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RESUMEN

Capsicum chinensis L. conocido como “Aji Panca” es util por sus propiedades
pungentes y arométicas; en seco se le utiliza, como base para las salsas y pastas,
estimulante digestivo, sazonador y como antioxidante en carnes y otros; lo que
demuestra ser un recurso de amplisimo rango de aprovechamiento para su
industrializacién y menor pérdida con relacion al fruto fresco. La experiencia se
inicié con la siembra de semillas en macetas con tierra preparada y musgo. A los
25 dias se introdujo dos pedazos de hojas jovenes en medio basal (MS) con 2,4 —
D a 1ppm y 0.5 ppm. Los callos obtenidos fueron traspasados a un nuevo medio
suplementado con 2,4-D y BAP. Los resultados muestran que los callos
embriogénicos se desarrollaron mejor en 1 ppm de 2,4 —-D con un 76 % de
desarrollo a los 16 dias. El mejor tratamiento, para el desarrollo de los embriones,
fue el de 5ppm de BAP a los 56 dias de estar en dicho tratamiento. Ademas, se
observo las diferentes etapas globular, acorazonada, torpedo, por las que pasa el
embrién. Se concluye que la mejor combinacién para la induccion de embriones
somaticos en Capsicum chinensis es la de 1ppm de 2,4-D para formar callos
embriogénicos y 5ppm de BAP en el crecimiento del embrién.

Palabras claves: Capsicum chinensis, 2,4 — Diclorofenoxiacético (2,4 —D), Bencil
amino purina (BAP), Embriogénesis

ABSTRACT
Capsicum chinensis L., known as "Aji Panca", is useful for its pungent and aromatic
properties; it is used in dry conditions as a base for sauces and pastas, it is a
digestive stimulant and an antioxidant in seasoning meats and others; what proves
to be a very wide range useful resource for industrialization and lower loss
compared to fresh fruit. The experience started with seeds sowing in pots with
prepared soil and moss. At 25 days two pieces of young leaves were introduced
into basal medium (MS) with 2, 4-D at 1 ppm and 0.5 ppm. The calli were
transferred to a new supplemented medium with 2, 4-D and BAP. The results show
the embryogenic callus best developed to 1 ppm of 2, 4-D with a 76% growth at 16
days. The best treatment, for the embryos development, was 5 ppm BAP, 56 days
of being in treatment. Also It was observed different stages, globular, heart-shaped,
torpedo in the embryos process. This research concludes that the best combination
for the induction of somatic embryos in Capsicum chinensis is 1 ppm of 2, 4-D to
form embryogenic callus and 5ppm BAP to embryo growth.
Keywords: Capsicum chinensis, 2, 4- dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), Benzyl
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INTRODUCCION
Para varios paises del tropico americano, Capsicum chinensis conocido como
“aji panca” es una de las hortalizas de mayor importancia econdmica
principalmente en las regiones agricolas de México y Perl. Los autores
también argumentan que su contenido nutricional es alto y son una buena
fuente de vitaminas, particularmente de vitamina C y de pro vitamina A en tipos
picantes. * Es una faner6gama del orden Tubiflorales; en el Per esta especie
es muy conocida y utilizada en su actividad culinaria. Actualmente por sus
propiedades pungentes y aromaticas se le utiliza en seco, como base para las
salsas y pastas, estimulante digestivo, sazonador, como antioxidante en carnes
y otros; lo que demuestra ser un recurso de amplisimo rango de
aprovechamiento para su industrializacion y menor pérdida con relacion al fruto
fresco. !
Con la embriogénesis somatica cualquier tejido somatico vegetal tiene la
capacidad de desarrollarse en un embrién (totipotencia) a través de la
manipulacion de las condiciones de cultivo y la aplicacion de reguladores de
crecimiento.? Estos embriones somaticos germinan y dan origen a individuos
completos con el fenotipo de la planta donante de la célula inicial. *Entre las
ventajas que ofrece la produccién de embriones sométicos estan: una elevada
capacidad de multiplicacion aplicable industrialmente, que permita obtener en
un solo proceso estructuras completas, que pueden ser almacenadas y
encapsuladas perfectamente; la caracteristica de bipolaridad que distingue a
los embriones como plantas individuales; la similitud en diferentes niveles de
organizacién con sus contrapartes sexuales y su capacidad para producir una
planta nueva durante los procesos de germinacién y conversion®
La embriogénesis somatica puede ser directa e indirecta. La forma directa
implica la existencia de células soméaticas predeterminadas a seguir la via
embriogénica y las células del explanto primario se desarrollan para formar
embriones. La forma indirecta implica la necesidad de una induccién para que
las células sigan la via embriogénica, tras pasar por una fase proliferativa
(callo) y cambiar su competencia a la expresion de embriogénesis.®
Se pueden obtener embriones somaticos de diversas partes de la planta como
de células vegetativas (apices radiculares, hipocotilos, peciolos, pedunculos,
hojas jovenes, etc. ), de tejidos y Organos con caracteristicas embrionarias
(embriones cigoticos), meristematicos 0 reproductivas (embriones e
inflorescencias inmaduras, trozos de esculeto, nucela y endosperma, évulos,
tejido ovarico); o de callos producidos de cualquiera de los anteriores.®
El efecto de las auxinas es producir elongacién celular y expansién de los
tejidos, division celular (formacidén de callo), también esta relacionado con el
proceso de induccion de las raices adventicias, inhibicion en la formacion de
vastagos axilares y adventicios, y frecuentemente embriogénesis en los cultivos
de suspensién; la concentracion de estas es relativamente amplia sin causar
efectos fitotoxicos en el material tratado. Con una baja concentracion de auxina
predomina la formacion de raices adventicias, mientras que con altas
concentraciones de auxinas no se producen raices, y tiene lugar, en cambio, la
formacién de callo.”
Las citocininas son sustancias quimicas que regulan la division celular, casi
todas las citocininas conocidas, tanto naturales como sintéticas contienen
adenina. Una buena fuente la constituyen los frutos y semillas inmaduras y los



