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RESUMEN

Para la aplicacion de la biotecnologia moderna en un programa de
mejoramiento, un requisito importante es contar con un sistema de
regeneracion in vitro de plantas. En esta investigacion se desarrollé un
protocolo eficiente y reproducible de regeneracién in vitro de plantas
de dos cultivares de chile: Arbol y Mirasol. La respuesta organogénica
de hipocotilos y cotiledones, obtenidos de plantulas de 19 dias de edad
fue analizada en el medio de Murashige y Skoog (MS), complementado
con diferentes concentraciones de N°-benciladenina (BA) (5.9 MM a
29.3 pM), acido indol-3-acético (AIA) (0.28 pM a 5.71 pM), acido a-
naftalenacético (ANA) (0.16 pM a 0.53 pM) y acido giberélico (AG3)
(0.86 pM). Todas las combinaciones de reguladores de crecimiento
probadas promovieron la formaciéon de brotes adventicios tanto en los
explantes de hipocotilo como en los de cotiledén. Fue posible obtener
hasta 5.1 + 3.0 brotes por explante (cotiledén) cuando se adicioné al
medio 17.7 pM de BA y 1.71 pM de AIA. Dicha tasa de regeneracion es
mayor que la reportada por otros autores para diferentes cultivares de
chile y distintos tejidos de esta planta. De los brotes regenerados, 70 %
llegaron a desarrollarse en plantas en un periodo de 16 semanas, con
la morfologia normal de una planta de chile, y produjeron frutos nor-
males.

Palabras clave: Capsicum annuum, cultivo in vitro, regeneracion de
plantas, chile, organogénesis

SUMMARY

For modern biotechnology to be applied in a breeding program,
an in vitro plant regeneration protocol is required. An efficient and
reliable protocol for in vitro plant regeneration of two chili pepper cul-
tivars, Arbol and Mirasol, was developed in this research. . Hypocotyl
and cotyledon explants from 19 days-old seedlings were cultivated on
Murashige and Skoog (MS) medium, supplemented with different
concentrations of N°-benzyladenine (BA) (5.9 pM to 29.3 uM), indole-
3-acetic acid (IAA) (0.28 pM to 5.71 pM), a-naphthaleneacetic acid
(NAA) (0.16 pM to 0.53 nM), and gibberellic acid (GA3) (0.86 pM). All
tested combinations of growth regulators induced adventitious shoot
formation in both hypocotyl and cotyledon explants. It was possible to
produce up to 5.1 + 3.0 shoots per explant (cotyledon) when 17.7 pM
BA and 1.71 pM TAA were used in the culture medium. This regenera-
tion rate is higher than the rates reported for other chili pepper culti-
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vars and tissues. Seventy percent of regenerated shoots became plants
in 16 weeks; these plants had the normal morphology of a chili pepper
plant and produced normal fruits.

Index words: Capsicum annuum, in vitro culture, plant regeneration,
chili pepper, organogenesis

INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) pertenece a la familia de
las solanaceas y se usa como condimento en todo el mundo.
Los programas de mejoramiento convencional de esta horta-
liza generan variedades resistentes a enfermedades y plagas,
o bien de mayor rendimiento; sin embargo, estos métodos
son de larga duracion y enfrentan problemas de incompati-
bilidad y esterilidad de los hibridos F1 (Tanskley e Iglesias-
Olivas, 1984). Mediante biotecnologia se pueden desarrollar
procesos de regeneracion de plantas in vitro altamente efi-
cientes.

Protocolos de regeneracion in vitro de plantas de chile se
han obtenido a partir de brotes adventicios (Ramirez-
Malagon y Ochoa-Alejo, 1996; Buyukalaca y Mavituna,
1996; Pozueta-Romero et al., 2001), de cultivo de proto-
plastos (Diaz et al., 1988) y de embriogénesis somatica
(Kintzios et al., 2001). No obstante, la eficiencia de la mi-
cropropagacion por si sola, no asegura que las plantas rege-
neradas sean normales y lleguen a fructificar; en algunos
casos solo se obtienen estructuras rudimentarias que no lle-
gan a desarrollarse en plantas (Liu et al., 1990; Arroyo y
Revilla, 1991; Valera-Montero y Ochoa-Alejo, 1992). Esta
situacion ha limitado la aplicacion de tecnologias que per-
miten la manipulacion biotecnoldgica de chile.

