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RESUMEN 

 

Azadirachta indica A. Juss, comúnmente conocido como Neem, produce más de 300 

metabolitos secundarios, un tercio de los cuales son limonoides de interés comercial 

y científico por sus efectos biológicos. El cultivo in vitro de A. indica es un sistema de 

amplio de estudio para la producción de limonoides (AZRL). El objetivo fue evaluar la 

variación somaclonal y la producción de limonoides en cultivos in vitro de A. indica 

bajo diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal (RVC). Para 

ello, se probaron 5 tratamientos de combinaciones de RCV: T1 (ANA 2.0 mg/L y BAP 

1.0 mg/L), T2 (ANA 1mg/L y Kin 0.5 mg/L), T3 (IAA 0.2 mg/L y BAP 0.1 mg/L), T4 (IBA 

8.0 mg/L y BAP 4.0 mg/L), y T5 (IBA 4.0 mg/L y BAP 1.0 mg/L), y 1 tratamiento sin 

reguladores como control, (T0). Para la inducción de callos se utilizaron como 

explantes hojas juveniles y semillas. Los tratamientos T1, T4 y T5 produjeron callos de 

tipo friable, mientras que los callos generados en los tratamientos T2 y T3 fueron 

rizogénicos, en los dos tipos de explantes. La producción de AZRL fue máxima en los 

callos proveniente de semillas generados en el tratamiento T5 (819.24±0.45 mg 

AZRL/g. P.S). A partir de los callos originados de los explantes de hojas y semillas en 

los tratamientos T1 T4 y T5, se establecieron suspensiones celulares, siendo en el 

tratamiento T5 donde se alcanzó la mayor producción de AZRL (256.45 mg AZRL/L). 

La variación somaclonal de los cultivos de callos y suspensiones celulares fue 

analizada mediante RAPDs. Los callos provenientes de hojas juveniles y semillas 

mostraron un polimorfismo del 78.8% y 90.8% respectivamente, siendo el cebador 

OPQ-06 el que mostró mayor número de bandas en ambos casos. Mientras que la 

variación somaclonal en las suspensiones celulares de hojas y semillas fue de 85.5 y 

87.1% respectivamente, siendo los cebadores OPQ-10 y OPA-05 en las suspensiones 

de hojas y OPQ-06 y OPQ-10 para las suspensiones de semillas los que mostraron 

mayor polimorfismo. Por consiguiente, los cultivos in vitro de A. indica presentaron 

variación tanto somaclonal como en la producción de AZRL en función de la 

combinación de RCV.  
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ABSTRACT 

 

Azadirachta indica A. Juss, commonly known as Neem, produces more than 300 

secondary metabolites, one third effects are limonoids commercial and scientific 

interest because their biological effects. In vitro culture of A. indica is a 

comprehensive system study for the production of limonoids (AZRL). The aim of 

this study was to evaluate the variation somaclonal and production of AZRL in A. 

indica in vitro cultures under different combinations of plant growth regulators 

(PGR). For this, 5 treatments of RCV combinations were used T1 (ANA 2.0 mg/L 

and BAP 1.0 mg/L), T2 (ANA 1mg/L and Kin 0.5 mg/L), T3 (IAA 0.2 mg/L and BAP 

0.1 mg/L), T4 (IBA 8.0 mg/L and BAP 4.0 mg/L); and T5 (IBA 4.0 mg/L and BAP 

1.0 mg/L),, and one control treatment without regulators (T0). For callus induction, 

juvenile leaves and seeds were used as explants. The treatments T1, T4 and T5 

produced friable callus type in the two types of explants while in T2 and T3 

generated rizogenic callus. AZRL production was highest in seeds callus in the 

T5 treatment (819.24 ± 0.45 mg AZRL/g. D.W). Cell suspension cultures were 

established from callus originated from explants leaves and seed in T1 T4 and T5, 

being in T5 where did reach the highest production of AZRL (256.45 mg AZRL L). 

Somaclonal variation in callus and cell suspension culture were analyzed by 

RAPDs. Callus cultures from juvenile leaves and seeds showed a polymorphism 

of 78.8% and 90.8% respectively, primer OPQ-06 showed the highest number of 

bands in both cases. Somaclonal variation in cell suspensions and seed leaves 

was 85.5 and 87.1% respectively. Primers OPQ-10 and OPA-05 showed greater 

polymorphism in suspensions from leaves while OPQ-10 and OPQ-06 in seed 

suspension. Therefore, in vitro cultures of A. indica presented variation both 

somaclonal as the production AZRL in function of the combination of PGR. 

