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Resumen

Sideroxylon capiri (tempisque) es un arbol tropical de la familia Sapotaceae, considerado de suma importancia
debido a su papel bioldgico, uso tradicional y alto contenido de metabolitos secundarios de interés. No obstante,
debido a factores tanto naturales como antropogénicos, en México se ha catalogado como una especie amenazada
de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010. Por lo anterior, es crucial el desarrollo de un protocolo de
propagacion in vitro para su conservacion. En este contexto, se evalué el efecto de los reguladores de crecimiento
6-Bencilaminopurina (BAP) y Picloram en la formacién, proliferacion y desarrollo de callo embriogénico vy
estructuras proembriogénicas, asi como el efecto de la L-Cisteina en la reduccion de la oxidacién en callos, los
cuales fueron expuestos a irradiacion UV-B. Los resultados mostraron una respuesta positiva ante la aplicacion de
la combinacion de BAP y Picloram en concentraciones de 4 y 2 mg L, respectivamente sobre el crecimiento de los
callos. Ademas, se observo la generacion de callos proembriogénicos en concentraciones de 0.5 y 1 mg L' de BAP
y 1.5 y 2 mg L?! de Picloram. Adicionalmente, se logré estandarizar un medio de cultivo que disminuyd los
procesos de oxidacion y pardeamiento en los callos mediante el uso de L-Cisteina en concentraciones de 100 a 200
mg L.

Palabra clave: Embriogénesis somatica, fenoles totales, L-Cisteina, recalcitrancia, regeneracion, tempisque.
Abstract

Sideroxylon capiri (Tempisque) is a tropical tree of the Sapotaceae family, considered of great importance from
its biological role, traditional use and high content of secondary metabolites of interest. However, both natural
and anthropogenic factors have led to its classification as a threatened species in Mexico according to the NOM-
059-SEMARNAT-2010 regulation. Therefore, the development of an in vitro propagation protocol for the
conservation of this species is crucial. Within this context, the effect of the growth regulators 6-
Benzylaminopurine (BAP) and Picloram on the formation, proliferation and development of embryogenic callus
and/or pro-embryogenic structures, as well as the effect of L-Cysteine on the reduction of oxidation in callus
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which were exposed to UV-B irradiation, was evaluated. Results show a positive response to the application of
the combination of BAP and Picloram at concentrations of 4 and 2 mg L' respectively, on growth callus.
Additionally, the generation of pro-embryogenic callus was observed at concentrations of 0.5 and 1 mg Lt of
BAP and 1.5 and 2 mg Lt of Picloram. Furthermore, a culture medium was standardized that reduced callus
oxidation and browning by using 100 to 200 mg L ! of L-Cysteine.

Key words: Somatic embryogenesis, total phenols, L-Cysteine, recalcitrance, regeneration, Tempisque.

Introduccion

Sideroxylon capiri (A. DC.) Pittier, conocido por su nombre comin como tempisque, es
un arbol de interés maderable que pertenece a la familia Sapotaceae. Sus caracteristicas
morfoldgicas distintivas incluyen un fuste cilindrico y hojas de forma alargada, de color
verde; frutos de forma ovoide y contienen una semilla de testa dura (Newman, 2008).
El tempisque se distribuye desde México hasta Panama, a excepcién de Belice; su
presencia es fundamental a nivel ambiental y ecolégico en los ecosistemas donde habita
(Garcia y Di Stefano, 2005).

El habitat de S. capiri involucra interacciones complejas entre humanos y animales.
Las hojas y frutos de esta especie se utilizan como fuente de alimento para una gran
variedad de animales (Hiramatsu et al., 2009; Almazan-Nunez et al., 2021). Por otra
parte, en las regiones donde crece, los pobladores usan sus frutos en la elaboracién de
condimentos; ademas, su madera se emplea ampliamente no solo como lefia, sino
también como material para la construccion de viviendas y cercos (Diaz et al., 2011;
Lazos-Monterrosa et al., 2015). Otro uso que se destaca en algunas regiones de
Centroamérica es el medicinal, ya que la corteza se aplica para el tratamiento de
infecciones renales (Martinez-Silvestre et al., 2022); lo que confirma su funcion

