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indica A. Juss from cell suspensions, coupled to the production of
azadiractin in vitro
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Abstract.- Neem (Azadirachta indica A. Juss; Meliaceae) is a woody tree versatile in medical, environmental and agricultural
fields. In agriculture, its role is bioinsecticide, due to the secondary metabolite azadirachtin (AZA), only synthesized by this
specie. To obtain the optimal concentration required a large amount of seeds, available for a short period of time per year,
however, by techniques biotechnological, elite varieties coupled to a higher yield in the production of said compound can be
obtained, regardless of the period of the year. Therefore, this study to establish the somatic embryogenesis system linked to
the in vitro production of AZA in suspensions cells, from leaf and cotyledon, with different concentrations of cytokinin (BAP)
and auxins (2,4-D and AIA) to regenerate plants and non-embryogenic callus, for the latter in liquid medium, to evaluate the
effect of different proportions nitrate/ammonium, sodium acetate and squalene. Somatic embryos were differentiated in cell
suspensions with 2 mg/L of BAP and 1 mg/L of 2,4-D, after 5 months of culture. The maximum production (52,53 mg/L)
of AZA in 14 days of culture was achieved by simultaneously using nitrate (60 mM), sodium acetate and squalene (10 mg/L
each).
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Establecimiento del sistema de embriogénesis somética en Azadirachta
indica A. Juss a partir de suspensiones celulares, acoplado a la
produccion de azadiractina in vitro

Resumen.- El neem (Azadirachta indica A. Juss; Meliaceae), es un drbol lefioso versatil en medicina, remediacion y agricultura.
En el agricola, su rol es bioinsecticida, debido al metabolito secundario azadiractina (AZA), Ginicamente sintetizado por esta
especie, cuya concentracion Optima, requiere principalmente gran cantidad de semillas, disponibles por un breve lapso de
tiempo al afio, no obstante, por técnicas biotecnoldgicas, se puede obtener variedades elite acopladas a un mayor rendimiento
en la produccién de dicho compuesto, independientemente del periodo del afio, por lo cual el objetivo de este trabajo fue
establecer el sistema de embriogénesis somadtica concatenado a la produccién in vitro de AZA en suspensiones celulares, a
partir de hoja y cotiledén, con distintas concentraciones de citocinina (BAP) y auxinas (2,4-D y AIA) para regenerar plantas
y callo no embriogénico, para de este tltimo en medio liquido, evaluar el efecto de distintas proporciones de nitrato/amonio,
acetato de sodio y escualeno. En suspensiones celulares se diferenciaron embriones somaticos con 2 mg/L de BAP y 1 mg/L
de 2,4-D, luego de 5 meses de cultivo. La maxima produccién (52,53 mg/L) de AZA en 14 dias de cultivo, se logré empleando
simultdneamente nitrato (60 mM), acetato de sodio y escualeno (10 mg/L c/u).

Palabras clave: precursor; MS nitrico; regeneracion in vitro; suspension celular.
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Accepted: 25 de julio, 2022. El Neem (Azadirachta indica A. Juss) es una

planta arbérea de la familia Meliaceae, originada

en la India, cuyo cultivo se ha extendido al Asia
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[2], mientras que en Venezuela se ha utilizado
para recuperar suelos, reforestacion elaboracion de
abonos e insecticidas [1]. Sin embargo, en este
siglo, diferentes partes vegetativas y reproductivas
de esta planta son empleados en el tratamiento
en medicina popular de distintas enfermedades
[3], dada la presencia de ciertos metabolitos
secundarios [4], ya sea en afecciones digestivas
como dermatoldgicas [S], como tumorales [6].
Aunado aello, la presencia exclusiva del metabolito
secundario azadiractina (AZA) [[7], en esta especie
vegetal, determina el rol biocontrolador de insectos
plagas [8]], no obstante, la produccién convencional
depende fundamentalmente de semillas, que al
producirse una sola vez al afio, por viabilidad
econdmica necesita gran cantidad de dicha materia
prima, usando mayores extensiones de tierras que
no pueden usarse para otros cultivos de importancia
agroalimentaria. Por tanto, las técnicas biotecno-
l6gicas por cultivo de tejidos, permiten producir
masivamente a bajo costo la AZA [9], basdndose
en la totipotencia de las células vegetales, que
puede generar células indiferenciadas denominadas
callo [10], con caracteristicas regenerativas de
plantas (exclusivamente el Callo embriogénico) o
en la produccion de metabolitos secundarios (Callo
embriogénico y callo no embriogénico) [11]].