 

.  
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I.-INTRODUCCIÓN 

 

Azadirachta indica A. Juss se conoce como el árbol del neem o también 

margosa.  Produce más de 300 metabolitos secundarios, un tercio de los cuales 

son tetranortriterpenoides (limonoides) de interés comercial y científico por sus 

efectos biológicos (David et al., 2000). Cada parte del árbol tiene propiedades 

medicinales de interés comercial (Biswas et al., 2002) como actividad 

anticancerígena, antialérgica, antiséptico, nematicida, insecticida y antimalaria 

(Stoney, 1997; Raveendra et al., 2004; Huang et al., 2004). Los limonoides se 

encuentran principalmente en semillas y hojas, y su principal compuesto es la 

azadiractina (C35H44O16), presente en un 0.2–0.6 % en base seca (Orozco-

Sánchez y Rodríguez-Monroy 2007). Se han identificado 9 isómeros de esta 

molécula (Shidu et al., 2003). También presentan otros limonoides 

estructuralmente relacionados con la azadiractina, lo que podría explicar los 

efectos in vivo para el control de microorganismos e insectos (Kumar et al., 

1996). Por lo anterior, se han buscado estrategias biotecnológicas como el 

cultivo in vitro para la producción de estos compuestos.  

 

Se han desarrollado medios de cultivos y propuesto algunas condiciones 

adecuadas de operación en el establecimiento de cultivos in vitro de A. indica 

para la producción de limonoides (Capataz, 2005). Sin embargo, las 

concentraciones de limonoides son muy variables, por ejemplo, en cultivos de 

células en suspensión a nivel de matraces, las concentraciones de azadiractina 

varían entre 0.028 – 0.30% en base seca.  

 

De esta manera, es importante seleccionar un tipo de cultivo (callos, células en 

suspensión) que presenten baja variabilidad epigenética en las líneas celulares 

y alta reproducibilidad para la producción de limonoides principalmente 

azadiractina. Así, el objetivo de la presente investigación fue evaluar la variación 

en la producción de limonoides y somaclonal en cultivos in vitro de Azadirachta 

indica bajo diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal. 
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II-. MARCO TEÓRICO 

 

2.1.-Azadirachta indica A. Juss  

Azadirachta indica A. Juss (neem) es un árbol que pertenece a la familia 

Meliaceae (Tabla 1), es originaria de la India, localizada en el sur y sureste de 

Asia, y crece en lugares tropicales y subtropicales alrededor del mundo (Benge, 

1989). El árbol del neem (Figura 1) crece recto y alcanza un grosor hasta 2.5 m, 

la corteza es de color gris rojizo, puede vivir por más de 200 años. La hoja es 

peciolada de forma aserrada y de alrededor de 7 a 10 cm de largo, y ancho de 3 

a 4 cm. La flor es pequeña aproximadamente de 5mm, de color blanco, crema o 

amarillenta, es bisexual y crece en racimos de hasta 22 cm de largo de manera 

axilar. El fruto es una drupa elipsoidal lisa de 1.4 a 2.4 cm de largo producido en 

racimos; el color de la cascara es al inicio de su formación verde con endocarpio 

blanco y duro, y al madurar se torna amarillenta. 

 

 

Figura  1.-Azadirachta indica A. Juss (neem) de 5 años de edad (Tomada en la 

Universidad del Papaloapan por Alejandro Cruz Hernández) 
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De acuerdo al reporte de Biswas et al. (2002), A. indica se clasifica de la 

siguiente manera. 

 

                                     

Tabla 1.-Clasificación Taxonómica 

 

Reino: Plantae 

Subreino: Trachaeophyta 

División: Pterophyta 

Subdivisión: Angiosperma 

Clase: Dicotiledonea 

Orden: Geraniales 

Familia: Meliaceae 

Subfamilia: Melioideae 

Género: Azadirachta 

Especie: Azadirachta indica 

 

2.2.- Limonoides 

 

El árbol del neem es conocido por sus propiedades medicinales (Biswas et al., 

2002) y por ser una fuente importante de triterpenoides (Kraus, 1995). A. indica 

produce más de 300 metabolitos secundarios, y sólo un tercio de estos 

metabolitos son limonoides de gran interés biológico (Figura 2, David et al., 2000) 

y que son compuestos homogéneos estéreo-químicamente con una estructura 

derivada de un esqueleto 4, 4, 8,-trimetil-17-furanilesteroide como precursor 

(Roy y Saraf, 2006). Los limonoides son la clase más representativa de 

metabolitos secundarios en la familia de meliáceas (Ruberto et al., 2002). Uno 

de los más conocidos es la azadiractina, se le considera como un agente de 

control biológico a causa de su baja toxicidad en mamíferos (Taiz y Zeiger, 2002). 