multifacética en dichas sociedades.
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En los ultimos afos, ha crecido el interés en el tempisque por su uso potencial como
fuente de metabolitos secundarios. Robles-Garcia et al. (2016) consignaron la
presencia de fenoles y flavonoides en extractos metandlicos de sus hojas.
Recientemente, Martinez-Silvestre et al. (2022) demostraron que la estimulacion de
los callos con luz UV-B y laser incrementa significativamente la concentracién de
fenoles y flavonoides, lo que distingue el potencial de esta especie como una fuente
natural de esos compuestos para su aplicacion en la biotecnologia. Dichos
compuestos son altamente valorados en diversas industrias como la farmacéutica,
alimentaria y cosmética por su actividad antioxidante, antiinflamatoria vy
anticancerigena (Mierziak et al., 2014; Martinez-Silvestre et al., 2022). Muchos de
ellos, se producen en respuesta al estrés, aunque su presencia in vivo puede variar

significativamente (Li et al., 2020).

Sin embargo, promover su aprovechamiento requiere replantear el manejo de sus
poblaciones naturales y plantaciones, ya que en las Uultimas décadas se ha
observado una preocupante reduccion de sus poblaciones en su habitat natural, al
grado que se le ha catalogado, en México, como una especie amenazada en la NOM-
059-SEMARNAT-2010 (Semarnat, 2010). Esto se atribuye a diversas causas
antropogénicas, entre las que sobresalen la tala desmedida, la invasion de su
habitat y el mal manejo de la especie; aunado a las presiones ambientales debidas
al cambio climatico (Cordero et al., 2003; Antlinez, 2022). Por lo anterior, se ha
intensificado la busqueda de estrategias convencionales de propagacidon para
promover la germinacion de semillas, tales como la escarificacion mecéanica, quimica
y la imbibicién, las cuales no han logrado incrementar significativamente las tasas
de germinacion, las cuales se citan con valores por abajo de 30 % (Lazos-
Monterrosa et al., 2015).

La aplicaciéon de técnicas biotecnoldgicas para propagar especies lefiosas, como el
cultivo de tejidos vegetales, presenta desafios debido a la baja respuesta de los

tejidos a las manipulaciones in vitro y la alta tasa de fenolizacién y oxidacién de los
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explantes (Mihai et al., 2023). En el tempisque, el alto indice de oxidacidon de los
explantes utilizados (hoja y semillas) en el proceso de induccién impiden la
generacidon de reacciones que desencadenen la respuesta morforgénica in vitro, por
lo que el establecimiento de un sistema de regeneracion eficiente en el cual se

obtengan plantas completas, no ha sido posible (Martinez-Silvestre et al., 2022).

Hasta la fecha se carece de registros referentes a la regeneracién in vitro de S.
capiri; Martinez-Silvestre et al. (2022) describieron la obtencién de callos no friables
y compactos, sin lograr regenerar brotes o embriones somaticos debido al alto
indice de fenolizacidn y necrosis que presentaban los callos después de 30 dias de
cultivo. Ademas, los callos fueron estimulados mediante radiacién UV-B con el
objetivo de obtener metabolitos secundarios de interés en sistemas in vitro. Una
opcién para solucionar o disminuir el problema de la oxidacién en los sistemas in
vitro es el uso de antioxidantes como la L-Cisteina adicionada al medio de cultivo, la
cual representa una alternativa para el control de los procesos oxidativos en los

explantes, ya que actia como agente reductor (Vasquez-Hernandez et al., 2021).

El objetivo de esta investigacién fue evaluar el efecto de 6-Bencilaminopurina y
Picloram en la formacion, proliferacion y desarrollo de callo embriogénico o
estructuras proembriogénicas, asi como el efecto de la L-Cisteina en la reduccién de

la oxidacién de los callos de tempisque, estimulados previamente con radiacion UV-B.

Materiales y Métodos

Material vegetal

84



Lopez Santos et al., Disminucion de la oxidacidon e induccion...

