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ABSTRACT

Pepper (Capsicum annuum L.) is a plant of great commercial interest, and this is the
reason for the great number of studies carried out regarding in vitro culture of this
species. In this study an experimental design to obtain cell suspensions is proposed.
Starting from explants of plants of pepper obtained in vitro, the callus formation was
induced in solid medium supplemented with kinetin and 2,4-D. Cell suspensions were
initiated from these friable calli,, and viability and cellular growth (cell packing, pH and
conductivity) were measured, as well as peroxidase enzyme and phenolic compounds.
The results obtained showed that the cell suspensions of Capsicum annuum L. are of
good quality and viable, therefore the experimental design is suitable.

RESUMEN

El pimiento (Capsicum annuum L.) es una planta de gran interés comercial, razén por
la cual han sido humerosos los trabajos sobre cultivos in vitro de esta especie. En este
estudio se propone un disefio experimental para la obtenciébn de suspensiones
celulares. A partir de explantos de plantas de pimiento obtenidas in vitro, se induce la
formacion de callo en medios sélidos suplementados con kinetina y 2,4-D.Con estos
callos friables se inician suspensiones celulares sobre las que se realizaron medidas
de viabilidad y crecimiento celular (empaquetamiento celular, pH y conductividad) y de
enzima peroxidasa y de compuestos fendlicos. Los resultados obtenidos mostraron
gue las suspensiones celulares de Capsicum annuum L. son de buena calidad y
viables, por lo que el disefio experimental es adecuado.



1. INTRODUCCION

El pimiento (Capsicum annuum L.) es una planta horticola de origen americano,
cultivada en Europa desde el primer viaje de Cristdbal Colén a América (Estrada et al.,
2000). Pertenece a la familia de las Solanaceas, la cual incluye a especies como la
patata, el tomate o el tabaco. Dentro del género Capsicum, se engloban cinco
especies diferentes, C. furtescens, C. chinense, C. baccatum, C. pubescens y C.
annuum (Bodhipadma, 2002).

El origen del género Capsicum tiene lugar en areas geograficamente diferenciadas en
Ameérica, que fue sufriendo un proceso de domesticacion en esas zonas, causando la
modificacion del vegetal, con el fin del aprovechamiento de sus frutos. En concreto la
especie C. annuum L, que es la especie mas frecuente en Europa, tuvo lugar su
proceso de domesticacion en México (Estrada et al., 2000) (Fig. 1).

Fig. 1. Distribucién de Capsicum annuum L. En rojo se localiza la zona de origen de la especie y
en verde la zona de cultivo de la misma. Tomado de:
https://s10.lite.msu.edu/res/msu/botonl/b_online/schaugarten/Capsicumannuum/Sweet_Pepp.html

Capsicum annuum L. (Fig. 2) es una planta anual de unos 150 cm de altura, con un
tallo simple con 8-15 hojas generalmente perennes. El modo de crecimiento es desde
el apice con la formacion de dos cotiledones, que cada uno de los cuales dara lugar a
dos hojas, y se dividiran secundariamente en otras dos ramas. De estas dos ramas
divididas dicotbmicamente, una de ellas normalmente es suprimida, por lo que la
planta crece como un simpodio (Bodhipadma, 2002). Esta especie representa el quinto
cultivo horticola en cuanto a superficie cultivada y el octavo en cuanto a produccion
total (Bernal et al., 2012).



Fig. 2. Planta de pimiento (Capsicum annuum L.)



La técnica de cultivo in vitro es utlizada para producir plantulas. Consiste
basicamenteen el cultivo de pequefios fragmentos de tejidos y érganos en condiciones
asépticas empleando un medio de cultivo determinado y bajo unas condiciones
ambientales controladas (Kumar and Reddy, 2011), las cuales permiten un ambiente
apropiado para el crecimiento y multiplicacion celular de los vegetales. Estas
condiciones incluyen un suplemento de nutrientes, un pH determinado, temperatura
adecuada y atmésfera apropiada (Hussain et al., 2012).

