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RESUMEN

Se verifico el efecto de diferentes concentraciones de Bencilaminopurina (BAP)
en la micropropagacion de ajies nativos (aji dulce y aji pucunucho). Semillas
fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 2% por 30 minutos, enjuagadas
con agua destilada estéril y sembradas en medio de cultivo con sales y vitaminas
de Murashige y Skoog, suplementados con 30 g ! de sacarosa, 11 g L'* de agar
y sin reguladores de crecimiento. Después de 45 dias de desarrollo in vitro, las
plantulas fueron transferidas al medio Murashige y Skoog adicionando diferentes
concentraciones de BAP (0 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm y 1,5 ppm). Se concluye que
la higienizacidn de las semillas de aji dulce y aji pucunucho con hipoclorito de
sodio 2% por 30 minutos generd 100% de semillas sanas. Las concentraciones
de BAP estudiadas fueron eficaces para el aumento en la longitud de tallos,
numero de raices, nimero de hojas, nudos y formacién de callos en plantulas
de aji dulce. En cambio, para las plantulas de aji pucunucho el aumento del
numero de hojas, nudos y raices se dio en ausencia de concentraciones de BAP,
a excepcion de la generacion de tejido calloso.

PALABRAS CLAVE: citoquininas, propagacion clonal, hormonas vegetales,
explantes, chiles.
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EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF
BENZYLAMINOPURINE ON THE MICROPROPAGATION OF
TWO VARIETIES OF NATIVE CHILI (Capsicum chinense Jacq.)
IN PUCALLPA

ABSTRACT

The effect of different concentrations of Benzylaminopurine (BAP) on the
micropropagation of native chili (sweet chili and pucunucho chili) was verified.
Seeds were disinfected with 2% sodium hypochlorite for 30 minutes, rinsed with
sterile distilled water and sown in culture medium with salts and vitamins from
Murashige & Skoog, supplemented with 30 g L* of sucrose, 11 g L of agar and
without growth regulators. After 45 days of in vitro development, the seedlings
were transferred to Murashige & Skoog medium, adding different concentrations
of BAP (0 ppm, 0.5 ppm, 1 ppm and 1.5 ppm). It is concluded that the sanitization
of the seeds of sweet chili and pucunucho chili with 2% sodium hypochlorite
for 30 minutes generated 100% of healthy seeds. The concentrations of BAP
studied were effective for the increase in the length of stems, number of roots,
number of leaves, nodes and callus formation in sweet chili seedlings. On the
other hand, for the seedlings of pucunucho chili, the increase in the number of
leaves, nodes and roots occurred in the absence of concentrations of BAP, except
for the generation of callus tissue.

KEYWORDS: cytokinins, clonal propagation, plant hormones, explants, chili
peppers.
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INTRODUCCION

El género Capsicum (Solanaceae) se constituye
entre las plantas mas antiguas que fueron culti-
vadas en América Precolombina. Las evidencias
datan de 6 500 a 5 500 afios a. C. en Méxicoy de 6
100 a. C. en Ecuador, lo que demuestra que ya eran
utilizadas para el intercambio, consumo y como
medicamento (Leite, 2015; Yanez et al., 2015).

Sin embargo, los restos de semillas de aji
encontrados en el Peru proceden 8 000 afios a.
C. en la cueva de Guitarrero-Yungay; 2 500 a. C.
en la Huaca Prieta (valle de Chicama) y 3 000
a. C. en el Obelisco Tello (cultura Chavin) con
representaciones de racimo de aji, asi como en
vasijas, huacos, mantos y textiles de otras culturas
(Arellano, 2017).

De forma general, estudios taxondémicos
muestran que existen mas de 30 especies
silvestres, de las cuales cinco especies han sido
domesticadas con cuantiosas variedades como:
Capsicum annuum L., Capsicum frutescens L.
Capsicum chinense Jacq., Capsicum pubescens
Ruiz & Pav. y Capsicum baccatum var. pendulum
(Willd.) Eshbaugh (Trauco, 2019).

Actualmente, el Perd es uno de los paises en
el mundo que conserva una mayor variedad
genética nativa del género Capsicum debido a
la adaptacion de los diferentes climas y suelos
de la cordillera de los Andes, de la Costa y de la
Amazonia por lo que pueden ser cultivados en
altitudes que alcanzan los 2 500 msnm (Gonzales,
2018; Jara, 2018; Araya, 2019; Meza, 2020).

