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1 RESUMEN

En la region norte de México, el chile piquin silvestre (Capsicum annum var.
glabriusculum) es altamente solicitado en el mercado debido a su sabor excepcional, capacidad de
no causar una irritacion significativa en el tracto intestinal al ser consumido. Sin embargo, su
utilizacion en cultivos intensivos se ve limitada por los desafios en su proceso de germinacion.
Esta dificultad, combinada con el método de recoleccion silvestre que implica arrancar la planta
completa para obtener los frutos, ha resultado en la disminucién de las poblaciones naturales, una
recuperacion insuficiente de las mismas y, en Gltima instancia, la posibilidad de extincion (Araiza
Lizarde et al., 2011).

En este estudio, se investigd el impacto de sustancias promotoras del crecimiento vegetal,
como la bencilaminopurina (BAP), el 4cido naftalenacético (NAA) y el 4cido indolacético (IAA),
en el proceso de callogénesis del chile piquin tanto en hipocdtilos y cotiledones obtenidos de
plantulas de Capsicum annum var. glabriusculum. Los mayores porcentajes de explantes con
oxidacion se presentaron en hipocotilos del T6 y cotiledones de T7. El resultado obtenido en el
tratamiento T6 mostr6 el porcentaje mas elevado de explantes (hipocoétilos) con desarrollo de
raices. Los mayores porcentajes de presencia de callos comparados con los demas tratamientos
resultaron los T4 y TS, mismos que incluyen a los tres reguladores de crecimiento. Los hallazgos
sugieren la existencia de una potencial interaccion entre el tipo de tejido vegetal empleado como

explante y los reguladores utilizados.

Palabras clave: chile piquin, in vitro, callo, micropropagacion, cultivo de tejidos vegetales,

BAP, AIA, NAA.

10



2 INTRODUCCION

México cuenta con una ubicacion geografica sorprendente, esto ha sido uno de los factores
por los cuales existen diversas especies de frutos con un fuerte impacto econémico, entre ellas esta
el chile piquin (Pickersgill, 1997).

El chile piquin ((Capsicum annuum var. glabriusculum) Heiser & Pickersgill), se considera
un importante fruto silvestre con un gran uso antropogénico (Cruces Carvajal, 2006). Cuenta con
una amplia distribucion en México y alta demanda en diversos paises, es decir, comprende también
parte del territorio sur de EE.UA, Centro y Sudamérica (Ramirez Novoa et al., 2018).

Tiene gran reconocimiento por su enorme diversidad respecto a los caracteres agronémicos
y atributos que aporta el fruto por su calidad en el &mbito de la industria para poder satisfacer las
demandas de consumo (Medina Martinez et al., 2010), esto se debe a su forma, tamafio y sabor.
Asi también, en la mayoria de los casos este suele ser aprovechado en su presentacion fresca y
seca. Es un producto con un gran uso en nuestro pais, dicho de otra manera, conforma la dieta
diaria de gran parte de la poblacién (Ramirez Ojeda, 2017).

Esuno de los ancestros silvestres mas cercanos a las plantas cultivadas (Capsicum annuum)
debido a que son un gran recurso genético importante que implica un conjunto de genes primarios.
La relevancia de estos estd en que pueden coadyuvar a la resolucion de problemas del ambito
agricola, entre ellos tolerancia o resistencia a plagas, asi como enfermedades, adicionalmente
aumentar calidad y cantidad respecto a la produccion (Hernandez Verdugo et al., 1998).

Distintos explantes han sido empleados para la regeneracion de plantas y asi lograr inducir

la embriogénesis somatica (Izquierdo Oviedo et al., 2017).
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El cultivo de callos juega un gran papel en la actualidad ya que este puede ser empleado en
diversos propositos, entre ellos destacan la micropropagacion y el mejoramiento vegetal. Para
poder llevar a cabo la produccion de callos se requiere de un explante inicial, ya sea que tengan
una alta diferenciacion de sus tejidos, como un trozo de la raiz, tallo u hoja, o el empleo de tejidos
menos diferenciados, los hipocotilos y cotiledones de plantulas recién germinadas, por mencionar
algunos (Rodriguez Beraud et al., 2014).

La induccién de callos depende de factores que causan efectos diversos a lo largo del
proceso, entre ellos destacan los explantes a usar, medio de cultivo, las diferentes concentraciones
de hormonas de crecimiento ya sea solas y/o combinadas, humedad, entre otros (Rashmi & Trivedi,
2014).

Son muy escasos los protocolos de regeneracion de C. annuum, principalmente por
embriogénesis somadtica, hasta la fecha. Esto se debe a varios conflictos, uno de ellos es la baja

germinacion y eficiencia de los sistemas de regeneracion (Marin Colli, 2012).
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3 JUSTIFICACION

El desarrollo de esta investigacion comprende el uso de diferentes tratamientos los cuales
estan formulados de algunos reguladores de crecimiento a diversas concentraciones, de esta
manera establecer un protocolo para la induccion de callos mediante el uso de explantes
(hipocotilos y cotiledones) de plantas de chile piquin recién germinadas en cultivo in vitro.

Debido a la importancia que radica en esta especie ya que es base econdmica de familias,
alimento para algunas aves y un recurso genético al ser considerado un ancestro de las variedades
de chile, por mencionar algunas, es sustancial generar informacion que aporte conocimiento de

esta especie y ayudar a nuevas investigaciones e incluso una produccion de este recurso.

3.1 Objetivo General

o Crear un protocolo que permita la induccion de callogénesis de chile piquin

(Capsicum annuum var. glabriusculum).

3.2 Objetivos especificos

J Identificar el explante mas viable para la induccion de callos de chile piquin.

. Determinar el mejor tratamiento (formulado con reguladores de crecimiento) para
la obtencion de callos.

. Identificar la combinacidn idonea de promotores del crecimiento vegetal para la

inducciodn de callogénesis.
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4 REVISION DE LITERATURA

4.1 Antecedentes

El género Capsicum, pertenece a la familia Solanaceae, esta conformado por 27 especies
(Valenzuela Apodaca, 2019). Este género es de suma importancia en el territorio mexicano
(Vasquez Davila et al., 2018), los frutos de esta planta destacan por ser uno de los saborizantes
con gran potencial en la cocina a nivel mundial, ademas de su utilizacion con propodsitos
medicinales (Aguilar Rincén et al., 2010). México es uno de los principales centros origen y
domesticacion del chile principalmente de la especie annumm (Sandoval Rangel, 2011).

El chile piquin (Capsicum annuum var. glabriusculum) es una especie silvestre, con una
distribucion extensa, se encuentra en diversas regiones del territorio mexicano (CONAFOR, 2010)
abarcando también el suroeste de los Estados Unidos, Centroamérica y noroeste de Sudamérica
(Lopez Valdez, 2018).

El nombre de este arbusto es de origen nahuatl, significando “pulga” (Ramirez Ojeda,
2017), se caracteriza por ser perenne, ramificado y de tallos delgados, regularmente trepa por otros
arbustos, producen y acumulan compuestos capsaicinoides que aportan este sabor picante

caracteristico a el fruto (Hayano-Kanashiro et al., 2016).

4.1.1 Nombres comunes y sinonimia

El chile piquin ha presentado dificultades respecto a su nombramiento taxonémico, en la
actualidad los términos glabriusculum y aviculare se emplean casi indistintamente, como

sindbnimos, encontrando literatura en igual proporcién (Martinez Torres, 2007). De igual manera
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existen algunos otros nombres con los cuales podemos identificar: Capsicum annuum var.
aviculare, Capsicum annuum var. minimum, Capsicum hispidum var. glabriusculum, Capsicum
microphyllum.

El nombre de “chile piquin” es propio de algunas regiones del pais. Ademas de los ya
mencionados existen otros nombres (Gutiérrez Hernandez, 2011), algunos de ellos son: chiltepin
del monte, quipin, chiltecpin, chiltepiquin, chilpaya, tlilchile, chile de pajaro, pico de pajaro, diente
de tlacuache, mosquito, silvestre, pulga, amash, timpinchile, enano, tichusni, chiltepe, entre otros

(Guillen Castillo, 2017).

4.1.2 Clasificacion taxonomica

Capsicum annuum var. glabriusculum, mayormente conocido como chile piquin, presenta

la siguiente clasificacion taxondmica (tabla 2):

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de Capsicum annuum var. glabriusculum

Reino Plantae

Subreino Traqueobionta
Superdivision = Spermatophyta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Capsicum
Especie Annuum
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Variedad Glabriusculum

Fuente: (Gutiérrez Hernandez, 2011.)

4.1.3 Descripcion morfologica

El chile piquin es una planta herbacea, trepadora o arbustiva, anual o perenne (Ramirez
Novoa et al., 2018). A menudo se presentan como arbustos pequeios, generalmente miden de 0.5
m a 2 m de altura e inclusive pueden llegar hasta los 4 m con un solo tallo y muchas ramas
(Martinez Torres, 2007; Nee, 1986).

Ademas, se caracteriza notablemente por las protuberancias o surcos que recorren los tallos
verdes de estas plantas, presentan pelos curvados que miden 0.4 mm de longitud. Sus hojas pueden
ser solitarias o en pares, y tienen una forma lanceolada u ovalada, con dimensiones que varian
entre 2-8 cm de largo y entre 1-3 cm de ancho, presentando una pubescencia dispersa, el apice de
las hojas es puntiagudo, mientras que la base es cuneada y acuminada en el peciolo, el cual tiene
una longitud de 5-20 mm de largo (Nee, 1986).

Las flores son solitarias, con un caliz de 1.5 a 2 mm de largo, corola blanca, de 6 a 9 mm
de didmetro (CONAFOR, 2010). Pedicelo erecto, curvado en el apice y nutante en floracion,
rigido-erecto en el fruto, de 1-2 cm de largo, 0.5 mm de didmetro, dilatado en el 4pice,
esparcidamente pubescente, la floracion en condiciones naturales ocurre del mes de julio a
septiembre (CONAFOR, 2010; Nee, 1986).