Los objetivos que se intentan conseguir con la utilizacion de estas técnicas son
numerosos Yy diferentes: estudios basicos de fisiologia, genética y bioquimica,
bioconservacion y produccion de compuestos Utiles, incremento de la variabilidad
genética, obtencion de plantas libres de patégeno, propagacion de plantas y
conservacion e intercambio de germoplasma (Mroginski and Roca, 1991).

El proceso para la obtencion de plantas a partir de cultivos in vitro esta compuesto por
varias fases (Kumar and Reddy, 2011) que pueden ser observados en la Fig. 3. Estas
serian: a) seleccién y preparacion de la planta; b) introduccién en el medio de cultivo;
¢) multiplicacién; d) enraizamiento in vitro; e€) aclimatacion in vivo y f) crecimiento y
desarrollo de las plantas.

Fig. 3. Diagrama del proceso de cultivo in vitro. Tomado de: http://paulowniatrees.eu/eng/wp-
content/uploads/2012/09/Diagram_invitro.png



Las principales ventajas que tienen los cultivos in vitro frente a los cultivos
convencionales estan relacionados con la reduccion de los costes e incremento de la
productividad mediante el control automatizado del proceso, regulacion de procesos
metabdlicos, seleccién de lineas celulares, inmovilizacion celular, obtencién de
metabolitos secundarios en condiciones controladas y el incremento del rendimiento
de los mismos, elicitacion y transformacién genética (Pérez-Alonso and Jiménez,
2011).

Los primeros datos publicados acerca de la regeneracién de plantas de pimiento a
partir de tejidos vegetales datan del afio 1978, siendo numerosos los estudios acerca
de este tema (Orlinska and Nowaczyk, 2015).

Los callos son una masa de células individuales indiferenciadas totipotentes y que,
por lo tanto, son capaces de regenerar una nueva planta entera. Para que la induccion
a callo sea efectiva, hay que tener en cuenta tres factores fundamentales que son el
recurso vegetal del que se parte (explanto), las caracteristicas genéticas del individuo
y la composicion del medio de cultivo utilizado para la induccién (Van Eck and Kitto,
1990).

En lo que se refiere a la composicién del medio, la induccion a callo es efectiva si al
medio se le afiaden fitohormonas como auxinas y citoquininas, principalmente
(Benderradji et al., 2012).

Dependiendo del tipo de regeneracion que tengan los callos, existen diferentes
modalidades (Fig. 4). Asi podemos encontrar callos que permanecen indiferenciados
hasta callos a partir de los cuales se puede regenerar hojas, embriones o raices.

callus without callus with
organ regeneration partial organ regeneration

& &Y &

friable callus shooty callus  embryonic callus
compact callus rooty callus

Fig. 4. Diferentes tipos de callos. Modificado de: Ikeuchi et al. (2013).



Uno de los métodos de cultivo celular son las suspensiones celulares, que consiste en
un cultivo estéril con medio liquido iniciado bajo condiciones asépticas a partir de
fragmentos de callos friables. Los callos, como ya se ha mencionado anteriormente, se
inician a partir de fragmentos esterilizados de la planta, que se inducen en placas con
medio solido suplementado con hormonas (Mustafa et al., 2011) (Fig. 5).
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Fig. 5. Diagrama de obtenciéon de suspensiones celulares. Tomado de: Bourgaud et al. (2001).

En investigaciones con vegetales, las suspensiones celulares han sido utilizadas para
estudios sobre el ciclo celular, estudios fisiolégicos y bioquimicos, formacién de
metabolitos secundarios y embriogénesis somatica (Szabados et al., 1991).

Hay que tener en cuenta, que previamente a realizar una suspension celular hay que
conseguir la estabilidad genética de la linea celular, para ello es necesario el escaneo
de diferentes lineas de callos, eligiendo el mas adecuado en funcion del medio de
cultivo y la productividad (Bourgaud et al., 2001).