En relacion a la regeneracion de plantas in vitro,
se ha reportado en medio solido, ya sea a través
de la germinacién de semillas [12], asi como
de explantes como semillas [13]], anteras [14],
brotes axilares [15]], endospermo [16] y embriones
cigoticos [17, [18]]. Las vitro plantas obtenidas
se diferencian, ya sea por organogénesis como
por embriogénesis somdtica, tanto primaria como
secundaria [19} 20, 21]], distinguiéndose el desa-
rrollo organogénico directo en explantes nodales
[22]], mientras que mayor es la tasa regenerativa
a través de embriones somdticos desarrollados
indirectamente de explantes cotiledonares [23]].

La produccién in vitro de AZA es eficiente
[24] en callo, suspensiones celulares y en raices
en cabellera [25, 26, 27, 28, [29, [30, [31]],
pero tiene mucho menos tiempo de estudio en
comparaciéon con otros metabolitos secundarios
de interés comercial [32] variando los reportes
de AZA entre 2,5 a 72,81 mg/L, en relacion

B FACULTAD
] DE
S INGENIERIA

a las condiciones bioldgicas, quimicas y fisicas
del cultivo, potenciando el uso del agente
permeabilizante Tritén X-100, para facilitar la
extraccion sin pérdida de la viabilidad celular
[33] velocidad de agitacion de 120 rpm [34], para
mantener un nivel adecuado de oxigeno [11} 28,
29|, asi como de precursores como el acetato de
sodio, y escualeno [33], incrementando los niveles
de nitrégeno [36], utilizando callos friables de
diferente origen [37, 38]], o tipo [39], donde el
ultimo reporte de suspensiones celulares derivadas
de callo friable verde amarillento derivado de
flores, utilizando los precursores pirofosfato geranil
y isopentil pirofosfato y altos niveles de nitrégeno
repercutié en 71,6 mg/L de AZA [40] o con
extracto de levadura logrando 190,5 mg/L [41].

A pesar de los reportes de eficientes protocolos
de regeneracion por embriogénesis somdtica
en Neem, no se ha descrito este sistema en
suspensiones celulares, el cual facilitaria la masiva
y rdpida micropropagacion de plantas elites en la
produccién de AZA. Asimismo, por suspension
celular, también se conoce mucho de la produccion
de este metabolito secundario, como el mayor
rendimiento empleando callo no embriogénico
de segmentos foliares, donde seria apropiada
la optimizaciéon de los pardmetros quimicos
referentes a la combinacién de precursores
quimicos con distintas relaciones de nitrogeno. De
tal manera, que el objetivo de esta investigacion, fue
establecer el sistema de embriogénesis somdtica
en Azadirachta indica a partir de suspensiones
celulares, acoplado a la produccién de azadiractina
in vitro.

