecimiento, este logré inducir la formacion de embriones,
aligual que el medio A1 que contenia 10 veces mas cantidad
de estos compuestos.

La respuesta de las anteras en medios de cultivo con una
diferencia en la concentracion de reguladores tan amplia
concuerda con lo que postulan Fehér er al. (2003), quienes
consideran que la embriogénesis somatica no puede
definirse como una respuesta a los reguladores aplicados
exogenamente, sino mas bien que son los niveles hormonales
endogenos los que primordialmente determinan larespuesta
de las células a los estimulos que se generan en el cultivo
in vitro; asimismo, sugieren que los cambios drasticos
en el ambiente celular, tal como exponer las células o los
tejidos a condiciones nutrimentales u hormonales sub o
supra Optimas como las que se manejan en el cultivo de
anteras, generan efectos de estrés y que este puede causar
la reorganizacion celular y cambio en el desarrollo para
permitir la embriogénesis somatica.

Los reguladores de crecimiento como las auxinas y
citocininas, son los compuestos mas involucrados en los
cambios de desarrollo mediante laregulacion de la division
y diferenciacion celular. La influencia de la aplicacion de
auxinas y citocininas exdgenas en laembriogénesis somatica
ya se ha documentado por distintos autores (Dudits et al.,
1991; Yeung, 1995; Sagare et al., 2000) y se corrobora con
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anther synchronized in the same stage of growth, possibly
only some of them were in conditions to form embryos, or
many pollen grains could have died during the plantation in
vitro, as observed by Kim et al. (2004) in C. annuum anthers
of the Milyang-jare cultivar.

A percentage of 2.4 in the regeneration of embryos was
obtained with anthers from the C. annuum Slatko Luta
cultivar by Koleva-Gudeva et al. (2007), a value close
to the one obtained in this work for accession CP633
(2.23%). On the other hand, Nowaczyk and Kisiala (2006)
obtained a frequency of androgenesis no higher than
5% in the genotypes of C. annuum ATZ1, PO and the F1
hybrid of both. The low frequency with which haploid
somatic embryos are obtained is a common response in
the plantation of anthers of different species; like in most
cases, this value does not surpass 0.01% (Polci et al.,
2004).

Itis worth noting that even when, out of all the media tested,
A5 had the lowest concentration of growth regulators,
it managed to induce embryo formation, as well as
medium A1, that contained 10 times the amount of these
compounds.

The response of anthers in culture media with such a great
difference in the concentration of regulators agrees with
what Fehér et al. (2003) postulate when considering that
somatic embryogenesis cannot be defined as a response
to exogenously applied regulators, but instead, it is the
endogenous hormone levels that determine cell response
to stimuli produced in the plantation in vitro. Likewise,
they suggest that drastic changes in the cell environment,
such as exposing cells or tissues to nutrient or hormone
conditions below or above the optimum, such as those
in anther plantations, produce stressful effects, causing
cellular reorganization and changes in development to
permit somatic embryogenesis.

Growth regulators such as auxins and cytokinins are the
compounds with the greatest involvement in the changes
in development, with the regulation of cell division and
differentiation. The influence of exogenous auxins and
cytokinins in somatic embryogenesis has been documented
by different authors (Duditsetal., 1991; Yeung, 1995; Sagare
etal.,2000), and is corroborated by the results ofthe present
work, in which combining two auxins (2,4-D and ANA)
with a cytokinin (kinetin) brought about the formation of
somatic embryos.
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los resultados del presente trabajo, en donde combinar dos
auxinas (2,4-Dy ANA) conunacitocinina (cinetina) origind
la formacion de embriones somaticos.

Atn cuando los medios Al y AS indujeron la formacion de
embriones somaticos, el patron de desarrollo que se observo
en cada uno de ellos fue diferente; las anteras cultivadas en
elmedio A1 tuvieron como primera respuesta la formacion
de callos y fue hasta después de cuatro semanas de cultivar
estos callos en el medio MD1 (nueve semanas de iniciar el
cultivo) que aparecio la primera planta, en la cual se podian
observar los cotiledones, el hipocétiloy laraiz. En contraste,
las anteras cultivadas en el medio A5 formaron embriones sin
una fase de calloy estos fueron evidentes ala quinta semana
de que éstas se colocaron en dicho medio (Figura 3A).

La formacion directa de embriones a partir del polen
observada al emplear el medio A5, podria representar
una ventaja al reducir la posible variacion somaclonal
frecuentemente asociada a la produccion de callo previa a
laembriogénesis. Ademas, bajo estas condiciones el tiempo
para obtener plantas haploides es menor al no requerir la
formacion de callo.

Después de 15 semanas de cultivo las plantas regeneradas
se desarrollaron con la morfologia tipica de una planta de
chile miahuateco, pero menos vigorosas que las diploides,
caracteristica que también observaron Barany et al. (2005)
en plantas haploides del cultivar Yolo Wonder B de C.
annuum. La falta de vigor es comun en plantas haploides y
se atribuye principalmente a la disminucion en el tamafio
celular (Polci et al., 2004).

Analisis cromosoémico, desarrollo y multiplicacion de
plantas

El analisis cromosomico de las microplantas regeneradas
reveld que éstas tenian un numero cromosémico 2n= x=
12; es decir, eran plantas haploides (Figura 3C). Las plantas
tratadas con colchicina que crecieron en el invernadero
alcanzaron la etapa de floracion (Figura 3D).

