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Resumen: Capsicum anuum “pimiento”, es una hortaliza de importancia nutricional, debido a
la presencia de vitaminas, minerales y sus propiedades organolépticas. Las principales zonas
productoras de Peru son La Libertad, Lambayeque y Piura; donde se concentra mas del 50%
de la produccion nacional. Sin embargo, uno de los principales problemas para su cultivo es la
salinidad, por tanto, se propuso como objetivo determinar la sensibilidad del pimiento ante el
incremento en la salinidad. La fase experimental se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Trujillo, donde se cultivaron suspensiones celulares a partir de
callos, empleando concentraciones crecientes de NaCl (0, 25, 50, 75, 100, 200 y 400 mM,
respectivamente), empleando agitador orbital a 130 rpm, considerando las condiciones de 25
°C de temperatura y oscuridad. Se empleo el software estadistico SPSS v.15.0. para el analisis
de varianza y comparacion de medias. Los resultados evidenciaron la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos. Por tanto, se concluye que concentraciones superiores de
25 mM NaCl son perjudiciales para el cultivo del pimiento, recomendandose desarrollar nuevas
variedades resistentes a la salinidad ante la inclemencia del cambio climatico.
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Introduccién

En términos generales, el cambio climatico
provoca alteraciones en los procesos que
regulan el sistema Tierra, generando impactos
significativos en la agricultura, como
sequias, salinizacion de suelos y pérdida
de cultivos (Greenpeace, 2020; Armesto,
2021; FAO, 2022; Pernia et al., 2022; Soto,
2022; Talaverano et al., 2023). Uno de los
efectos mas preocupantes es la salinizacion
de los suelos, causada principalmente por el
exceso de NaCl, lo que reduce el rendimiento
agricola y afecta el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Bazan, 2017; Sosa et al., 2017,
Oyarzan-Gomez, 2022; Parra et al., 2022;
Ninahuaman, 2024).

Diversos estudios han abordado los
mecanismos fisioldogicos y bioquimicos
de respuesta al estrés salino en plantas,
identificando estrategias como la exclusion
ionica, la compartimentalizacion de sales y
la acumulaciéon de solutos compatibles (Sosa
et al., 2017; Aimituma et al., 2023; Ortega-
Escobar et al., 2023; Velasco et al., 2023).

En ese contexto, el uso de técnicas
biotecnoldgicas podria tener un papel crucial
ante los efectos del cambio climatico. Asi,
los métodos tradicionales para la seleccion
¢ hibridacién de suspensiones celulares,
permitirian aprovechar la variaciéon genética
que se presenta en un espectro continuo y poder
generar una mayor adaptacion de las plantas
(Abrego et al., 2014; De la Cruz & Gonzalez,
2009; Hernandez, 2015; Martinez & Prieto,
2021;Barrazaetal.,2022; Vazquezetal.,2023).
Otra opcidn es el uso de germoplasma exodtico
de algunas plantas silvestres con resistencia
a la salinidad, emparentadas con especies
cultivadas (Infoagro, 2018; Puigdoménech,
2018; Urias-Salazar et al., 2022; Vazquez et
al., 2023; Ninahuaman, 2024).

Capsicum annuum “pimiento”, perteneciente
a la familia Solanaceae, es uno de los cultivos
horticolas mas importantes a nivel mundial
(Serrano & Delicado, 2008; Ruiz Lau et al.,
2011; Vazquez-Cruz et al., 2022) y es altamente
sensible a la salinidad (Serrano & Delicado,
2008; Di Fabio et al., 2017; Lopez et al., 2021).
Investigaciones han demostrado que el estrés
salino afecta significativamente su peso fresco,

tasa fotosintética y contenido de clorofila (Butt
et al., 2021). Ademas, se ha evidenciado que
la interaccion rizosférica puede favorecer su
tolerancia a este tipo de estrés (Kumar et al.,
2023). Estudios recientes han identificado que
ciertas accesiones de Capsicum pubescens
Ruiz & Pav. y Capsicum baccatum L. presentan
tolerancia al estrés hidrico, lo que sugiere la
existencia de mecanismos genéticos utiles para
la mejora de C. annuum (Nicho Salas, 2020).
La respuesta a esta tolerancia puede deberse
a que existen plantas con la capacidad de ser
excluyentes de sal, de ser secretoras de sal o
diluyentes de sal (Wang et al., 2002).