De esta molécula se han identificado 9 isómeros (azadiractina A y B), y se ha 

demostrado que es efectiva contra 200 especies de insectos (Sidhu et al., 2003). 

Otros limonoides producidos por A. Indica tienen aplicaciones en diferentes 

campos de estudio; por ejemplo el meliantrol tiene efecto antimalario, el deacetil 

azadiractinol tiene actividad antihormonal y paraliza el sistema digestivo de 

algunos insectos (Royal Botanic Gardens, 2009). 
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El uso de azadiractina y otros terpenoides tienen un gran potencial para el control 

de plagas y son un medio eficaz a concentraciones relativamente bajas sin 

contaminar el ambiente (Schmutterer, 1990). Los limonoides del árbol de neem 

han llamado la atención de los investigadores debido a la citotoxicidad que 

presenta contra líneas celulares de cáncer humano (Harish et al., 2009). Sin 

embargo, es importante resaltar que en el proceso de extracción de Aza a parir 

de semillas presentan problemas; tales como la variación en el contenido de 

azadiractina debido a la variabilidad genética y la colección de semillas de 

diferentes regiones geográficas y climáticas (Kumar, 1997).  

 

La necesidad de producir de forma homogénea y controlada de este metabolito 

ha llevado a investigaciones a interesarse en el cultivo de células vegetales.  

 

 

Figura  2.-Principales limonoides, a) azadiractina, b) nimbina, c) salanina. (Koul 

et al., 2004). 

 

2.3.- La ruta biosintética  

 

La biosíntesis de los terpenoides puede darse por dos rutas, la ruta citoplámisca 

del mevalonato (MVA) y la ruta plastídica de la 1-dioxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP). 
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La primera se considera como la vía universal para la síntesis de isopentil 

difosfato (IPP) y de dimetilatil pirofosfato (DMAPP) (León y Guevara-García, 

2007), que inicia a partir de la condensación de dos moléculas de acetil-

coenzima A (CoA) por la acción de tres enzimas que producen MVA, que es el 

cebador intermediario de esta vía. A través de tres enzimas adicionales, el MVA 

se convierte a IPP y la enzima IPP isomerasa (IDI) utiliza este compuesto para 

producir el isómero DMAPP. De ciertos estudios de la vía mevalónica destaca la 

identificación de la enzima 3-hidroxi-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMGR) 

cual es uno de los pasos importantes para indagar sobre la ruta biosintética de 

limonoides. (Eisenreich et al., 2001).  

 

Se hipotetiza que la ruta de biosíntesis de los limonoides (azadiractina) en 

plantas de neem debe basarse en la ruta para la producción de isoprenoides en 

plantas (Figura 3). Existen evidencias experimentales de que algunos limonoides 

(nimbina y nimbidina) presentes en las hojas de A. indica, incorporan en su 

estructura carbonos del MVA (Akhyla y Rani, 2002). Por otro parte, en cultivos 

de células en suspensión, mediante la adición de acetato de sodio (C2H3O2Na), 

isopentenil difosfato (IDP, C5H12P2O7) y geranil difosfato (GDP, C10H20P2O7) -

estos dos últimos intermediarios de la ruta independiente del MVA y escualeno 

(C30H50) precursor de la producción de terpenoides, se logró incrementar la 

producción de azadiractina (Balaji et al., 2003).  

 

Debe considerarse además que las reacciones para la síntesis de fitoesteroles 

a partir del oxidoescualeno, son todas catalizadas en 21 pasos enzimáticos 

mediante enzimas enlazadas al retículo endoplasmático (Bouvier et al., 2005). 

