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Abstract.- The neem (Azadirachta indica A. Juss; Meliaceae) is a multipurpose woody tree species of great beneficial
versatility in agriculture, environment, and medicine. In the agricultural field, azadirachtin (AZA), a secondary metabolite,
has an important role as an insect pest bio-controller. To obtain the optimal concentration required for such purposes using
conventional techniques, a large amount of plant raw material is needed. Mainly seeds, which are a limiting factor during a
period of the year. However, tissue culture techniques can significantly improve the yield of AZA, regardless of the season.
Therefore, this study aimed to evaluate the in vitro production of AZA, as a function of the type of callus (embryogenic “E”
and non-embryogenic “NE”) derived from two different explants (cotyledon and leaf), with the action of chemical agents
(precursors; sodium acetate “AC”; and squalene “SQ”; in different levels and combinations). The highest AZA production was
obtained after 14 days of culture in cell suspension, from calluses NE from leaf sections, with only 50 mg/L of SQ (39 mg/L
AZA) or with the combination of 10 mg/L of SA with 10 mg/L of SQ (44,2 mg/L AZA).

Keywords: Cell suspension; non-embryogenic callus; leaf segment; sodium acetate; squalene.

Evaluacion de la produccion in vitro de azadiractina en Neem segun el
tipo de callo y los agentes quimicos

Resumen.- El neem (Azadirachta indica A. Juss; Meliaceae), es una especie arbdrea lefiosa multipropdsito, de gran versatilidad
benéfica en agricultura, ambiente y medicina. Para el agricola, la azadiractina (AZA) como metabolito secundario presenta
un importante rol biocontrolador de insectos plaga, cuya concentracién 6ptima para ello, mediante técnicas convencionales,
requiere mucha materia prima, principalmente semillas, siendo limitante estas por un periodo de tiempo al afio, sin embargo,
mediante técnicas de cultivo de tejidos se puede mejorar significativamente el rendimiento de la produccién de dicho compuesto,
independientemente de la estacién del afio, por lo cual el objetivo de este trabajo fue evaluar la produccién in vitro de AZA
en funcidén del tipo de callo (embriogénico “E” y no embriogénico “NE”) derivado de dos diferentes explantes (cotiledén
y hoja), con la accién de agentes quimicos (precursores; acetato de sodio “AC” y escualeno “ES” en diferentes niveles y
combinaciones). La mayor produccién de AZA se obtuvo a los 14 dias de cultivo en suspension celular, a partir de callo NE
proveniente de secciones de hoja, con solo 50 mg/L de ES (39 mg/L de AZA) o con la combinacién de 10 mg/L. de AC con
10 mg/L de ES (44,2 mg/L de AZA).

Palabras clave: acetato de sodio; callo no embriogénico; escualeno; segmento foliar; suspension celular.

Recibido: 20 de mayo, 2021. o lila de la India, perteneciente a la familia
Aceptado: 16 de julio, 2021. Meliaceae, cuyo centro de origen es el sub
continente Indio, se distribuye al resto de Asia,
Australia, América tropical y el Caribe [1]]. Esta
planta es el simbolo cultural e histérico de
La especie de habito arbéreo Azadirachta indica 12 India, debido a sus diversos usos médicos
A. Juss, conocido como Neem, margosa, nimba desde el ano 4.500 AC, conociéndose actualmente
como una especie vegetal multipropdsito ancestral

A . [2]. En Venezuela esta planta ha sido empleada

utor para correspondenc1a.

Correo-e-rafaclfer21031970@gmail.coml (R. Ferndndez- ~ ©N programas de reforestacion, recuperacion de
Da Silva) suelos, produccién de abono y como bioinsecticida

1. Introduccion
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[1]. En el siglo XXI, esta planta medicinal
es una de la mds versdtiles, por su amplia
gama de actividades bioldgicas, ya que los
extractos de partes vegetativas (corteza, hojas
y semillas) y reproductivas (flores) [3l], estdn
conformados por metabolitos secundarios, con
poca presencia de metabolitos protdxicos alérge-
nicos [4], que se utilizan en medicina popular
para el tratamiento de enfermedades tales como:
lepra, psoriasis, reumatismo, irregularidades di-
gestivas, artritis, viruela, malaria, diabetes, mal
de chagas, afecciones dermatoldgicas, asi como
antihelminticos, antiinflamatorios, antisifiliticos,
anticonceptivo [, anticancerigena y antitumoral
[6]. Adicionalmente, esta planta es utilizada como
biocontroladora de plagas como los insectos [7/]],
dado al papel bioinsecticida de un importante
metabolito secundario que esta planta sintetiza de
manera exclusiva, la azadiractina (AZA) [8], que se
extrae convencionalmente a partir de semillas, sin
embargo, dado su produccién estacional (una vez
al afio), requiere grandes extensiones de terreno
para obtener mayor cantidad de materia prima,
encareciendo el producto y disminuyendo las
tierras de cultivo para otros rubros.