Se utilizaron callos no irradiados e irradiados con luz UV-B provenientes de
explantes de hojas de tempisque obtenidos por Martinez-Silvestre et al. (2022) en
un estudio previo. Los callos irradiados habian sido expuestos a luz UV-B durante O,
5, 10 y 15 min semana!, durante 2 semanas. Posteriormente, se mantuvieron en
medio Murashige y Skoog (MS) sélido suplementado con 4 mg L! de 6-
Bencilaminopurina (BAP) (Sigma Aldrich®, Alemania), 30 g L! de sacarosa, 2.5 g L!
de Phytagel (Sigma Aldrich®, Alemania) a un pH de 5.7 durante 2 meses, y se
realizaron resiembras cada 15 dias. Todo el material se conservé en un cuarto de
cultivo a 25+2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz-8 h oscuridad y a una intensidad

luminica de 35 ymol m? s1,

Efecto de L-Cisteina en la oxidacion de callos irradiados con
luz UV-B

Para evaluar el efecto de la L-Cisteina (Sigma Aldrich®, Alemania) y la radiacion
UV-B sobre la oxidacién en callos, se utiliz6 un disefio experimental
multifactorial. El primer factor fue la concentracion de L-Cisteina, con cinco
niveles: 0, 25, 50, 100 y 200 mg L!. El segundo factor fue el tiempo de
exposicion, con cuatro niveles: 0, 5, 10 y 15 min semanal. Cada unidad
experimental contenia un callo y todos los tratamientos se llevaron a cabo con
cuatro repeticiones. Los callos se cultivaron en tubos de ensaye (Pyrex®, 9800-15)

de 15x20 mm que contenian 10 mL de medio de cultivo MS descrito anteriormente,

85



Revista Mexicana de Ciencias Forestales Vol. 15 (84)
Julio - Agosto (2024)

suplementado con las concentraciones de L-Cisteina correspondientes. Los callos se

mantuvieron durante 30 dias en las condiciones previamente mencionadas.

El porcentaje de oxidaciéon se calculd al dividir el callo en cuatro partes, y se
consideréd como el valor positivo, la presencia de oxidacién en cada cuadrante. Los
datos fueron analizados mediante un ANOVA multifactorial y se compararon las
medias mediante la prueba de Tukey (p<0.05) con el software estadistico
Statgraphics Centurion XVI® (StatPoint Technologies Inc., 2010).

Obtencion de extractos metanolicos

La obtencidon de extractos metandlicos se realiz6 con base en la metodologia de
Martinez-Silvestre et al. (2022) con algunas modificaciones. Para ello, 1 g de callo
fresco proveniente de cada tratamiento de exposicion a L-Cisteina, se macerd con
nitrdgeno liquido en un mortero hasta obtener un polvo fino. Se agregaron 10 mL
de metanol 99 % v/v y se continud con maceracién durante 1 min para
posteriormente dejar reposar durante 10 min. Los extractos se colocaron en tubos
Falcon® de 15 mL y se dejaron reposar durante 24 h a una temperatura de 25 °C.
Enseguida, se sometieron a ultrasonido (CO-Z®, PS-30) por 20 min y centrifugaron
(Eppendorf®, 5430 R) a 3 500 rpm durante 10 min a 4 °C. De cada muestra se
recupero el sobrenadante y se le concentré en un evaporador rotativo (BUCHI®, R-
100) para después re-suspenderlo en 2 mL de metanol. El extracto final se colocé
en tubos Eppendorf® y se almacend a 4 °C hasta su uso. Para evitar la
fotooxidacién todos los pasos se realizaron en oscuridad o cubriendo los materiales

con papel aluminio, para limitar la exposicion a la luz.
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Cuantificacion de fenoles totales

La determinacién de fenoles totales se llevd a cabo con base en la metodologia
descrita por Koufan et al. (2020) con algunas modificaciones. Se realizd una curva
estandar de acido galico (Fermont®, México), se hicieron diluciones de 0.1 mg mL a
partir de una solucion Madre (1 mg mL!). Para cada muestra se usaron 2.1 mL de
agua destilada, 0.250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich®, Alemania)
y 50 pL de extracto, que se homogeneizaron en un voértex (IKA®, Vortex 2).
Posteriormente, se adicionaron 0.5 mL de carbonato de sodio al 20 % (p/v), se
homogeneizd nuevamente y se dejo reaccionar durante 2 h a 24 °C en completa
oscuridad, para evitar la fotooxidacién. Por ultimo, se midié la absorbancia a 765
nm en un espectrofotdmetro UV-VIS (Beckman Coulter®, DU 730) utilizando
metanol como blanco. Los resultados se expresaron como equivalentes en mg de
acido galico por gramo (mg EAG g). Se llevaron a cabo tres repeticiones por
muestra y los datos se analizaron mediante un ANOVA simple con el software

estadistico Statgraphics Centurion XIV® (StatPoint Technologies Inc., 2010).