2. Materiales y métodos

Cultivo in vitro en medio solido

A partir de drboles de Neem (Azadiractha
indica A. Juss) sanos, ubicados en el Campus de
la Universidad de Carabobo (Estado Carabobo-
Venezuela), se obtuvieron frutos inmaduros, que
fueron el material biolégico inicial de los
ensayos in vitro en el afio 2017. Estos se
desinfectaron el mismo dia de su colecta, en una
campana de flujo laminar horizontal, escindiendo
el embridn cigdtico, aislando primero el epicarpio
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y mesocarpio, permaneciendo solo el endocarpio,
que se lavé dos veces por 2 min cada uno, con agua
destilada estéril y detergente liquido comercial
(Dodecilbencensulfonato de sodio, Clic®, Ficil
Quimica C.A.). Posteriormente, se efectué un
lavado con isopropanol al 70 % v/v durante
30 segundos y con agua destilada estéril por
1 min, otro lavado con cloro comercial (3,5 %
de hipoclorito de sodio) al 20 % v/v y Tween
20 (1gota/10mL) por Smin, y definitivamente
3 lavados con agua destilada estéril de 1 min
cada uno, para eliminar el cloro y alcohol
isopropilico sobrante. Finalmente, se sumergié en
una solucion de cisteina al 1% en agua destilada
estéril por 30 min, para minimizar la oxidacion del
embrion cigético como explante inicial. De este
se desarrolla la vitro planta en el medio MS con
02mg/L de BAP (6-N-bencil-aminopurina), en
oscuridad continua y temperatura ambiente (25 °C)
hasta la diferenciacion radical y la apertura de la
hojas cotiledonares, estimulando el desarrollo de
la misma a 120 uE/m?s! de iluminacién continua,
que luego de 2 semanas se obtuvo como explantes
definitivos (cotiledén y hoja) para la induccién
de callo (embriogénico “E”; no embriogénico
“NE”) en placas de Petri, con medio MS soélido
suplementado con distintos tipos y niveles de
reguladores del crecimiento, medios de cultivo
Optimos establecidos por Artigas y Fernandez [19]
y Ferndndez et al. [21] en oscuridad continua
y temperatura ambiente (25 °C). Para segmentos
foliares se empleé 1 mg/L de BAP con 0,4 mg/L
de AIA (4cido indol acético), mientras que para
cotiledén se utilizé 1 mg/L de BAP con 0,4 mg/L
de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacetico).

Cultivo in vitro en medio liquido

A partir de segmentos pequefios de callo E
o NE se iniciaron las suspensiones celulares,
siguiendo el sistema de Ferndndez et al. [42].
En matraces Erlenmeyer con 100 mL de medio
liquido, de idéntica composicion para el induccion
callogénica en medio sélido segin el tipo de
explante, se colocé mediante una pinza y/o bisturi
estéril 1g de los trozos disgregados del tipo de
callo (segin el caso). Con el callo E derivado
de secciones de hoja y de cotiledon se evalu6 la
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induccién de la embriogénesis somatica, mientras
que del callo NE originado de segmentos foliares
se evalud la produccion de azadiractina (AZA).
Los cultivos inicialmente de suspension gruesa, se
mantuvieron en oscuridad continua y a temperatura
ambiente (25°C), con agitaciéon continua de
150 rpm, para facilitar una mayor disgregaciéon de
los agregados celulares. Después de 2 semanas,
se pasé a través de un tamiz de malla de acero
(150 mesh), obteniéndose una suspension fina, que
se dej6 en agitacion a 100rpm, a temperatura
ambiente (25 °C) y oscuridad continua, variando
la reposiciéon de medio de cultivo, cada 15 dias por
5 meses para induccion de embriones sométicos
y sin renovacion (estrés) por 5 semanas para la
produccion de AZA. Para el proceso regenerativo
se evalué la combinacion de la citocinina BAP (1, 2,
4y 6mg/L) con la auxina 2,4-D (0,4, 1 y 2mg/L),
mientras que para la sintesis de AZA la incidencia
de luz fue nula, para facilitar la mayor produccién
de este terpenoide, ya que al ser este fotosensible
se degrada con dicho estimulo [43].

Evaluacion morfo histologica

la caracterizacién anatémica y morfolégica de
las suspensiones celulares, se efectué de acuerdo
al protocolo establecido por Fernandez et al.
(21, 42, 44] y Artigas y Ferndndez [19, 20]. Para
el registro fotografico se empled un microscopio
estereoscopico Leica MZ75 y para el estudio
anatémico se empled un microscopio compuesto
Leica DM1000.

Produccion y extraccion de azadiractina (AZA)