El fruto se caracteriza por ser una baya de color verde o purpura oscura a negra cuando
estan inmaduros, que torna a rojo-anaranjado al madurar; de una forma globosa, ovoide o
elipsoidal, de 8 a 10 mm de largo y 5 a 8 mm de ancho. Sus semillas de color pardo amarillentas,
comprimidas, de 2.5 mm de largo (figura 1) (CONAFOR, 2010; Nee, 1986; Ramirez Ojeda, 2017).
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Figura 1. Capsicum annuum var. glabriusculum. a, rama con hojas, flores y frutos; b, hojas; e,
flor; d, corola abierta mostrando los estambres; e, pistilo sobre el pedicelo; f, anteras; g, fruto; h,

corte transversal del fruto; i, semilla (Nee, 1986).

4.1.4 Distribucion geogrdfica

La zona comprendida entre Argentina, Bolivia y Brasil es considerada como el 4rea de
origen del género Capsicum (Mcleod et al., 1982), mientras que el resto de Norteamérica,
Centroamérica, Antillas y Sudamérica son cuna de diversidad para este género (figura 2).

Capsicum annuum var. glabriusculum es de una amplia distribucion geogréfica,
englobando gran parte del sur de los Estados Unidos, la Republica Mexicana, Centroamérica,
Antillas inclusive en algunas regiones de la parte norte de Sudamérica (Marquez-Quiroz et al.,

2013; Nee, 1986). En el territorio mexicano, este recurso se ubica en diversas entidades del pais,
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en toda la zona costera desde Sonora a Chiapas por el pacifico y de Tamaulipas a la
peninsula de Yucatan, incluyendo Quintana Roo, por el Golfo de México (Bafiuelos et al., 2008;
Puebla Gutiérrez, 2013)

La distribucion geografica se encuentra también relacionada con las aves y el consumo de
este fruto, pasando las semillas por su tracto digestivo para posteriormente ser esparcidas en
diversas areas mediante la defecacion que en su mayoria es llevada a cabo bajo arboles, siendo un
modo para contribuir de igual manera a la germinacion (Alcald Rico, 2019; Lizarde Araiza et al.,

2011).

4.1.5 Importancia economica

(Gutiérrez Hernandez, 2011) debido a diversas caracteristicas organolépticas el chile se ha
posicionado en uno de los condimentos mas populares en diferentes partes del mundo (Marin Colli,
2012), estos son economicamente importantes en el area de alimentos o medicinas, cultivados con
éxito en muchos paises (Martinez Torres, 2007).

La recoleccion o cosecha del chile piquin es una de las actividades de pequefias zonas
rurales desde hace cientos de anos, pero no fue hasta en la década de los ochenta que se convirtid
en una actividad econdmica de relevancia (Bafiuelos et al., 2008). Los consumidores tienen
preferencia de esta especie silvestre en comparacion con la de otros chiles como el serrano y
jalapefo a pesar de tener caracteristicas similares (Paredes-Jacome et al., 2019).

Desde el punto de vista social, se estima que un 15% de la poblacion rural perteneciente al noreste
del territorio mexicano esta enfocada en la recoleccion del chile piquin esto durante ciertos

periodos de tiempo que van desde los meses de septiembre a diciembre, en el transcurso de este
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lapso, el 60% de los ingresos obtenidos por las comunidades es mediante la recoleccion y venta de
este producto mientras que el 40 % restante de los ingresos se da por otras actividades agricolas

(Villalon-Mendoza et al., 2014).
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Figura 2. Mapa de América con los sitios de origen y domesticacion del género Capsicum

Fuente: (Martinez Torres, 2007)

El chile piquin es un cultivo de gran importancia en la parte economica, debido a su amplio
uso en la gastronomia, es un ingrediente clave en diversos platillos tradicionales como salsas,
adobos, moles, ademas se utilizan también en dulces, condimentos y especias, lo que hace que este

producto sea muy demandado en el mercado local e internacional. En los mercados
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estadounidenses principalmente California y Arizona se venden estos productos en presentacion
madura (secos y rojos) (Alcala Rico, 2019).

La demanda del mercado tiene un impacto en el costo del producto. La produccion y las
ventas del chile piquin que se encuentra en su mayoria en el noreste de México estan fuertemente
influenciadas por las condiciones climaticas, en particular, la cantidad de Iluvia y la temperatura
que no debe superar los 35°C y no ser inferior a 15°C para permitir procesos fisioldégicos normales.
Durante el periodo de 1998 a 2006, se registré un precio promedio de $70 pesos mexicanos por
kilogramo de producto verde fresco. En enero de 1990, el precio en el mercado regional fue de
$60 MXN, sin embargo, entre enero de 2005 y junio de 2006 se observo una disminucion en la
cantidad recolectada debido a la disminucion de la lluvia y las altas temperaturas de hasta 42°C
(region noreste de México) (Villalon-Mendoza et al., 2014) . Actualmente el fruto del chile piquin
puede ser hasta 40 veces superior el valor de los chiles Serranos y Jalapefios (Diaz Sanchez, 2019),
contemplando que el precio de estos (frescos) en promedio de acuerdo a datos del (SNIIM, 2023)
esde; $29.91 y $24.23 MXN el kilogramo respectivamente. La fluctuacion del precio del producto
estd determinada por factores como: ubicacion geografica, temporada de cosecha, calidad y

presentacion (fresco, seco, polvo) (Mena Garcia, 2004).

4.1.6 Importancia ecologica

Aunado a formar parte de la vegetacion, en el ecosistema, el chile piquin tiene funciones

ecoldgicas importantes, esto se debe a que sus frutos fungen como fuente de alimento, debido a su

color verde o rojo brillante, forma ovalada y tamafio pequefio resulta ser atractivo y consumido
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por diversas aves como el huitlacoche, cardenal y cenzontle lo que contribuye a la dispersion de
sus semillas y a una regeneracion de flora local (Lopez Valdez, 2018).

En el ambito ecologico y ambiental, es relevante destacar que el chile piquin es un recurso
genético valioso al ser considerado como el ancestro de todos los tipos y variedades de chiles de
la especie Capsicum annuum. Por lo tanto, es importante implementar acciones que cumplan con
la normatividad existente para su conservacion y aprovechamiento en poblaciones silvestres, esto
asegurard la persistencia de la especie y otras de flora y fauna que coexisten en su habitat natural
y mantienen la estabilidad del ecosistema a través de sus interacciones (Lopez-Serrano et al.,

2017).

4.1.7 Problemadtica en la conservacion del chile piquin

Actualmente, el chile piquin esta experimentando una presion significativa causada por la
actividad antropogénica, ya que su extraccion se ha realizado de manera inadecuada. Ademas,
existe una presion adicional para eliminar grandes areas de matorral a través de la practica de la
matarrasa, con el fin de permitir actividades adicionales, como la agricultura y la cria de animales
(Lizarde Araiza et al., 2011).

Por lo tanto, se pone en riesgo la conservacion in situ de este recurso, a pesar de su
importancia, los cultivos comerciales de Capsicum annuum var. Glabriusculum son escasos debido
principalmente a la dificultad para germinar las semillas y a la falta de variedades comerciales

genéticamente mejoradas (Diaz-Sanchez et al., 2021).
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Los chiles silvestres son una importante fuente de recursos genéticos para futuros
programas de mejoramiento genético. Sin embargo, paradodjicamente, existen incertidumbres
acerca de su supervivencia en el tiempo y en diferentes lugares geograficos (Jiménez Leyva, 2013).

Las poblaciones de Capsicum annuum var. Glabriusculum son una importante reserva de
germoplasma para preservar la especie y una fuente genética valiosa para los fitomejoradores. La
promocion de la conservacion in situ de estas poblaciones reduce los costos elevados de la
conservacion ex sifu en bancos de germoplasma. Ademas, evita la apropiacion de los recursos
genéticos locales por grandes empresas trasnacionales y permite la evolucion natural de la especie

(Bran et al., 2007).

4.2 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales, también conocido como cultivo celular, in vitro, axénico o
estéril, consisten en el aislamiento de células, tejidos u érganos vegetales y su cultivo (in vitro)
aséptico en medios nutritivos y ambientes controlados (Sivanesan & Park, 2014; Thorpe, 2007).
El cultivo se beneficia de un ambiente favorable para su desarrollo y propagacioén cuando se
establecen condiciones controladas, estas comprenden el suministro adecuado de nutrientes, un pH
medio, temperatura apropiada, un ambiente gaseoso y liquido adecuado (Hussain et al., 2012).

La ciencia del cultivo de tejidos vegetales tiene sus raices a partir del hallazgo de la célula
y la posterior formulacion de la teoria celular, en 1838, Schleiden y Schwann propusieron que la
célula es la unidad bésica de todos los organismos vivos y reconocieron su capacidad de
autonomia, por lo tanto, sugirieron que, si se proporciona un ambiente adecuado, cada célula

podria regenerarse y desarrollarse en una planta completa (Hussain et al., 2012). Basandose en
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esta premisa, Gottlieb Haberlandt propuso la base tedrica que fundamenta el cultivo de tejidos
vegetales en su discurso ante la Academia Alemana de Ciencias en 1902 sobre sus experimentos
en el cultivo de células individuales (Thorpe, 2007). Posteriormente se presentaron algunos de los

sucesos mas relevantes durante la evolucion de las técnicas de cultivo de células vegetales (tabla

3).

Tabla 2. Evolucion de las técnicas del cultivo de células vegetales

Aiio Autor Suceso
1902 Haberlandt  Propone el concepto de cultivo celular in vitro

1926 Went Descubri6 la primera hormona de crecimiento vegetal: el 4cido indol
acético
1934 White Introdujo la vitamina B como suplemento de crecimiento en medios

de cultivo de tejidos para la punta de la raiz del tomate

1939 Gautheret,  Establecieron la proliferacion sin fin de cultivos de callos
White y
Nobecourt
1954 Muir Fue el primero en dividir los tejidos de callo en células individuales
1955 Skoogy Descubrieron la kinetina como hormona de division celular
Miller
1959 Reinerty Regeneran embriones a partir de callos y suspensiones celulares de
Steward zanahoria (Daucus carota)

1962 Murashige  Desarrollan el medio MS con mayor concentracion de sal
y Skoog
1964 Guhay Produjeron las primeras plantas haploides a partir de granos de
Maheshwari polen de Datura (cultivo de anteras)
1966 Steward Demostro la totipotencia regenerando plantas de zanahoria a partir
de células individuales de tomate

1970 Power et al. Logran con éxito la fusion de protoplastos
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1971 Takebe et Regeneran las primeras plantas a partir de protoplastos

al.
1972 Carlson Produce el primer hibrido interespecifico de Nicotiana tabacum por
fusion de protoplastos
1974 Reinhard Introduce la biotransformacién en cultivos de tejidos vegetales

1977 Chilton et Integraron con éxito el ADN del plasmido Ti de Agrobacterium
al. tumefaciens en plantas

1983 Pelletier et Realizaron hibridacion citoplasmatica intergenérica en Rabano y
al. Uva

1984 Horsh et al. Desarrollaron tabaco transgénico por transformacion con

Agrobacterium

Fuente: (Hussain et al., 2012).

El desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos se fundamenta en dos propiedades de las
células vegetales, una de ellas es la totipotencialidad celular la cual consiste en la capacidad
conservada que poseen todas las células vegetales (independientemente de su funcidon o posicion
en la planta) de originar una nueva célula genéticamente idéntica y, tras los procesos de division y
diferenciacion celular, ser capaces de formar tejidos, 6rganos, sistemas e individuos completos es
decir, regenerar una nueva planta completa (Calva Calva & Pérez Vargas, 2005; Garcia-Gonzales
et al., 2010). La otra propiedad se trata de la plasticidad celular, es la caracteristica que denota una
diferencia entre las cé€lulas vegetales y animales en su capacidad de multiplicacion, division,
diferenciacion y formacion de un nuevo individuo (Garcia-Gonzales et al., 2010).

Generalmente se dice que el CTV (cultivo de tejidos vegetales) estd conformado por cuatro
etapas, pero esto limita el empleo de esta técnica a la multiplicacion masiva, actualmente se sabe
que el CTV es una tecnologia de mayor alcance por ello, se considera la micropropagacion de
plantas mediante cultivo in vitro, la cual consta de 5 etapas fundamentales (Garcia-Gonzales et al.,

2010):
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. Etapa 0. Preparacion de la etapa donante: Seleccion de la especie de interés.
Para ello se establece que el éxito en la introduccion y establecimiento in vitro esté relacionado a
las cualidades fisiologicas y fitosanitarias de la planta madre y que en gran parte estas se ven
determinadas por las condiciones ambientales en las que se cultiva. Deben estar libres de cualquier
enfermedad, se recomienda que durante esta fase las plantas utilizadas como donantes de explantes
sean cultivadas en dptimas condiciones, controlando el riego, nutriciéon y temperatura.

o Etapa L. Introduccion y establecimiento: La introduccion de tejidos vegetales en
un cultivo in vitro es llevada a cabo mediante una desinfeccion superficial esto dependiendo del
tipo de explante, algunos de los desinfectantes mas utilizados es el hipoclorito de sodio (NaCLO),
hipoclorito de calcio y etanol. En esta etapa también es importante controlar las emisiones de
compuestos fendlicos por los tejidos y su estrés oxidativo, se puede hacer uso de compuestos
antioxidantes (carbon activado, acido citrico, acido nicotinico, L-cisteina) adicionandolos al medio
de cultivo. Otro aspecto a tratar es la hiperhidricidad, la adicién de agentes comerciales (EM2),
pectina o extracto de polisacdridos al medio de cultivo pueden evitar la induccion de brotes con
estas caracteristicas.

o Etapa II. Propagacion de plantas: Se tiene como objetivo incrementar el nimero
de unidades en el sistema de cultivo de tejidos. La eleccion de las técnicas de propagacion es una
consideracion importante porque €stas dependen de las especies o genotipos. Asi mismo, para
mejorar las respuestas morfogénicas de cualquier explante cultivado de manera in vitro, es
indispensable estudiar y establecer el efecto de reguladores del crecimiento vegetal
(fitohormonas). La mejora de la respuesta morfogénica puede verse favorecida por la manipulacion

del explante y su posicion en el medio del cultivo.
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. Etapa III. Enraizamiento y preparacion de explantes para las condiciones ex
vitro: En esta fase se ve en la necesidad de realizar cambios del medio de cultivo (se llegan a
presentar excepciones) incluyendo asi la modificaciéon nutricional y composicion de los
reguladores del crecimiento para inducir el enraizamiento y un buen desarrollo del mismo. De
igual forma en esta fase, es importante realizar ajustes en la composicion del medio y el
intercambio de gases en los recipientes de cultivo para preparar las plantas a la fase ex vitro. La
efectividad del enraizamiento puede depender de diversos factores, como los indices de auxina-
citoquininas, el tipo de explante utilizado, el nimero de veces que se ha subcultivado, el pH del
medio de cultivo y la cantidad de sacarosa presente en el medio.

J Etapa IV. Adaptacién ex vitro o aclimatacion de las plantas: Es de suma
importancia que las plantas cultivadas in vitro se aclimaten al ambiente externo fuera del
laboratorio. Es fundamental controlar factores como la intensidad luminica, humedad del sustrato
y la temperatura tanto a nivel foliar como radicular, ya que estos pueden influir en la supervivencia
de las plantas durante esta etapa. Al inicio de la adaptacion, es recomendable mantener una alta
humedad relativa constante para facilitar la formacion de raices activas y reducir la pérdida de
agua por la transpiracion. Sin embargo, a medida que las plantas se van adaptando, se aconseja
disminuir la humedad para lograr una mejor aclimatacion a las condiciones ambientales del campo.
Las caracteristicas del sustrato también juegan un papel relevante, ya que pueden afectar las
caracteristicas fisiologicas generales de la planta.

El proposito principal de todo el proceso de micropropagacion consiste en lograr la
obtencion de un gran ntimero de plantas de alta calidad que sean capaces de adaptarse a las

condiciones ambientales normales (Elias & Padron, 2020).
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4.2.1 Ventajas que ofrece el cultivo in vitro de tejidos vegetales

El cultivo in vitro de explantes vegetales se ha desarrollado gracias a la innovacion, la
observacion y la experimentacion, lo que ha permitido la acumulacion de conocimientos cada vez
mas detallados. Esta técnica se ha convertido en una fuente de progreso valioso para la
investigacion (Aguirre Villaroel et al., 2010). Ofrece distintas ventajas a comparacion de otros
métodos tradicionales de propagacion de plantas, por mencionar algunas:

. Da oportunidad a multiplicar una variedad que cuenta con poca cantidad de tejido
vegetal en un corto periodo de tiempo, iniciando de pequetios explantes (Aguirre Villaroel et al.,
2010).

o Mayor manejo y supervision respecto a la sanidad del material vegetal que se esta

propagando, obteniendo plantas libres de un contaminante en especifico (Aguirre Villaroel et al.,

2010; George et al., 2007).

o Posibilidad de conservar germoplasma a mediano y largo plazo (Aguirre Villaroel
et al., 2010).
. Permite la produccion masiva de plantas homogéneas en una superficie, tiempo,

costes reducidos y la produccion podria realizarse durante todo el afio independientemente de los

cambios estacionales (Aguirre Villaroel et al., 2010; George et al., 2007).

4.2.2 Medios de cultivo

(Suarez Padron, 2020) Previamente se describid que los medios de cultivo se caracterizan

por ser un conjunto de componentes y que estos a su vez se iran adecuando proporcionalmente a
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las necesidades del tejido a trabajar ya sea callo, hojas tallos, etc., (Suarez Padron, 2020), y al
proceso morfogenético como cultivo de meristemos, organogénesis, embriogénesis somatica, etc.
Es decir, los componentes y la concentracion de estos esta ligada al objetivo perseguido (Aguirre
Villaroel et al., 2010).

En el transcurso de varios afios hasta la actualidad, el medio Murashige y Skoog (MS) y su
idoneidad apta para el desarrollo de diversas especies hace que se considere como el mas empleado
en regeneracion de plantas (Aguirre Villaroel et al., 2010). No obstante, podemos destacar también
a los medios Linsmaier Skoog (LS), Gamborg (B5) y Nitsch y Nitsch (NN) (.M. & M., 2012),
obteniéndolos en distintas versiones comerciales (polvo) o mezclando soluciones madre de

distintos ingredientes quimicos (Kumar & Loh, 2011).

4.2.3 Componentes de un medio de cultivo

Los medios de cultivo pueden ser liquidos o tener un soporte semisélido (Aguirre Villaroel
et al., 2010). Estos se componen de sales minerales que aportan elementos esenciales
macronutrientes (N, P, K, S, Ca 'y Mg) y micronutrientes (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo y Co), vitaminas,
aminodcidos o suplementos de nitrégeno, fuente (s) de carbono, reguladores del crecimiento,
agentes solidificantes y agua (CITEagroindustrial, 2020; .M. & M., 2012).

Agua. Constituye gran parte de la composicion del medio pues es el solvente de los solutos
que componen al medio. De alto grado de pureza es la que se requiere, para ello se aplican ciertos
mecanismos tale como la destilacion, la deionizacion y la osmosis inversa (Sudrez Padron, 2020)

Elementos inorganicos minerales. El medio de cultivo empleado tiene una gran relacion

significativa con la eficacia del cultivo de tejidos vegetales. Las plantas necesitan absorber del

28



suelo ciertos nutrientes para tener un buen crecimiento: iones de nitrégeno (N), potasio (K), calcio
(Ca), fosforo (P), magnesio (Mg) y azufre (S), mejor conocidos como macronutrientes los cuales,
intervienen en la conservacion del equilibrio i6nico en las plantas (Aguirre Villaroel et al., 2010;
George et al., 2007). De acuerdo con (I.M. & M., 2012), para obtener un crecimiento satisfactorio
de las células vegetales los medios de cultivo deben al menos contener 25-60 mM de nitrogeno
inorganico.

Ademéds de estos, estan los nutrientes vegetales menores: hierro (Fe), niquel (Ni), cloro
(Cl), manganeso (Mn), zinc (Zn), boro (B), cobre (Cu) y molibdeno (Mo) (George et al.et al.,
2007), estos micronutrientes actian como cofactores enzimaticos y algunos de ellos en sistemas
de transporte de electrones (Zapata Castillo, 2005).