Las principales ventajas de las suspensiones celulares estan relacionadas con el
rapido crecimiento celular, transformacién genética, alta expresion de proteinas y bajo
contenido en fenoles (Gupta and Ibaraki, 2006).



2. OBJETIVOS

Para poder establecer un disefio experimental para la obtencion de suspensiones
celulares de Capsicum annuum L. es preciso desarrollar los siguientes objetivos:

2.1 Obtencidn de vitro plant a partir de semillas de pimiento

2.2. Obtencion de callos y repicado de los mismos

2.3. Obtencidn de suspensiones celulares a partir de callos friables
2.4. Estudio del crecimiento y viabilidad de las suspensiones celulares

2.5. Determinacion de la actividad peroxidasa y compuestos fenélicos.



3. MATERIAL Y METODOS

Las semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) han sido proporcionadas por el grupo
FISAPLANT de Fisiologia Vegetal de la Universidad de A Corufia.

Los reactivos utilizados tanto para la preparacion de medios como para las
determinaciones espectrofotométricas fueron de la marca Sigma- Aldrich.

Los compuestos y cantidades necesarias para la preparacién de medio para inicio de
vitro plant, induccion a callo e induccion a suspensiones celulares se muestran a
continuacion (Tabla. 1):

Inicio vitro plant Induccién callo Induccién
suspensiones
Murashige y Skoog 2,39 2,390 2,390
Sacarosa 15¢g 15¢g 15¢g
Caseina 125 mg 125 mg 125 mg
Vitaminas de Morel 0,5 ml 0,5ml 0,5ml
Kinetina (100 mg/l) - 0,250 ml 0,250 ml
2,4-D (2,4-Acido
diclorofenoxiacético) - 7,5 mi 7,5ml
(39/1)
Agar 449 49 -

Tabla 1. Compuestos y cantidades para la preparacion de 500 ml medio.

Se afiaden todas las cantidades de los compuestos anteriormente mencionados
excepto el agar, a un vaso de precipitados de 500 ml que contiene 400 ml de agua
destilada. Se coloca en el agitador y se ajusta el pH, hasta obtener un valor de 5,8. Se
enrasa en volumen con agua destilada hasta los 500 ml. En el caso de que los medios
lleven agar, este se afiade después del enrasado y se autoclava.

Las semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) fueron desinfectadas con etanol al 70
% durante 2 minutos, y después se trataron con hipoclorito sédico al 20 % durante 20
minutos. Ambos procesosse realizan en un vaso de precipitados en un agitador. A
continuacion, las semillas son llevadas a la camara de flujo laminar en donde se
realizan tres lavados consecutivos con agua destilada estéril colocandose en un papel
estéril para secar durante 30 minutos.

Una vez que las semillas estan desinfectadas y secas, se colocan en los botes de
cristal con tapa que contienen medio sélido sin hormonas. Se disponen en circulo,
pero dejando espacio entre ellas. Se cierran los botes con parafilm y se colocan en la
camara de cultivo que se encuentra a 25°C con una intensidad luminica constante,




para que al cabo de 8 dias las semillas germinen y se obtenga la planta de pimiento
(Capsicum annuum L.) in vitro.

Pasados diez dias desde la germinacién las semillas, se procede a la induccién de
callo. Para ello, se eliminan las hojas viejas y raices de la plantula, mientras que los
tallos, hojas jovenes y apice se utilizan como explantes. Se realizan cortes de 0.5 cm
de las partes mencionadas anteriormente en la camara de flujo laminar y se transfieren
asépticamente a placas Petri que contienen medio sélido suplementado con 2,4-D y
kinetina. Las placas Petri se cierran con parafilm para prevenir la contaminacién y se
colocan en oscuridad en la camara de cultivo que se encuentra a 25°C durante 2-3
semanas para la obtencién de callo.