Estas enzimas se clasifican en dos grupos, un primer grupo que involucra 

reacciones con ciclizaciones, alquilaciones, reducciones e isomerizaciones. Las 

enzimas del segundo grupo catalizan reacciones de oxidación mediante la 

inserción de oxígeno molecular, catalizadas en parte por la amplia familia de 

monooxigenasas citocromo P450 o por varios miembros de la familia de 

oxigenasas hierro no hemo, enlazadas a la membrana del retículo. Dayanandan 

y Ponsamuel (2000) identificaron células secretoras de terpenoides en el neem. 

Cada célula secretora tiene un citoplasma denso con muchos organelos 

(vesículas acumuladoras de terpenoides) particularmente abundantes en el 
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retículo endoplasmático y en ribosomas. Dayanandan y Ponsamuel (2000) 

sugieren que cada célula secretora debe poseer dos grandes rutas biosintéticas, 

(1) la ruta de isoprenoides para la biosíntesis de terpenoides, que es común en 

las plantas superiores y (2) una ruta biosintética para la síntesis de 

protolimonoides y limonoides. Con base en las rutas para la producción de 

isoprenoides en plantas (Aharoni et al., 2005) y los reportes anteriores, se 

propone que las unidades de isopreno necesarias para la síntesis de 

azadiractina, podrían producirse a nivel de plastido (ruta independiente de MVA) 

y a nivel de citosol (ruta MVA, reacciones del escualeno y post-escualeno). En el 

citosol y el retículo endoplasmático, se estarían realizando las reacciones de 

modificación y oxidación de terpenos, propias de la ruta de protolimonoides y 

limonoides (Figura .3)  

 

Las células secretoras de terpenoides de neem, se encuentran en las raíces, 

tallos jóvenes, cortezas, hojas y cotiledones. Sin embargo, los diterpenoides han 

sido aislados del tallo y de la corteza de la raíz, pero no de las semillas. Por el 

contrario, la mayoría de los triterpenoides han sido extraídos de las semillas de 

neem (Dayanandan y Ponsamuel, 2000). Esto sugiere que existe una maquinaria 

metabólica única en los diferentes órganos del árbol del neem. En cuanto a la 

compartimentación de la azadiractina en cultivos de células en suspensión, la 

azadiractina es producida a nivel intracelular y no se excreta fácilmente al medio 

(Kuruvilla et al., 1999). 

 

A diferencia del árbol del neem, en el cual se han identificado limonoides en 

todas las partes de la planta, en cultivos de callos y de células en suspensión de 

A. indica, sólo se ha identificado la azadiractina (Orozco-Sánchez y Rodríguez-

Monroy, 2007). En algunos estudios de células de A. indica en matraz se reportó 

el contenido de limonoides relacionados con la azadiractina, usando un método 

colorimétrico que mide la absorción de complejos coloreados después de la 

reacción de vainillina con terpenoides (Raval et al., 2003; Rafiq y Dahot, 2010). 

Sin embargo, no se identificaron los limonoides que podían estar presentes en 

los cultivos, por lo que sería importante caracterizar los compuestos químicos 

presentes en los cultivos de A. indica in vitro 

 



 

22 
 

 

 

Figura  3.-Propuesta de la ruta biosintética para azadiractina. Adaptado de 

Aharoni et al. (2005) con base en los reportes de Dayanandan y Ponsamuel 

(2000), Akhyla y Rani (2002), Balaji et al. (2003) y Bouvier et al. (2005). MVA 

(ácido mevalónico), IPP (isopentenil difosfato), DMADP (dimetilalil difosfato), 

FDP (farnesil difosfato), Gliald-3P (gliceraldehido 3-fosfato), DXP (deoxixilulosa-

5-fosfato), GDP (geranil difosfato), CyTP450 (citocromo P450 hidroxilasas). 

 

 

2.4.-Cultivo de tejidos vegetales  

 

Las técnicas biotecnológicas de cultivos in vitro de células vegetales (CCV) en 

condiciones estáticas o de movimiento en medios de cultivo liquido han recibido 

una gran atención porque permiten obtener cantidades significativas de biomasa 

en términos económicamente viables (Gerth et al., 2007). El concepto de tejidos 

vegetales se ha extendido para abarcar el cultivo aséptico de tejidos, células y 

órganos (Zhong, 2001; Calva, 2005). Para lo anterior, se necesita de un medio 

que aporte el alimento necesario para su desarrollo, bajo el concepto de que toda 

célula viviente de un organismo es capaz de desarrollarse si se proporcionan las 

condiciones externas apropiadas (Negrón, 2004), el tipo de medio, y las 

combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal.  