Spencer et al. (2021) afirman que las
mutaciones naturales inducen variabilidad
genética con baja frecuencia (10° y 10%)
en plantas cultivadas y Urias et al. (2022)
demostraron que el uso de mutagénesis
inducida con agentes quimicos y fisicos puede
mejorar la tolerancia de callos embriogénicos a
condiciones de estrés hidrico y salino. Ademas,
se ha identificado en Arabidopsis thaliana y
Oryza sativa la presencia de genes asociados
con la tolerancia al estrés salino, como Enalp,
QOTLs y OsHKTs, los cuales podrian servir
como base para el mejoramiento genético de C.
annuum (Roy et al., 2014). Sin embargo, son
escasos los estudios sobre la respuesta de las
suspensiones celulares de C. annuum al estrés
salino.

Ante ello, el presente estudio tiene como
objetivo determinar la sensibilidad de C.
annuum al aumento de la salinidad debido al
cambio climatico, contribuyendo al desarrollo
de estrategias biotecnoldgicas para la seleccion
de genotipos tolerantes.

Material y Métodos

Induccion y cultivo de suspensiones celulares

El cultivo de suspensiones celulares se
realizé a partir de callos de cinco semanas
obtenidos de explantes de C. annuum. En una
camara de flujo laminar, se aislaron porciones
de 5 g de callo friable y se colocaron en
matraces (Erlenmeyer de 250 ml) con 50 ml
de medio MS liquido (Murashige & Skoog,
1962) y suplementado con reguladores del
crecimiento: acido 2,4-diclorofenoxiacético
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(2,4-D, 3 mg L") y kinetina (0,05 mg L™).
Los matraces se taparon con tres capas de
papel de aluminio y se situaron en un agitador
orbital a 130 rpm, 25 °C y en oscuridad
continua. Posteriormente, se mantuvieron, en
estas condiciones, durante un periodo de 21
dias. Cada 7 dias, los cultivos se repicaron
tomando 10 mL de las suspensiones y fueron
transferidos a 40 mL de medio fresco (Fig. 1).

Establecimiento de los tratamientos salinos

El contenido de 50 mL de las suspensiones
celulares de 7 dias se filtrd, a través de un
papel Millipore de tamafio de poro de 22
pm, en cabina de flujo laminar horizontal y
en condiciones de vacio. Luego, se lavaron
con un litro de medio MS (sin el agregado de
vitaminas y reguladores de crecimiento) en
constante agitacion suave con una espatula.
Las células lavadas se resuspendieron en 100
mL de medio MS liquido suplementado con
la concentracion de 2,4-D y kinetina descrita
anteriormente.

Para la aplicacion de los tratamientos, se
tomaron alicuotas de 7 mL de las células
resuspendidas y se adicionaron 93 mL de medio
MS liquido suplementado con concentraciones
crecientes de NaCl (0, 25, 50, 75, 100, 200 y
400 mM, respectivamente), en matraces de 250
mL; seguidamente se incubaron en un agitador
orbital a 130 rpm a 25 °C de temperatura y
en oscuridad continua. En este bioensayo, se
realizaron seis réplicas por tratamiento.

Una vez establecidos los tratamientos, se
tomaron muestras de 3 mL de cada una de las
muestras a los 1, 3, 6, 9 y 15 dias. A su vez
se determind la cinética de crecimiento de
las suspensiones y evaluando los parametros
de pH, conductividad, peso fresco y seco, en
concentraciones crecientes de NaCl (0, 25, 50,
75, 100 y 400 mM) y en un periodo de 1, 3, 6,
9y 15 dias.