Compuestos organicos. Con pequefias cantidades pueden ayudar a mejorar el crecimiento
y morfogénesis de los cultivos de tejidos vegetales, tratdndose principalmente de las vitaminas,
aminodcidos y algunos suplementos, realmente la cantidad de estos compuestos varian respecto a
la especie y capacidad sintética de la especie.

Las vitaminas mayormente empleadas en los medios de cultivo de células y tejidos
incluyen: tiamina (B1), acido nicotinico (B3) y piridoxina, dentro de este grupo se puede
considerar también al myo-inositol, aunque este se ha clasificado como vitamina vegetal, diversos
autores consideran que deberia categorizarse como un hidrato de carbono suplementario a pesar
de no contribuir como fuente de energia.

La mezcla de aminoécidos como el hidrolizado de caseina, L-glutamina, L-asparagina y adenina
son utilizados frecuentemente como fuentes de nitrogeno organico en los medios de cultivo

(George et al., 2007; M. & M., 2012).
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Carbohidratos o fuentes energéticas. Los tejidos vegetales cultivados in vitro cuentan
con una baja o nula capacidad fotosintética, es por ello que se les provee de una fuente de carbono
y asi realizar ciertas capacidades metabolicas (Zapata Castillo, 2005). Una de las fuentes mas
empleadas en los medios de cultivo de tejidos vegetales es la sacarosa bajo una concentracion
correspondiente al 2-5%, ademas de esta se encuentra la lactosa, galactosa, maltosa y el almidon,
sin embargo, se catalogan de bajo rendimiento en comparacion con la sacarosa o glucosa. En
reiteradas ocasiones de manera sistematica se ha demostrado que la sacarosa esterilizada en
autoclave tiene mejor eficacia para el crecimiento que la sacarosa esterilizada por filtro, esto
debido a que la sacarosa se hidroliza en fructosa durante la esterilizacion en autoclave. De acuerdo
a un estudio, se informé que la sacarosa actia como un desencadenante morfogenético para el
desarrollo de yemas axilares y ramificacion de raices adventicias (.M. & M., 2012).

Mecanismo de soporte. Cuando se trabaja con medios semisélidos, se debe afnadir un
gelificante para obtener la consistencia adecuada, esa firmeza incide en el crecimiento de los
tejidos cultivados, los mas utilizados son el agar (0.5-1%), agarosa y algunas marcas comerciales
como Phytagel o Gelrite en concentraciones de 0.2 a 0.3 % (.M. & M., 2012; Zapata Castillo,
2005).

El polisacarido obtenido mediante algas marinas rojas conocido como agar, es utilizado de
manera universal como agente gelificante para preparar medios de cultivo de tejidos vegetales
semisolidos. Tiene ventajas sobre otros agentes gelificantes; se mezcla con agua, puede fundirse
facilmente a temperaturas de 60-100°C y se solidifica a unos 45°C aproximadamente (.M. & M.,
2012). Es importante considerar las concentraciones a utilizar de agar ya que pueden llegar a ser

inadecuadas al no soportar a los explantes o provocar hiperhidricidad, a medida que se incrementa
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la concentracion de agar, disminuye el exceso de hidratacion, sin embargo, se puede presentar una
reduccion concomitante con la tasa de crecimiento (George et al., 2008).

La agarosa, un agente gelificante formado por cadenas poliméricas de B-D (1—3)
galactopiranosa y 3,6-anhidro-a-L (1—4) galactopiranos. En términos economicos, la agarosa es
de mayor precio que el agar por lo cual en la mayoria de las ocasiones solo se usa para ciertos
cultivos como el de protoplastos y anteras, la concentracion empleada es de 0.4-1.0% y se funden
a una temperatura de 30°C (George et al., 2008).

Goma Gellan, es un polisacéarido secretado por el microorganismo Sphingomonas elodea
anteriormente conocido como Pseudomonas elodea (Sworn, 2009), destaca por sus caracteristicas
funcionales: gran dureza y transparencia, baja permeabilidad al vapor de agua y superficies lisas
(Alvarado-Gonzalez et al., 2012).

Dentro de las marcas comerciales, encontramos a Kelcogel, Gelrite, Gel-Gro y Phytagel
(ICF, 20006), este ultimo gelificante cuenta con una caracteristica en particular, tiene un menor
porcentaje de impurezas, textura fina y calidad consistente mayor a la de otros agares y su
apariencia cristalina proporciona una facilidad de deteccion de agentes contaminantes (Aguirre

Villaroel et al., 2010).

4.3 Condiciones de cultivo

Es recomendable que los cultivos vegetales se coloquen en ambientes controlados para

asegurar condiciones ideales, especialmente en lo que respecta a la luz, temperatura. Estas

condiciones estan especificamente disefiadas para fomentar un crecimiento y desarrollo 6ptimo de
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las plantas, tanto la temperatura de incubacion como la calidad, intensidad, duracion de la luz, pH

del medio pueden afectar las respuestas morfogenéticas de las plantas (Roca & Mroginski, 1991).

4.3.1 pH del medio de cultivo

El pH es un factor determinante en el crecimiento y desarrollo de los explantes (Aguirre
Villaroel et al., 2010), esto a la relacion con el medio y la solubilidad de sales, asimilacion de los
reguladores de crecimiento y dureza del mismo. Tanto la medicién como ajuste de pH debe
efectuarse previamente a la esterilizacion del medio, se regula adicionando HCL o KOH ya sea
para disminuir o aumentar su valor, respectivamente (Suarez Padron, 2020), el pH 6ptimo se ajusta
a un valor de 5.8 (Kumar & Loh, 2011).

Posterior a la esterilizacion del medio, el pH suele disminuir entre 0.3-0.5 unidades y sigue
presentando cambios en el lapso de incubacion del cultivo como consecuencia de la oxidacion,
absorcion y secrecion diferencial de sustancias por parte del tejido cultivado. Si el pH disminuye
a un valor igual o menor que 5.0 no permitira la gelificacion del agar y el medio seré liquido, por
el contrario, si el valor es mayor a 6.0 da paso a un medio con consistencia dura, lo cual provoca

interferencia con la absorcion de nutrientes (Bhatia, 2015).

4.3.2 Fotoperiodo

Debido a que el cultivo in vitro es un sistema cerrado, hay factores externos que impactan
en el desarrollo de cultivo de tejidos vegetales, la luz es un ejemplo de estos factores, ya que actiia

como una sefial que los fotorreceptores utilizan para regular el crecimiento, desarrollo,
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diferenciacion y metabolismo de las plantas. La respuesta a la luz estd influenciada por
mecanismos moleculares que involucran factores de transcripcion, fitocromos y fotoreceptores.
La intensidad como la calidad espectral de la luz afectan el crecimiento de los callos en el
cultivo in vitro. En este sentido las fuentes de luz LED son recomendadas para regular el ambiente
luminico en el cultivo de plantas en entornos controlados. Esto se debe a que ofrecen una
integracion espectral optima, lo que contribuye a un mejor control de las respuestas de las plantas
a la luz (Ruiz-Rivas et al., 2022). Generalmente se emplea un ciclo de 16 horas luz seguidas de 8
horas de oscuridad (Roca & Mroginski, 1991), este fotoperiodo ha sido utilizado en la germinacion
in vitro como el repollo. Ademas, la induccion de callos in vitro se llevd a cabo en una camara
bioclimética, manteniendo condiciones de total oscuridad a una temperatura de 25 °C y una

humedad relativa del 30 % (Neri Cacho, 2022).

4.4 Reguladores del crecimiento

Para que las plantas puedan llevar un buen crecimiento, desarrollo y reproduccion,
necesitan de nutrientes, condiciones fisicas, sumado a ello sustancias muy activas llamadas
(Laguna-Ibarra etal., 2019) hormonas vegetales, fitohormonas o también conocidas como
reguladores de crecimiento vegetal (exdgenos), que a muy bajas concentraciones influyen en los
patrones de desarrollo de los tejidos vegetales (Zapata Castillo, 2005), algunos de estos son
naturales y otros sintéticos (Suarez Padron, 2020), es decir, algunos son sintetizados por la misma
planta (endogenas) y otros a nivel laboratorio (exdgenas) (Aguirre Villaroel et al., 2010). (EL
Sabagh etal., 2022) las define como “moléculas de senalizacion celular que actian como
mensajeros quimicos en las plantas a bajas concentraciones, y tienen funciones primordiales en la

regulacion de las respuestas que la planta muestra”, ademas del crecimiento y desarrollo vegetal
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estan relacionadas también con regular de manera especifica procesos como la produccion de
metabolitos, induccion de maduraciéon de frutos, disminucion de concentracion de agentes
patogenos, (Alcantara Cortes et al., 2019), distribucion de solutos, etc., (Laguna-Ibarra et al.,
2019).

En general, los tejidos in vitro no suelen producir la cantidad adecuada de hormonas
vegetales para poder cubrir sus necesidades metabdlicas, es por ello, que se necesita complementar
su suministro mediante estas fuentes de manera exdgena (Suarez Padron, 2020).

Existen diversas formas de categorizar los reguladores de crecimiento, tales como, su
estructura molecular, actividad a nivel vegetal, efectos inhibitorios o estimulantes (Alcantara
Cortes et al., 2019). Actualmente, se han reconocido nueve tipos de fitohormonas, abarcando desde
las auxinas, la primera fitohormona descubierta, giberelinas (GA), citoquininas (CK), acido
abscisico (ABA), etileno (ET), salicilatos (SA), brasinoesteroides (BR), jasmonatos (JA), y los
estrigolactonas (SL) (EL Sabagh et al., 2022), siendo las 5 primeras las més estudiadas (Mukherjee

et al., 2022).

4.4.1 Auxinas

Este grupo de hormonas han sido detectadas en todas las plantas terrestres (Bhatla, 2018).
En los medios de cultivo las auxinas mas comunes son: indol-3-acetico (IAA), &cido indol-3-
butirico (IBA), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido naftaleno-acético (NAA) (.M. &
M., 2012). Y generalmente son utilizadas en el cultivo de cé€lulas, tejidos y 6rganos vegetales para
estimular la produccion de callo y crecimiento celular, iniciar brotes y enraizamiento, inducir la
embriogénesis somatica, propiciar el crecimiento de &pices de brotes y el cultivo de tallos de brotes

(Andgjar et al., 2019; LM. & M., 2012).
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Figura 3. Estructura quimica del 4cido indol acético (AIA) y acido naftaleno acético.