El presente trabajo se llevo a cabo para desarrollar un
protocolo eficiente de regeneracion in vitro de plantas nor-
males en los cultivares Arbol y Mirasol.
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y medios de cultivo

Semillas de C. annuum de los cultivares Arbol y Mirasol
cosechadas en 1991, fueron obtenidas del Campo Experi-
mental Bajio del Instituto Nacional de Investigaciones Fo-
restales, Agricolas y Pecuarias y del Instituto Tecnologico
Agropecuario No. 20.

Los medios de cultivo usados en la presente investiga-
cion son variantes del medio MS (1962) y se describen en el
Cuadro 1. Los medios A2, B2, C2, D2 y E2 contenian Uni-
camente 10 % de la concentracion de auxina en relacion a
los medios A, B, C, D y E. Todos los medios contenian 0.7
% (p/v) de agar-agar (Merck), purificado y exento de in-
hibidores. El pH de los medios se ajusté a 5.8 + 0.1 y fue
esterilizado en una autoclave a 1.05 kg cm™ y 121 °C duran-
te 15 min.

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo usados para la regenera-
cion de plantas de los cultivares Mirasol y Arbol, a partir de explantes e

hipocotilo.
Medio  Concentracion de sales  Sacarosa  Reguladores de cre-  AgNO;
inorganicas y vitami- (mM) cimiento (M)
nas del MS (M)
A 100 % 87.6 BA,59+ 118
ANA, 0.16
B 100 % 87.6 BA, 22.7 11.8
ANA, 0.53
C 100 % 87.6 BA, 8.8 11.8
AlA, 5.7
D 100 % 87.6 BA, 293 11.8
ANA, 0.53
AlA, 0.28
AG;, 0.86
E 100 % 87.6 BA, 17.7 11.8
AlA, 1.7
F 100 % 87.6 11.8
G 50 % 292
H 100 % 87.6 AIB, 1.4 11.8

MS = Murashige y Skoog (1962); N°-benciladenina (BA); 4cido a-naftalenacético
(ANA); acido indolacético (AIA); 4cido indolbutirico (AIB), acido giberélico (AGs),
nitrato de plata (AgNO;,.

Induccion de organogénesis

Después de ser remojadas en agua corriente durante 24
h, las semillas fueron sumergidas en una solucion de Benla-
te® 1.2 % (p/v) (50 % de benomil) (Dupont) durante 15
min para después ser transferidas a una solucion 1.8 % de
cloro activo (Cloralex®, México) en la que permanecieron
20 min. Luego las semillas se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se colocaron en frascos de vidrio que
contenian 25 mL de medio G en el que fueron incubados
durante 19 d, a 26 +2 °C y fotoperiodo de 16 h luz (lampa-
ras de luz blanca fria fluorescente, con intensidad luminica
de 25 pmol m” s™) y 8 h de oscuridad. Los cotiledones ob-

122

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 27 (2), 2004

tenidos de estas plantas fueron colocados con la superficie
abaxial en contacto con el medio de cultivo, después de
practicarles una incision transversal a uno de los bordes del
cotiledon. De estas mismas plantas se separaron secciones
de hipocotilo de aproximadamente 0.7 cm de longitud, las
cuales fueron colocadas verticalmente y en forma invertida
a su posicion original en la plantula, en el medio de cultivo.
Veinte explantes de cotiledon y 20 de hipocotilo fueron
cultivados en las condiciones ambientales antes descritas, en
frascos de 50 mL que contenian 10 mL de los medios A, B,
C,DyE.

Después de cuatro semanas de cultivo, en cada uno de
los medios, se cuantificd el nimero de explantes que forma-
ron brotes. Este primer ensayo permitio seleccionar los dos
medios que promovieron la mayor proliferacion de brotes y
con estos medios se llevaron a cabo los siguientes experi-
mentos.