hidrolizados de tgrna de plantas, animales y microorganismos. Entre las mas
conocidas esta la bencilaminopurina.®

Se realizaron estudios sobre la embriogénesis somética inducida in vitro en
explantes de hoja cultivadas de crisantemo cv. euro, el cual se incub6 en medio
de Murashige y Skoog ( MS ) complementado con 2,0 mg/L de acido 2,4 —
diclorofenoxiacético y 2,0 mg /L de cinetina , obteniéndose el nUmero mas alto
de embriones ((42 + 5,97 ) por explante después de 5 semanas de cultivo.’

En Stevia se obtuvieron embriones soméaticos a partir de hojas cultivadas in
vitro en medio MS con 2,4 -D (10 o 25 uM), BAP (1 uM) y sacarosa (120 g/L).
Se observé embriones somaticos 15 dias después de la iniciacion del cultivo.®

También en Manihot esculenta se hizo induccién de embriogénesis somatica
a partir del cultivo de hojas inmaduras. Los mejores medios fueron: MS + 2 %
de sacarosa + 6 mg/L de picloram.

El porcentaje de germinaciéon de los embriones somaticos varié entre 2 -50 % y
la conversion a plantas 2 — 30%. Se obtuvieron plantas completas en cuatro
clones (MCol 1505, 76, 30 y MPar 75), las que fueron transferidas
exitosamente al suelo.™

Entre papaya (Carica papaya L.) ha sido utilizada en muchas ocasiones para el
estudio con el objetivo de establecer un protocolo de embriogénesis somética,
la aclaracion de los efectos de sacarosa y acido 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4 -
D) en la induccion de cultivos embriogénicos y el efecto de polietilenglicol
(PEG) en la maduracién de embriones somaticos. Por ejemplo con diferentes
concentraciones de sacarosa (30y60gL-1)y2,4-D (0, 20,40y 80 mM ) se
ha demostrado que la combinacién de 30 g L ~* sacarosa y 20 mM de 2,4- D
tiene como resultado las tasas mas altas de induccién y los mayores diametros
de callos. Ademas, esta combinacién fue asociada con el mayor potencial para
formar embriones somaticos.*?

La embriogénesis somética de Capsicum ha sido obtenida de embriones
cigéticos inmaduros. ** **> embriones cigéticos maduros®®, o de primera hojas
completamente expandidas de plantas de semillero. *” Sélo hay dos reportes de
indirectos de embriogénesis somatica’® *® con C. annuum y C. chinense,
respectivamente. En todos los demas casos, se obtuvieron embriones
directamente de tejidos. Sin embargo, la resistencia del género Capsicum, a la
regeneracion de plantas enteras in vitro ha sido ampliamente documentado por
numerosos informes.'® 14 1719201 21 5 registencia del género Capsicum es
que se manifiesta por la baja eficiencia de los protocolos de regeneracion®®, la
alta tasa de embriogénesis somatica deformada® y la baja tasa de germinacion
y la conversion de las embriogénesis somatica en plantas. 2°%2