Por lo cual, la técnica de cultivo in vitro,
permite masificar la produccién de compuestos
bioactivos como la AZA [9]], fundamentidndose
en la totipotencialidad de las células vegetales,
generando de una célula, una planta completa, a
través del proceso de desdiferenciacion, dan origen
al callo, que es una masa de células indiferenciada
en constante division celular [[10]], clasificindose
en dos tipos: embriogénico (E) y no embriogénico
(NE), donde el primero solo regenera plantas, pero
ambos producen metabolitos secundarios [11].

La produccién de AZA en cultivos in vitro de
neem es una via altamente eficiente [12]], que ya
ha sido reportada en callo, suspensiones celulares
y en raices en cabellera por diversos investigadores
(13,14, 15,116,(17,18.,[19]], estudiando las variables
que lo afectan, sin embargo, en comparacion
con otras especies con metabolitos de interés
comercial, estos hallazgos tienen menos de 25
afios [20]. En este sentido, la produccién de
AZA varia de 2,5 a 72,81 mg/L, en funcién de
parametros tales como: explante, tipo y tiempo
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de cultivo, condiciones luminicas, reguladores de
crecimiento, precursores y elicitores. Asi tenemos
que cronoldgicamente los estudios se inician en
1999, primero evaluando el agente permeabilizante
Triton X-100, que evita la necesidad de romper las
membranas y paredes de las células, extrayendo
el producto sin dafiar las mismas, manteniendo el
rendimiento de su produccién [21]]. Posteriormente
en el 2003, se reporta un aumento significativo en la
produccion de AZA, al afiadir al medio de cultivo,
los precursores, acetato de sodio, escualeno,
isopentenil pirofosfato (IPP) y geranil pirofosfato
(GGP) [22], no encontrandose diferencias en
su produccion al evaluar el numero de etapas
de cultivo [23]. En 2005, se indica que es
mayor la producciéon de AZA en suspensiones
celulares de embriones cigéticos que de hojas
empleando medio MS [24], mejordndose ésta,
aumentando los niveles de nitrégeno [25]. Para
el 2008, se describe que velocidades de agitacion
superiores a 125 rpm afectan la viabilidad
celular y por ende la produccién de AZA [26],
recomendandose una velocidad de 120 rpm en
el 2010 [27], senaldndose a partir del 2011,
que el nivel de oxigeno es fundamental, ya
que bajos niveles de este, reduce la viabilidad
celular y subsecuentemente disminuye el nivel
del metabolito [11]][16} [17]. Asimismo, en 2011,
se recomienda usar simultdneamente inductores,
precursores y agentes permeabilizantes, en cultivo
continuo con renovaciéon de nutrientes, ya que
aumenta la biomasa y con ello la produccién de
AZA [28]]. Es para el 2013, que se menciona
al tipo de callo, indicdndose que la produccién
de AZA de éste, depende de las caracteristicas
regenerativas del mismo, asi como del explante
que le dio origen, siendo mayor en callo
regenerativo derivado de embriones cigéticos [29]].
Seguidamente, en 2014, se describe una mayor
produccién de AZA en funcién del tiempo, con
callos (sin especificar tipo) cotiledonares, con el
elicitor jasmonato de metilo [30]. En 2015, se
reporta en bioreactores un rendimiento de AZA
cuatro veces mayor (41,4 mg/L), empleando la
combinacion de elicitores, acido salicilico, acido
jasmonico y quitosano [31]. Posteriormente, en
2016 se indican en tanque con agitacion, un mayor
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rendimiento de AZA (42,13 mg/L) a partir de
suspensiones celulares de callos friable de semillas
[32], pero un afio mds tarde, se reporta una
mayor concentracion (71,6 mg/L) en suspensiones
celulares de callo friable (amarillo-verde) de flores,
empleando los precursores pirofosfato geranil y
isopentil pirofosfato, asi como altos niveles de
nitrogeno [33]].