La produccion de AZA, se evalu6 una vez
por semana, durante 5 semanas consecutivas en
un cultivo, de la misma composicion descri-
ta anteriormente para suspension celular, pero
suplementada con 10mg/L de Tritén X-100
(agente permeabilizante de la membrana), en
funciéon de las siguientes variables: relacion de
las sales de nitrégeno en mM NO;3; /NH4*
40:20 (KNO3: 20; NH4NO3:20), 50:10 (KNOs:
40; NH4NO3:10), y 60 (KNO3: 60; NH4NO3:0)
combinadas con los precursores acetato de sodio
(AC: 0, 10 y 50 mg/L) y escualeno (ES: 0, 10 y
50mg/L), realizdndose treintas (30) replicas por
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tratamiento. Se determiné el nivel de AZA por
espectrofotometria UV-visible, una técnica barata,
expedita y exacta, tomando en consideracion el
patréon de concentracion conocida del metabolito
secundario [45]], siguiendo el método de Ila
vainillina aceptada para limonoides relacionados
a AZA [46], el cual inicia tomando 1 mL de medio
de cultivo, que se trasladé a un tubo de centrifuga
Falcon cénico de 10 mL, donde se anadié 5 mL
etanol al 9 % v/v, para inmediatamente mezclar
por inversion, centrifugandose a 7.000 rpm por
15 minutos. Consecutivamente, se evapord el
etanol de la muestra en un bafio de Maria a 75 °C,
resuspendiéndose la muestra subsiguientemente en
1 mL de agua destilada estéril, que se almacend
a —80°C, hasta el instante de la evaluacion por
espectrofotometria, la cual se efectué tomando
0,35 mL de la muestra almacenada, a los cuales
se les afiadié 0,1 mL de solucién de metanol de
vainillina (0,02 mg/mL), agitdndose por inversion,
y dejdndose reposar por 2 minutos. Prontamente, se
agregaron 0,15 mL de 4dcido sulfirico concentrado
al 97 % (v/v) en 3 partes de 0,05 mL, agitindose
por inversién por 10 segundos con cada adicion.
Inmediatamente de esto, se adicionaron 0,35 mL de
metanol, dejandose reposar la muestra por 15 min
a temperatura ambiente (25 °C). La absorbancia se
midié en un espectrofotémetro (Genesys 10, UV-
Vis) a577 nm. Los datos obtenidos se valoraron por
medio de su comparacién con una curva estindar
de AZA, la cual se realizé utilizando soluciones
patrén de azadiractina en diclorometano, entre
0,01-1 mg/mL, que asinti6 validar la exactitud del
método espectrofotométrico que se manejo para
establecer la AZA en este estudio [47]].

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis de la diferenciacion de
agregados embriogénicos y embriones somaticos,
en funcién de los reguladores de crecimiento y
explantes, mientras que en la producciéon de AZA
se efectu6 en funcién de la relacion de sales
de nitrégeno (nitrato y amonio) y precursores
quimicos (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
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estadistico PAST (versiéon 3.15, Hammer 0.,
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 utilizé como criterio un valor
de significanciade p < 0,05 [48]]. Los resultados de
induccién de embriogénesis somadtica se evalué con
las variaciones promedio de células y agregados
embriogénicos en curvas continuas en funcidn
del tiempo, en relacion a las combinaciones de
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo,
mientras que la produccién de AZA se valor6 en
funcién la concentracién del metabolito con los
tratamientos referentes a la combinacion de sales
de nitrégeno y precursores quimicos.

3. Resultados y discusion

Las caracteristicas de las poblaciones de las
células y de los agregados celulares en una
suspension celular, varfan en funcion al tipo de
callo empleado y a su vez del explante de origen, ya
sea para establecer suspensiones a partir de callo
embriogénico (E) para estudiar la embriogénesis
somadtica o con callo no embriogénico (NE) para
la produccién de azadiractina (AZA). Asi la
suspension celular obtenida del callo E de hoja
(De color blanco y de consistencia compacta por
presentar “neomorfos”) fue menos concentrada
(poco turbia) que la obtenida del callo E originado
del cotiledén (color beige, consistencia suave),
obteniéndose una poblacion celular heterogénea,
ya que no se descarta la presencia de “parches”
callo NE, mientras que en las suspensiones no
embriogénicas, predominan las células NE. En
este sentido, las células no embriogénicas y
embriogénicas pueden estar agrupadas, siendo
hialinas, alargadas y de mayor tamafio las células
no embriogénicas, algo densas en citoplasma,
isodiametricas y mds pequeiias las células em-
briogénicas (Figura [Ia), encontrdndose también
de forma individual células no embriogénicas
(Figura[Ib)) y embriogénicas (Figura[lc), o en grupo
celular homogéneo no embriogénico (Figura [1d)
o embriogénico (Figura [I¢), asi como en forma
de agregados celulares poco compacto (Figura|Lf),
o compacto (Figura [Ig), donde se evidencia un
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patrén de divisién celular simétrico (Figura [[g) o
asimétrico (Figura[Th)), potencidndose el desarrollo
de embriones somadticos (Figura o callo E
(Figural[Ij), que facilitaron la proliferacién primaria
indirecta y asincrénica de embriones somdticos
individuales de forma globular (Figura [IK),
torpedo (Figura [II) y cotiledonar (FFigura [Im),
diferencidandose asincrénica y directamente a
nivel epicotilar en estos dos ultimos, embriones
somdticos secundarios (Figura[In)), que germinaron
(Figura y desarrollaron plantas completas
(Figura [[o). En Cultivo in vitro de Neem, solo
hay algunos trabajos del proceso regenerativo
por organogénesis y embriogénesis somadtica
en medio soOlido, donde de manera detallada
se describen los sistemas, en particular el
embriogénico primario y ciclico o repetitivo, el
cual es de mayor tasa regenerativa, empleando
explantes cotiledonares [19, 20, 21]], por tanto,
este es el primer reporte en el establecimiento
del sistema de suspension celular de Neem,
donde las caracteristicas de las células, agregados
celulares, patrén de division celular, estadios
del embriéon somadtico, asincronia embriogénica
y diferenciacion directa de embriones somdticos
repetitivos es similar al indicado en Coffea arabica
[42].