En otras investigaciones se produjeron embriones somaticos de los hipocoétilos
de Capsicum chinense en diferentes concentraciones de 2,4 — acido
diclorofenoxiacético (0, 4, 5, 9,05 Im) y en varios tiempos de exposicion en la
auxina (15, 30, 45, 60 dias) en medio liquido. Los resultados mostraron una
nueva perspectiva prometedora en la regeneracion in vitro de esta especie.
Contrariamente a lo que ha sido inform6é hasta la fecha para el género
Capsicum, éste presenta un mayor potencial embriogénico in vitro. %

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la induccion de embriones
somaticos a partir de hoja de Capsicum chinensis, utilizando diferentes
concentraciones de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 6-bencil amino purina (6-
BAP)



MATERIAL Y METODOS

A. Material vegetal
Se utiliz6 semilla certificada la cual posteriormente se desinfectd por
inmersion con alcohol comercial de 70° por 10 minutos, luego se sembré las
semillas en macetas con tierra preparada y musgo en la proporcion de 2:1
respectivamente. Cada maceta tuvo entre 10 a 15 semillas. El riego fue
interdiario a condiciones de capacidad de campo y la temperatura e
iluminacion en condiciones de laboratorio.

B. Medio Basal
El medio basal para todos los tratamientos fue Murashige y Skoog®*, el cual
estuvo a la mitad de su concentracion y suplementado con sacarosa (3%),
fitagel (0.3%) y reguladores del crecimiento (2,4 -D y BAP). El pH del medio
basal se ajustdé a 5.6 a 6.5 con NaOH 1N 6 HCI 1N. Luego el medio basal
se autoclavo durante 30 minutos a 15 libras de presion 'y 121°C

C. Tratamientos
Se realizo en dos etapas:
Primera etapa: Induccidn de callos
Se introdujo hojas jévenes de 1cm de lado en placas Petri conteniendo
medio basal (MS) mas 2,4 —-D a concentraciones de 1ppm y 0.5 ppm. En
total fueron 400 explantes.
Segunda etapa: Induccion de embriones
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, para establecer el
efecto de los reguladores del crecimiento. Los callos obtenidos de la
primera etapa fueron traspasados a un nuevo medio en la cual se
combinaban diferentes concentraciones de BAP y 2,4 —-D (Tabla 1). Cada
matraz tuvo 1 callo, se hizo 20 repeticiones por tratamiento.
Condiciones de incubacion
Las placas se llevaron a incubacion en un ambiente controlado a
temperatura entre 25+ 2 °, y en oscuridad total. Después de 10 dias se
colocaran en fuentes luminosas (cuatro fluorescentes de luz blanca, 40
watts, cada uno) y fotoperiodo de 16:8 y a temperatura ambiente = 21°C

Tabla 1. Diferentes concentraciones de las hormonas BAP y 2,4-D por
tratamiento

Tratamientos Reguladores del crecimiento (mg/l)
BAP 2,4-D
1 0 0
2 5 0
3 5 0.1
4 10 0
5 10 0.1
6 15 0
7 15 0.1

D. Evaluacién
— Color y forma del callo



— Numero de callos

— Fases del embrion

— Numero de embriones por callo

— Presencia de almiddn utilizando lugol.

Andlisis Histoldgico
Para el analisis del proceso de diferenciacion se escogio 1 explante de
cada tratamiento cada 10 dias . Los explantes se conservaron en
solucion AFA y luego de 24 horas se procedié al corte histolégico
(secciones de 8-10 uM) utilizando un micrétomo. Para la coloracion se
utilizé safranina (1% de p/v) en 50% (v/v) de etanol y hematoxilina al 2%.
Las observaciones microscépicas de los cortes histolégicos se realizaron
en un microscopio Nikon 400x, estereoscopio OLYMPUS y camara
digital Panasonic (10 megapixeles) respectivamente.

E. Andlisis Estadistico
Los resultados se presentaron en promedios y porcentajes

RESULTADOS

A los 10 dias de cultivo, se observé un enrrollamiento de la hoja en el
tratamiento de 1ppm de 2,4-D. En forma simultanea, la lamina de la mayoria
de las hojas empez6 a tornarse de color café. Entre los 16 a 30 dias de cultivo
se observd la formacion de protuberancias que mostraban una coloracién
verdoso amarrillento, que indica la formacion de callos obtenidos en baja
intensidad luminosa (Fig. 1). En cambio, los callos tratados en 0,5 ppm de 2,4
— D demoraron 20 a 40 dias

A los 30 dias de estar en 2,4 —D y posteriormente 10 dias en 5 ppm de BAP
es evidente la formacion de gran cantidad de estructuras globulares similares
a la fase inicial de la formacion de embriones somaticos (Fig. 2).