A pesar del amplio conocimiento de la
produccion in vitro de azadiractina, se conoce poco
en funcién a las caracteristicas morfo anatémicas
y funcionales del callo en relacién a los agentes
quimicos de su sintesis, plantedndose que si el
tipo de callo estd relacionado al explante de
su induccion, asi como al mayoritario grupo de
células que lo conforman hacia una predominante
ruta morfogénica, que esta concatenada a una
determinada ruta bioquimica de metabolitos se-
cundarios, entonces pueden activarse y/o mejorarse
para la biosintesis de los mismos mediante agentes
quimicos, donde el nivel de produccién in vitro de
azadiractina como metabolito secundario, variara
de acuerdo al tipo de callo donde se derivan
las suspensiones celulares, en correspondencia
al tipo, concentracién y combinaciéon de agentes
precursores, estableciéndose como objetivo de esta
investigacion, evaluar la produccién in vitro de
azadiractina en Neem de acuerdo al tipo de callo y
a los agentes quimicos.

2. Materiales y métodos

2.1.  Material biologico

Frutos inmaduros de arboles fitosanitariamente
sanos de Neem (Azadiractha indica A. Juss) de los
jardines del Campus de Barbula de la Universidad
de Carabobo (Estado Carabobo-Venezuela), fueron
cultivados in vitro en diferentes ensayos durante el
ano 2017.

2.2.  Desinfeccion

A partir de frutos inmaduros, procesados el
mismo dia de su colecta, se realizé la desinfeccidon
en una campana de flujo laminar horizontal,
extrayendo el embridn cigético, retirando primero
el epicarpio y mesocarpio, quedando solo el
endocarpio, el cual se lavé dos veces (2 min

B FACULTAD
] DE
S INGENIERIA

cada uno) con agua destilada estéril y detergente
liquido comercial (Dodecilbencensulfonato de
sodio, Clic®, Ficil Quimica C. A.). Seguidamente,
se realiz6 un lavado con alcohol isopropilico al
70 % v/v durante 30 segundos y con agua destilada
estéril por 1 min, otro lavado con una solucién
de cloro comercial (3,5 % de hipoclorito de sodio)
al 20% v/v y Tween 20 (1 gota/10 mL) por 5
min, y finalmente 3 lavados con agua destilada
estéril (1 min cada uno) para eliminar el cloro
y isopropanol remanente. Por dltimo, antes de la
extraccion del embrién cigético, las semillas se
sumergieron en una solucion de cisteina al 1 % en
agua destilada estéril durante 30 min, para reducir
la oxidacion del explante.

2.3.  Obtencion de las vitro plantas

De las semillas inmaduras previamente desin-
fectadas, se retira el endocarpio por medio de
su diseccion con un bisturi estéril, extrayendo el
embrion cigético, a partir del cual se desarrolla
la vitro planta en un medio de cultivo salino
basico MS suplementado con 0,2 mg/L. de BAP
(6-N-bencil-aminopurina), en oscuridad continua
y temperatura ambiente (25 °C) hasta el desarrollo
de la raiz y apertura de los cotiledones, luego
de lo cual se mantuvo bajo iluminacién continua
(120 uE/m?s!) para estimular el desarrollo de la
planta.

2.4.  Explantes e induccion de callo

A vpartir de vitro plantas de 2 semanas se
obtiene el cotiledon y la hoja, de donde se indujo
la formacién de callo embriogénico (E) y no
embriogénico (NE). Por medio de la diseccién
con un bisturi estéril, se obtienen las secciones
cotiledonares de semillas inmaduras desinfectadas,
mientras que los segmentos foliares fueron
obtenidos de hojas completamente expandidas y
no senescentes desarrolladas de vitro plantas.

Ambos explantes se sembraron en placas de
Petri, con medio salino MS solido suplementado
con distintos tipos y niveles de reguladores
del crecimiento, medios de cultivo Optimos
establecidos por Artigas y Fernandez [34] y
Fernandez et al. [35] en oscuridad continua
y temperatura ambiente (25°C). Para cotiledén
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se empled la combinacion de 1 mg/L de
BAP con 0,4 mg/L de 24-D (4dcido 24-
diclorofenoxiacetico), mientras que para hoja se
utilizé 1 mg/L de BAP con 0,4 mg/L de AIA (4cido
indol acético).