Una vez que se produce la induccion del callo, se procede a su repicado en la camara
de flujo laminar. Con un bisturi se separan los callos formados del explante y se cogen
con unas pinzas para pasarlos a una placa Petri con medio sélidosuplementado con
2,4-D y kinetina. Los callos se colocan en el centro de la placa. Una vez finalizado este
proceso, se cierran las placas con parafilm para evitar contaminacién y se ponen en
oscuridad de nuevo en la camara de cultivo para que continte el crecimiento.

Después de 3 semanas del repicado de los callos, se va a proceder a la induccién de
suspensiones celulares. Para ello, en la camara de flujo laminar, se pesan 8 gramos
de callo friableen un erlenmeyer estéril de 100 ml y se afiaden 40 ml de medio
liguidosuplementado con 2,4-D y kinetina. Se tapa con papel de aluminio y se colocan
en un agitador orbital, manteniéndose en agitacion continua en la camara de cultivo.

Para repicar las suspensiones, se afiade la misma cantidad de medio liquido en el
mismo erlenmeyer (40 ml) se agita con la mano y se reparte en dos erlenmeyer. El
repicado de las suspensiones se realiza cada 15 dias.

Para evaluar el empaquetamiento celular (PCV), pH y conductividad se han tomado
muestras a l, 2,4y 7 dias.

El empaguetamiento celular mide la cantidad de células existentes en un volumen de
muestra determinado. Para ello, se recuperan 5 ml de cada suspension
celularempleando una pipeta con puntas cortadas por su extremo para que se recojan
las células en suspension. Estos volimenes de muestra se llevan a tubos de vidrio de
10 ml graduados. Se espera 1 hora después de la toma de muestras para la recogida
de datos.



La conductividad se asocia con el consumo de nutrientes por las células, en donde
una bajada de la misma, significa una disminucion en la concentracion de nutrientes
(sales) en el medio. Para su medicion se emplea un conductivimetro Cryson.

El pH mide la cantidad de iones de hidrégeno que se liberan al medio liquido debido a
la produccién de metabolitos por parte de las células en suspensién asi como a su
ruptura celular, acidificando el medio. Se emplea para su mediciébn un pHmetro
Cryson.

De las muestras recogidas anteriormente, se extrae el sobrenadante con una pipeta de
cristal y se vierte en tubos de plastico. Se colocan los tubos con la muestra en una
gradilla y se mide el pH y conductividad. Una vez que se realizaron las mediciones, se
congelan los sobrenadantes en el congelador de — 80 °C.

Pasadas 24h del inicio de la suspensién se procede a la recogida de muestras a
tiempo 0, 30 y 60 minutos. En este caso, es necesario realizar una dialisis en tampon
Tris HClI 50 mM (pH 7,5) del sobrenadante, cambiando 1 vez dicho tampén, para
eliminar las sales que se encuentran en el medio de cultivo.

La dialisis se lleva a cabo en bolsas, que previamente a su uso, tienen que haber sido
hidratadas con agua destilada, lavandose exhaustivamente por dentro y por fuera con
la ayuda de un vaso lavador. Se preparan paquetes con las bolsas de dialisis (en
forma de caramelo), atando un extremo de la bolsa con un cordon, luego se afade la
muestra con una pipeta de cristal, y finalmente, se ata el otro extremo de la bolsa con
otro corddn largo, ya que lo hay que etiquetar con el nimero de muestra. Se colocan
las muestras en un recipiente que contiene el tampdén Tris HCI 50 mM (pH 7,5) y se
coloca en un agitador a 4°C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo, se recogen las muestras dializadas con la ayuda de una pipeta
de vidrio, realizando un corte en el paquete de dialisis. Las muestras se colocan en
eppendorf de 1,5 ml (3 por cada muestra) y se llevan a -80°C.