Fuente: (Merck Millipore, s/f)

Regulan procesos fundamentales tales como el inicio de la division celular, lo que a su vez
contribuye a la formacion de meristemos que propician tejidos no organizados u 6rganos definidos
(George et al., 2008).

Los tejidos de las plantas tienen la capacidad de sintetizar auxinas, generalmente la mayoria
de ellas se producen en las regiones meristematicas, en 6rganos mas jovenes y en desarrollo, tales
como el apice de los tallos, hojas jovenes, drganos florales y puntas de las raices (George et al.,
2008; Ljung et al., 2001).

El Acido Indol Acético (AIA) es la principal auxina natural (Dilworth et al., 2017),
participa practicamente en todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Srivastava, 2002). Mientras que el Acido Naftaleno Acético (ANA) es conocido por su uso en la
agricultura como productor y regulador de las fases reproductivas (Amado & Fischer, 2006), son
mas activos y estables que el AIA en la induccion del enraizamiento (Srivastava, 2002) como en
la elongacién de células, dominancia apical, fotoperiodo y geotropismo (Nafea & Abdulfatah,

2014).
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Los cambios en las concentraciones de auxinas pueden interferir en el desarrollo de cultivo
de tejidos, en funcidon de otras hormonas presentes en el medio. Por ejemplo, pasar de estimular la
formacion de raices a la induccion de callos. Cada sistema de cultivo de tejidos difiere de los
demas, seglin la especie, tipo de explante y condiciones de cultivo por lo que es necesario examinar
los efectos de las distintas concentraciones de auxina y otras hormonas para cada caso por separado

y solo hasta cierto punto pueden aplicarse los resultados a otros cultivos (George et al., 2008).

4.4.2 Citoquininas

Las citoquininas estimulan la maduracion de cloroplastos, crecimiento de brotes,
antagonismo de la senescencia y una influencia significativa en el desarrollo floral (Florez & D.
Aleixo Pereira, 2008). Su gran impacto es especialmente notable en los cultivos de tejidos, se
emplean frecuentemente en combinacion de las auxinas para estimular la division celular y regular
la formacion de estructuras morfoldgicas, cuando se afiade a los medios de cultivo, tienen la
capacidad de contrarrestar la dominancia apical y promover la activacion de yemas laterales que

se encontraban en estado de reposo (George et al., 2008).
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Figura 4. Estructura quimica de la quinetina y 6-bencilaminopurina.

Fuente: (Basantes Mantilla, 2011; Gray & Trigiano, 2016)
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La sintesis principal de citoquininas ocurre en su mayoria en las regiones meristematicas
de las raices y los 6rganos aéreos de las plantas (Gordillo Calatrava, 2019). La enzima clave en
este proceso es la isopentenil transferasa (IPT) (George et al., 2008).

La bencilaminopurina (BAP), es una de las citoquininas sintéticas, mas utilizadas en los
trabajos de micropropagacion (George et al., 2008). Estimula el desarrollo, la reproduccion y el
alargamiento celular, favorece la germinacion y regula el crecimiento de las raices y retrasa el
envejecimiento de las hojas (Campos et al., 2019). Se ha empleado para compensar carencias
hormonales potenciales al influir en el proceso metabolico de las plantas (Villegas Panduro et al.,
2021).

La influencia de la luz es un factor determinante en la funcidon de las citoquininas. La
proliferacion de brotes estd altamente condiciona por la cantidad de fotones en luz azul, roja y
blanca (George et al., 2008).

Las citoquininas juegan un papel relevante en la eficiencia y manifestacion del proceso de
“totipotencia celular” en plantas, tanto in vivo como in vitro. Son hormonas cruciales para
estimular la formacion de nuevos brotes en diferentes tipos de explantes, como hojas, raices,
médula y cotiledones (Jordan & Casaretto, 2006).

La ausencia de las citoquininas puede prolongar significativamente la metafase, lo que
sugiere que estas hormonas podrian ser necesarias para regular la sintesis de proteinas que
intervienen en la formacion de uso mitotico. El impacto de las citoquininas en los cultivos de
tejidos u organos puede diferir dependiendo del compuesto especifico utilizado, del tipo de cultivo
de la variedad de planta de la cual se toman los explantes, y si los tejidos son jovenes o maduros

(George et al., 2008).
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Estas hormonas son una herramienta importante para la manipulacion de la regeneracion y
el crecimiento en el cultivo de tejidos vegetales. Es crucial mantener un equilibrio adecuado entre
estos dos compuestos, ya que una relacion alta de auxina-citoquinina estimula el crecimiento de
raices, mientras que una baja relacion auxina-citoquinina favorece la proliferacion de tallos

(Basantes Mantilla, 2011).

4.5 Callos en plantas

La raiz etimoldgica del término “callo” proviene del latin “callum”, que denota algo que
es duro (Ikeuchi et al., 2013). El callo es un tejido formado a partir de o6rganos o tejidos que
experimentan una desdiferenciacion celular y una proliferacion celular continua, acelerada y
aparentemente desorganizada, resultando en una masa amorfa de células. La induccion del callo
ocurre cuando el inoculo ya estéril entra en contacto con un medio de cultivo que promueve y
mantiene su crecimiento y division celular constante. Los reguladores de crecimiento mas
comunmente utilizados para la iniciacion y el mantenimiento del cultivo de callos son el acido
indol-3-acético y el acido naftaleno acético en concentraciones que generalmente varian de 0.1 a
10.0 mg/L. (Cardenas Avila, 2001).

La multiplicacion de tejido indiferenciado, también conocido como callo, tiene una gran
utilidad practica en diversos campos, como en la investigacion bésica, para el establecimiento de
suspensiones celulares, o para la produccion y transformacion de compuestos de interés (Roca &
Mroginski, 1991). Este tejido, estd influenciado tanto por el tipo de tejido utilizado como explante,

asi como por el tratamiento hormonal aplicado (Rodriguez Beraud et al., 2014).
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La masa de células puede exhibir diversos tipos morfoldgicos que difieren en su apariencia
externa, textura y composicion celular, y su coloracion puede variar significativamente incluso si
provienen de la misma especie, debido a factores nutricionales y ambientales que influyen en el
tipo y grado de pigmentacion, como la presencia de clorofila, carotenos, antocianinas, entre otros
(Cardenas Avila, 2001).

Los callos exhiben una amplia gama de caracteristicas macroscopicas que les permiten ser
clasificados en diferentes subgrupos (Ikeuchi et al., 2013). Aquellos que no muestran evidencia de
regeneracion de drganos suelen ser conocidos como callos “friables” o “compactos” (figura 5), por
otro lado, los que fomentan cierto grado de regeneracion de drganos se pueden clasificar como

2 ¢C 9% ¢¢

callos “embrionarios”, “rooty”, “shooty” segun el tipo de 6rganos que produzcan (Sharan et al.,

2014).

Callo sin regeneracion Callo con regeneracion parcial de
de 6rganos organos
™
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Callo friable Callo con brote Callo embriogénico

Callo compacto Callo radicular

Figura 5. Clasificacion de callos respecto a sus caracteristicas macroscopicas.

Fuente: (Ikeuchi et al., 2013)
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4.5.1 Relacion auxina-citoquinina y la induccion de callos

La relacion entre la auxina y la citoquinina es fundamental en diversos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas. La interaccion entre estas hormonas juega un papel crucial
en el control de procesos de desarrollo como la formacion y preservacion de los meristemas, que
son fundamentales para la estructuracion de todo el organismo vegetal (Su et al., 2011).

Es posible crear callos in vitro mediante técnicas de cultivo de tejidos vegetales, y el estado
de diferenciacion y desdiferenciacion de estos estd determinado por el equilibrio entre dos
hormonas vegetales: la auxina y la citoquinina. En términos generales, una proporcion equilibrada
de ambas hormonas favorece la induccion de callos, mientras que una proporcion alta de auxina
en comparacion con la citoquinina o viceversa, puede inducir la regeneracion de raices o brotes,
respectivamente (Ikeuchi et al., 2013).

Para obtener este equilibrio entre las concentraciones de las hormonas, es necesario utilizar
un medio de cultivo enriquecido, como el medio Murashige y Skoog (MS), que generalmente es
semisolido y contiene una proporcion alta de auxinas, como el 2,4-D, AIA o ANA (Ruscitti et al.,
2011). En el caso de los tejidos de monocotileddneas, es posible estimular la formacion de callos
al cultivarlos en niveles elevados tinicamente de auxinas, mientras que las citoquininas pueden no
ser necesarias o tener poca relevancia (George et al., 2008).

La inclusion y concentracion de auxinas en el medio de cultivo influye en la induccion de
callos, variando segun la especie o genotipo utilizados. Sin embargo, la accion de las auxinas esta
estrechamente relacionada con la presencia de compuestos especificos en el medio de cultivo, los
cuales tienen una mayor influencia en el desarrollo y la diferenciacion celular. Esto se debe a que,

en el entorno de cultivo in vitro, estos compuestos enddgenos experimentan cambios significativos
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en el ambiente celular, lo que genera un estrés que puede dar lugar a una reorganizacion celular y

la formacion de una masa de células indiferenciadas (Hernandez Amasifuen et al., 2021).

4.5.2 Induccion de callos en el género Capsicum

Se ha logrado un progreso significativo en la investigacion, especialmente en ciertas
familias de plantas como las solanaceas, que son ampliamente estudiadas. Sin embargo, algunos
miembros dentro de esta familia, como el Capsicum, ain no han sido suficientemente exploradas
in vitro a pesar de su alto valor economico. Los estudios in vitro realizados en especies de
Capsicum se han centrado en los efectos de las citoquininas y auxinas, algunas de las cuales han
demostrado ser eficaces en la produccion de callos en este género es un objetivo importante debido
al interés industrial en ciertos metabolitos secundarios, especialmente la capsaicina (Rubluo &
Barroso, 1992).