 

Los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) son sustancias orgánicas que a 

bajas concentraciones influyen en los procesos fisiológicos de las plantas 
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(Frankenberger y Arshadm., 1995). Un RCV es un compuesto sintético o natural 

que se aplica para alterar el crecimiento y desarrollo de las plantas o inducir el 

cultivo de células y tejidos vegetales (Rosas, 2007). Estos RCV han sido 

clasificados en 5 grupos: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y ácido 

abscísico (Machakova et al., 2008). Las auxinas y citocininas son por su 

eficiencia las más importantes en la regulación de crecimiento y morfogénesis. 

Por ejemplo, la auxina estimula el alargamiento celular, interviene en el 

fototropismo, el geotropismo, la dominancia apical y la diferenciación vascular, 

inhibe la abscisión antes de formarse la capa de la abscisión; estimula la síntesis 

de etileno e induce la formación de raíces adventicias en los esquejes. (Curtis et 

al., 2008). El ácido indolacético (AIA) y el ácido indolbutírico (IBA) se utilizan 

frecuentemente en los medios de cultivo, por ser compuestos que se encuentran 

naturalmente en la planta (Gaspar et al 1996), además se utilizan compuestos 

artificiales que suelen ser más activos como ácido 2,4-diclorofenoxicético (2,4 

D), el ácido naftalenacético (ANA) y el ácido-4-amino-3, 5, 6,-tricloropiridin-2-

carboxílico (Picloram) (Pérez et al., 1999). 

 
De la misma forma que las auxinas, las citocininas basan su importancia en su 

capacidad de estimular la división celular y controlar la morfogénesis. La primera 

citocinina descubierta fue la cinetina (CIN) y es la que se usa principalmente en 

cultivo de células vegetales (CCV) además de otras como la 6-benzilaminopurina 

(BAP) y los diferentes isómeros de la zeatina (ZEA). También existen análogos 

sintéticos de las citocininas como por ejemplo la 4-alquil aminopteridina y la 6-

benzil oxipurina, sin embargo son menos utilizadas. 

 

Tanto las auxinas como las citocininas se necesitan para la generación de callo 

pues existe una interacción entre ellas que controla la desdiferenciación celular. 

Por ello, se requiere de un balance auxinas/citocininas adecuado, que resulta 

específico de acuerdo al tipo de planta que se esté utilizando (Stadel et al., 2008). 

No obstante, su efecto coordinado puede resumirse de forma general en la 

Figura 4.  
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Figura  4.-Concentraciones relativas de auxinas y citocininas requeridas para el 

crecimiento y morfogénesis en CCV (Tomada de Stadel et al., 2008). 

 

2.5.-Producción de limonoides en cultivos in vitro en A. indica 

Se han desarrollado medios de cultivos y propuesto algunas condiciones 

adecuadas de operación en el establecimiento de cultivos de A. indica para la 

producción de limonoides (Capataz-Tafur et al., 2005).  

En la tabla 2 se muestran algunos estudios de producción de limonoides 

relacionados con la azadiractina (AZRL) y de azadiractina (Aza) en cultivos in 

vitro de callos provenientes de hojas/semillas, y suspensiones celulares, los 

cultivos fueron basados en el medio MS (Murashige y Skoog 1962) con 

diferentes reguladores de crecimiento vegetal en concentraciones variadas. 

Cabe destacar que las concentraciones de AZRL y de Aza en estos estudios son 

muy variadas, van desde 16.1 a 266.5 µg/g de peso seco y de 7 ×10-6 hasta 274 

µg/g de peso seco, respectivamente. 
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Tabla 2.-Producción de AZRL y azadiractina en diferentes tipos de cultivos in 

vitro 

Tipo de 

Cultivo 

Explante Medio de 

Cultivo 

AZRL 

(μg/g) 

Aza  

(μg/g) 

Referencia 

C Hojas MS+IBA (4mg/L) 
+BA (2mg/L) 

   NC 7x10-6 Allan et al.,1994 

C Hojas MS+IBA (4mg/L) 
+BA (1mg/L) 

N.D N.D Kearney et al.,1994 

C Hojas MS+2,4-D 
(1mg/L)+ Kn            

(0.5mg/L) 
+Glicina      
(90.3g/L) 

NC  2.68 x10-2 Veeresham et 
al.,1998 

C Semillas MS+ANA 

(2mg/L) 

+BA (4mg/L) 