Determinacion de las cinéticas y pardametros
de crecimiento

Para medir la cinética de crecimiento
de las suspensiones celulares se tomaron
alicuotas de 3mL de cada muestra, en las
que se midi6 el pH y la conductividad.
Posteriormente, fueron filtradas (tamafo
de poro 1,2 um) sobre filtros, previamente
secados durante 24 horas, en una estufa a
80 °C hasta alcanzar el peso seco constante,
empleando una jeringa. La fraccion retenida
en el filtro se utilizé para la determinacion
del peso fresco de las muestras. El peso seco
se obtuvo a partir de las muestras secadas
toda la noche en estufa a 80 °C.

Andalisis estadistico

Los valores de pH, conductividad, peso
fresco y seco obtenidos, fueron analizados
estadisticamente mediante un test de ANOVA
y comparacion de medias segun la prueba de
significacion de Tukey (p<0,05), usando el
software de analisis estadistico SPSS v.15.0.

Fig. 1. Induccidn y cultivo de suspensiones celulares. A: Callos de Capsicum anuum. B: Células en suspension de C.

anuum transcurrido 7 dias.
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Resultados

Peso fresco en suspensiones celulares

El peso fresco de las suspensiones
celulares es uno de los parametros usados
comunmente para el seguimiento de cinéticas
de crecimiento. Los resultados del ANOVA
de la Tabla 1, muestran que los factores
estudiados tienen efectos significativos,
tanto los dias, la concentracién, como la
interaccion dias*concentracién, siendo las
concentraciones control y 25 mM (NacCl) las
que presentan un aumento de peso fresco al
final del periodo experimental (Fig. 2).

Las concentraciones de 50, 75 y 100
mM NaCl no presentaron variaciones en
todo el periodo, mientras que 200 y 400
mM (NaCl) presentaron una tendencia a

Tabla 1. Resultado del ANOVA para el
peso fresco en suspensiones celulares de C.

annuum.
Fuente de variacion g.l. F P
Dias 4 2,768 0,032
Concentraciéon 6 5,81 0,000
Dias * Concentracion 24 3,017 0,000

Referencias: g.I= grados de libertad; F=
Fisher), P= Prueba de significaciéon p<0,05.

factor (F de

disminuir el peso, aunque esta tendencia
no es significativa. Asimismo, no se
observan diferencias significativas entre
los tratamientos en ninguno de los dias
muestreados, aumentando la variabilidad

Fig. 2. Peso fresco de las suspensiones celulares de C. annuum expuestas a los tratamientos salinos (25, 50, 75,
100, 200 y 400 mM NaCl) y controles (0 mM NaCl) a lo largo del tiempo (1, 3, 6, 9 y 15 dias). Los puntos de las
lineas representan los valores medios y la desviacion estandar. Las letras representan diferencias significativas entre
tratamientos (dias: letra mintiscula y concentraciéon: mayusculas), p<0,005.
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entre las réplicas conforme avanza el tiempo
del experimento.

Peso seco en suspensiones celulares

El resultado del ANOVA muestra
diferencias significativas en el peso seco
de las suspensiones celulares entre los
diferentes dias y las concentraciones salinas,
al igual que ocurre con el peso fresco (Tabla
2).

Como se puede observar en la Fig. 3, el
mayor aumento de peso seco se produjo en el
tratamiento control en el dia 15 (incremento
de 0,383 mg con respecto al inicio) siendo
esta diferencia de peso significativa
en relacion a los dias precedentes. El
tratamiento de 25 mM (NaCl) incremento
0,07 mg siendo este aumento de peso mas
gradual que en el caso del control (Fig. 3).
El peso seco de las suspensiones expuestas

a los diferentes tratamientos no presento
cambios significativamente en los 1, 3, 6
y 9 dias (Fig. 3; letras mayusculas). Sin
embargo, a los 15 dias, se produjo un
incremento significativo en el peso seco
en las concentraciones de NaCl 0 y 25 mM
alcanzando unos valores finales de 0,7 y

Tabla 2. Resultado del ANOVA para el
peso seco en suspensiones celulares de C.

annuum.