Ademads, existe una gran demanda en el
mercado internacional de 19 variedades de ajies
nativos que pueden ser picantes o no picantes
y son ingredientes favoritos en la gastronomia
peruana como C. pendulum c.v. “aji escabeche”; C.
chinense c.v. “pancca” y C. pubescens c.v. “rocoto”
(Mendoza, 2006; Lépez et al., 2020).

Segun la Asociacion de Exportadores (ADEX)
(2018), en el Pertu se estima que existen 10 mil
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productores, cuya produccion alcanzé 160 mil
toneladas al afio, siendo que en el 2017 se export6
Capsicum por mas de $ 238 millones y las especies
con mayor produccién a nivel nacional fueron el
morron, aji nativo, rocoto, paprika y piquillo.

En la ciudad de Pucallpa, la Direcciéon Regional
Agraria de Ucayali durante los afios 2015 a 2016
incentivd el cultivo de 92 hectareas de aji dulce,
ayuyo y otros, obteniendo una produccion total
anual de 287 kg (Riva, 2019).

Siguiendo el contexto de la pluralidad genética,
C. chinense tiene su origen en los trépicos
amazonicos encontrandose algunas especies
particulares que han alcanzado notoriedad en
el mundo por su agradable sabor y elevado
contenido de capsaicina (Puc, 2015).

También, se le atribuye un valor nutritivo ya
que concentra fuentes importantes de fenoles,
vitamina C, carotenoides (Rosario et al, 2021) y
sales minerales como Na, Ca, Fe, K, Zn, Mg, Mn y
Cu (Aguiar & Souza, 2016). A su vez, se constituye
excelente materia prima de muchas industrias
para la elaboracion de sprays para autodefensa
(Gémez, 2016; Regla, 2017).

Por otro lado, se le han atribuido beneficios
a la salud como antiinflamatorio, analgésico,
con actividad antioxidante, antimutagénica,
antitumoral, hipoglicémica, antifingica vy
antimicrobiana (Salazar, 2016; Rodriguez, 2018;
Morais, 2019; Rozete, 2019; Pineda et al.,, 2021);
tornandose extraordinarios ingredientes en la
industria farmacéutica y cosmética (pildoras,
shampoos, cremas y pastas), debido a sus altas
concentraciones de capsaicina (Baldeon &
Hernandez, 2017; Guevara et al., 2017).

En afios pasados las técnicas de -cultivo
de tejidos vegetales in vitro se han tornado
promisorias para el control y diseminaciéon de
enfermedades que se presentan en diferentes
etapas del cultivo y a su vez que permiten obtener
semillas o plantulas de buena calidad (Camarena,
etal, 2014; Dias, 2017; Beltran et al., 2019).
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Pero adversamente, el género Capsicum
es considerado recalcitrante en términos de
morfogénesis in vitro y regeneracion vegetal, lo
que ha limitado la aplicacién de las técnicas de
cultivo de tejidos. Por consiguiente, debido a
estas dificultades se estan realizando estudios
(histoldgicos, bioquimicos y moleculares), ade-
mas de la optimizaciéon de protocolos que adn
son necesarios (Haque & Ghosh, 2017; Izquierdo
etal, 2017; Izgu et al., 2020).

Sin embargo, la micropropagacion se muestra
como una buena aliada para superar las
dificultades enumeradas anteriormente, debido a
que es ventajosa sobre la propagacion tradicional,
pues permite multiplicar in vitro plantas con
nuevos genotipos, sanas y completamente
homogéneas bajo estrictas condiciones de
esterilidad, en un medio sintético nutritivo, con
el control de temperatura, luz y fotoperiodo
(Sharry et al., 2015; Hossain, 2018; Hernandez et
al, 2021).

La adicién de reguladores de crecimiento en
los medios de cultivo favorecié grandes progresos
en las actuales técnicas biotecnolégicas. En
muchos experimentos sustancias sintéticas como
la Bencilaminopurina (BAP) han sido utilizadas
para suplir posibles deficiencias hormonales, ya
que actian sobre el metabolismo vegetal y son
excelentes auxiliares en el crecimiento y cultivo
de tejidos de determinadas especies vegetales
(Oliveira, 2016; Paz, 2016).