Al evaluar cada 15 dias los cultivos en
suspension, se observd un crecimiento lento,
el oscurecimiento (oxidacion) del medio por la
acumulacion de sustancias fendlicas al ser un
sistema sin recambio, donde la mayor proliferacion
de células y agregados celulares fue a partir de 30
y 60 dias al emplear respectivamente callo E de
hoja y cotiledon, empleando altas concentraciones
de BAP y 2,4-D, en particular 2 BAP+1 2,4-D
para el primero y 4 BAP+1 2,4-D para el segundo
(Figura [2). Destacdndose significativamente una
formacion de células y agregados en el caso de
callo E originado de cotiledén, distinguiéndose
un promedio de 4,5 + 8/mL de estructuras em-
briogénicas primarias y secundarias en diferentes
estadios a los 5 meses, dnicamente en el medio
optimo ya resefiado. El empleo de BAP combinado
con auxinas como el 2.4-D o AIA, favorece
la inducciéon de la embriogénesis somética en
medio sélido en Neem [17, [18, 21, 49, 50, |51]],

pad FACULTAD
o7 DE
5 INGENIERIA

pero en medio liquido este trabajo el primer
reporte de ello, donde el cultivo sin reemplazo de
medio, favorecié la acumulacién de compuestos
fendlicos, una condicién de estrés que pudo haber
contribuido la activaciéon de la embriogénesis
somdtica, tal como lo plantea un trabajo previo
[52], al indicar que la exposicion transitoria de
las células a condiciones fuertes de estrés (estrés
osmotico, aplicacion de metales pesados, alta o
baja temperatura, hipoxia, radiacion ultravioleta,
tratamientos mecdnicos o quimicos) y/o altas
concentraciones de reguladores del crecimiento,
facilita el desarrollo de embriones sométicos, tal
como se describe en callo embriogénico de la
planta lefiosa Feijoa sellowiana, donde se favorece
la diferenciacion de embriones somdticos en
altas concentraciones de los compuestos fendlicos
floroglucinol y 4cido caféico [53]], no obstante, no
se ha dilucidado las vias especificas por medio de
la cual este agente estresante activa el desarrollo
de los embriones somaticos. Asimismo, la baja
diferenciacion de embriones somdticos en un tnico
medio de cultivo, evidencia lo recalcitrante de la
especie vegetal al evento regenerativo en medio
liquido, tal como se observé en medio sélido [21]],
donde altas concentraciones de citocininas como
el BAP favorece tanto la embriogénesis primaria
como secundaria en plantas lefiosas como el Neem
(19,120, 21] o el café [42]].