2.5. Suspension celular

El establecimiento se bas6 en el protocolo de
Fernindez et al. [36]. En matraces Erlenmeyer
con 100 mL de medio liquido con la misma
composicién 6ptima para el desarrollo de callo,
de acuerdo al tipo de explante, se colocé 1 g de
segmentos pequeios de callo NE o E disgregado
con una pinza y/o bisturi estéril. El cultivo se
mantuvo en oscuridad continua y a temperatura
ambiente (25°C), con agitaciéon continua de
150 rpm, para facilitar una mayor disgregacion
de los agregados celulares. Posteriormente, a las
2 semanas, la suspension celular gruesa, se pasé a
través de un tamiz de malla de acero (150 mesh),
obteniéndose una suspension fina, que se dejo en
agitacion a 100 rpm. A partir de la suspension
celular fina en cultivo (sin reposicion de medio)
a temperatura ambiente (25°C) y a oscuridad
continua (a menos incidencia de luz, mayor es la
produccién de terpenoides como la azadiractina
“AZA”, ya que al ser este fotosensible se degrada
con dicho estimulo [37]]. Se evaludé el efecto de la
produccién del metabolito secundario azadiractina
(AZA) en funcién del tipo de callo (E y NE) y
los agentes quimicos (precursores: acetato de sodio
“AC” y escualeno “ES”) en diferentes niveles y
combinaciones.

2.6. Evaluacion morfo anatémica

La caracterizacion histolégica y morfologica de
los callos embriogénicos (E) y no embriogénicos
(NE), se realiz6 siguiendo el protocolo establecido
por Ferndndez et al. [35, 136, 37] y Artigas y
Fernandez [34][38]]. Las muestras se fijaron en
una soluciéon de formol al 10% por 24 horas,
luego de las cuales, se deshidrataron en una
bateria de etanol con concentraciones ascendentes
(10, 30, 50, 70, 90 y 100 % v/v), manteniéndose
30 min en cada concentracion. Las muestras
deshidratadas se colocaron luego por 3 horas en
xilol para aclarar el tejido, y posteriormente se
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sumergieron durante 8 horas en parafina sintética
fundida. Los callos se cortaron con un micrétomo
de rotacién Leica®RM?2265, en secciones de
aproximadamente 0,3 um, que se colocaron en
una rejilla de corte, transfiriéndose estas a una
estufa a 66 °C para permitir la fusion de la parafina.
Posteriormente, los tejidos se hidrataron por medio
de 3 cambios de xilol (5 min cada uno), seguidos
de 2 cambios en etanol al 100 % v/v (3 min) y
finalmente en agua destilada. Posteriormente, se
tifieron a continuacién mediante una coloracion
mixta acido-base Hematoxilina—Eosina (1:1),
donde primero se agregaron unas gotas de
Hematoxilina a la muestra, dejandose actuar por
5 min, luego de lo cual se realiz6 un lavado con
agua destilada, seguido a ello se afadieron unas
gotas de Eosina durante 30 seg, para finalmente
realizar un dltimo lavado con agua destilada. El
montaje realizado fue de tipo semi permanente,
sellando los cortes con gelatina glicerina [39]. Para
el registro fotografico se empleé un microscopio
estereoscopico Leica MZ75 y para el estudio
anatémico se empled un microscopio compuesto
Leica DM1000.

2.7. Produccion y extraccion de azadiractina
(AZA)

La producciéon de AZA, se evalué una vez
por semana, durante 4 semanas consecutivas en
un cultivo, de la misma composicién descrita
anteriormente para suspension celular, pero suple-
mentada con 10 mg/LL de Triton X-100 (agente
permeabilizante de la membrana), en funcion de
las siguientes variables: a) tipo de callo (E y NE)
y b) agentes quimicos precursores (AC:0, 10, 50
y 100 mg/L; ES: 0, 10, 50 y 100 mg/L) solo o
combinados, realizandose treintas (30) replicas por
tratamiento.

