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RESUMEN

El Capsicum annuum L. es de importancia en la culinaria mundial
y su cultivo es susceptible a diferentes plagas y enfermedades,
por lo que su reproduccion en los tejidos vegetales, resulta ser
la mejor alternativa para su produccidon a gran escala de sus
derivados de buena calidad, y por consiguiente aptos, para el
mercado internacional. En ese sentido, se propuso inducir in vitro
callos a partir de explantes de C. annuum. Para ello, se realizo la
esterilizacion y germinacion de las semillas de esta especie en
medio MS (Murashigue-Skoog), luego la desdiferenciacién de
los explantes, empleando este medio, suplementado con 2,4 D
y Kinetina. Se observd una desdiferenciaciéon de los explantes
de C. annuum a la segunda semana de su cultivo, seguido de
la posterior formacion de callos a la semana cuarta y quinta
del experimento. Se concluye que estos procesos realizados,
fueron principalmente producidos por las auxinas y citocininas
agregadas al medio.

Palabras clave: callogénesis, auxinas, citocininas, Capsicum
annuum

ABSTRACT

Capsicum annuum L. is of importance in world cuisine and its
cultivation is susceptible to different pests and diseases, so its
reproduction in plant tissues turns out to be the best alternative
for its large-scale production of its good quality derivatives, and
therefore suitable, for the international market. In this sense,
calluses can be induce in vitro from explants of C. annuum.
For this, the sterilization and germination of the seeds of this
species was carried out in MS medium (Murashigue-Skoog),
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then the dedifferentiation of the explants, using this medium, supplemented with 2.4
D and Kinetin. Desdifferentiation of C. annuum explants was found at the second week
of culture, followed by subsequent callus formation at the fourth and fifth week of the
experiment. It is concluded that these processes carried out were produced mainly by

auxins and cytokinins added to the medium.

Keywords: callogenesis, auxins, cytokinins, Capsicum annuum

INTRODUCCION

El principal problema en el cultivo de Capsicum
annuum L., es las susceptibilidad a diferentes
enfermedades, las cuales son ocasionados por la
Podredumbregris(Botrytiscinerea),Podredumbre
blanca (Sclerotinia sclerotiorum), seca, o tristeza
(Phytophthora capsici), entre otros (Quispe et
al., 2022; Lépez et al., 2019; Silva et al., 2017) y
virosis, producida principalmente por el virus del
mosaico del tabaco (TMV), el virus del mosaico
del pepino (CMV), el virus “Y” de la papa (PVY),
el virus del grabado del tabaco (TEV) y el virus
del moteado de las venas del pimiento (PVMV)
(Rodriguez et al., 2007), esto genera una baja en
la productividad de las cosechas, produciendo de
esta manera pérdidas econdmicas a las grandes
empresas agricolas. Debido a esto, los diferentes
organismos dedicados a la agricultura moderna,
utilizan
gue ayudan a mejorar la productividad de las
plantas, con lo que resulta un método eficiente,
econdmico y rentable (Gonzdlez & Castafieda,
2019;Villanueva, 2018).

diferentes técnicas biotecnoldgicas

En ese sentido, desde hace algunos afios se
vienen usando técnicas biotecnoldgicas para
la rdpida propagacién de plantas y como
herramienta, las auxinas en el desarrollo de
cultivos de importancia econdmica (Borjas et al.,
2020; Chavez et al., 2018).

Una de estas técnicas es el cultivo a partir de

callos; células vegetales generalmente obtenidos
a partir del aislamiento de drganos o tejidos
diferenciados, los cuales posteriormente son
llevados a una desdiferenciacion celular, a través
de hormonas vegetales, capaces de generar una
proliferacidn continua, acelerada y de apariencia
desorganizada de estas células, que dan origen a
una masa amorfa de tejido; siguiendo como base
fisiolégica la totipotencialidad de sus células, ya
gue, con un manejo adecuado de las condiciones
nutricionales, hormonales y ambientales tienen
la capacidad de desarrollar brotes,
embriones, etc., incluso llegar a formar plantulas
completas (Aguilera et al.,, 2019; Hernandez et
al., 2021; Jiménez et al., 2020).