Al evaluar la produccion de azadiractina (AZA)
con 15 tratamientos en 5 semanas de cultivo, la
variacion en funcién del tiempo fue similar con los
tratamientos, donde se incremento la concentracion
del metabolito secundario en las dos primeras
semanas de cultivo (14,3-52,9 mg/mL), decayendo
progresivamente en las tres restantes (28,8-14,1
mg/mL), encontrandose la mayor sintesis en la
segunda semana (33,1-52,9 mg/mL). Asimismo,
en funciéon de la combinacién de precursores
quimicos y relaciones de sales de nitrégeno en
los tratamientos, se observd que las menores
concentraciones de AZA (12,1-37,2 mg/mL)
estuvieron en tratamientos sin precursores (T1-T3),
mientras que las mayores concentraciones (14,4—
52,9 mg/mL) se detectaron en tratamientos (T5-T6)
con los dos precursores (10 mg/mL de acetato de
sodio “AS”+ 10 mg/mL escualeno “ES”) con las

160 Revista IngeNiErRiA UC, ISSN: 1316-6832, Online ISSN: 2610-8240.



Universidad
U C de Carabobo  FrrnAnpEZz & MoNTILLA / REVISTA INGENTERTA UC, VoL. 29, N° 2, AcosTo, 2022 —

(a) Agrupacion de células embriogé-
nicas (E) y no embriogénicas (NE)

S T e )

(b) Célula NE individual
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(f) Agregado celular poco compacto
- . T 1

(g) Agregado celular compacto con (h) Agregado celular compacto con (i) Agregado celular compacto con
células E en patrén de division células E en patrén de division embrién somético globular

simétrica asimétrica

(m) Embrién
cotiledonar
secundarios

somdtico (n) Diferenciacion directa (fi) Germinaciéon de em- (o) Vitro plantas con pri-
de embriones somadticos briones somdticos secun- meras hojas desarrolladas
darios

Figura 1: Morfo anatomia de la suspension celular de Azadiractha indica

mayores relacion de nitrato (NO3;~/NHy4*, 50:10
y 60:0), encontrdndose diferencias significativas
(p < 0,0002) entre estos, siendo la mayor
concentracion (52,9 mg/mL) en T6 (10 mg/mL
AC+10 mg/mL ES+MS 60:0), siendo menores las
concentraciones de AZA en tratamientos (T7-T15)

con mayores concentraciones de precursores (50
mg/mL de AS y/o ES) (Figura[3).

En este sentido, estos resultados confirman la
tendencia de incremento progresivo de la sintesis
de AZA hasta los 14 dias (2 semanas de cultivo),
disminuyendo en las subsiguientes semanas de
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Figura 2: Variacion en el numero de células y agregados por mL en suspension de callo E derivado de
segmentos foliares y de cotiledén, cada 15 dias durante 5 meses de cultivo en 7 medios con distintas

concentraciones (mg/mL) de BAP y 2,4-D

cultivo, por el agotamiento de nutrientes en
el medio nutritivo, descrito previamente en
suspensiones celulares de callo NE derivado de
secciones foliares [39]], explicindose que la sintesis
del metabolito secundario probablemente se da por
tres factores:

1. una menor tasa de sintesis, ya que se alcanza
una fase estacionaria,

2. lainiciacién de un proceso de degradacion y

3. a cambios en la estructura del fitoquimi-

co, derivando este en otros compuestos
no—detectables [54],

donde la aparicién de estos factores estd asociada
a los cambios en la composiciéon de nutrientes
en el medio de cultivo, tales como nitrégeno,
fésforo y fuente de carbono como la sacarosa,
que progresivamente son metabolizados por las
células [54], como en los cultivos celulares de

162

callos derivados de brotes de A. indica, que para
el dia 12, mds de la mitad del nitrato y el total
de sacarosa presente en el cultivo habia sido
consumido [55]. Asimismo, también se indica
que la combinaciéon de 10 mg/mL de acetato
de sodio y escualeno como precursores quimicos
fue el Optimo en la producciéon del metabolito
secundario (44,2 mg/mL) [39], sin embargo, fue
menor a la concentracion obtenida en este trabajo
(52,9 mg/mL), debido al incremento de nitrégeno
(relacion nitrica en el medio de cultivo MS 60:0).