Los mejores resultados de induccion callogénica se obtuvieron con el
tratamiento 1ppm de 2,4 —D los cuales fueron mas reactivos en la formacion
de callo con un 76% de desarrollo (Tabla 3), presentando diferencias
morfologicas evidentes, en donde las mas frecuentes fueron translicidos,
friables y de color amarrillo (Tabla 2). Los colores predominante fueron
amarillo claro (39.21 % ) y verde claro (35.29%); la forma fue extendida en
todo el explante no presentando forma definida (52.9%); la consistencia laxa
(64.70%) y con 7 callos por explante, en promedio. El 72.85% de los callos
obtenidos correspondieron al tratamiento de 1 ppm de 2,4-D (Tabla 3).

La Fig. 3 muestra los explantes foliares con y sin tratamiento. En los explantes
sin tratamiento el mesdfilo tiene céluas grandes redondas y ordenadas. En
cambio cuando el explante se somete al 2,4-D se observa células pequeiias
(meristemoides) los cuales originaran los embriones. En la Fig. 4 y 5 se
observaa el desarrollo de los embriones en sus diferentes formas, globulares y
torpedos. La tabla 4 muestra el nimero de embriones obtenidos en cada
tratamiento. La mejor concentracion e sla de 5 ppm de BAP pues hay 45% de
embriones obtenidos. EI menor nimero de embriones (8%) se obtuvo en las
cocnentraciones que contenian 2,4-D (0.1 ppm).



Fig. 1. Incio y desarrollo de callos en hojas de C. chinensis (16 y 30 dias respectivamente). Los explantes estuvieron

previamente en 1 ppm de 2,4-D .

Fig. 2. Crecimiento del embrion emergiendo del tejido calloso previo tratamiento en 1ppm 2,4 —-D (31 dias) y luego

en 5 ppm de BAP(45 dias)

TABLA 2. Caracteristicas observadas en explantes expuestos a 2,4-D durante 10 dias en oscuridad

CARACTERISTICA 1ppm 0.5 ppm
Amarillo claro 20 39.21% 2 25%
Color Verde claro 18 35.29 5 62.5
Redondas (formes) 13 25.49 1 12.5
Forma Extendido(deformes) 27 52.9% 8 100%
En extremos (formes) 24 47.05 0
Consistencia Laxo 33 64.70 0
Compacto 18 35.29 8 100%
7 2

Callo por explante

Tabla 3: Numero de callos obtenidos a partir de hojas jovenes de C. chinensis a los 16 dias, utilizando 2,4 — D

TRATAMIENTO N° DE UNIDAD N° DE CALLO %
EXPERIMENTAL
1 ppm 70 51 72.85

0,5 ppm 70 10 14.28




Fig. 3. Hoja de C. chinensis sin tratamiento hormonal. Se observa células del mesofilo grandes y ordenadas (izquierda). Callo en
1 ppm de 2,4 — D por 24 dias. Se observa células grandes normales y pocas y células pequeiias en division celular
(flecha, derecha). 400x. Coloracion hematoxilina

Fig. 4. Desdiferenciacion celular para dar origen a los embriones somaticos. Tratamiento de 21 dias en 2,4 -D ( 1 ppm) y 10 dias

en Sppm de BAP. 400x. Coloracién hematoxilina

Fig. 5. Embriones globulares (izquierda) y). Callo de 21 dias en | ppm de 2,4 -D y 10 dias en 5 ppm BAP. Embriones torpedo
(derecha). Tratamiento de 16 dias en lppm de 2,4 -D y 30 dias en 15 ppm BAP.