Induccion de callos embriogénicos

Se probaron dos tratamientos para la induccién de embriones somaticos, y se
utilizaron como explantes callos previamente estimulados con 2 mg L' de Picloram
(Sigma Aldrich®, Alemania). El primer tratamiento (IN1) consisti6 en medio MS

suplementado con 0.5 mg L' de BAP y 1.5 mg L! de Picloram. El segundo
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tratamiento (IN2) fue medio MS suplementado con 1 mg L' de BAPy 2 mg L1 de
Picloram. Para ambos tratamientos, se agregaron 25 mg L' de L-Cisteina, 30 g L!
de sacarosa y 2.5 g L! de Phytagel como agente gelificante. El periodo de
evaluacion fue de 30 dias y se hizo una resiembra a los 15 dias de iniciado el
cultivo. Las variables de respuesta fueron el niUmero de proembriones gt de callo.
Los proembriones se consideraron como estructuras friables, lisas, con bordes
definidos y semicirculares, de color blancas-amarillas. Los datos fueron analizados
mediante un ANOVA simple y comparacion de medias con la prueba de Tukey
(p<0.05) usando el software estadistico Statgraphics Centurion XIV® (StatPoint
Technologies Inc., 2010).

Resultados

Efecto antioxidante de la L-Cisteina en callos irradiados con
luz UV-B

La incorporacion de L-Cisteina al medio de cultivo dio como resultado una reduccién
en la oxidacion de los callos y promovio su desarrollo. El analisis estadistico mostré
que existen diferencias significativas entre las concentraciones de L-Cisteina
suministrada al medio de cultivo a los 15 dias (p=0.0009) y a los 30 dias
(p=0.0001). Ademas, un ANOVA multifactorial demostré que ambos factores y su

interaccidon tuvieron efectos significativos sobre la oxidacidon, en particular el efecto
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de las concentraciones de L-Cisteina (p=0.0002) y los tiempos de exposicion a la
luz UV-B (p=0.0043), en contraste con el efecto de la interacciéon entre factores
(p=0.076). En el Cuadro 1, se exhibe que el mayor porcentaje de oxidacidén se verificd
en los callos sin la adicién de L-Cisteina al medio de cultivo y expuestos a un tiempo de
5 min semana! de radiacion. En contraste, los porcentajes mas bajos de oxidacién a
los 15 dias se observaron en los callos expuestos a 10 y 15 min semana de radiacion,
los cuales se desarrollaron en medio de cultivo MS suplementado con 100 y 200 mg L
de L-Cisteina (Cuadro 1). Sin embargo, a los 30 dias se obtuvo 100 % de reduccion
en la oxidacion para todos los tiempos de exposicion a la luz UV-B, con la adicién de

200 mg L de L-Cisteina, por lo que fue el mejor tratamiento.

Cuadro 1. Efecto de L-Cisteina en la oxidacion de callos de Sideroxylon capiri (A.
DC.) Pittier a los 15 y 30 dias de cultivo.

Frecuencia de % oxidacion

L-Cisteina

(mg L) .radiacién - 15 dias 30 dias
(min semana?)
0 0 50+20.4123° 50+0.00P
5 75+14.43°b 100+0.00¢
10 25+14.43% 50+£20.41°
15 25+14.43% 25+0.002°
25 0 25+14.43% 25+14.43%°
50+20.412° 25+17.68%
10 25+0.00%° 25+0.002°
15 25+0.00% 0+0.00°
50 0 50+17.682° 50+17.68P
25+0.00% 25+0.002°
10 25+0.00% 0+0.00°
15 25+10.21% 0+£0.00°
100 0 25+10.212% 25+10.212%
0+£0.00° 0+£0.00°
10 0+£0.00° 0+£0.00°
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15 25+0.00%° 0+0.00°

200 0 25+0.00%° 0+0.00°
25+0.00%° 0+0.00°

10 0+0.00° 0+0.00°

15 0+0.00° 0+0.00°

Las letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos segun la
prueba de Tukey (p<0.05). Los analisis estadisticos se realizaron por separado para

cada tiempo de evaluacion.