Con respecto a la variacién del pH del medio
durante las seis semanas de cultivo, se encontré
un incremento del nivel (6,2—-6,5) del mismo a
partir de la segunda semana, en funcién de la
relacion de sales de nitrégeno empleadas, partiendo
de 5,8 (inicio del cultivo), hasta 6,8—7,2 en la quinta
semana (Figura[d). Esta respuesta es explicada por
el hecho que la absorcion del nitrogeno inorgénico
puede alterar fuertemente el pH del medio, lo cual
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Azadiractina (mgiL)

Semanas

Tratamientos: T1: 0 AC+0 ES+MS 40:20; T2: 0 AC+0 ES+MS
50:10; T3: 0 AC+0 ES+MS 60:0; T4: 10 AC+10 ES+MS 40:20;
T5: 10 AC+10 ES+MS 50:10; T6: 10 AC+10 ES+MS 60:0; T7:
10 AC+50 ES+MS 40:20; T8: 10 AC+50 ES+MS 50:10; T9: 10
AC+50 ES+MS 60:0; T10: 50 AC+10 ES+MS 40:20; T11: 50
AC+10 ES+MS 50:10; T12: 50 AC+10 ES+MS 60:0; T13: 50
AC+50 ES+MS 40:20; T14: 50 AC+50 ES+MS 50:10; T15: 50
AC+50 ES+MS 60:0.

Figura 3: Produccién in vitro de azadiractina
en el tiempo (semanas) en funcién de la
combinacion de distintas relaciones MS de
nitrégeno “NO3;~/NH4*” (40:20, 50:10 y 60:0 o
“nitrico”) con los precursores acetato de sodio
“AC” (0, 10 y 50 mg/L) y escualeno “ES” (0, 10y
50 mg/L)

afecta a la azadiractina sintetizada. En el caso
mads especifico de los iones NO3~, presentes en
el nitrato de potasio (KNO3) del medio MS, su
consumo resulta en un incremento del pH del
medio. La azadiractina es una molécula estable
en disoluciones acuosas medianamente dcidas,
con un pH entre 4 y 6, siendo inestable en
soluciones fuertemente acidas o alcalinas, e incluso
muy cercanas a pH 7 [56]. Estas variaciones son
similares a las reportadas por otros investigadores
[54.155]], donde el pH de 5,8 al inicio del cultivo, se
reduce durante los primeros 10 dias hasta valores
entre 4,5--5, para luego aumentar nuevamente,
alcanzando valores de hasta 6,2 en el dia 16.
Igualmente, es posible que estas variaciones en el
pH sean consecuencia del consumo de otros iones
presentes en el medio nutritivo o a la excrecion de
sustancias de desecho en este.

Al detallar la sintesis de AZA en la segunda
semana de cultivo en funcién de la combinacién
de precursores y relaciones de sales de nitrégeno,
evidenciamos que significativamente (p < 0,0005)
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Relacién de sales
de nitrogeno

pH
\
\

—+— M5 40:20

#—MS 50:10

MS nitrico

Semanas
Figura 4: Variacion del pH en funcién del tiempo
de cultivo (semanas) en medios MS de nitrégeno
“NO3; /NH4*” con diferentes combinaciones
(40:20, 50:10 y 60:0 o “nitrico”).

la mayor concentracion del metabolito secundario
se halla al combinar 10 mg/mL AC+10 mg/mL
ES con la mayor relacion de nitrégeno nitrica
(NO3~/NH4*: MS 50:10 y MS 60:0) (Figura .
De tal manera, se ratifica el importante papel
de los precursores acetato de sodio y escualeno
en la producciéon de azadiractina [S7)], donde el
primero al no pertenecer a la ruta biosintética del
mismo, debe ser transformado en 4cido acético, y
posteriormente incorporarse al ciclo de los dcidos
tricarboxilicos, permitiendo un incremento en los
niveles de acetil CoA, que comprende el primer
paso en la ruta del mevalonato, mientras que el
segundo es un precursor obligado que participa
directamente en la ruta de sintesis, incorpordndose
sin necesidad de ser transformado, facilitando su
paso a 2,3-oxidoescualeno, después a lanosterol,
seguido de productos intermedios hasta llegar
a la azadiractina. Asi hay reportes que indican
que es mayor la sintesis de AZA empleando
individualmente escualeno [35, 58] o acetato de
sodio [31], sin embargo, la combinacién de ambos
precursores en concentraciones Optimas en el
interior celular mejora la sintesis del metabolito
secundario, ya que actian en cascada a distintos
niveles de la sintesis de triterpenoides [32,33]], pero
si se aumenta mucho sus concentraciones pueden
inhibir por retroalimentacion la ruta biosintética,
disminuyendo significativamente el nivel de AZA
[31) 157, 58, |59], como se demostré en cultivos
en raiz en cabellera de A. indica, principalmente
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al utilizar 50 mg/ml de escualeno [31] o con
suspensiones de callo NE de hojas al combinar 50
y 100 mg/L de AC y ES [39], tal como se observo
en esta investigacion.