Tabla N° 4: Embriones somaticos obtenidos de hojas de C. chinensis a los 56 dias



N° DE UNIDAD N° DE EMBRIONES

TRATAMIENTO EXPERIMENTAL PROMEDIO %
Do 20 0 U

5 ppm BAP 20 45 45%

5 ppm BAP ’;)0,1ppm 2,4 - 20 20 20%
10 ppm BAP 20 10 10%

10 ppm BAP]’;O,lppm 2,4 20 8 8%
15 ppm BAP 20 11 1%

15 ppm BAP]’;O,lppm 2,4 20 8 8%

DISCUSION

El estudio morfolégico y anatomico de la embriogénesis somética a partir de
hojas jovenes de C. chinensis muestra que los eventos morfogénicos
conducen a la micropropagacion de esta especie, al respecto, investigadores
afirman que son dos los requerimientos importantes en la induccion de
embriones somaticos en plantas superiores; primero, la presencia de
reguladores de crecimiento como las citoquininas y auxinas que participan en la
dindmica del ciclo celular®® y, segundo, el uso de tejidos jévenes como yemas,
inflorescencias o regiones basales de hojas, los cuales presentan alta actividad
meristematica.?’ Ademas la expresién de embriogénesis somética depende de
la especie, cultivar, y condiciones fisiolégicas de la planta donadora ?° balance
de los reguladores del crecimiento, condiciones osmaticas, pH, concentracion
96e4 2aminoélcidos y sales, tratamiento de calor y con varias sustancias quimicas.
La formacion de callos en los tratamientos por influencia de 2,4-D, establece
una de las vias para la obtencion de embriones somaticos. Cada célula
mesofilica puede teoricamente, reaccionar contra las modificaciones del medio
o estimula su induccién y estas sefiales determina una nueva polaridad via
efectos sobre las redes de los microtubulos, la sintesis de ADN y mitosis,
prerrequisitos para la induccion embriogénica esto explicaria el desorden de
las células soméaticos en el mesdfilo de la hoja. Ademas el 2,4-D parece actuar
como una efectiva sustancia estresante apuntando al desarrollo embriogénico
en el cultivo de células vegetales. Este puede regular la embriogénesis
somatica por una fuerte actividad auxinica, que en forma directa o indirecta,
influencia en el metabolismo endégeno de las fitohormonas.***"Los cambios se
manifiestan debido a que la auxina promueve divisiones longitudinales y
transversales para formar pequefias células isodiamétricas. Estas células se
alargan para desarrollar las diferentes fases que llevara a la formacion del
embrion somatico. Estos cambios frecuentemente aparecen por efecto de la
composicién de la pared celular y a su organizacion interna.?® *3° Ademas los
callos empiezan a ser mas abundantes por las continuas divisiones del
mesofilo (Fig. 1, 2). La presion, hacia fuera, por las células que se multiplican,
empuja a las células que emigran por los estomas abiertos en la epidermis
baja (abaxial) e interrumpe esta capa epidérmica.?8 3340

Los cortes histologicos de la hoja de C. chinensis, demostraron la ocurrencia de
la embriogénesis somatica en el tejido, esta aparicion también ha sido
reportada en callos tratados con BAP en Bactris gasipaes producidos a partir
del cultivo in vitro de &pices caulinares®’, en callos de Xanthosoma



sagittifolium®y en callos de Zea mays.** La explicacién para la ocurrencia de
estos eventos esta dada por el uso de los reguladores de crecimiento,
evidentemente si el medio contiene citocininas, las cuales son consumidas mas
lentamente, entonces lo que sucede, una vez que las auxinas han sido
consumidas, es que se promueve la formacién de brotes.** Como se pudo
observar en las células comenzaron a dividirse manteniéndose limitadas por
una pared relativamente gruesa dando asi inicio a los embriones somaticos
(Fig. 4). Durante la transicion de la etapa globular a torpedo es una sefial de
simetria bilateral (Fig. 5), la cual se caracteriza por el cese del crecimiento
uniforme y por la iniciacion de los cotiledones. En la mayoria de las especies
estudiadas, la adicion de reguladores de crecimiento es necesario para inducir
embriones somaticos y las auxinas y las citoquininas son claves en la
determinacion de la respuesta embriogénica, probablemente por su decisiva
participacién en la regulacién del ciclo y division celular. ** Ademéas hay una
relacion de interaccion con otras hormonas enddgenas como ABA, etileno y
acido giberélico produciendo al final cambios en el desarrollo embriogénico.
Estos cambios pueden ocurrir directamente (a través de sintesis de enzimas) o
en forma indirecta (a través de efectores). 4%

Finalmente, hay que destacar la importancia de continuar con el desarrollo de
nuevos estudios para determinar aquellos factores que regulan la etapa de
maduraciéon de los embriones inducidos de C. chinensis, su posterior
germinacion y la obtencion de las plantulas. En esta etapa final es
indispensable realizar estudios genéticos para determinar si en el proceso de
embriogénesis somatica se inducen variantes somaclonales.

CONCLUSIONES

e La concentracion que promovié el mayor nimero de callos en hojas de
C. chinensis fue de 1ppm de 2,4 -D a los 16 dias y con el 76%

e La concentracion que promovid el mayor numero de embriones
somaticos en C. chinensis a partir de hojas jovenes fue 5ppm de BAP.
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