Con todo lo expuesto, este estudio fue iniciado
con el objetivo de verificar el efecto de las
diferentesconcentracionesde Bencilaminopurina
(BAP) en el medio de cultivo Murashige y Skoog
(MS) para la germinacién y micropropagacion de
ajies nativos (aji dulce y aji pucunucho).
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MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

El ensayo fue ejecutado entre los meses de
septiembre y octubre del 2019, se desarroll6 en
el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Meristemas
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Ucayali, localizado en la
ciudad de Pucallpa, a 08° 23’ 39,6” de latitud
sur y 74° 34’ 39,8”de longitud oeste, a 154
msnm, en el km 6,2 de la carretera Federico
Basadre, distrito de Calleria, provincia de Coronel
Portillo, departamento de Ucayali (Tolentino,
2019).

El clima de Pucallpa es de tipo calido tropical,
tiene una temperatura ambiental que oscila entre
18 °C en invierno y 34 °C en verano, la humedad
relativa varia entre 80 y 100% durante todo el
afio (SENAMHI, 2020).

MATERIAL VEGETAL

Las semillas de las variedades de ajies (Capsicum
chinense Jacq.), se extrajeron de frutos obtenidos
de los campos de produccién de ajies del Centro
Poblado Pimental, distrito de Campo Verde,
provincia de Coronel Portillo, regiéon Ucayali,
localizado a 08° 31’ 19,52” de latitud sury 74°
48’ 18,84” de longitud oeste, a 211 msnm, las
cuales fueron lavadas y secadas bajo sombra por
2 dias, y almacenadas durante 1 semana en bolsas
de papel y conservadas a 4 °C hasta el momento
del ensayo.

DESINFECCION

Posteriormente fueron desinfectadas superfi-
cialmente dentro de una cabina de flujo
laminar Telstar Aeolus H, por inmersion en una
solucién de etanol 70 % (v/v) durante 1 minuto,
posteriormente transportadas a una solucion de
hipocloritodesodio (NaClO) enunaconcentracién
de 2 % por 30 minutos. Finalizado el tratamiento
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de desinfeccion, las semillas fueron enjuagadas
cuatro veces con agua destilada estéril.

CONDICIONES DE CULTIVO

Las semillas fueron sembradas en medio de
cultivo con sales y vitaminas de Murashige y
Skoog, suplementado con 30 gL' de sacarosay 11
g L' de agar libre de reguladores de crecimiento.
Posteriormente, fueron acondicionadas en
camara de crecimiento a 25 °C, 75% de humedad,
2000 lux y fotoperiodo de 12/12, durante 45
dias, tiempo en el cual las semillas germinaron y
se formaron las plantulas con hojas verdaderas.

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO CON
CONCENTRACIONES DE BAP

Una vez germinadas las semillas fue preparado
el medio de cultivo con sales y vitaminas de
Murashige y Skoog, suplementado con 30 g L*
de sacarosa y 11 g L' de agar, adicionando las
concentraciones de BAP en estudio, como se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Tratamientos con diferentes concentraciones de
Bencilaminopurina (BAP) en medio Murashige y Skoog
(MS) para evaluar el crecimiento de las variedades de

ajies
Variedades Concentraciones de BAP (ppm)
Aji dulce 0,05 1,15
Aji pucunucho 0;0,5 1,15

SIEMBRA DE FRAGMENTOS DE PLANTULAS
IN VITRO

Fragmentos de 1 cm de largo (con nudo y hoja
verdadera) de las plantulas de ajies germinadas
in vitro fueron sembrados en frascos con medio
de cultivo preparado anteriormente y llevados
para su brotamiento por 45 dias a 25 °C, 2000 lux
y fotoperiodo de 12/12.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las observaciones fueron sometidas a un Disefio
Completo al Azar (DCA) para cada variedad de aji
nativo, 4 tratamientos de BAP y 6 repeticiones
(plantulas) ademas de la aplicaciéon de la prueba
promedio de Tukey (a = 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el proceso de desinfeccion de las semillas
de aji dulce y aji pucunucho (C. chinense Jacq.)
para el cultivo in vitro, no fue necesario utilizar
bactericidas o fungicidas. El tratamiento aséptico
con hipoclorito de sodio (2%) dio buenos
resultados, semejantes procedimientos fueron
obtenidos por otros investigadores (Fernandes,
2017; Hernandez et al., 2019). Mientras Gayathri
et al. (2015), emplearon leboleno y bavistina
(0,1%).