Se observaron variaciones en la coloracién y en la consistencia de los callos a lo largo
del proceso de cultivo, mismas que se relacionan con la concentracidon de L-Cisteina.
Especificamente, se detectd6 que un aumento en la concentracion de L-Cisteina
resultaba en una ligera pérdida de pigmentacion en los callos, ademas de provocar

cambios en su textura, de una consistencia compacta a una friable (Figura 1).

A-E = Callos a los 15 dias del establecimiento del cultivo en medio MS; F-J = Callos a los
30 dias del establecimiento del cultivo en medio MS; Ay F = Callo control; By G = 25 mg
L', CyH=50mgL?!; Del=100mgL?; EyJ =200 mgL La barra equivale a1 cm.
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Figura 1. Efecto de la L-Cisteina en callos de Sideroxylon capiri (A. DC.) Pittier.

Efecto de la L-Cisteina sobre la sintesis de fenoles

Respecto al contenido de fenoles totales en los callos de tempisque, se reconocieron
diferencias significativas, en ralacién con el tratamiento control (Figura 2). El
tratamiento con 200 mg L! de L-Cisteina registré6 el menor contenido de fenoles
totales (1.06 mg EAG g1), y el tratamiento control el mayor (8.312 mg EAG g1). El
resto de los tratamientos no mostraron diferencia significativa entre si, pero se
presentd una disminucién importante para todos los tratamientos y un
comportamiento inversamente proporcional, en funcion a la cantidad de L-Cisteina a

la que fueron sometidos los callos.
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Letras diferentes indican diferencia significativa de acuerdo con la prueba de
Tukey (p<0.05).

Figura 2. Efecto de la L-Cisteina en el contenido de fenoles en callos de Sideroxylon
capiri (A. DC.) Pittier.

Efecto del Picloram en la formacion de estructuras

proembriogénicas

El desarrollo de los callos en medios tratados con 4 mg! de BAP y diferentes
concentraciones de Picloram no resulté en la formacién de dérganos o embriones
somaticos; en su lugar, se fomentd el crecimiento del callo y la formacion de estructuras

friables, de textura lisa, semicirculares y de color blanco-amarillo (Figura 3).

A = Callo control; B = Masas proembriogénicas provenientes del tratamiento IN1

sembrado en medio MS suplementado con 0.5 mg L' BAP+1.5 mg L Picloram;
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C = Masas proembriogénicas provenientes del tratamiento IN2 en medio MS

suplementado con 1 mg L' BAP+2 mg L! Picloram. La barra equivale a 2 cm.

Figura 3. Masas proembriogénicas formadas en callos de Sideroxylon capiri (A.

DC.) Pittier a los 21 dias de induccién.

En los tratamientos en donde se redujo la concentracion de BAP y se aumentd la
de Picloram se formaron pequenas estructuras semicirculares en los callos, con
bordes definidos y que se disgregaban, en comparacién con los callos del
tratamiento control (Figura 3C); sin embargo, estas estructuras no progresaron a
estadios mas avanzados de desarrollo, y tenian caracteristicas de embriones
globulares en una etapa primaria de la embriogénesis somatica, con una

coloracion blanca-amarilla (masas proembriogénicas).

El tratamiento IN2 exhibié la mejor respuesta en cuanto al nimero de estructuras
proembriogénicas formadas, con un promedio de 9 g! callo, seguido por el
tratamiento IN1 que mostré una media de 5 g! callo, ambos tratamientos
registraron una formacion significativamente mayor de estructuras proembriogénicas
en comparacién con el tratamiento control, en el cual se contabilizé un promedio de 1 g

! callo (Figura 4).
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INC = Tratamiento control libre de reguladores; IN1 = Medio MS suplementado con
0.5 mg L't BAP+1.5 mg L Picloram; IN2 = Medio MS suplementado con 1 mg L
BAP+2 mg L Picloram. Letras diferentes indican diferencias significativas de

acuerdo con la prueba de Tukey (p<0.05).

Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de reguladores sobre la formacién

de proembriones de Sideroxylon capiri (A. DC.) Pittier a los 21 dias de induccidn.

Discusion

Un reto fundamental para el cultivo in vitro de S. capiri es lograr el control de la

oxidaciéon de callos y la induccion de novo de embriones somaticos o brotes
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adventicios. La oxidacién de callos se observa como un
oscurecimiento/pardeamiento del tejido. Es un fendomeno comun en el cultivo in
vitro de especies tropicales (Pancaningtyas, 2015) y se atribuye a la acumulacién de
compuestos fendlicos, los cuales al ser liberados al medio de cultivo inducen la
activacion de enzimas involucradas en su degradacion, como las polifenol oxidasas y
peroxidasas que generan quinonas, compuestos altamente reactivos que suelen
ocasionar estrés celular (Azofeifa, 2009; Diaz et al., 2020). Estos pueden interferir
con el cultivo desde su establecimiento, su crecimiento y la capacidad de formacion

de estructuras proembriogénicas o embriones somaticos.

En este trabajo se observd que la L-Cisteina disminuye efectivamente la oxidacién
en cultivos de callos tratados con luz UV-B de S. capiri y la posterior induccion de
proembriones. El efecto positivo del uso de L-Cisteina para el control de la sintesis
de fenoles se ha registrado en cultivos de yemas de Pimenta dioica (L.) Merr.
durante la fase de establecimiento in vitro con concentraciones de 100 y 200 mg L!
L-Cisteina (Vasquez-Hernandez et al., 2021); asi como en cultivos de callos, a una
concentracion de 25 mg L1, en los que, ademas, generaban callos con una textura

compacta y de coloracion verde (Rajput et al., 2023).

El decremento en el contenido de fenoles totales en los callos reafirma el efecto
inhibidor de la L-Cisteina en la sintesis de fenoles, que se atribuye al grupo tiol
presente en la L-Cisteina, el cual atrapa los radicales libres y las quinonas (Cruz-
Gutiérrez et al., 2020) e inhibe la accion de la enzima polifenol oxidasa (Richard-Forget
et al.,, 1992). Asimismo, el aminodacido L-Cisteina actia como un precursor del
glutation, un potente agente reductor que desempena un papel crucial en los procesos
de asimilacion en las células vegetales de especies reactivas al oxigeno (ROS) (Igbal et
al., 2021; Koramutla et al., 2021; Vasquez-Hernandez et al., 2021).

Este efecto inhibitorio de L-Cisteina en la produccion de fenoles, ademas de reducir la
oxidaciéon de los callos de tempisque, ocasioné una decoloracidn de los mismos,

conforme al aumento de la concentracion utilizada y al tiempo de exposicidon (Figura 1).
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La disminucidon en la coloracidn se atribuye a la alteracion de diversos procesos
enzimaticos ligados al metabolismo secundario, sintesis de fenoles y de pigmentos como

una respuesta frente al estrés oxidativo (Azofeifa, 2009).

Es importante sefalar que el cultivo de callos de tempisque es una opcidon para la
produccién de fenoles y otros compuestos con potencial farmacoldégico vy
biotecnoldgico (Martinez-Silvestre et al., 2022); sin embargo, la aplicacion de
antioxidantes como L-Cisteina afecta directamente la acumulacion de esos
compuestos, a favor del desarrollo de callos y estructuras proembriogénicas, por lo
que puede resultar contraproducente para este fin. Por lo anterior, la aplicacion de
agentes antioxidantes dependera del objetivo que se persiga, ya sea la

micropropagacién o la produccién de metabolitos secundarios in vitro.

Por otra parte, la combinacién de reguladores de crecimiento puede afectar las
caracteristicas del cultivo, ademas de a la propia oxidacién (Kamarul et al., 2020;
Cabafas-Garcia et al., 2021). Para el tempisque, el uso conjunto de auxinas y
citocininas es necesario para la induccion y proliferacion de callo (Martinez-Silvestre
et al., 2022); los resultados del presente trabajo muestran que también son
necesarios para la induccién de estructuras proembriogénicas. En particular,
combinaciones de BAP y Picloram se registran para el crecimiento de callo y para la
produccién de masas o estructuras con caracteristicas de embriones globulares, en
una fase temprana, de coloracién blanca-amarilla en Polyalthia bullata King

(Kamarul et al., 2020) y en Euterpe precatoria Mart. (Barbosa et al., 2022).