Alargamiento de los brotes adventicios

Cuando los explantes de hipocotilo comenzaron a formar
brotes adventicios, fueron invertidos nuevamente para dejar
la zona de diferenciacion de brotes por arriba del medio de
cultivo. Los hipocotilos se colocaron verticalmente en fras-
cos de vidrio con 25 mL de los medios A2, B2, C2, D2 y E2
para promover el alargamiento de brotes. Los cotiledones
que formaron brotes se subcultivaron en los mismos me-
dios. Después de cuatro semanas de incubacion, los cotile-
dones y los hipocotilos que mostraron respuesta morfogé-
nica se transfirieron al medio F, en el que permanecieron
hasta que los brotes alcanzaron una longitud aproximada de
2 cm. Después de 10 semanas de iniciado el cultivo en los
medios de induccion de brotes, se contd el nimero de brotes
desarrollados en cada explante, con una longitud igual o
mayor a 4 mm.

Enraizamiento de brotes

Veinte brotes de los cultivares Arbol y Mirasol, de al
menos 2 cm de longitud, fueron cultivados en frascos de vi-
drio con 25 mL del medio H para inducir la formacion de
raices. Los brotes permanecieron en el medio H por una
semana y luego fueron transferidos al medio F para promo-
ver aun mas el crecimiento radical.

Transferencia a suelo

Las plantas con raiz que habian alcanzado una altura en-
tre 3 y 4 cm se sometieron a un periodo de aclimatacion en
cuarto de incubacion; la aclimatacidon consistio en mantener
destapados los frascos con las plantas durante 24 h. Poste-
riormente, las plantas fueron sacadas del frasco y se lavaron
con agua corriente para eliminar los residuos de medio de
cultivo. Las plantas fueron luego sumergidas en una solu-
cioén de Benlate 1 % (p/v) durante 3 min y transferidas a
vasos de unicel de 400 mL de capacidad que contenian



ROBLEDO Y CARRILLO

sustrato (mezcla 3 de Sunshine, Sungro, Canada®), hume-
decido a capacidad de campo. Las plantas se cubrieron con
bolsas de polietileno transparente de 1 kg de capacidad, con
dos perforaciones de 1.5 cm de didmetro en los extremos.
Las bolsas fueron retiradas 7 d después de haber sido colo-
cadas y desde este momento se aplicaron tres riegos sema-
nales, dos riegos con agua y uno con fertilizante Miracle-
Gro® (Scotts Co., EE.UU.) el cual contenia nitrégeno: fos-
foro: potasio en la proporcion 15:30:15.

Después de tres semanas las plantas fueron transferidas a
macetas de 6 kg de capacidad y cultivadas en invernadero
hasta la produccion de frutos y semillas fisioldgicamente
maduras.

Analisis estadistico

El disefio usado fue uno completamente aleatorizado con
un nimero variable de repeticiones para el analisis del ni-
mero de explantes con brotes y para el numero de brotes por
explante. Se hicieron analisis de varianza y pruebas de
comparacion de medias de Tukey. Los datos fueron anali-
zados con el procedimiento de los modelos lineales genera-
lizados del Sistema de Analisis Estadistico (SAS System for
Windows V8§, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

La diferenciacion de brotes adventicios se logrd tanto en
hipocotilos como en cotiledones de los cultivares Arbol y
Mirasol, en los cinco medios de cultivo probados (A, B, C,
Dy E) (Cuadro 2). Los medios Dy E fueron seleccionados
para llevar a cabo las fases siguientes del proceso de regene-
racion, porque estos medios tendieron a superar a los me-
dios A, B y C en el nimero de explantes con brotes, tanto
en explantes de hipocotilos y como de cotiledones, aunque
las diferencias no fueron significativas (Cuadro 2). Los me-
dios D y E no difirieron significativamente en el nimero de
explantes que formaron brotes ni en el nimero de brotes di-
ferenciados por explante empleado, ni tampoco hubo dife-
rencias significativas entre cultivares y tipo de explante
(Cuadro 3). Numéricamente, el cultivar Mirasol en el medio
D y con explantes de hipocotilo mostré mayor cantidad de
explantes con brotes (14.7 + 2.3), mientras que este mismo
cultivar en el medio E y con explantes de cotiledon mostro
el valor mas alto de niimero de brotes por explante (5.1 +
3.0).

Estas condiciones experimentales permitieron a los teji-
dos manifestar su potencialidad morfogénica. Los regulado-
res de crecimiento como BA y AIA promovieron la induc-
cion y crecimiento de brotes adventicios de chile, como ya
ha sido demostrado por varios autores (Valera-Montero y
Ochoa-Alejo, 1992; Christopher y Rajam, 1996; Ramirez-
Malagén y Ochoa-Alejo, 1996); no es sdlo su presencia sino
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también sus concentraciones que determinan el tipo de res-
puesta inducida.