raices,

Ahora bien, muchos son los esfuerzos realizados
en los ultimos afios para establecer métodos de
regeneracién de cultivos de tejidos de pimientos
(Capsicum annuum),
suele utilizar diferentes tipos de explantes para
este propédsito, tales como plantas de semillero
(cotiledén, puntas apicales, hipocotiledones vy
raices), anteras, embrionesy los protoplastos (Fari
& Czako, 1981; Hernandez et al.,, 2021). En ese
sentido, el método de regeneracién mas exitoso
es el realizado a través de la organogénesis de los
cotiledones e hipocodtilos de plantulas (Ebida &
Hu, 1993; Izquierdo et al., 2017). Sin embargo, la
optimizacion del procedimiento es dificil, debido
a que la respuesta esta influenciada a las etapas

donde usualmente se
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de desarrollo y el tipo de tejido utilizado de la
planta (Kintzios et al., 1996). De igual manera,
se han reportado estudios al respecto, donde se
obtuvieron cultivos de callos utilizando brotes
de hojas jovenes y anteras como explantes
(Hernandez et al., 2022; Kintzios et al., 1996).

Por otra parte, el cultivo de callos se suele utilizar
en procesos de criopreservacion, de alli que en
la actualidad se ha presentado especial atencién
a la crioprotecciéon de callos de algunas especies
como Oryza sativa “arroz”, Phoenix dactylifera
“palma datilera”, Medicago sativa “alfalfa”,
Saccharum officinarum “cafia de azlcar”, entre
otras (Serrano & Pifiol, 1998); asimismo, las
diferentes aplicaciones que presenta el cultivo de
callos en la generacion de plantas transgénicas,
haploides, etc.,
hacen que estos tipos de cultivos sean de suma
importancia en el area de la Biotecnologia Vegetal
(Harine & Lakshmi, 1993; Hernandez et al., 2021;
Ruiz et al., 2022; Valera & Ochoa, 1995).

micropropagaciéon in vitro,

Debido a ello, el presente trabajo pretende
inducir in vitro callos a partir de explantes de
Capsicum annuum empleando explantes de
Capsicum annuum.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de semillas

En esta etapa se emplearon 80 semillas de
Capsicum annuum obtenidas de la empresa
agricola Mascarell. Las mismas que fueron
sometidas a un proceso de esterilizacidn,
consistente en colocarlas durante dos minutos en
una disolucién de etanol al 70 %, para luego ser
transferidas inmediatamente a una disolucién de
hipoclorito sddico al 4 %, donde se mantuvieron
por 20 minutos.

Seguido a ello, las semillas fueron trasladadas a
la cdmara de flujo laminar, donde fueron lavadas
tres veces con agua destilada estéril y secadas
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hasta eliminar cualquier resto de liquido que
pudo haber quedado en la superficie de las
mismas.

Posteriormente se depositaron en la superficie
del medio soélido de cultivo contenido en tubos
de ensayo.

Cabe destacar que para este experimento se
utilizé como medio base el descrito por Murashige
& Skoog (1962) con ciertas modificaciones, dadas
por la adicién de aquellos productos plasmados
en la Tabla 1; asi mismo, al medio se anadid
agar en una concentracion final de 8 g/L. Se
emplearon 40 tubos de germinacién conteniendo
dos respectivamente. A
continuacion, se colocaron en una camara de
germinacién durante 15 dias, a una temperatura
controlada de 25 °C y un fotoperiodo con 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad.

semillas cada uno

Induccién, optimizacion y mantenimiento de

“callos”

Los callos se indujeron a partir de explantes
obtenidos de plantulas in vitro de 20 dias. Para ello,
las plantas se retiraron de los tubos de ensayo en
los que habian germinado, a partir de las cuales
se obtuvieron secciones de 1 cm de longitud
aproximadamente de hipocétilo, cotileddn, tallo,
peciolo y hoja, como explantes.