El Picloram a concentraciones de 2-4 mg L' en el medio de cultivo, estimula el
crecimiento de masas callosas y la formacién de embriones en especies lefiosas
(Chukwunalu et al., 2018; Kamarul et al., 2020; Barbosa et al., 2022), aunque las
concentraciones efectivas pueden variar en funcion del taxén (Manoharan et al.,
2016). Este regulador aumenta las concentraciones enddgenas de auxinas, lo que

permite la formacién de las primeras etapas embrionarias, al promover
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efectivamente la elongacion y division celular (Rodriguez et al., 2014); aunque
posteriormente, es necesario disminuir la concentracién de auxinas para que ocurra

la transicion de las diferentes fases de histodiferenciacion (Liu et al., 2021).

Ademas de las auxinas, las citocininas desempefian una funcidn positiva en la
adquisicién de capacidad embrionaria por parte de las células somaticas, por lo que se
requiere de la presencia de ambos reguladores (Rodriguez et al., 2014; Liu et al.,
2021). Las citocininas participan activamente en la regulacion del crecimiento y
desarrollo vegetal, a través de la via de transduccidn de sefiales ayudan a la
diferenciacion celular, a la diferenciacion de tejidos, a la formacién de brotes laterales y
a mitigar el estrés generado por factores abidticos (Li et al., 2021). Durante la etapa
de induccion de la embriogénesis somatica, la incorporacién de las citocininas,
conjuntamente con las auxinas, es fundamental para algunas especies lefiosas como
Picea abies (L.) H. Karst., en las que se forman estas estructuras después de la
eliminacion de ambos reguladores (Larsson et al., 2008). Sanchez et al. (2019)
refieren que en el caso del café (Coffea arabica L.), la formacidn de masas
proembriogénicas se relaciona con la reduccion de la concentracion de BAP en el medio
de cultivo. En contraste, la supresion de la actividad de las citocininas, como
consecuencia de la sobreexpresion de genes reguladores de respuesta de auxinas
(ARR), disminuye la formacién de embriones somaticos o induce un desarrollo anormal
de los mismos, ya que carecen de meristemo radicular (Su et al., 2015). Lo anterior,
demuestra que las citocininas actian como un factor importante para la formacion de

embriones somaticos inducida por auxinas.

La falta de respuesta organogénica o embriogénica durante el cultivo de especies
leflosas puede ser resultado de la limitada receptividad del tejido vegetal, como
consecuencia de las manipulaciones in vitro (Lazos-Monterrosa et al., 2015). Sin
embargo, no debe descartarse el efecto inhibitorio en el desarrollo ligado a la
produccién de compuestos fendlicos, a la concentracion y tiempo de exposicidon a

reguladores de crecimiento que podrian afectar la sintesis de proteinas involucradas
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en la formacién y al desarrollo de drganos y embriones (George et al., 2008;
Quifiones et al., 2020). Por ello, la incorporaciéon de compuestos como L-Cisteina

representa una alternativa para controlar su acumulacién excesiva.

Conclusiones

En este estudio se demuestra que para el cultivo in vitro de callos de S. capiri, la
incorporacion de L-Cisteina en concentraciones de 100 y 200 mg L' al medio es
eficiente para manejar la oxidacidon, ya que se reduce considerablemente la sintesis
de fenoles totales. Por otro lado, la combinaciéon de 0.5 mg L' de BAP con niveles
entre 1.5 y 2 mg L! de Picloram promueve la formacion de estructuras

proembriogénicas en callos de tempisque.

Estos hallazgos ofrecen informacién valiosa que puede emplease en la formulacién
de futuros protocolos de regeneracién, a través de vias embriogénicas u
organogénicas; lo que potencialmente impulsara programas de conservacion, que
permitan un mejor aprovechamiento de la especie, que es una significativa fuente

de metabolitos secundarios con relevancia en el ambito biotecnoldgico.
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