La medida de la actividad peroxidasa utilizando 4-metoxi-a-naftol como sustrato, se
realiz6 mediante el método descrito por Ferrer et al. (1990).

Los medios de reaccién estaban compuestos por 10 pl de 4-metoxi-a-naftol 1mM, 25
pl de H,0,0,33 mM, 915 pl de tampo6n Tris CIH 50 mM  (pH 7,5) y 50 pl de muestra.
Los incrementos de absorbancia se realizaron a 593 nm utlizando un
espectrofotdmetro ThermoElectronCorporation.

Las actividades enzimaticas obtenidas en todos los ensayos se calcularon en
unidades/ml.
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El contenido de fenoles se determind usando el reactivo de Folin-Ciocalteu de acuerdo
con el método de Singleton and Rossi (1965) y realizando una recta de calibrado de
acido gélico en un rango de concentraciones de 0,01 mg acido géalico/ml, 0,02 mg
acido galico/ml, 0,05 mg &cido galico/ml a 0,1 mg &cido galico/ml.

Para ello, se mezclan 100 pl de muestra con 1 ml de reactivo de Folin y se incuba
durante 4 minutos. Se aflade 1 ml de CO3Na; al 7% y 400 pl de H,0,0,33 mM, se agita
en el vortex y se incuba durante 90 minutos. Se mide la cantidad de fenoles en el
espectro ThermoElectronCorporation a 725 nm.

Los valores de absorbancia obtenidos se expresan en equivalentes de acido galico/ml

11



4. RESULTADOS y DISCUSION
4.1. Obtencion de vitro plant

La primera parte de un proceso de cultivo in vitro es la desinfeccion del material
vegetal junto con el secado del mismo en camara de flujo. Se trata de 2 pasos muy
importantes para la obtencion de vitro plant ya que al tratarse de medios de cultivo
ricos en nutrientes, son medio ideales para el crecimiento de bacterias y hongos.

En primer lugar las semillas se envuelven en una gasa y se someten a un lavado en
etanol al 70% seguido de un lavado en hipoclorito sédico al 20%. A continuacién las
semillas se llevan a la camara de flujo laminar, en dénde se realizaran 3 lavados
consecutivos con agua estéril. A continuacion las semillas se depositan en un papel
estéril y se dejan 30 minutos secar( Fig.6).

Semillas de Capsicum annuumL. Empaquetamiento de las semillas
en gasa para desinfeccion

Tratamiento de semillas en etanol
al 70% 2min e hipoclorito sédico al
20 % 20 min.

Obtencion de plantas de Capsicum Disposicion de las semillas en Secigﬁ]c:aseerf?:jl!zs en
annuumL. in vitro al cabo de 8 medio sélido para germinacion |
dias

Fig. 6. Esquema para la obtencion de vitro plant.



Tras la obtencién de las plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) in vitro, se realiza
la induccion a callo y su posterior repicado a partir de las mismas (Fig. 7).

En este proceso, las plantas ya deben tener un buen tamafio y presentar hojas, tallos,
raices y apices. Se eligen aquellas plantas que presenten un buen aspecto, ausencia
de clorosis o sefiales de decaimiento. Se eliminan las hojas viejas y raices de la
plantula, mientras que los tallos, hojas jovenes y apice se utilizan como explantes. Se
realizan cortes de 0.5 cm de las partes mencionadas anteriormente en la camara de
flujo laminar Los fragmentos de dichas plantas van a ser utilizados para la formacion
de callo, se disponen en placas Petri con medio sélido suplementado con 2,4-D y
kinetina. Para dicha disposicion, es necesario, la colocacion de los fragmentos en
circulo dejando separacion entre ellos. Como se necesitan condiciones asépticas, las
placas son selladas correctamente para evitar cualquier contaminacién y se cultivan a
oscuridad en una camara de cultivo, siguiéndose el crecimiento de la formacién de
callo.