La AZA producida se determiné de manera
econdmica, rdpida y exacta mediante espectrofo-
tometria UV-visible, teniendo en cuenta el patrén
de concentracién conocida del metabolito [40]],
siguiendo la metodologia de vainillina validada
para limonoides relacionados a AZA [41]. Para
ello se tom6 1 mL de medio de cultivo, que se
transfirié a un tubo de centrifuga Falcon conico
de 10 mL, donde se adicioné 5 mL etanol
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al 9% vl/v, para luego mezclar por inversion,
centrifugdndose a 7000 rpm durante 15 minutos.
Posteriormente, se evaporo el etanol de la muestra
en un bano de Maria a 75 °C, resuspendiéndose
la muestra posteriormente en 1 mL de agua
destilada estéril, que se almacen6 a —80 °C hasta el
momento de la evaluacién por espectrofotometria,
la cual se realiz6é tomando 0,35 mL de la muestra
almacenada, a los cuales se les anadié 0,1 mL de
solucion de metanol de vainillina (0,02 mg/mL),
agitindose por inversion, y dejdndose reposar por
2 minutos. Luego, se agregaron 0,15 mL de 4cido
sulfdrico concentrado al 97 % (v/v) en 3 partes
de 0,05 mL, agitindose por inversion durante
10 segundos con cada adiciéon. Luego de esto,
se agregaron 0,35 mL de metanol, dejidndose
reposar la muestra por 15 min a temperatura
ambiente (25°C). La absorbancia se midi6 en
un espectrofotometro (Genesys™10, UV-Vis) a
577 nm. Los datos obtenidos se evaluaron por
medio de su comparacién con una curva estandar
de AZA, la cual se realiz6 utilizando soluciones
patréon de azadiractina en diclorometano, entre
0,01-1 mg/mL, que permitié validar la exactitud
del método espectrofotométrico que se utiliz6 para
determinar la AZA en este estudio [42].

2.8. Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de la producciéon de
AZA en funcién de las variables tipo de callo
(NE y E), asi como con el tipo, concentracién
y combinaciéon de precursores (AC y ES),
aplicando una ANOVA de dos vias una vez
corroborado que los datos cumplian los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza,
utilizando el programa de andlisis estadistico PAST
(versiéon 3.15, Hammer @., Museo de Historia
Natural, Universidad de Oslo, Noruega). También
se realizaron comparaciones puntuales a posteriori
mediante la prueba de Tukey. En todos los casos,
se utiliz6 como criterio un valor de significancia
de p < 0,05 [43]]. Los resultados (concentracién
de AZA versus tratamiento con agentes quimicos,
en funcion del tipo de callo) se visualizan mediante
gréficas de barra.
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3. Resultados y discusion

Los callos utilizados en la evaluacion de
produccién de azadiractina (AZA) en este trabajo,
fueron inducidos de dos distintos explantes:
segmentos de cotiledon y secciones foliares de vitro
plantas. A partir de las zonas de corte del explante
cotiledonar y foliar se form6 de manera indirecta,
una masa de células indiferenciada denominada
callo, que se distinguian por presentar diferentes
caracteristicas morfolégicas y anatémicas, que
permitieron a su vez catalogar dos tipos de
callo, uno de naturaleza regenerativa de plantas
llamado callo embriogénico (E) y otro sin
dicha capacidad llamado callo no embriogénico
(NE), aspecto poco descrito en los trabajos de
establecimiento de protocolos de regeneracion de
plantas in vitro de Neem, limitdndose solamente
a indicar callos regenerativos o no regenerativos,
aunado a ello, tampoco se describe claramente,
el tipo de callo empleado para la obtencién
de suspensiones celulares para la produccion de
metabolitos secundarios, lo cual es fundamental,
ya que es probable que acuerdo a las caracteristicas
morfo histolégicas de estos, las células estdn
relacionados en mayor grado a un determinado
proceso metabdlico, a decir, a los eventos de
diferenciacion vegetal en el proceso regenerativo en
el callo E, o en la produccidon de ciertos metabdlicos
tipicos en células indiferenciadas del callo NE. De
tal manera, que debe haber una distincién en la
produccién de AZA segun el tipo de explante y de
callo derivado de este.

En este sentido, al realizar la evaluacion
morfolégica de los callos generados en los
explantes, generalmente se encontraron callos
mixtos tanto para cotiledon como para hoja,
conformados por una zona compacta, globular, de
superficie lisa y de color amarillo claro, catalogado
como callo E tal como se muestra en las Figuras|Ta]
y otra parte friable (facil de disgregar), de
superficie rugosa y de color amarillo mds oscuro,
denominado como callo NE mostrado en las
Figuras 1B [Id] que se sub cultivaron por separado,
para aumentar la masa de estos. En relacion a las
caracteristicas histologicas de los callos E y NE,
no se encontrd diferencia en funcion del explante
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(f) Células de callo NE de Ct.

(h) Células de callo NE de F.