Cabe destacar que del cotiledén se descartaron las
zonas proximal y apical y se cortaron secciones de
la misma longitud, cuidando que cada una de ellas
presentaran tejido vascular central. De igual forma,
se procedieron con las hojas, de las que, cuando
fuese posible, se obtuvieron explantes de 1 cm?
de superficie que fueron depositadas con el envés
sobre el medio de cultivo.
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TABLA 1

Requerimientos nutricionales para el cultivo de Capsicum annuum

INDUCCION /N VITRO DE CALLOS

Constituyentes

Composicion (mg/L)

Macronutrientes

KNO, 1900
NH,NO, 1650
MgSO,. 7H,0 370
KH,PO, 170
CaCl,. 2H,0 440
Micronutrientes
H,BO, 6.2
MnSO, . 4H,0 223
ZnSO, . 7H,0 8.6
NaMoO, . 2H,0 0.25
CuSO, .5H,0 0.025
CoCl, . 6H,0 0.025
KI 0.83
FeSO,. 7H.0 27.8
EDTA disédico 37.3
Vitaminas de Morel: (*)
Tiamina 0.001
Piridoxina 0.001
Biotina 0.00001
Pantotenato de calcio 0.001
Acido nicotinico 0.001
mio-Inositol 0.1
Caseina (*) 250
Sacarosa 3.104
Advance in Science and Innovation 1(1), 2022 ISSN: 2961 - 2012 Mostacero-Ledn et al.
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Todos los explantes se situaron sobre medio de
cultivo sélido en placas Petri de 9 cm de diametro.
La composicién del medio de cultivo empleado
fue idéntica a la del citado para la obtencién de
plantas, aunado al hecho que se le afiadieron
las hormonas 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) vy
kinetina en las concentraciones de 3 mg/L y 0,05
mg/L respectivamente.

Finalmente, las placas con los explantes fueron
depositadas en camara de cultivo a una temperatura
de 25 °C y un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8
horas oscuridad. La intensidad luminica fue de 49.5
pmol /m2 /s’

El monitoreo se llevd a cabo cada cinco dias para

FIGURA 1
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evidenciar la formacién de tejido calloso y separar
aquellas que presentaron contaminacién. Ademas,
con la ayuda de una camara digital se registraron
fotos a lo largo de capa dentro del proceso
fisiolégico.

RESULTADOS

Transcurridos 12 dias, se observd que de los
40 frascos de germinacién con el medio MS y
las semillas de C. annuum, solo se evidencié
germinacion en 34 de ellos; por lo tanto, el 85 %
de las semillas fueron viables (Fig. 1). A partir de
los 20 dias se pudo observar las primeras hojas de
las plantas (Fig. 2), de las cuales se obtuvieron los
explantes para la formacién de callos.

Plantulas de Capsicum annuum L. germinadas en medio MS

transcurridos 12 dias

FIGURA 2

Planta de Capsicum annuum L. en medio MS transcurridos 20 dias
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FIGURA 3
Callos de Capsicum annuum L. con presencia de contaminacion

FIGURA 4
Explantes de Capsicum annuum L. con evidencia de desdiferenciaciény

formacién de callo

Durante el transcurso de las cinco semanas, cinco Los explantes sembrados presentaron un color
placas evidenciaron contaminacion (Fig. 3). El 75 % blanquecino en los bordes a la segunda semana,
de las placas evidenciaron desdiferenciacion y su con lo que se evidencia la callogénesis (Fig. 5).

posterior formacién de callo (Fig. 4).

FIGURA 5
Desdiferenciacién del explante de Capsicum annuum L. en
medio de cultivo MS a las dos semanas de siembra
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Asi mismo, después de la tercera semana, se pudo
observar un crecimiento lento del tejillo calloso
sobre la superficie del medio; y en lo que respecta al
color del explante, este fue cambiando de un color
verde a un claro blanquecino, con una consistencia
granulosa, apariencia desorganizada, dando origen

FIGURA 6
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a una masa amorfa de tejido (Fig. 6).

A la cuarta y quinta semana se puede seguir
evidenciando la celular vy
la totipotencialidad, en medio de cultivo MS
enriquecido con 2,4-D y Kinetina (Figs. 7 y 8).

desdiferenciacion

Formacion del callo del explante de Capsicum annuum L. en medio
de cultivo MS a las tres semanas de realizada la siembra

FIGURA 7

Crecimiento acelerado y progresivo en la formacion de callos
de Capsicum annuum L. a la cuarta semana de realizada la siembra

FIGURA 8

Multiples granulaciones en la formacién de callos de
Capsicum annuum L. a la quinta semana de realizada la siembra
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DISCUSION