Cultivar los apices de vastago de las plantas haploides
regeneradas en un medio MM, promovi6 la diferenciacion
de 2 a 3 nuevos brotes a partir de cada apice (Figura 3B).
Losbrotes regenerados formaronraices cuando se cultivaron
en un medio que contenia AIB (ME) para dar lugar a una
nueva planta.

Marcelina Vélez Torres et al.

Although media Al and A5 induced the formation of
somatic embryos, the growth pattern observed in each was
different; the response of anthers planted in medium Al
was the formation of calluses and only four weeks after
planting these calluses in medium MD1 (nine weeks after
plantation began) did the first plant appear, which showed
cotyledons, the hypocotyl and the root. In contrast, anthers
planted in medium A5 without a callus phase, and they
became evident five weeks after they were placed in the
medium (Figure 3A).

The direct formation of embryos from the pollen observed
when using medium A5 could be an advantage, since it
reduces possible somaclonal variation, frequently related to
the production of calluses before embryogenesis. It is also
under these conditions that the time to obtain haploid plants
is less, since callus formation is not required.

Fifteen weeks after plantation, the regenerated plants
developed with the typical morphology of amiahuateco chili
plant, yet less vigorous than diploids; this feature was also
observed by Barany et al. (2005) in haploid plants of the C.
annuum Yolo Wonder B cultivar. Lack of vigor is common
in haploid plants and is due mostly to reduction in cell size
(Polciet al.,2004).

Chromosomal analysis, development and plant
multiplication

The chromosomal analysis of microplants revealed that they
had a chromosome number 2n= x= 12; that is, they were
haploid plants (Figure 3C). Plants treated with colchicine
that grew in the greenhouse reached the flowering period
(Figure 3D).

Planting the shoot tips of haploid plants regenerated in a
medium MM, promoted the difference of 2 to 3 new sprouts
from each apex (Figure 3B). The regenerated sprouts formed
roots when planted in amedium that contained AIB (ME) to
give rise to a new plant.

After analyzing chromosome numbers of the plants
regenerated from the apices of haploid plants, it was
found that they had the same haploid number (2n= 12) of
chromosomes as those that gave rise to them. Being able
to multiply the number of haploid plants by the plantation
of apices would help make up for the low frequency of
embryogenesis obtained with the plantation of anthers.



Obtencion de plantas haploides en chile miahuateco (Capsicum annuum L.)

10 mp

199

Figura 3. Regeneracion de plantas haploides de chile miahuateco: A) embrion en etapa cotiledonal; B) brotes
regenerados a partir de apices de plantas haploides en el medio MM; C) cromosomas mitoticos de una planta
haploide (2n= x= 12); D) planta presuntamente doble haploide en floracion, obtenida del cultivo de anteras

y sometida a tratamiento con colchicina.

Figure 3. Regeneration of miahuateco chili haploid plants de chile miahuateco: A) embryo in cotyledonal stage; B) sprouts
regenerated from haploid plant apices in medium MM; C) mitotic chromosomes from a haploid plant
(2n= x= 12); and D) allegedly double haploid plant in bloom, obtained from the growing of anthers

and subjected to a treatment with colchicine.

Después de analizar el numero cromosomico de las plantas
regeneradas a partir de los &pices de plantas haploides,
se encontrd que poseian un numero haploide (2n= 12) de
cromosomas igual a las que les dieron origen. El hecho de
poder multiplicar el nimero de plantas haploides por el
cultivo de apices, permitiria compensar la baja frecuencia
de embriogénesis obtenida con el cultivo de anteras.

Elprotocolodesarrollado permitio, después de nueve semanas
deiniciar el cultivo de las anteras, obtener plantas haploides de
chilemiahuateco. Estas plantas fueron capaces de producirflores
25 dias después del tratamiento con colchicina; sin embargo, no
fueposible confirmarladuplicacion de sunimero cromosémico
(doble haploide) debido a la muerte prematura de las mismas.

The protocol developed helped produce miahuateco chili
haploid plants nine weeks after anther plantation began.
These plants were able to produce flowers 25 days after the
treatment with colchicine; however, it was not possible to
confirm the duplication of its chromosome number (double
haploid) due to their premature deaths.

The present protocol is a contribution to the development
of the methodology for obtaining double haploid lines,
which could be used in the genetic studies of desirable
characteristics (Aleza et al., 2003), and there must even
be, as pointed out by Dolcet-Sanjuan and Claveria (2003),
lines produced to obtain commercial hybrids of chili

peppers.
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Elpresente protocolo contribuye al avance en el desarrollo
de la metodologia para la obtencion de lineas doble
haploides que podrian ser utilizadas en los estudios
genéticos de caracteristicas deseables (Alezaetal.,2003),
e incluso, tal como lo sefialan Dolcet-Sanjuan y Claveria
(2003), se deben producir lineas para obtener hibridos
comerciales de chile.

CONCLUSIONES

El protocolo desarrollado permitié regenerar plantas
haploides de chile miahuateco a partir del cultivo de
anteras. La baja frecuencia de embriogénesis somatica
de las anteras puede incrementarse mediante una fase de
multiplicacion.
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