Figura 1: Morfologia e histologia de callo embriogénico (E) y no embriogénico (NE) en explantes
cotiledonares (Ct) y foliares (F) de Azadiractha indica

que le dio origen, pero si en el tipo celular de cada
clase de callo, siendo las células pequefias poco
densas en citoplasma y de forma isodiametricas
distribuidas en todo el callo, bordeado por una
epidermis uniestratificada, las tipicas del callo E
observada en las Figuras [Te] [Igl mientras que

las del callo NE fueron pequefias, densas de
contenido citoplasmdtico y de forma irregular, no
observiandose una epidermis como tal como se
muestra en las Figuras [If]

En concordancia al tipo de callo y el explante
que le dio origen, se evidenciaron diferencias
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significativas (p valor < 0,05) en la produccién
de AZA, en funcién de los precursores quimicos
ensayados en los cultivos en suspension celular, tal
como se muestra en la Figura[2] Al realizar anélisis
de varianza de dos vias, se encontré también
diferencias significativas (p valor < 0,05) en la
mayor produccion de AZA alos 14 dias de cultivo
(segunda semana) en callos derivados de tejido
foliar, y a su vez en callos NE, declinando el nivel de
AZA en las subsiguientes dos semanas de cultivo.

Asimismo, realizando comparaciones por pares
(entre semanas y luego entre todos los tratamientos
en la semana dos) se encontraron diferencias
significativas (p valor < 0,05) entre estos,
resaltando en todos los casos una mayor produccion
de AZA en respuesta a los tratamientos 2, 6 y 8
(correspondientes a 10 mg/L. de acetato de sodio,
50 mg/L de escualeno y 10 mg/L acetato de sodio
+ 10 mg/L escualeno respectivamente) a las dos
semanas, anexando el tratamiento 5 que presentd
igual produccion de AZA que el tratamiento 2 solo
para CE de cotiledon.

En cuanto a los valores puntuales por tratamiento
en la segunda semana, la AZA en callo E de
cotiledén fue 17,7 mg/L (T2), 18,4 mg/L (T6)
y 20,5 mg/L (T8), para callo NE fue 23,9 mg/L
(T2), 25,5 mg/L (T6) y 25,6 mg/L (T8). Mientras
que la AZA en callo E de hoja fue 28,7 mg/L
(T2), 27,9 mg/L (T6) y 28,7 mg/L (T8), mucho
menor a los valores encontrados en callo NE de
hoja, de 34,8 mg/L, 39 mg/L y 43,9 mg/L para los
tratamientos 2, 6 y 8 respectivamente, siendo estos
ultimos los mds altos encontrados, en especial para
el tratamiento 8.

La producciéon de AZA fue mayor en el callo
inducido de explantes foliares que de cotiledon,
dado a que dicho explante fue competente en el
desarrollo de callo con un metabolismo dirigido
a la sintesis de una elevada concentracién de
metabolitos secundarios, tal como lo han sefialado
Singh y Chaturvedi [29]. En este sentido, el primer
trabajo de AZA obtenida de callo a partir de tejido
foliar, se realizé sin describirlo [44]. No obstante,
al inducir callo de corteza y hojas, este se describe
como friable y de color amarillo claro, donde la
concentracion de AZA (64 mg/L) fue superior en
callo derivado de tejido foliar [45].
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En estudios de cultivo de tejidos vegetales, son
pocos los trabajos donde se blindan los resultados
cuantitativos encontrados ya sea en regeneracion
in vitro como en la produccién de metabolitos
secundarios, con los estudios morfo histolégicos
respectivos, aspecto que se también se observa en
Neem, sin embargo, pocos estudios hallados son de
gran valor a la hora de explicar ciertos fendmenos
en este tipo de investigaciones. En este orden
de ideas, en cultivo in vitro independientemente
del explante, se inducen dos tipos de callo, uno
de cardcter regenerativo de plantas (embriogénico
“E”) y otro no regenerativo (no embriogénico
“NE”). Por lo general, la morfologia del primero es
de naturaleza compacta, de superficie lisa'y de color
blanco crema, siendo sus células isodiamétricas,
mientras que el segundo es “friable” (frdgil al
disgregarse), de superficie rugosa y de color
amarillo, constituido histolégicamente por células
de forma irregular [46]; ademds ambos tipos se
caracterizan por producir metabolitos secundarios
en funcion del estimulo hormonal o el estrés
(hidrico, salino, etc) a que son sometidos, en
particular el de tipo no regenerativo [37].