Por otra parte, dos tratamientos para desin-
feccion de semilla con hipoclorito de sodio
(2% y 5%) fueron realizados por Gutierrez-
Rossati & Vega (2016), eligiendo la menor
concentracion debido a que es menos invasivo
para la semilla. También observaron la viabilidad
(100%) de semillas obtenidas de frutos frescos
distintamente de semillas secas comerciales
(96%) posiblemente conferido al tiempo de
almacenamiento que experimentan en los
estantes de ventas.

Las semillas de aji dulce y aji pucunucho
cultivadas en medio MS fueron monitoreadas
desde el inicio de la germinacién hasta los 45 dias
de incubacion, consecuentemente los porcentajes
de germinacién registrados no presentaron
contaminaciéon por hongos y bacterias (0%),
produciéndose plantulas sanas 100% viables.

Por consecuencia Esposito-Polesi (2020),
menciona que la contaminacién normalmente
acontece cuando los microrganismos no fueron
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Tabla 2: Evaluacion del crecimiento in vitro de plantulas de aji dulce (Capsicum chinense Jacq.) bajo diferentes
concentraciones de Bencilaminopurina (BAP) en medio Murashige y Skoog (MS).

Aji BAP (ppm) Longitud de tallo (cm) Numero de hojas y Numero de raices Callos
nudos
15 dias 45 dias 15 dias 45 dias 15 dias 45 dias 45 dias
0 ppm 1,05a 2,03 a 2,33b 2,66 b 1,33 a 1,33 a No
0,5 ppm 15a 2,65a 4a 5a 0,83 a 1,5a Si
Dulce
1 ppm 1,43 a 2,23 a 3,66 ab 45a 0a 0,33 a Si
1,5 ppm 163 a 3,18 a 3,33 ab 4,83 a 0,83 a 0,83 a Si

Letras iguales no presentan diferencias significativas. Tukey p < 0,05

Tabla 3: Evaluacion del crecimiento in vitro de plantulas de aji pucunucho (Capsicum chinense Jacq.) bajo
diferentes concentraciones de Bencilaminopurina (BAP) en medio Murashige y Skoog (MS).

Aji BAP (ppm) Longitud de tallo (cm) Numero de hojas y NuUmero de raices Callos
nudos
15 dias 45 dias 15 dias 45 dias 15 dias 45 dias 45 dias
0 ppm 175a 2,75 a 4a 5a 35a 35a No
0,5 ppm 155a 2,26 a 3ab 233Db 2,33b 2,33 Db Si
Pucunucho
1 ppm la 25a 25Db 3b 15c¢ 15c¢ Si
1,5 ppm 1,23 a 2,2 a 3,16 ab 3,5ab 0,16 d 0,16 d Si

Letras iguales no presentan diferencias significativas. Tukey p < 0,05

eliminados por completo durante la limpieza del
material vegetal o por fallas en la esterilizaciéon
de herramientas, equipos, medios de cultivo,
operador, etc.

EnlaTabla 2,los promedios de longitud de tallo
ynumero deraices sibienno presentan diferencias
significativas en todas las concentraciones de BAP
y los dias de incubacién, expresan diferencias
significativas en los promedios del numero de
hojas y nudos a concentraciones de 1y 1,5 ppm
de BAP, diferente de la formacion de tejido calloso
que fue estimulado en concentraciones de 0,5; 1y
1,5 ppm de BAP durante los 45 dias de incubacion.
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Similarmente, en los ensayos con C. chinense cv.
Guaraci Cumari do Par3, realizados por Smozinski
& Santos (2019), fueron experimentados 0, 1,
2 y 4 ppm de 2,4-diclorofenoxiacético y BAP en
medio MS adicionado de 30 g L' de sacarosa y
6 g L' de agar, siendo que la concentracién de
2,5 ppm de BAP mas 1 ppm de 2,4-D estimul¢ el
100% de la produccion de callos durante 49 dias.

En tanto los estudios con C. chinense variedad
Carolina Reaper emplearon MS anadido de 0,5
ppm de BAP y 2 ppm de &acido -1-naftalenacetico
los cuales produjeron el 95% de formacién de
callo durante 30 dias (Sherova et al., 2019).
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Analogo a los datos anteriores se observa que
los promedios de longitud de tallo, nimero de
hojas, nudos y raices no fueron significativos,
pero si expresaron los mayores valores sin la
adiciéon de BAP, mientras que la formacion de
tejido calloso fue obtenida a partir de 0,5; 1y 1,5
ppm de BAP durante los 45 dias de crecimiento
(Tabla 3).