Al cabo de 10 dias, se observa como en los extremos de los fragmentos comienza la
formacion de callo.Cuando ya se observa una cantidad considerable de callo, se
produce el repicado del mismo. Para ello, se recortan los bordes y se coloca estos
fragmentos de callo todo apilado en el centro de una placa Petri, se sella
correctamente la placa, se coloca en oscuridad en la camara de cultivo y se espera a
su crecimiento (Fig. 7).

Plantas de Capsicum Fragmentos de las Formacion de callo en
annuumL. plantasy disposicion margenes del tejido
en la placa Petri con
medio sélido
suplementado con
2,4-Dy kinetina

Repicado de callo en Crecimiento del callo
placa Petri con medio

solido suplementado

con 2,4-Dy kinetina

Fig. 7. Esquema para la obtencién de callo.



4.3. Obtencion de suspensiones celulares

Para iniciar la induccion de suspensiones celulares, se pesan 8 gr de callo friable y se
lleva a un erlenmeyer con 40 ml de medio liquido suplementado con 2,4-D y kinetina.
Tras esta mezcla, se obtiene una suspension celular de color blanca, en la cual se
encuentran diluidos los callos que se afiaden. Se incuban en oscuridad en agitacién
continua en la camara de cultivo, y pasada una semana, se observan cambios. Estos
cambios son un anillo de crecimiento en el borde del erlenmeyer y cambio de color de
las suspensiones, adquiriendo un color mas oscuro al mismo tiempo que se observa
un aumento claro de la densidad. Cuando esto ocurre, se lleva a cabo el repicado de
las suspensiones, afiadiendo a la suspension el mismo volumen de medio liquido
fresco. A continuacion se reparte en 2 erlenmeyer. Una vez que se produce el
crecimiento en las suspensiones celulares repicadas, se produce el estudio de la
viabilidad y crecimiento celular en dichas suspensiones (Fig. 8).

Repicado de callo de
pimiento (Capsicum medio liquido (inicio
annuumL.) suspension)

Pesado del callo Matraces concallo y

¢

Estudio del crecimientoy viabilidad

de las suspensiones:
-Empaquetamiento celular (PCV) ‘

_pH
-Conductividad

Suspension celular

Fig. 8. Esquema para la formacién de suspensiones celulares.
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Los datos obtenidos sobre el PCV, pH y conductividad se recogen en las siguientes
imégenes (Fig. 10), (Fig.11) y (Fig.12).

El empaquetamiento celular, aporta informacion sobre la tasa de crecimiento de las
suspension celular (Gémez- Vasquez et al. 2004). Este parametro permite observar la
presencia de 4 fases: una fase lag, una fase exponencial, una fase de transiciéon y una
fase exponencial (Fig. 9).

1
u] 1 = 3 + ] -] T

TeEmp:= g

Fig. 9.Representacion de las fases del crecimiento celular. (1) Fase lag, (2) Fase exponencial, (3)
Fase de transicidn y (4) Fase estacionaria. Tomado de: Ramirez et al. 2005

En nuestros resultados (Fig. 10) se puede observar las dos primeras fases. Esto es
una fase lag, en donde las células estan adaptandose a la nueva condicién y una fase
exponencial en donde se producen el crecimiento celular.

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Volumen de empaquetamiento celular (%)

Fig. 10.Representacion del empaquetamiento celular en suspensiones celulares.
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Nuestra gréfica, debido a que la recogida de datos cesa a los 8 dias, se puede
observar la ausencia de las fases de transicion y estacionaria para completar la curva
de crecimiento tipica, la cual generalmente se completa en 28 dias (Bernal, MA
comunicacion personal).

En lo referente a la conductividad (Fig. 11) se observan valores altos hasta los 2 dias,
a partir del cual se produce un descenso acusado de la misma. Esto se debe a que, a
medida que las células de las suspensiones celulares crecen consumen mas
nutrientes, reduciéndose la presencia de sales en el medio y obteniéndose dichos
valores.

w
w v b

= N

Conductividad (S:m-1)

o
o v kL, N W,

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (dias)

Fig. 11. Representacion de la conductividad en suspensiones celulares.