NC  1.89X10-3 Prakash et al., 2005 

C Hojas MS+IBA (8mg/L) 

+BA (4mg/L) 

NC  2.3X10-4 Prakash et al., 2005 

C Semilla MS +Glucosa 

+NO3 

NC  111.12-124.9 Prakash y 

Srivastava, 2005 

C Hojas MS 

+2,4-D (1.0 

mg/L) 

+NAA (0.2mg/L) 

+BAP (1.0mg/L) 

NC  7.46x10-4  

Rafa y Umar, 2009 

C Flores MS 

+2,4-D (1mg/L) 

+BAP (1mg/L) 

+NAA (0.2mg/L) 

254.1 

 

NC  Rafiq y Dahot, 2010 

 

 

C Hojas MS 
+BAP 

(0.25mg/L) 

+IAA(0.1mg/L) 

16.1 NC Rafiq y Dahot, 2010 

 

C Semilla MS+2,4-D 

(1mg/L) 

+BAP (0.5mg/L) 

266.5 NC  Rafiq y Dahot, 2010 

 

S Embrión MS+ANA 

(0.1mg/L) 

+ BA (0.5 mg/L) 

NC  4 Srividya et al., 1998 

S Hojas 

juveniles 

MS+ IBA 

(4mg/L) +BAP 2 

mg/L 

NC  274 Capataz, 2005 

      

Aza: azadiractina, C. callos, S: suspensiones celulares, NC: no cuantificado, ND: no se encontró 
producción de Aza. 
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2.6.-Variación Somaclonal 

 

Se ha observado en muchas plantas obtenidas de cultivos in vitro que presentan 

diferencias fenotípicas, morfológicas o bioquímicas en comparación con el 

fenotipo de las plantas donadoras de los explantes (Medina et al., 2007). Larkin 

y Scowcroft (1981) distinguieron dos tipos de causas, la primera es la variación 

epigenética transitoria, debida probablemente a las condiciones de estrés 

generadas por las condiciones propias del cultivo de tejidos y células in vitro; la 

segunda se debe a las variaciones genéticas “verdaderas”, producto de 

mutaciones azarosas, a lo que se le conoce como variación somaclonal. Está 

variación se asocia generalmente a varios problemas de calidad fisiológica, 

epigenética y genética (Cassell y Curry, 2001) y pueden producirse por factores 

derivados a partir de las condiciones in vitro del cultivo (Sedghi et al., 2010).  

 

La variabilidad puede ser importante en el mejoramiento genético, permite 

obtener características deseables (Mendoza et al., 2012). Por otra parte cuando 

el objeto es la propagación de una especie o variedad, la variación somaclonal 

resulta un fenómeno poco deseable (Medina et al., 2007).  

 

2.6.1.- Tipos de variación somaclonal  

 

2.6.1.1.-Variación epigenética 

La variación genética es causada por cambios en la expresión de ADN, 

provocada por alteraciones en la metilación del ADN, esto tienen un efecto en la 

desacetilación de histonas y la metilación afecta a la estructura de la cromatina 

en las plantas (Taria y Pasxkowski, 2004). Estas modificaciones pueden influir 

en la transcripción genética, son a menudo temporales y las plantas pueden 

revertir al fenotipo normal con relativa facilidad, pero algunos casos pueden ser 

de larga duración, e incluso pueden ser transferidos durante la propagación 

sexual (Brettell y Dennis, 1991). 

 

Las modificaciones epigenéticas mejor estudiadas son la metilación del ADN, 

proceso que participa en la regulación de la expresión genética de dos maneras: 
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en las modificaciones postraduccionales de las histonas y los pequeños RNAs 

no codificantes (miRNAs) e indirectamente proporcionando la estructura 

“cerrada” de la cromatina (Salonzhinet et al., 2005). La metilación del ADN 

(Figura 5) consiste en la adición de un grupo metilo en el carbono 5’ de la citosina 

de la cadena recién sintetizada que precede a una guanina (dinucleótido CpG), 

manteniéndose así la memoria del estado metilado en la molécula del ADN (Laird 

2003; Salonzhinet et al., 2005). Esta reacción es llevada a cabo por unas 

enzimas denominadas ADN metiltransferasas (DNMTs) que utilizan S-

adenosilmetionina (SAM) como donante de grupos metilo.  