Fuente de variacion g.l. F P
Dias 4 15,944 0,001
Concentracion 6 9,273  8,573E-9
Dias * Concentracion 24 1,922 0,047

Referencias: g.I= grados de libertad; F= factor ( F de
Fisher), P= Prueba de significacion p<0,05.

Fig. 3. Peso seco en suspensiones celulares de C. annuum expuestas a los tratamientos salinos (25, 50, 75, 100,
200 y 400 mM de NaCl) y controles (0 mM NaCl) a lo largo del tiempo (1, 3, 6, 9 y 15 dias). Los puntos de las
lineas representan los valores medios y la desviacion estandar. Las letras representan diferencias significativas entre
tratamientos (dias: letra mintiscula y tratamiento: mayusculas), p<0,005.
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0,567 mg ml!' respectivamente y, una
disminucion significativa del peso seco en
el tratamiento NaCl 400 mM, registrando
un valor de 0,1 gml.

Analisis del pH del medio de cultivo de
las suspensiones celulares

El analisis de la varianza mostro
que existen diferencias significativas

Tabla 3. Resultado de ANOVA medida
repetida para el pH del medio de cultivo en
suspensiones celulares de C. annuum.

Fuente de variacion g.l. F P
Concentracién 4 6 0,143
Dias 4 211,588  3,437E-46
Concentraciéon* Dias 24 0,075 0,139

Referencias: g.I= grados de libertad; F= factor ( F de
Fisher), P= Prueba de significacion p<0,05.

para pH del medio de cultivo en las
suspensiones celulares respecto a
los dias (Tabla 3, p< 0,139). El pH
disminuyo6 significativamente a medida
que transcurria el periodo experimental
en todos los tratamientos de NaCl (Fig.
4).

Analisis de la conductividad del medio de
cultivo de las suspensiones celulares

Por ultimo, los dos factores estudiados,
concentracion de NaCl y tiempo, asi como
suinteraccionafectaronsignificativamente
a la conductividad del medio de cultivo
en suspensiones celulares de la variedad
estudiada (Tabla 4).

La conductividad de medio de cultivo en
las suspensiones celulares de C. annuum
se mantuvo constante en los diferentes
tratamientos salinos, independientemente
de la concentracion de NaCl utilizada y en
el transcurso del tiempo (Fig. 5).

Fig. 4. El pH del medio de cultivo en suspensiones celulares de C. annuum expuestas a los tratamientos salinos (25,
50, 75, 100, 200 y 400 mM NaCl) y controles (0 mM NaCl) a lo largo del tiempo (1, 3, 6, 9 y 15 dias). Los puntos de
las lineas representan los valores medios y la desviacion estandar. Las letras representan diferencias significativas entre
tratamientos (dias: letra mintscula y tratamiento: mayusculas), p<0,005.
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Tabla 4. Resultado de ANOVA para
conductividad del medio de cultivo en
suspensiones celulares de C. annuum.

Fuente de variacion g.l. F P
Concentracién 6 4E+06  0,00E+00
Dias 4 335,7 9,567E-77
Concentraciéon* Dias 24 6,711 0,004

Referencias: g.I= grados de libertad; F= factor ( F de
Fisher), P= Prueba de significacion p<0,05.

Discusion

Durante los primeros dias de cultivo (1, 3, 6
y 9) no se detectaron diferencias significativas
entre los tratamientos salinos con respectos
a las variables de peso fresco y seco, lo que
podria ser debido a que las suspensiones
celulares se encuentran en fase de adaptacion
al medio (fase de retardo), segun fue descripto
por Gallego & Pérez (2021). Sin embargo, se
evidencio un aumento del peso fresco y seco a
los 15 dias, pero inicamente en el tratamiento