A pesar de los escasos estudios morfo anat6-
micos de los distintos tipos de callo formados
en Neem, se ha corroborado recientemente la
descripcion antes mencionada en los trabajos
realizados por Fernandez et al. [35] y Artigas y
Fernandez [34]][38]], donde de manera detallada
describen tres tipos de callo: callo E, callo
organogénico (caulogénico o de brotes, rizogénico
o con raices) y callo NE.

Posteriormente, algunos investigadores descri-
ben el callo de segmentos nodades, como friable,
de color amarillo brillante, e histolégicamente
constituido por un grupo compacto de células
pequeias en constante division celular hacia el
centro, alargdndose estas a medida que se acerca a
la periferia, siendo la zona compacta la de potencial
regenerativo (callo E), mientras que la periférica
(Callo NE) es ideal para la eficiente produccion de
metabolitos secundarios, dada la facil disgregacion
de este tipo de callo, asumiéndose que el callo
descrito es mixto, coincidiendo esto con los
resultados encontrados en este trabajo [47]].

Otros investigadores solo clasifican de acuerdo
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Figura 2: Produccién in vitro de azadiractina en el tiempo (semanas) en funcién del tipo de callo
(embriogénico “E” y no embriogénico “NE”) de dos explantes (COTILEDON y HOJA) y agentes
quimicos (precursores en mg/L: acetato de sodio “AC” y escualeno “ES” ). Tratamientos: 1: 0 AC+0
ES; 2: 10 AC; 3: 50 AC; 4: 100 AC; 5: 10 ES; 6: 50 ES; 7: 100 ES; 8: 10 AC+ 10 ES; 9: 50 AC+ 50 ES;

10: 100 AC+ 100 ES

al color (verde, marrén y crema), tres tipos de
callo originados de hoja de vitro plantas, pero
a través del registro fotografico, se aprecia que
los mismos son NE, al visualizarse friables y
de superficie rugosa, por lo cual la produccién
de AZA fue en funcién del estimulo hormonal;
detectindose altos niveles de esta (214,5 mg/L)
en el verdoso, seguido del marrén (51,56 mg/L)
y por ultimo el crema (28,49 mg/L), donde la
citocinina Tidiazuron (0,6 mg/L. TDZ) influy6 en
la formacién del callo verde, mientras que los
otros dos fueron inducidos por la auxina 2,4-D
(0,6 mg/L), planteando que por mecanismos no
claros, que el 2,4-D inhibe la sintesis de metabolitos
secundarios. De tal manera, que los resultados
descrito en esta investigacion concuerdan con el

planteamiento anterior, ya que se indujo callos con
una mayor concentracion de citocinina (1 mg/L de
BAP) que de auxina (0,4 mg/L de 2,4-D o AIA),
favoreciendo la sintesis del AZA, pero al usarse
adicionalmente a la auxina el 2,4-D en cotiledon,
pudo ser inhibida parcialmente su produccion, y ser
menor que la obtenida en callo generado de tejido
foliar donde se usé como auxina el AIA [48]].

Asimismo, en Boesenbergia rotunda, al realizar
la comparacion cuantitativa y cualitativa en la
produccion de metabolitos primarios y secundarios
en callos regenerativos (callo E y organogénico)
y no regenerativos (NE) en cultivo in vitro de
raices, determiné un mayor nivel de metabolitos
primarios (fenilalanina, prolina y tript6fano, etc)
en callos regenerativos, debido a que estos
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compuestos son fundamentales para el proceso de
diferenciaciéon de embriones u 6rganos, mientras
que la concentracién de metabolitos secundarios
(alcaloides, fenoles, etc) fue mucho mayor en el
callo NE. Por lo cual, se reafirma los resultados
encontrados en esta investigacion, donde el tipo
de callo influye en la produccién de metabolitos
secundarios, siendo el callo NE el ideal para tal
fin, ya que no estd comprometida la maquinaria
metabolica para los complejos y diversos procesos
de diferenciacién, que requieren una elevado
gasto de ATP en la sintesis de gran cantidad de
metabolitos primarios, y muy baja de metabolitos
secundarios ya que no son requeridos para dichos
procesos [46].