Como resultado de lo mencionado, el género Capsicum se ha identificado como un caso

recalcitrante (Valle Gouch, 2015).

4.5.3 Induccion de callos en chile piquin

Actualmente, existe una falta de informacion especifica sobre el tema de los callos en chile

piquin en el contexto del cultivo de tejidos vegetales. Debido a que la investigacion en CTV es un

campo amplio y abarca diversidad de temas, es posible que la atencion se haya centrado a otras

especies o aspectos de la biotecnologia vegetal.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Semillas de chile piquin

Se recolectaron frutos maduros de chile piquin en la zona agricola del municipio de
Arteaga, Coahuila. Estos frutos fueron secados a temperatura ambiente, la extraccion de las
semillas se realiz6 manualmente mediante la maceracion del fruto, seguido de la separacion
individual de las semillas utilizando un pincel, las semillas se dejaron secar a temperatura ambiente

durante tres semanas.

5.2 Desinfeccion de semillas

Para llevar a cabo la desinfeccion de las semillas, se utilizo una solucién conformada por
1/3 de cloro (NaClO) por 2/3 de agua), a la cual se afiadieron gotas de Tween 20. Ademas, una
solucidn de etanol al 70 % y agua destilada estéril.

El procedimiento de desinfeccion de las semillas se llevo a cabo en una campana de flujo
laminar, sumergiéndolas en una solucion de etanol al 70 % durante 3 minutos, mientras se agitaban
suavemente. A continuacion, las semillas se sumergieron en la solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO) durante 25 minutos.

Posteriormente, se realizaron tres enjuagues utilizando agua destilada estéril, manteniendo
las semillas en constante agitacion para eliminar cualquier residuo de Tween 20. Finalmente, las
semillas desinfectadas se colocaron sobre papel secante estéril durante 40 minutos dentro de la

campana de flujo laminar.
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5.3 Germinacion

En esta etapa, se sembraron un total de 630 semillas de chile (en campana de flujo laminar),
distribuidas en tres lotes conformados por 210 semillas cada uno. Cada lote consistia en frascos
individuales, donde se colocaron 15 semillas en cada uno. Estos contenian siete 7 mL de medio de
cultivo MS (Murashige y Skoog) sin reguladores de crecimiento, y se ajustd el pH a 5.7-5.8
mediante el uso de hidroxido de sodio (NaOH) 1M. Durante este proceso, se llevaron a cabo

observaciones para evaluar la germinacion y detectar cualquier posible contaminacion presente.

5.4 Obtencion de explantes e induccion de callos

Transcurridos 10 dias desde la germinacion, se procedio a realizar la extraccion de los
hipocoétilos y cotiledones de las plantulas resultantes. Posteriormente, los explantes obtenidos
fueron levemente lesionados con ayuda de un bisturi y cultivados en cajas Petri. Cada una de estas
cajas contenia 20 mL de medio de cultivo MS, el cual estaba provisto de diferentes concentraciones
de reguladores de crecimiento vegetal: 6-bencilaminopurina (BAP), acido naftalenacético (NAA),
acido, indolacético (IAA) y un grupo de control (Tabla 4). En cada caja Petri se colocaron 20
explantes de material vegetal recolectado en dos repeticiones. Este procedimiento se llevo a cabo
utilizando un bisturi completamente estéril dentro de una campana de flujo laminar, para evitar
cualquier tipo de contaminacion. Todos los tratamientos fueron colocados en una sala de

incubacion con un ciclo de 16 horas de luz y 8 horas oscuridad.
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Tabla 3. Concentracion de reguladores de crecimiento

TRATAMIENTOS REGULADORES DE CRECIMIENTO
BAP (mg/L) NAA (mg/L) TAA (mg/L)
T1 0 2 0
T2 5 2 0
T3 2 2 0
T4 5 2 5
TS 2 2 5
T6 0 0 5
T7 (CONTROL) 0 0 0

5.5 Variables evaluadas

5.5.1 Dias a formacion de callos

Implica una relacion con el seguimiento de los callos que se desarrollaron en los explantes
a lo largo de un tiempo indeterminado. Para llevar a cabo este proceso, las cajas Petri con los
explantes fueron observadas detalladamente, prestando especial atencion en aspectos como la
proliferacion celular, es decir, se examino si habia indicios de division celular, como la aparicion
de pequefias masas celulares. Estas observaciones se realizaron desde el dia 1 posterior a la siembra

hasta el dia 14.

5.5.2 Porcentaje de explantes que formaron callos a los 20 dias

Este valor fue obtenido en funcién de la proporcion de explantes que mostraban la

formacion de callos al finalizar un periodo de cultivo de 20 dias, con relacion al total de explantes
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por cada tratamiento. Por medio de inspeccion visual de los explantes se realizo el conteo de
aquellos que formaron callos. El analisis se realizé de forma individual para cada caja Petri, lo que

permitio una observacion y cuantificacion precisa.

5.5.3 Porcentaje de explantes con oxidacion a los 20 dias

Este valor fue obtenido en funcidn de la proporcion de explantes que mostraban oxidacion
a los 20 dias de haber establecidos los tratamientos con reguladores del desarrollo vegetal. La
determinacion se realizé por medio de inspeccion visual de las areas con marrones, los valores
obtenidos fueron relacionados al total de explantes en cada tratamiento y asi evaluar la respuesta
de los tejidos frente al estrés oxidativo. Adicionalmente se capturaron imagenes de las secciones

observadas de explantes.

5.5.4 Porcentaje de explantes que presentan raices

Durante el periodo de estudio de 20 dias, se realizaron observaciones regulares con el fin

de identificar la formacion de raices en los explantes. Estas observaciones se realizaron en un

espacio adecuado y libre de interferencias, se abarcd la totalidad de los explantes en cada uno de

los tratamientos. Los valores obtenidos fueron relacionados con el niimero total de explantes

presentes en cada tratamiento.

5.6 Analisis de varianza
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Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias (factores: Tratamientos*tipo de explantes, y
la interaccion entre los factores, p<0.05). Lo anterior para determinar si hubo diferencias entre los
dias a formacion de callos, y diferencias entre los porcentajes de explantes que a los 20 dias
presentaron: callos (%callos), oxidacion (%oxidacion), raices (%raices); utilizando el software R-

estudio 4.1.2.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Germinacion de semillas

El tratamiento empleado para la desinfeccion de semillas destacd por tener un porcentaje
bajo de contaminacion presente en el medio de germinacion (Figura 7 A), correspondiente al
9.52% pese a ello, la tasa de germinacion no es demasiado satisfactoria puesto que lo maximo que
se obtuvo fue de 20%. De acuerdo a autores como (Beltran Burboa et al., 2020), se sugiere el uso
de la giberelina AG3 como una medida para mejorar la baja tasa de germinacion del chile piquin,
la cual se atribuye a la latencia de las semillas, consta de sumergir las semillas por 30 minutos en
5.7 uM de AGs y establecidas en el medio de cultivo bajo la misma concentracion. Las giberelinas
inducen la sintesis de enzimas como las amilasas y glucanasas, estas tienen la capacidad de
hidrolizar el almidon en azlcares simples, que es una reserva de energia presente en las semillas,
los azucares simples resultantes de esta hidrdlisis son esenciales para proporcionar la energia
necesaria para el crecimiento y desarrollo del embrion de la planta durante la germinacion (Segui
Simarro, 2010).

Ademas, segun lo sefialado por (Castillo Zavala et al., 2022), diversos estudios indican que
el éxito en la germinacion, de las semillas est4 estrechamente ligado a las condiciones ambientales,

la variabilidad de las semillas y el genotipo de los progenitores.
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Figura 6. Siembra de semillas de chile piquin para germinacion in vitro

Figura 7. Semillas y plantula de chile piquin. A) Contaminacion presente en el medio de
germinacion. B) Plantula de chile piquin.
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Figura 8. Explantes iniciales establecidos en tratamiento T1. A) Hipocotilos, B) Cotiledones

6.2 Dias a formacion de callos

Después de realizar la siembra de los diferentes explantes (Figura 8), se realizo el conteo
de dias necesarios para la formacion de callos en los diferentes tratamientos. Segiin el ANOVA,
los hipocétilos presentaron diferencias significativas en el tiempo necesario para la formacion de
callos en los diferentes tratamientos (Figura 9 Ay D), siendo menor en los explantes de TS y mayor
en los explantes de T3 (5 y 12 dias, respectivamente), cabe mencionar que en el tratamiento
negativo (T7) no se detectd la presencia de callos. Para el caso de cotiledones también se
observaron diferencias significativas en el tiempo necesario para la formacion de callos en los
diferentes tratamientos, siendo menor en los explantes de T1, T4 Y T5 (7 dias en los tres casos), y
mayor en los explantes de T3 y T6 (12 y 14 dias, respectivamente). Entre los diferentes explantes
también se presentaron diferencias significativas en cuanto al tiempo necesario para la formacion
de callos, siendo menor en los hipocotilos (7.44 dias). E1 ANOVA también evidenci6 que para los
dias requeridos para formacion de callos hay una interaccion entre el tipo de explante y el

tratamiento utilizado.
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Figura 9. Callos y raices derivadas de hipocétilos y cotiledones. A, B y C muestran hipocotilos,
callos derivados de hipocétilos y raices derivadas de hipocétilos respectivamente. D, E y F
muestran cotiledones, callos derivados de cotiledones y raices derivadas de cotiledones

respectivamente.

(Cardenas Avila, 2001) reporta que los reguladores de crecimiento comiinmente empleados
para iniciar y mantener el cultivo de callos son el NAA e TAA, siendo las concentraciones de uso
de 0.1 a 10 mg/L. En este estudio, las concentraciones utilizadas fueron de 2 mg/L y 5 mg/L para
estas hormonas vegetales (Tabla 3), manteniendo también una correlacion con una citoquinina
(BAP) en los tratamientos T2, T3, T4 y T3, esta eleccion cumple con lo reportado por (Cardenas
Avila, 2001) respecto al rango de concentraciones y en la necesidad de establecer una relacion
especifica para promover el desarrollo de callos.