Cuadro 2. Respuesta de los explantes de cotiledon e hipocotilo de dos cultivares de
chile, después de cuatro semanas de ser crecidos en los medios A (MS + BA, 5.9 M

y ANA, 0.16 uM), B (MS + BA, 22.7 iM y ANA, 0.53 uM), C (MS + BA, 8.8 iM y AIA,
5.7 uM), D (MS + BA, 29.3 iM;: ANA, 0.53 yuM; AIA, 0.28 jiM y AG, 0.86 uM) y E
(MS + BA 17.7 uM y AIA, 1.7 uM).

Numero de explantes con brotes + ee T

Cultivar Medio
Hipocotilo Cotiledon
Arbol A 10.0+0.0a 9.0+28a
B 8.0+0.0a 7.0+0.0a
C 90+14a 10.0+2.8a
D 70+14a 150+42a
E 100+14a 140+00a
Mirasol A 9.0+42a 90+14a
B 120+2.8a 13.0+14a
C 9.0+00a 130+14a
D 11.0+42a 140+7.0a
E 140+2.8a 13.0+5.6a

T Valores promedio de dos experimentos obtenidos después de cuatro semanas de
iniciado el cultivo; ee = error estandar.

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). DMSH= 13.0.

Cuadro 3. Organogénesis en explantes de cotiledon e hipocotilo de dos cultivares de
chile cultivados en los medios D (MS + BA, 29.3 uM; ANA 0.53 uM; AIA, 0.28 uM y
AG;, 0.86yM) y E(MS + BA 17.7 uM y AIA, 1.71 uM) .

Medio Nutmero de explantes Ntmero de
de Cultivar  Explante con brotes + ee brotes por
cultivo T explante + ee
it
D Arbol  Cotiledon 8.7+0.5a 34+1.1a
Hipocotilo 8.0+0.0a 47+32a
Mirasol  Cotiledon 10.7 £ 0.5a 23+1.2a
Hipocotilo 147 +2.3a 47+ 1.2a
E Arbol  Cotiledon 12.0+6.9a 3.0+0.0a
Hipocotilo 8.0+0.0a 37+13a
Mirasol  Cotiledon 10.0 +3.4a 5.1+3.0a
Hipocotilo 11.3+29a 39+22a
DMSH 8.8 34

T Valores promedio de tres experimentos obtenidos después de cuatro semanas de
iniciado el cultivo.

11 Valores obtenidos después de 10 semanas de iniciado el cultivo; ee = error estan-
dar.

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05).

En este trabajo, todos los medios que contenian BA y
AIA permitieron la morfogénesis, y la magnitud de respues-
ta estuvo en funcioén de las concentraciones de los regulado-
res de crecimiento.

El proceso morfogénico de los explantes de chile co-
menz6 con el aumento en el tamafio del explante, hasta en
dos o tres veces. En los cotiledones inici6 con la formacion
de un pequeiio callo en la zona de incision, y del callo se
diferenciaron los primordios de brote. En el hipocotilo, la
zona en contacto con el medio de cultivo fue la que aumen-
td de tamafio y formd protuberancias de color amarillo cla-
ro, a partir de las cuales comenzaron a diferenciarse los
primordios de brote que se observaban como pequeiias zo-
nas verdes a las tres semanas de haber iniciado el cultivo.
Asimismo, en el extremo opuesto del hipocotilo se observo
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el desarrollo de raices, las cuales crecieron hasta alcanzar el
medio de cultivo. Sélo la seccion del hipocotilo que se ubi-
caba por debajo del meristemo apical pudo diferenciar bro-
tes adventicios; las otras secciones solo formaron callos o
raices, como lo observaron Fari y Czako (1981), quienes
explicaron el fendémeno por un gradiente de sustancias de
crecimiento, especialmente AIA, desde la base hasta el api-
ce del hipocotilo, gradiente que es el responsable de las di-
ferencias organogénicas.

La mayoria de los brotes diferenciados sobre el medio E
conservaron las caracteristicas morfoldgicas de una planta
normal de chile, mientras varios de los brotes diferenciados
en los medios A, B, C y D mostraron hojas mas anchas que
los brotes obtenidos en el medio E. Algunos de los explan-
tes cultivados en los medios A, B y C sélo formaron estruc-
turas rudimentarias de hojas.