El porcentaje de germinacién de las semillas
de Capsicum annuum fue afectado ligeramente
por el protocolo de desinfeccién de las semillas.
Sin embargo, se pudo observar que redujo la
contaminacidn; cabe resaltar que investigaciones
al respecto indican que el uso de hipoclorito de
sodio a unas concentraciones por debajo del 4 %,
puede afectar el porcentaje de germinacién de
las semillas, pero evita la contaminacion de las
mismas en cultivos in vitro (Prehn et al., 2003).
Ademads, en diferentes investigaciones se indica
que el porcentaje de germinacion, crecimiento y
desarrollo del vegetal esta relacionado con el medio
ambiente y la variabilidad de las semillas; asi como,
con el genotipo de los progenitores (Salisbury &
Ross, 1991); pudiendose afirmar ademas, que esta
tecnologia se constituye hoy por hoy en un método
de conservacion ex situ (Rojas et al., 2020).

Se puede observar, ademads, un crecimiento
progresivo en la formacién de callo en los explantes
de Capsicum annuum. De alli que la primera
desdiferenciacion celular ocurrié al
dos semanas de la siembra, dandose una maxima

transcurrir

desdiferenciacién a la cuarta y quinta semana, esto
debido al uso de las fitohormonas 2,4-D y Kinetina.
Toda vez que se conoce que el 2,4-D es un potente
regulador del crecimiento vegetal (Alcantara et al.,
2019; Taiz & Zeiger, 2006); asimismo, investigadores
indican que un posible mecanismo de accion de las
auxinas, es la generacién de un ablandamiento o
aflojamiento de la pared celular; descubriéndose
ademas que el uso de auxinas tiene la capacidad
de reducir el pH en la pared celular, lo que podria
contribuir al crecimiento celular (Alcantara et al.,
2019; Salisbury & Ross, 1991).

Por otra parte, se conoce que las citocininas, son
aquellas que estimulan la citocinesis celular, asi, se
descubrié que en presencia de este compuesto en
células de Capsicum annuum L, estas se dividieron
con mayor rapidez con respecto al control (Harine

INDUCCION /N VITRO DE CALLOS

& Lakshmi, 1993). Concordando con lo propuesto
por Salisbury & Ross (1991), quienes también
ratifican la funcidn principal de esta citocinina. De
acuerdo con otras investigaciones, encontraron que
si el parénquima del tallo de tabaco, soya u otras
dicotileddéneas se cortan y cultivan asépticamente
en un medio de agar con auxinas y citocininas
en concentraciones adecuadas, estas traerian
como consecuencia la formacidon de células no
especializadas; asi como, se promoveria en gran
medida la citocinesis (Salisbury & Ross, 1991).

Finalmente, el crecimiento progresivo de |la
formacién del callo depende en gran medida
del uso de auxinas y citocininas y de la teoria del
balance hormonal presente entre ellas (Alcantara
et al., 2019; Ldpez et al., 2021; Urrea et al., 2001).
Se ha demostrado que, en cultivos de callos de
Capsicum annuum L., los cuales fueron obtenidos
a través de explantes y cultivados en medio
MS y suplementados con diferentes tipos de
citocininas, con la adicién de auxina, se observo
una desdiferenciacion de los explantes; con lo
cual, es probable que la proliferaciéon del tejillo
calloso esté relacionado directamente con el uso
de estas hormonas (Kintzios et al ., 1996); de alli
que, estudios en otras especies, como es el caso de
Cinchona officinalis; demuestran el efecto sinergico
del 2,4-D vy la Kinetina en la proliferacion de callos
(Eras et al., 2020). Asimismo, es importante sefalar
que por separado, estas hormonas vegetales
también presentan efecto callogénico, tal es asi que
Hernandez et al. (2021), logré obtener callos tipo 3
en Capsicum pubescens, Unicamente empleando el
2,4-D.

CONCLUSIONES

- Lainducciéninvitrode callosa partir de explantes
de Capsicum annuum L., se logré empleando las
hormonas 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) vy
kinetina en las concentraciones de 3 mg/Ly 0,05
mg/L respectivamente.
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El porcentaje de germinacidn de las semillas de
Capsicum annuum L., fue afectada ligeramente
por el proceso de desinfeccion, pero redujo la
contaminacion de los explantes.

La desdiferenciacion celular de los explantes
de Capsicum annuum L. ocurrio después
de dos semanas. Sin embargo, la mdaxima
desdiferenciacion se produjo a la semana cuatro
y cinco del experimento.
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