Tal como lo afirma (Smith, 2013), los callos se originan en la region de corte de los
explantes debido a su proximidad al medio que contiene reguladores de crecimiento, mismos que

influyen en la acumulacion de auxinas, promoviendo una division mitotica constante que conduce
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a la gradual formacion de tejido calloso. Este proceso contintia hasta que el explante esta cubierto
en gran medida o completamente por tejido calloso (Hernandez Amasifuen et al., 2021). De
acuerdo con los autores (Castillo Zavala et al., 2022), proponen la exclusion de las areas cercanas
del extremo basal y al extremo apical de los cotiledones y ademas sugieren dividirlos en segmentos
de longitud uniforme, asegurandose de que cada segmento conserve su tejido vascular central.

Por otra parte (Aneela et al., 2022) reportan la induccion de formacion de callo utilizando
distintas concentraciones de 4cido indol acético (IAA), acido 2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D) y
4cido naftaleno acético (NAA), en combinacion con 1 mg L™ de 6 bencilaminopurina (BAP) en el
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS), de acuerdo con los hallazgos obtenidos en este estudio,
se observo que la formacion callo se inicid en etapas tempranas, aproximadamente a los 14.67 dias
de cultivo, en los medios de cultivo que fueron fortificados con una combinacion especifica de
2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D) y 6-bencilaminopurina (BAP) en concentraciones de 2.0 y 1.0
mg L-1 respectivamente. Contrariamente, en nuestro estudio sobre el chile piquin, se observaron
diferencias significativas en el tiempo requerido para la formacion de callos en los hipocotilos. Se
destacd un menor tiempo en dias para el tratamiento T5 (5 dias) y T3 (12 dias), formulados con
concentraciones de 2 mg/L™! BAP, 2 mg/L"! NAA, 5 mg/L!' IAAy 2 mg/L!' BAP, 2 mg/L"! NAA
respectivamente.

De acuerdo con las investigaciones de (Harahap et al., 2019), empled una estrategia de
tratamiento basada en el uso de medio de cultivo MS suplementado con 4cido diclorofenoxiacético
(2,4-D) y bencilaminopurina (BAP) para inducir la formacion de callo. Sus resultados revelaron
que la interaccion especifica entre 2,4-D y BAP tiene un impacto notable en el tiempo de formacion
de callos, de los cuales se hicieron notar presentes en el explante a los 10 dias posteriores a la

induccion de cultivo.
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En un estudio realizado en Capsicum annuum L., el medio de cultivo utilizado, basado en
la composicion de Murashige y Skoog (MS), fue enriquecido con fitohormonas clave, incluyendo
2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) y kinetina, con concentraciones especificas de 3 mg/L y 0.005
mg/L, respectivamente. Tras la siembra de los explantes en este medio se observd un cambio
notable en la coloracion de los bordes de los explantes hacia un tono blanquecino al llegar a la
segunda semana, indicando esto la iniciacion de la callogénesis (Castillo Zavala et al., 2022).

Ademads de las investigaciones previamente mencionadas, se han documentado otros
estudios que también emplean el 2,4-D. En el marco de este estudio, se examiné la reaccion ante
la induccion de callogénesis a través de la aplicacion de cinco diferentes tratamientos, cada uno
caracterizado por concentraciones variadas de 2,4-D (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 mg L'!). Los medios de
cultivo enriquecidos con 0.75 mg L'y 1 mg L™! de 2,4-D demostraron ser particularmente eficaces
logrando alcanzar un 100 % de induccién de callos, asi mismo, estos tratamientos dieron con un
notable porcentaje de formacion de callo, registrando un 81% y 86 % respectivamente (Hernandez
Amasifuen et al., 2021), es decir, que actuando de manera individual las auxinas tienen un efecto
en la formacion de callo.

Los resultados mencionados indican una respuesta altamente positiva en los términos de
induccion y formacion de callos en diversos tejidos (Capsicum annuum L, Capsicum pubescens
Ruiz & Pav, etc.), destacando la influencia significativa de la concentracion de 2,4-D en este

fenomeno de callogénesis.

6.3 Porcentaje de explantes con callos a los 20 dias
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En ANOVA mostré diferencias significativas entre el porcentaje de hipocotilos que
presentaron callos en cada tratamiento. Los mayores porcentajes se registraron en los hipocdtilos
expuestos a T4 (99%), T3 y TS5, con 91.3% cada uno; y el menor porcentaje se registrd en los
hipocétilos expuestos a T6 (75%). Cabe mencionar que los hipocotilos expuestos al control
negativo (T7) no presentaron desarrollo de callos.

En cuanto al desarrollo de callos en los cotiledones (Figura 9 E y F), se encontraron también
diferencias altamente significativas entre los tratamientos. Los cotiledones que presentaron mayor
porcentaje de callos promedio fueron los expuestos al TS5, resaltando también que los expuestos a
T3 y T4, alcanzaron porcentajes mayores al 90%. En contraste, solo el 13.6% de los cotiledones
expuestos T6 desarrollaron callos a los 20 dias, esto podria atribuirse a que este tratamiento solo
consta de TAA, aunque se ha constatado previamente que este promotor es capaz por si solo de
estimular e inducir la produccion de callos y crecimiento celular, asi como iniciar el proceso de
brotes y enraizamiento (.M. & M., 2012) e impactos beneficiosos en el alargamiento de las raices
(DiezJ. L. et al., 1971). Cabe mencionar que los cotiledones expuestos al control negativo (T7) no
presentaron desarrollo de callos.

El ANOVA de dos vias evidenci6 diferencias significativas entre los explantes utilizados,
mostrando los hipocétilos el mejor desempefio, es importante destacar que en investigaciones
anteriores se ha registrado el impacto del tipo de explante en la capacidad de generar callos en el
cultivo in vitro de chile seglin (Batista et al., 2017). No obstante, se admite que este proceso es
susceptible a la influencia de otras variables, como el intercambio de gases, la concentracion de
etileno y la propia composicioén genética de la planta.

En términos generales, se observd que los hipocétilos y cotiledones que exhibieron el

mayor porcentaje de explantes con callos correspondieron a los sometidos a los tratamientos T4 y
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TS5, respectivamente, logrando en ambos casos un éxito del casi 100 % (Tabla 4). Es relevante
resaltar que estos tratamientos, incorporaron los tres tipos de reguladores de crecimiento
empleados en esta investigacion. Anteriormente, se ha establecido que la presencia en conjunta de
auxinas (IAA o NAA) junto con citoquinina promueve la induccion de callos, y resulta esencial
mantener una proporcion equilibrada entre estos dos componentes (Ikeuchi et al., 2013).

(Rodriguez Beraud et al., 2014) reportan que los niveles mas altos de formacion de callos
se obtuvieron al emplear cotiledones en un medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) enriquecido
con 0.5 mg L' de 4cido naftalenacético (ANA). Asi mismo, se observaron altas tasas de
callogénesis en explantes de hipocétilos tratados con 1.0 y 5.0 mg L™! de ANA.

De acuerdo con (Castillo Zavala et al., 2022), el desarrollo continuo del callo, una
estructura formada por células en proceso de division y crecimiento, estd altamente influenciado
por la aplicacion adecuada de auxinas y citocininas manteniendo una interaccion y equilibrio entre

estas dos hormonas.

6.4 Porcentaje de explantes que presentaron oxidacion a los 20 dias

Se observaron diferencias altamente significativas en cuantos a los hipocétilos que
presentaron oxidacion. Esta caracteristica alcanzd mayores porcentajes en los hipocotilos
expuestos al T6. Es esencial tener en cuenta que los sistemas de cultivo in vitro no logran replicar
de manera precisa las condiciones naturales de crecimiento de las plantas, lo que puede
potencialmente desencadenar respuestas no deseadas como lo es la oxidacion. No obstante, los

hipocotilos expuestos a tres tratamientos no presentaron oxidacion en los explantes (T1, T3 y T4).
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Es destacable también que los hipocotilos expuestos al tratamiento nulo (T7) presentaron un
porcentaje de oxidacion considerable (13.2%).

Para el caso de cotiledones con oxidacion, se alcanzaron mayores proporciones en aquellos
expuestos a T5 (15.5%), sin embargo, se presentaron proporciones de cotiledones con oxidacion
aun mayores en los expuestos al T7 (24.5%); solamente los cotiledones expuestos al T1 estuvieron
totalmente libres de oxidacion a los 20 dias. En términos generales, los cotiledones presentaron
mayor porcentaje de explantes con oxidacion en promedio. Existen diversos factores ambientales,
como la intensidad de la luz, cortes en el explante, el proceso de senescencia, la composicion del
medio de cultivo, asi como el volumen y la calidad del frasco utilizado en el cultivo que pueden
desencadenar estrés oxidativo y nitrosativo (Azofeifa, 2009). Ademas, el oscurecimiento de tejidos
cultivados in vitro puede resultar de la oxidacion de compuestos fendlicos catalizada por la enzima
polifenol oxidasa (PPO) produciendo quinonas, estas especies quimicas altamente reactivas
pueden provocar dafios e incluso la muerte celular (Amiot et al., 1996; Bray et al., 2000).

En su investigacion, (Azofeifa, 2009), presenta diversas estrategias que contribuyen a
evitar o reducir los procesos de oxidacion, entre ellas se incluyen: cultivo del explante a baja
luminosidad o en oscuridad, cultivo a baja temperatura ligeramente menor a la normalmente
empleada, subcultivos frecuentes, cultivos en medio liquido, agregar adsorbentes como el carbon
activado al medio de cultivo, el uso de polivinil pirridolina e incluso cambiar el agente
desinfectante.