Los brotes adventicios lograron crecer cuando los hipo-
cotilos y cotiledones se transfirieron a los medios que con-
tenian un nivel reducido de auxinas (A2, B2, C2, D2 y E2)
o bien al medio F carente de reguladores de crecimiento
(Figura 1A). Cuando los explantes permanecieron en el me-
dio de induccidn de brotes por mas de cinco semanas, éstos
no crecieron y se promovio una rapida proliferacion de callo
que invadia al explante o el tejido se oscurecia y moria.

Después de que los explantes fueron transferidos a los
medios de crecimiento (A2, B2, C2, D2, y E2), se observo
un notable desarrollo de los brotes lo que gener6 una com-
petencia entre ellos que luego restringid su crecimiento. Las
estructuras rudimentarias diferenciadas sobre los explantes
cultivados en los medios A, B y C no lograron desarrollar
plantas, atin después de ser crecidas en los medios A2, B2 y
C2.

Para evitar la competencia entre los brotes por espacio y
nutrimentos, fue necesario seccionar el explante en repeti-
das ocasiones y distribuir los fragmentos sobre el medio de
cultivo. Dicho reacomodo promovié el crecimiento de la
mayoria de los brotes diferenciados.

Un fendmeno que se observo en algunos de los brotes
que crecieron 2 cm o mas, fue la abscision foliar, la cual les
impedia sobrevivir en condiciones de invernadero. Algunos
autores (Beyer, 1976; Reid, 1990; Salisbury y Ross, 1994)
han asociado la abscision con la presencia de etileno. Por
tal razon se empled un compuesto inhibidor especifico de la
accion del etileno, como el ion Ag" que puede interferir con
su incorporacion a los sitios receptores (Beyer, 1979), como
se ha observado en cultivos in vitro de maiz (Zea mays),
Nicotiana plumbaginifolia, trigo (Triticum aestivum) y cas-
sava (Manihot esculenta) (Purnhauser et al., 1987; Vain et
al., 1989; Zhang et al., 2001), después de agregar de 5.8 M
a 58.0 pM de AgNOs; al medio de crecimiento.
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En los medios A2, B2, C2, D2 y E2 que contenian Ag-
NOs, se evitd por completo la abscision foliar de los brotes
(Figura 1B), lo que permite suponer que efectivamente el
etileno esta involucrado en la pérdida de las hojas de las
plantas regeneradas.

Asimismo, se observo la formacion espontanea de raices
en 50 % de los brotes cuando éstos se cultivaron sobre el
medio F, y de hasta 80 % cuando los brotes se cultivaron en
el medio H que contenia AIB y luego fueron transferidos al
medio F (Cuadro 4). La formacion de raices en el medio F
ocurri6 sin una fase intermedia de callo, mientras que en los
brotes cultivados en el medio H se indujo la formacion de
callo en la base del brote en contacto con el medio de culti-
vo, a partir del cual se diferencié el sistema radical después
de haber transferido el brote a un medio libre de reguladores
de crecimiento.

Cuadro 4. Efecto del medio H (MS + AIB, 1.4 IM) en el enraizamiento de brotes
adventicios de los cultivares Mirasol y Arbol, obtenidos en los medios D (MS + BA,
29.3 uM; ANA, 0.53 uM; AIA, 0.28 uM y AG3, 0.86 M) y E (MS + BA 17.7 uM y AIA,
1.7 yM).

Medio Numero de brotes con
. raices
Cultivar teet
Mirasol F 11.0+ 1.7 ab
H 16.0+2.0a
Arbol F 93+23b
H 14.6 +2.5 ab

T Valores promedio de tres experimentos obtenidos después de tres semanas de iniciar
el cultivo en presencia de AIB.

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). DMHS = 5.6

Las raices inducidas por el medio H fueron mas cortas y
mas gruesas que las que se desarrollaron en forma esponta-
nea en el medio F. La presencia del sistema radical tuvo un
efecto promotor sobre el crecimiento de la parte aérea, pues
en cuanto la raiz aparecio se acelerd el crecimiento aéreo.
La presencia de la radicula parece ser critica para el desarro-
llo de los brotes cuando todavia estdn unidos al explante
original (hipocotilo), como ya habia sido observado por Va-
lera-Montero y Ochoa-Alejo (1992) y Pozueta-Romero et
al. (2001).