w
g .
|

+— M5 40:20
— MS 50:10

MS nitrica

N
&

Azadiractina (mg7L)

50

u [ v v
Combinacion de precursores

I: 0 AC+0 ES; II: 10 AC+10 ES; III: 10 AC+50
ES; IV: 50 AC+10 ES; V: 50 AC+50 ES.

Figura 5: Produccién in vitro de azadiractina
en la segunda semana de cultivo, agrupando los
resultados segin las relaciones MS de nitrégeno
“NO3; /NH4*” (40:20, 50:10 y 60:0 o “nitrico”)
con los precursores acetato de sodio “AC” (0, 10y
50 mg/L) y escualeno “ES” (0, 10y 50 mg/L)

Por otra parte, la relevancia en la proporcién de
sales de nitrogeno en cultivo in vitro, es destacada
por varios investigadores [60,/61]], que plantean que
a pesar que el nitrégeno en forma de amonio (NHy™*
es preferido por el metabolismo celular vegetal,
dado al menor requerimiento energético que en el
caso del ion NO3 ™ del nitrato de potasio (KNO3),
sOlo pocas especies vegetales pueden desarrollarse
bien cuando el NH4* es proporcionado como
fuente de nitrégeno mayoritaria, debido a efectos
negativos sobre el crecimiento y morfogénesis, y
sobre la produccion de metabolitos secundarios.
En tal sentido, mejores resultados en la sintesis
de metabolitos secundarios, suelen ser obtenidos
cuando se suministran ambos iones en simultaneo,
estando el NO3~ en mayor proporcién, y, en
algunos casos, cuando este es la tnica fuente de
nitrogeno en el medio, tal como se describe al
aplicar una proporcion de nitrato:amonio en 5:1
en la producciéon de Jaceosidina en Saussurea
medusa [62], de artemisina en Artemisia annua
[63], de ginsenosidos por Panax ginseng con solo
medio nitrico [[61]]. Asi en el caso de A. indica, en
callos derivados de semillas inmaduras, es mayor la

pad FACULTAD
o7 DE
5 INGENIERIA

concentracion de AZA (asi como en la produccién
de biomasa) al incrementar la proporcién de
nitrato respecto a la de amonio, obteniendo
la mayor produccién del metabolito secundario
(12,49 mg/L) cuando el nitrato fue utilizado como
tnica fuente de nitrégeno [36], ratificando los
resultados encontrados en este trabajo, donde se
logré un mayor rendimiento de azadiractina a partir
de callo no embriogénico derivado de tejido foliar,
combinando ambos precursores en MS nitrico, lo
que potencia la realizacién de otros estudios in
vitro a nivel de biorreactores, a fin de obtener
de manera continua este metabolito secundario de
importancia bioinsecticida.

4. Conclusiones

Este trabajo es el primer reporte en Neem de
embriogénesis somdtica a partir de suspensiones
celulares, diferenciando embriones somaticos pri-
marios y secundarios, utilizando altas concentra-
ciones de la citocinina BAP (2 mg/L) combinada
con la auxina 2,4-D (1 mg/L) luego de 5 meses
de cultivo sin recambio. Mientras que la mayor
produccién (52,53 mg/L) de AZA en 14 dias
de cultivo, se logr6 empleando simultdneamente
nitrato (60 mM), acetato de sodio y escualeno
(10 mg/L c/u). Estos hallazgos pudieran ser la base
de subsiguientes investigaciones en bioreactores,
para la micro propagacion masiva de plantas elite
y la produccién a gran escala de este importante
metabolito secundario de funcién bioinsecticida.
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