Previamente se ha reportado que se puede llevar a cabo la eliminacion de porciones
necrotidas en callos de Phyllostachis nigra, este procedimiento fue realizado con el proposito de

fomentar la recuperacion y el crecimiento de los explantes (Ogita, 2005).
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Dentro del grupo de citoquininas se ha reportado que 6-bencilaminopurina (BAP) es uno
de los reguladores que cuenta con una cantidad significativa de referencias que lo vinculan con el
problema del oscurecimiento, varios autores de acuerdo con (Azofeifa, 2009), han indicado que a
medida que se incrementan los niveles de auxinas en el medio de cultivo, también aumentan los
problemas de oxidacién en los explantes, destacando que el fendmeno de oxidacidon no se
manifiesta de manera significativa cuando se utiliza 4cido naftalenoacético (NAA) en el medio, ni
tampoco con el acido indol-3-acético (IAA). No obstante, en este estudio se observo que esa
relacion no es completamente precisa, puesto que para hipocétilos dos de los tres tratamientos que
no presentaron oxidacion (Figura 10), contenian BAP en su formulacion, a concentraciones de 2 y
5 mg/L. Esto sugiere que hay una relacion entre el tipo de explante y el tratamiento en términos de

presencia de oxidacion.

INICIO DE OXIDACION
35
30
25
20 20 20 20 20
0 20

Q15 12 12 13

10 7

N/P N/P N/P N/P

H C|H C|H C|H C|H C|H Cc|H c
1 T2 T3 T4 TS T6 7
TRATAMIENTOS

Figura 10. Comparacion del inicio de oxidacion (en dias) de los distintos tratamientos por tipo

de explante. (H: hipocétilos, C: cotiledones) (N/P: no presentaron oxidacion).
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Conforme al andlisis realizado por (Lopez Gomez et al., 2010), a los 30 dias posteriores al
establecimiento in vitro de los explantes, se identificaron problemas relacionados con la oxidacion.
Para abordar esta cuestion, se implemento6 un tratamiento de desinfeccion especifico que consistio
en sumergir los explantes en una solucién con concentraciones optimas de 1% a 3% de NaCLO y
de 3.5% a 7% de Ca(CLO)y, seguido de un enjuague con agua esterilizada, los explantes fueron
sumergidos en una solucién antioxidante (30 g/L de sacarosa, 100 mg/L de acido ascorbico, 150
mg/L de acido citrico y 1 g/L de Amistar®) durante la fase de disecacion, logrando asi reducir los
niveles de oxidacion de manera significativa.

En comparacion con los hallazgos observados en este estudio del chile piquin, se detecto
oxidacion desde el séptimo dia posterior al establecimiento in vitro de explantes en los cotiledones
del tratamiento T7. Esta discrepancia resalta una marcada diferencia entre los resultados obtenidos
en ambos estudios, lo que sugiere la necesidad de considerar un enfoque distinto para el proceso
de desinfeccion. Este aspecto se convierte en un punto clave para futuras investigaciones y
aplicaciones en el cultivo in vitro de plantas.

De acuerdo con algunas investigaciones realizadas por (Orantes Ramos & Lopez Ventura,
2019), al exponer células y tejidos vegetales a un ambiente sin luz, se disminuye de manera
significativa el proceso de oxidacion. Este efecto se debe a la inactivacion de varias enzimas
encargadas en este proceso. Se recomienda afiadir carbon activado y galactosa a los medios de

cultivo, es posible observar una reduccion en la oxidacion de los explantes.

6.5 Porcentaje de explantes que presentaron raices a los 20 dias
Otra caracteristica que se cuantifico en este estudid fue el desarrollo de raices en los

explantes (Figura 11). Se observaron diferencias altamente significativas entre los porcentajes de
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explantes que desarrollaron raices que expuestos a los tratamientos (Tabla 4). En el caso de los
hipocotilos, fue notorio que los expuestos al T6 y T1, presentaron un porcentaje de explantes de
68% y 42% respectivamente. Por otro lado, los hipocoétilos expuestos a T2, T4 y TS no presentaron
desarrollo de raices (Figura 12), este hallazgo concuerda con la investigacion de (Gordillo
Calatrava, 2019), quien sefiald que la citoquinina actia como un inhibidor del crecimiento de las
raices, misma que esta presente en los tres tratamientos mencionados a concentraciones de 5, 5y
2 mg/L respectivamente, de cierto modo podemos decir que la citoquinina a determinadas
concentraciones frena o retarda el desarrollo de raices.

En el caso de los cotiledones, resalta que 22% de los expuestos al T1 desarrollaron raices,
mientras los expuestos al T3, T5 y al T7 (control negativo) no presentaron raices. En términos
generales, los hipocoétilos alcanzaron mayor proporcion de explantes que desarrollaron raices, lo
cual evidencia una interaccion entre el tipo de explante y el tratamiento para el desarrollo de raices,
es decir, las hormonas de crecimiento vegetal desempefian un papel complejo e interactiian de
manera especifica en diversas regiones de la planta, orquestando la formacion de raices y otros
aspectos del desarrollo. Las variaciones en su modo de accidn en cotiledones e hipocétilos pueden
atribuirse a sus funciones distintivas en el proceso de crecimiento, asi como a la capacidad de
adaptacion de la planta en su entorno. Ademas, los niveles hormonales y la receptividad celular a
estas hormonas se ven influenciadas por las condiciones del entorno, lo que resulta en
modificaciones en los patrones de desarrollo de la planta (Gordillo Calatrava, 2019).

(Basantes Mantilla, 2011) menciona que una relacion alta en auxinas y citoquininas
estimula el crecimiento de raices, este fenomeno se observé en los tratamientos T6 y T1, ya que,
como se menciond anteriormente, presentaron un mayor porcentaje de explantes con raices. Estos

tratamientos estaban formulados unicamente con auxinas, [AA y NAA, respectivamente.
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Comunmente se recurre al uso de las auxinas para promover la formacion de raices. No

obstante, segun investigaciones realizadas por (Laguna-Ibarra et al., 2019), se observo que la

aplicacion de ANA en diferentes concentraciones (1.0; 1.5; 2.0 y 2.5 mg*L™") sin ningtin otro

regulador de crecimiento, resultdé en la formacion completa de callos, mientras que

simultdneamente suprimio la generacion de raices. Contrariamente a los resultados del tratamiento

T1 en los explantes de chile piquin, donde solo se empled6 ANA en una concentracion de 2 mg/L,

se observo que el 86% de los hipocdtilos desarrollaron callos y simultdneamente la formacion de

raices en un 42%.

Tabla 4. Medias y andlisis de varianza de dos vias.

Porcentaje de explantes que a los 20

dias presentaron:

Tratamiento Ns Dias a Ns Callos Ns Oxidaci Ns Raices
callos on
Hipocotilos T1 ok 6.6 ¥t 86.5  ** 0 *E 427
T2 7 88.6 6.7 0
T3 12 91.3 0 2.2
T4 7 99 0 0
T5 5 91.3 11.7 0
T6 7 75 18.3 68.3
T7 - 0 13.2 12.3
Cotiledones Tl w* 7 ** 76,9  ** 0 ** 222
T2 7.3 78.2 10 53
T3 12 97.7 8.9 0
T4 7 92.3 9.3 1.3
T5 7 100 15.5 0
T6 14 13.6 10 13.1
T7 - 0 24.5 0
Tipo de Hipocotilos — ** 7.4 *ET59 wx 7.1 ¥k 179
explante
Cotiledones 9.0 65.5 11.1 5.9
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Interaccion * * * *

Nota: Medias de las variables dias a callos, porcentaje de explante que a los 20 dias presentaron
callos, oxidacion y raices, por tipo de explante por tratamiento. Medias segun el tipo de explante
y significancia de la interaccion entre los factores tipo de explantes y los tratamientos. Ns: nivel

de significancia (p > 0.05), **: altamente significativo, * significativo.

o : ‘; 23
4 ~ 2

Figura 11. Presencia de raices en hipocdtilos. A 'y B desarrollo de raices del tratamiento T1. C y

D desarrollo de raices del tratamiento T6, la ultima con gran presencia de oxidacion.
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Figura 12. Comparacion del inicio de raices (en dias) de los distintos tratamientos por tipo de

explante (H: hipocotilos, C: cotiledones) (N/P: no presentaron raices).
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7 CONCLUSIONES

El estudio destaca la importancia de los reguladores de crecimiento en la formacion de
callos, enraizamiento en cultivos in vitro de chile, asi como la influencia del tipo de explante y
otros factores en estos procesos.

El tratamiento de desinfeccion de semillas mostrd bajos niveles de contaminacion en el
medio de germinacion, con solo un 9.52%. Pese a ello la tasa de germinacion fue insatisfactoria,
alcanzando solo un maximo del 20%. Se sugiere mejorar la germinacion utilizando giberelina
AG3.

Respecto al tiempo en dias de formacion de callos, los hipocoétilos resultaron ser mas
rapidos (7.44 dias) respecto a los cotiledones (9.0 dias). Los porcentajes mas altos de presencia de
callos resultaron en los tratamientos T4 y T5 mismos que estan formulados bajo concentraciones
que incluyen a tres reguladores del crecimiento: Smg/L! BAP, 2 mg/L™! NAA, 5 mg/L!' IAAy 2
mg/L! BAP, 2 mg/L"! NAA, 5 mg/L"!' IAA respectivamente, siendo los hipocétilos quienes dieron
mejores resultados. La combinacion de estos tres reguladores de crecimiento, ya sea en parejas o
en grupos, exhibe una gran capacidad para estimular la proliferacion de callos respetando a altas
concentraciones de auxinas y bajas de citoquininas.

Algunos tratamientos, como el T6 y T7, exhibieron un mayor porcentaje de explantes con
oxidacion en hipocotilos y cotiledones, respectivamente. Es importante destacar que en general los
hipocotilos mostraron una respuesta de oxidacion comparativamente menor en relacion a los
cotiledones.

De acuerdo a la evaluacion del desarrollo de raices en los explantes para hipocotilos, se
destaco que el tratamiento T6 mostro el mayor porcentaje con desarrollo de raices, alcanzando un

68%, seguido del T1 con un 42%. En contraste, los hipocotilos expuestos a T2, T4 y T5 no
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presentaron desarrollo de raices. En el caso de cotiledones, se observo que el T1 tuvo un porcentaje
del 22% de explantes con desarrollo de raices, mientras que para T3, T5 y T7 (control negativo),
no se observd desarrollo de raices. En términos generales, los hipocdtilos mostraron una
proporcion mayor de explantes con desarrollo radicular en comparacion con los cotiledones,
evidenciando una interaccion significativa entre el tipo de explante y el tratamiento en el desarrollo

de raices.
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