Fig. 5. Conductividad del medio de cultivo en suspensiones celulares de C. annuum expuestas a los tratamientos salinos
(25, 50, 75, 100 y 200 mM NaCl) y controles (0 mM NaCl) a lo largo del tiempo (1, 3, 6, 9 y 15 dias). Los puntos de
las lineas representan los valores medios y la desviacion estandar. Las letras representan diferencias significativas entre
tratamientos (dias: letra mintiscula y tratamiento: mayusculas), p<0,005.

de 25 mM NaCl. Una posible explicacion
podria ser que dichas células serian capaces de
mantener el potencial osmotico, la turgencia
celular, el flujo de nutrientes equilibrado, a
la vez que protegen las membranas celulares
de la deshidratacion (Korkmaz et al., 2020).
Por lo tanto, a esta concentracion (25 mM) las
células son capaces de desencadenar respuestas
fisiologicas que le permiten la adaptacion a la
salinidad. Cabe mencionar que los estreses
bioticos y abidticos afectan el crecimiento,
desarrollo y la productividad de las plantas,

sobre todo el estrés por alta salinidad (Orosco
etal., 2021).

Estudios similares de tolerancia a salinidad
con Cenchrus ciliaris L. (Ruiz-Ramirez
et al, 2012), indican que las suspensiones
celulares sometidas a concentraciones de
60 mM NaCl, presentaron un crecimiento
semejante a las suspensiones de los controles
(sin sal), y mostraron un incremento del
contenido de peso fresco y seco al iniciar la
fase exponencial. Los resultados obtenidos
en este estudio son similares a los observados



BONPLANDIA 34(1). 2025

en estas investigaciones con lo cual se podria
indicar que las suspensiones celulares de C.
annuum a las concentraciones bajas de NaCl,
también presentan una capacidad de tolerancia
a este tipo de estrés.

En este estudio, se evidencia que las
suspensiones celulares expuestas a las
concentraciones superiores a 25 mM NaCl
presentaron los valores mas bajos de peso fresco
y seco a los 15 dias, probablemente debido a
que las suspensiones celulares son susceptibles
a estas concentraciones de sal, el efecto toxico
de las sales podria ser debido a la acumulacion
de iones utilizados impidiendo el ajuste
osmotico en estos medios salinos (Freire et al.,
2020). Similares resultados fueron descritos en
suspensiones celulares de Medicago sativa L.,
sometidas a concentraciones de 120 mM NaCl
(Bellabarba et al., 2023; Wang et al., 2023).

Finalmente, se pudo observar una disminucion
del pH en las suspensiones celulares de C.
annuum en todas las concentraciones durante
el transcurso de los dias con respecto al dia 1.
Algunos autores han sefialado que la acidificacion
del medio puede deberse a un gran intercambio
de iones entre las células vegetales y el medio
de cultivo, acidificando el medio a medida que
crecen las células (Abdelaal ef al., 2020; Toranj
et al., 2020).

Conclusiones

Este trabajo demuestra que existe un
efecto significativo del incremento en
la concentracion salina en el medio de
cultivo sobre el crecimiento de suspensiones
celulares de C. annuum. Cabe destacar que
esta planta es muy susceptible a dichos
incrementos, de tal modo que Unicamente a
bajas concentraciones (25 mM) las células
son capaces de seguir creciendo. Todo ello
evidencia que, en caso de un incremento
en la salinidad en las zonas de cultivo
del pimiento de variedad Padrén, causado
por el cambio climatico, puede producir
importantes pérdidas econdmicas debidas a
un deterioro significativo en el crecimiento y
desarrollo de la planta, y en su caso del fruto,
con la reduccion légica en la produccion
de este importante cultivo para diferentes

regiones. Seria importante, avanzar en el
conocimiento sobre los mecanismos de
tolerancia a la salinidad de esta especie para
contrarrestar los efectos negativos del cambio
climatico a medio-largo plazo. Para ello, la
biotecnologia ofrece incalculables ventajas
a la hora de obtener nuevas variedades
tolerantes a la salinidad en un periodo de
tiempo relativamente corto.
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