 

En general se considera que la metilación es un proceso unidireccional, de esta 

manera, cuando se secuencia CpG adquiere metilación de novo, esta metilación 

se hace estable y es heredada como un patrón de metilación clonal (Mesa-

Cornejo et al., 2006). La metilación del DNA (Figura 5) tiene como función el 

silenciamiento génico, por tanto, tiene un papel muy importante en la regulación 

de la expresión génica y en la organización de la cromatina (Feinberg et al., 2006; 

Chen y Li, 2006).  

 

 

Figura  5.-Metilación de ADN (Menéndez et al., 2012) 
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2.6.1.2.-Variación genética  

 

Los procesos de desdiferenciación y rediferenciación de células pueden implicar 

cambios cualitativos y cuantitativos en el genoma, y las diferentes secuencias de 

ADN pueden amplificarse o borrarse en la reprogramación celular. Además, este 

proceso está relacionado a la fuente de tejido y el sistema de regeneración (Lee 

y Phillips, 1988).  

 

Durante las etapas tempranas de la inducción de un cultivo in vitro pueden ocurrir 

cambios importantes en el número de cromosomas (Larkin y Scowcroft, 1981). 

La variación en el número de cromosomas y estructuras, y las irregularidades 

cromosómicas (como roturas, acéntrico y bandas céntricos, cromosomas en 

anillo, supresiones e inversiones) se han observado durante la diferenciación in 

vitro y entre somaclones regenerados (Hao y Deng, 2002; Mujib et al., 2007).  

 

La ocurrencia de la variación somaclonal puede deberse a distintos cambios, 

citogenéticos como las delecciones, adiciones, translocaciones, inversiones y 

funciones de la cromátidas no homólogas, (Lee y Phillips, 1988; Sánchez-Teyer 

et al., 2003; Noro et al. 2007). Los transposones, ubicuos dentro de los genomas 

vegetales, también inducen mutaciones relativamente estables (transponen vía 

replicación) reteniendo la secuencia en el sitio de inserción, a causa de 

alteraciones en los patrones de expresión de genes y la estructura de proteínas 

que codifican. (Heslop-Harrison et al., 1997; Kumar y Bennetzen, 1999). 

 

2.6.2.- Factores que inducen variación somaclonal 

 

2.6.2.1.- Tipos de cultivo in vitro 

 

La variación somaclonal se puede generar en todos los métodos empleados para 

el cultivo in vitro de plantas, cultivo de yemas, organogénesis y embriogénesis 

somática, (George, 1993). Sin embargo, el patrón de desarrollo que sigue un 

explante durante su morfogénesis in vitro es un elemento clave que se relaciona 

con la variación somaclonal. Por ejemplo, cuando un tejido altamente 
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diferenciado pasa por una etapa de desdiferenciación con una alta tasa de 

división celular, se puede generar mayor variación somaclonal que cuando 

ocurre un desarrollo directo hacia regeneración a partir de yemas apicales, 

axilares y embriones (Sahijram et al., 2003; Cardone et al., 2004). 

 

2.6.2.2.- Edad del cultivo y subcultivos 

 

La proporción de variantes somaclonales aumenta en cultivos envejecidos y en 

plantas con varios subcultivos (Cardone et al., 2004). Esto probablemente se 

debe a la acumulación de alteraciones genéticas, cambios epigenéticos y 

mutaciones (Sahijram et al., 2003; Cardone et al., 2004). Sahijram et al., (2003) 

mencionan que la variación somaclonal puede aparecer después de tres a ocho 

subcultivos. 

 

2.6.2.3.-La composición del medio del cultivo  

 

La composición del medio de cultivo es otro de los factores que puede inducir 

variación somaclonal. Se ha encontrado que los reguladores de crecimiento, 

principalmente aquellos con naturaleza auxínica, pueden promover la metilación 

del ADN, causando así cambios epigenéticos, (Rakozy-Trojanowska, 2002; 

Sahijram et al., 2003). El estado físico del medio de cultivo (líquido o sólido) 

también puede influir en la aparición de variantes somaclonales, ya que un 

mismo tejido se comporta de diferente manera frente a los factores físicos 

asociados (oxigenación, tensión superficial y daños mecánicos).  