La producciéon metabolitos secundarios tipo
limonoides como la AZA, es mejorada potenciando
su ruta metabdlica de sintesis, a través de
precursores, que son compuestos quimicos que
actian como intermediarios en la misma [49]],
donde el tiempo de cultivo es critico, ya que en
cultivos en suspension celular sin reposicion de
medio, se agotan los nutrientes como el fésforo o
nitrégeno, impactando el crecimiento celular y por
ende su biomasa, conllevando a la afectacion de
la sintesis, reportandose asi un pico maximo de la
misma a los 12 dias, en callo NE derivado de brotes
[23]], debido a la reduccidn del 50 % del nitrato y el
100 % de la fuente de carbono (sacarosa), luego del
cual declina su sintesis [23]][30], siendo similar esta
tendencia a la encontrada en este trabajo, donde
a los 14 dias (2 semanas) se hallé6 la maxima
produccién de AZA, independientemente del tipo
de callo y tratamiento con precursores.

Algunos investigadores [24] sugieren que la
reduccion de AZA, durante el cultivo en matraces,
puede deberse a la combinacion de tres factores:

(1) se alcanza una fase estacionaria, con menor o
nula sintesis del producto,

(2) iniciacién de un proceso de degradacion del
producto, y

(3) cambios en la estructura quimica del me-
tabolito secundario, derivando este en otros
compuestos no—detectables.
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Atribuyendo la ocurrencia de estos, a los
cambios en la composiciéon del medio de cultivo,
donde particularmente, el azicar, el nitrégeno y el
fésforo, son progresivamente consumidos por las
células del callo, disponiendo de menos nutrientes
para continuar el proceso metabdlico de sintesis.

Los precursores, que influyen en la produccion
de AZA, se dividen en dos grupos: naturales y
obligados. Los primeros, como en el acetato de
sodio (AC), no son miembros de la ruta biosintética
de la AZA; este debe ser primeramente tomado
y transformado por la célula en 4cido acético,
y posteriormente incorporarse al ciclo de los
dcidos tricarboxilicos, permitiendo un incremento
en los niveles de acetil CoA, el cual comprende
el primer paso en la ruta del mevalonato, se
forman moléculas intermedias que generan farnesil
pirofosfato, la cual da lugar al escualeno por
la accion de la enzima escualeno sintasa. Los
segundos, son miembros directos de la ruta de
sintesis de la AZA, siendo incorporados a esta
sin ser previamente transformados; este es el caso
del escualeno (ES), que participa en las fases
finales de esta ruta, siendo transformado en 2,3-
oxidoescualeno, luego lanosterol, y de alli pasa por
otros productos intermedios hasta llegar a la AZA
[S0].

Otros investigadores [22]], reportaron un in-
cremento en la sintesis de AZA de 16 veces
(72,8 mg/L), usando ES a 10 mg/L, una mayor
concentracion a la obtenida en este estudio, no
obstante, hay que destacar que los autores no hacen
referencia al peso usado en las muestras de callos.
Asimismo, otros autores [19]], sefialan que el AC
aumentaba los niveles de AZA en mayor grado que
el ES, 47,06y 32,71 mg/L respectivamente, cuando
se utilizaban individualmente en los cultivos,
aspecto no observado en este trabajo, pudiendo
atribuirse a que las concentraciones ensayadas no
fueron las mismas. Sin embargo, al combinar AC
y ES se incrementa la concentracion de AZA,
ya que estos actian en diferentes niveles de la
cascada de la sintesis de triterpenoides [20, 21],
aspecto evidenciado en esta investigacién a las
concentraciones ensayadas.

El aumento de la producciéon de AZA por
la adicion de 2 precursores necesita que sea a
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una concentracion Optima dentro de la célula
al momento de la sintesis, ya que pueden
causar inhibicién por retroalimentacion en la ruta
biosintética [[19]][28]][50], lo cual, se verifico en este
trabajo al combinar AC y ES a concentraciones de
50 y 100 mg/L, donde la producciéon de AZA se
vio disminuida.

4. Conclusiones

Finalmente, se puede concluir que este es el
primer estudio en Neem que evidencia la im-
portancia de las caracteristicas morfo anatomicas
del callo y del explante que le dio origen, en
relacion a los agentes quimicos, en la produccién
de AZA, donde la mayor produccién se obtuvo
a los 14 dias de cultivo en suspension celular,
principalmente de callo no embriogénico (NE)
proveniente de secciones de hoja, con solo 50 mg/L.
de ES (39 mg/L de AZA) o con la combinacion de
10 mg/LL de AC con 10 mg/L de ES (44,2 mg/L.
de AZA), ya que ha mayores concentraciones
de precursores solos o combinados y tiempo de
cultivo declina significativamente la produccion
del metabolito secundario. Estos resultados pueden
ser la base para futuras investigaciones en
bioreactores, donde se produzca masivamente este
importante metabolito secundario.
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