Es probable que el uso de medios de cultivo
suplementados con diferentes formulaciones
de sustratos y sustancias de crecimiento menos
o mas concentrados durante el desarrollo de
brotes, hojas, tallos, nudos y raices permitan un
brotamiento mas eficiente y a la vez reducir el
costo de los insumos utilizados en las técnicas de
micropropagacion in vitro.

Como lo observado por Kundu et al. (2015)
quienes trabajando con semillas de C. chinensis
cv. Bhut jolokia probaron que, el medio MS basal
suplementado con 8 g L de agar, 30 g L! de
sacarosa y 2,5 ppm de BAP fue capaz de inducir
el crecimiento de 5,5 brotes, pero al adicionar
0,25 ppm de acido indol acético AIA a la misma
formulacién, se obtuvieron 8,4 brotes en un plazo
de 30 dias.

De forma parecida los andlisis de Gogoi et al.
(2014) con C. chinense Jacq. cv. “Bhot jalakia”,
manifestaron que el medio MS suplementado con
BAP 3 ppm y kinetina 13 ppm indujeron 5 brotes
por explante despues de 30 dias.

Sin embargo, Gayathri et al. (2015) al deter-
minar concentraciones de BAP (5 ppm) y AIA
(1 ppm) provocaron el crecimiento de apenas
3,4 brotes y 10 hojas de C. chinense Jacq. (Naga
King Chili) después de cuatro semanas de
micropropagacion in vitro.

Resultados diferentes fueron obtenidos por
Jimarez-Montiel et al. (2018), quienes consi-
guieron 8 hojas y 2,20 raices de Chili habanero
cv. naranja al combinar MS 25% adicionados de 7
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gL'deagar, 15 gL' de sacarosay 1 ppm de acido
indol-3-butirico al alcanzar 49 dias.

Mientras que algunas investigaciones alcan-
zaron maxima induccién al usarse MS con 5 ppm
de BAP y 0,5 ppm de AIA consiguiendo 5,2 y 4,05
brotes de C. chinense variedad Naga Chili en 20 y
45 dias respectivamente (Raj et al., 2015; Jamir
etal., 2019).

De forma general, BAP ofrece una mejor
respuesta para la induccién de brotes cuando
se combina con una concentracion baja de una
auxina que cuando se usa sola (Meetei et al.,
2017).

Ventajosamente, en otros estudios con semillas
de C. chinensis var. Lot Bhot, las formulaciones del
medio MS con 4 ppm de BAP y MS incrementado
de 2,5 ppm de BAP, fueron necesarios para adqui-
rir 8,3 brotes de 7,6 cm de longitud y 63,3 brotes
de raices, respectivamente (Bora et al., 2019).

Los efectos de diferentes concentraciones de
BAP en la micropropagacion in vitro, revelan
que tanto el aji dulce como el aji pucunucho
pueden desarrollarse con o sin la adiciéon de
un estimulador de crecimiento en el medio de
cultivo, y/o probablemente sea mas selectivo a
otro tipo de citocininas en cuanto a sus exigencias
nutricionales (Nogueira, 2015; Fernandes et al.,
2019).

Es fundamental realizar varios estudios
relacionados a la morfometria de los frutos y
las semillas en la productividad, rendimiento,
calidad, que a su vez nos llevaran a manejar con
prudencia y responsabilidad los programas de
mejoramiento genético y de conservacion (Aliaga
etal., 2019; Lopez et al., 2020).

En el presente estudio, la formacién de nuevos
brotes, su elongacidn y enraizamiento se lograron
en el mismo medio de cultivo, lo cual reduce la
manipulacién de las plantulas y los costos durante
el periodo de cultivo in vitro de los explantes.
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CONCLUSIONES

El uso de 2% de hipoclorito de sodio por 30
minutos de exposicion, sobre las semillas de las
variedades de ajies, generé 100% de semillas
sanas.

Las concentraciones de BAP estudiadas fueron
eficaces para aumentar la longitud de tallos,
numero de raices, nimero de hojas, nudos y
formacidn de callos en semillas de aji dulce.

En cambio, para las plantulas de aji pucunucho
el aumento del niumero de hojas, nudos y raices
se dio en ausencia de concentraciones de BAP, a
excepcion de la generacion de tejido calloso.
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