Finalmente, relacionado con el pH (Fig. 12) se observa como en el caso anterior, unos
valores altos de pH en las muestras hasta los 2 dias seguido de un descenso de los
valores del mismo. El motivo por el que se produce esta situacion, se debe a que,
acompafando al crecimiento celular, puede existir un cierto grado de ruptura celular, lo
cual provoca la acidificacion del medio.

4,5
3,5
2,5
s
1,5

0,5

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (dias)

Fig. 12. Representacion del pH en suspensiones celulares.
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Hemos medido la actividad peroxidasa usando 4-metoxi-a-naftolcomo sustrato en
suspensiones celulares observandose los siguientes resultados (Fig. 13).
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1,2000
1,0000 0,9400
0,8000
0,6000
0,4000
0,2000
0,0000

Unidades /g PF

0,2100

0 30 60

Tiempo (min)

Fig.13. Representacion de la actividad peroxidasa.

En el grafico se observa que existe mayor actividad peroxidasa en las muestras
recogidas a tiempo 30, mostrando una actividad inferior a los 0 y 60 minutos.

Hemos determinado la presencia de compuestos fendlicos mediante el reactivo de
Folin-Ciocalteu en suspensiones celulares a tiempo 0, 30 y 60 minutos (Fig. 14).

01 0,0536

0,1
0,0413
0,0

0,0

mg GAE/ ml

0,0 0,0165

0,0

0,0

0 30 60

Tiempo (min)

Fig. 14. Representacién de los fenoles totales.

En la Figura 14 se observa que la mayor concentracién de fenoles se encuentra en las
muestras recogidas a tiempo 0, sufriendo un descenso de la misma en la recogida
realizada a los 30 minutos, pero que finalmente, en la Gltima toma de muestras, dicha
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concentracion de fenoles se vuelve a incrementar, sin llegar a alcanzar los valores del
momento 0.

Se observa que, en relacién a la actividad peroxidasa y fenoles existe una relacion
inversa entre ambas. Las peroxidasas coinciden en la mayor parte de los casos con la
fase de crecimiento activo celular (Lopez-Arnaldos et al. 2002). Sin embargo, en
ciertas ocasiones puede inhibir la elongacién celular, mediante la formaciéon de
entrecruzamientos fendlicos entre polimeros matriciales. Esto puede ser una de las
posibles causas de los resultados obtenidos, en donde se obtienen valores bajos de
fenoles coincidiendo con valores altos en peroxidasa y podrian estar de acuerdo con
resultados obtenidos por otros autores como Almargo et al. (2009).
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6. CONCLUSIONS

- The preparation of the solid medium without hormones to obtain vitro plant was
correct, because Capsicum annuum L. seedlings were obtained in good condition after
6-8 days.

- The solid medium supplemented with 2,4-D and kinetin was correct for callus
induction, because callus growth was induced in 30 days and we can replicate .

- The liquid medium supplemented with 2,4-D and kinetin, was optimal for induction
and growth of cell suspensions, in which a good cell growth and presence of
peroxidases and phenolics were observed.

6. CONCLUSIONES

- La elaboracion del medio solido sin hormonas para la obtenciéon de vitro plant fue
correcto, debido a que se obtuvieron plantulas de Capsicum annuum L. en buenas
condiciones.

- El medio sélido suplementado con kinetina y 2,4-D fue el correcto para la induccion a
callo ya que se indujo su formacién en 30 dias y permitié su posterior repicado.

- El medio liquido suplementado con kinetina y 2,4-D, ha sido 6ptimo, para la induccion
y crecimiento de las suspensiones celulares, en las cuales se observa un buen
crecimiento celular y presencia de peroxidasas y fenoles.
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