Las plantas que fueron transferidas al suelo y mantenidas
en el cuarto de incubacion, lograron aclimatarse durante la
primera semana del transplante, pues presentaron una apa-
riencia vigorosa después de haber retirado la bolsa de polie-
tileno que las cubria. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Estrada-Luna et al. (2001) quienes estudia-
ron los cambios fisioldgicos que ocurren durante la aclima-
tacion de plantas de chile Mulato micropropagadas, ya que
después de 7 d mostraron ajustes fisiologicos que fueron
criticos para su sobrevivencia. Después de ser transferidas
al invernadero las plantas tuvieron una alta tasa de sobrevi-
vencia (90 %), continuaron su crecimiento normal con la
morfologia tipica de la planta de chile (Figura 1C), y des-
pués de 4 a 5 meses comenzaron a formar flores a partir
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Figura 1. Regeneracion in vitro de plantas de chile a partir de hipocotilos obtenidos de pldntulas de 19 dias de edad. A) Brotes adventicios después de 10 semanas de iniciar el culti-
vo en el medio D (29.3 uM de BA, 0.53 uM de ANA, 0.28 pM de AIA y 0.86 iIM de AG3). B) Plantas una vez que los brotes adventicios formaron raices en un medio libre de regula-

dores de crecimiento (medio F). C) Plantas transferidas al suelo y crecen en condiciones de invernadero. D) Plantas con frutos después de cinco meses de ser transferidas a inverna-
dero. E) Frutos en madurez fisiologica

de las cuales se desarrollaron frutos normales (Figura 1D), hace referencia a la eficiencia de regeneracion del protocolo
que alcanzaron su madurez fisiologica (Figura 1 E). establecido o Unicamente utilizan criterios cualitativos eva-
luados in vitro, lo cual no garantiza el éxito de las plantas
una vez que son crecidas en condiciones de invernadero o
de campo. De hecho, muy pocos autores han seguido el

En otros trabajos en los que se ha reportado la regenera-
cién in vitro de plantas de chile de distintos cultivares, no se
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desarrollo de las plantas regeneradas hasta la madurez fisio-
logica y la produccion de frutos (Vagera y Havranek, 1985;
Arroyo y Revilla, 1991; Ezura et al., 1993; Buyukalaca y
Mavituna, 1996; Kim et al., 1997).

Al calcular la eficiencia de regeneracion in vitro, con ba-
se en el nimero de explantes que forman brotes y en el nu-
mero de brotes por explante, se encontré que de 100 explan-
tes de hipocotilo de la variedad Mirasol, cultivados in vitro
en el medio E, se podrian obtener hasta 345 brotes, que co-
rresponde a la méaxima eficiencia de regeneracion del proto-
colo desarrollado aqui. Esta eficiencia de regeneracion es
mayor que la de otros autores, quienes también utilizaron
hipocotilos y lograron obtener 287 brotes a partir de 100
explantes (Ezura et al., 1993).

De los brotes regenerados, 70 % llegaron a desarrollar
plantas de mas de 6 cm de longitud en un periodo de 16 se-
manas, momento en el cual tuvieron la capacidad para esta-
blecerse en el suelo y continuar su crecimiento hasta produ-
cir frutos normales.

La eficiencia del protocolo desarrollado aqui fue deter-
minada tomando en cuenta criterios de generados del culti-
vo in vitro, asi como del comportamiento de las plantas re-
generadas en el invernadero. Entonces, que este protocolo
podria ser usado exitosamente para la regeneracion de plan-
tas de otros cultivares de chile, asi como para generar mate-
rial con el que se pueda llevar a cabo la manipulacion bio-
tecnologica de sta planta.

CONCLUSIONES

Se establecid un protocolo reproducible y eficiente para
la regeneracion in vitro de plantas de chile de los cultivares
Arbol y Mirasol. Este protocolo permitié regenerar plantas
a partir de distintos tejidos, en un periodo de 16 semanas.
Dichas plantas tuvieron un alto potencial de sobrevivencia
en condiciones de invernadero. La aplicacion de esta meto-
dologia asegura la regeneracion de plantas normales de chi-
le con capacidad para producir frutos que forman semillas
maduras.
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