 

2.6.3.-Métodos de detección de variación somaclonal 

 

El cultivo de tejidos se puede utilizar para propagar material de élite o generar 

nueva variabilidad por la variación somaclonal, un término utilizado para definir 

la variabilidad inducida por el cultivo de tejidos (Larkin y Scowcroft,1981) que es 

un resultado de una combinación de ambos, variación genética y epigenética 

(Duncan, 1992). El nivel de dicha variabilidad puede ser evaluada utilizando 

marcadores moleculares.  
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Varias técnicas de marcadores moleculares se pueden mencionar, por ejemplo 

los Polimorfismos de Longitud de Restricción (RFLP), Bandas de ADN 

polimórficos amplificados al azar (RAPD) y la Amplificación de bandas de 

longitud polimórfica (AFLP). Todos ellos evalúan los cambios a nivel de ADN 

basados en PCR que amplifican usando cebadores inespecíficos, y en algunos 

casos dirigidos a amplificar elementos repetitivos en el genoma. Las técnicas 

moleculares, tales como RFLP, RAPD y AFPL con frecuencia se favorecen sobre 

el estudio fenotípico tradicional o mediciones citológicas y, en general, evalúan 

incluso pequeñas variaciones del genoma. 

 

2.6.3.1.-Bandas de ADN polimórficos amplificados al azar (RAPDs) 

 

Los RAPDs se basan en que el ADN eucariótico puede contener segmentos 

aleatorios emparejados que son complementarios a decanucleótidos, se utilizan 

cebadores individuales de secuencia de oligonucleótidos arbitrarios. Para iniciar 

la síntesis del ADN (Belaj et al., 2001-Bhojwani y Dantu, 2013), se amplifican las 

secuencias de ADN con un iniciador de longitud con cebadores de 10 pb (pares 

de base) (Araújo et al., 2001). Esta técnica se describe en la Figura 6. El cebador 

se hibridará al azar en el genoma. Si dos sitios de hibridación están cerca en dos 

hebras de ADN, esta hebra se amplificará, (el individuo A). Sin embargo, si estos 

dos sitios están demasiado separados (individuo B), el fragmento no puede ser 

amplificado. Por lo tanto, se observará la presencia de una banda de más en el 

gel para A y la ausencia de esta misma banda para B. 
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Figura  6.-Técnica molecular RAPD-PCR. (Belaj et al., 2001; Bhojwani y Dantu, 
2013) 
  

La técnica RAPD, es la versión más simple de PCR con cebadores arbitrarios 

utilizados para la detección de la variación del ADN por conveniencia. Las 

ventajas es que no requiere la digestión con una enzima de restricción, no hay 

transferencia a una membrana, ni preparación de sonda radiactiva (Weising et 

al., 2005). Además de proporcionar análisis eficientes de polimorfismos, permite 

la rápida identificación y el aislamiento de bandas de ADN específicos del 

cromosoma, es una técnica muy útil para el mapeo genético, el ADN de huellas 

dactilares, plantas y la cría de animales (Venkatachalam et al., 2008). El uso de 

marcadores RAPD es especialmente benéfico para discriminar entre los 

materiales que son genéticamente similares, para evaluar la variabilidad 

genética dentro de una colección y elegir al núcleo de la colección (Piola et al., 

1999; Bernardo y Itoiz 2004). Es una técnica que en la actualidad es muy 

empleada por su facilidad, su bajo costo y corto tiempo de ejecución (Carvalho 

et al., 2004).  
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2.6.3.2.-Polimorfismo de longitud de bandas de restricción (RFLP) 

La técnica de RFLP es utilizada para el análisis del genoma de los organismos, 

proporcionando una base molecular para cualquier diferencia observada. Se 

basa en la digestión del ADN crudo del organismo con endonucleasas de 

restricción. Esta técnica usa sondas que hibridan a secuencias conocidas 

(Polaco et al., 2002) (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  7.-Técnica molecular RFLP. (Polaco et al., 2002) 
 

Los marcadores de RFLP son sensibles a las metilaciones que diferencian entre 

callos embriogénicos, son útiles para la detección precoz de la variación 

somaclonal, es decir son altamente polimórficos y reproducibles (Jaligot et al., 

2002; Agarwal et al., 2008). Esta es una técnica que consume tiempo, es 

costosa, utiliza gran cantidad de tejido vegetal para su análisis y requiere de ADN 

complementario o sondas de ADN (Piola et al., 1999).  

 

2.6.3.3.-Amplificación de bandas de longitud polimórfica (AFLP) 

 

AFLP es una combinación de RFLP y PCR, se basa de un procedimiento de 

impresión de ADN sobre la base de una amplificación selectiva por PCR de 
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bandas de restricción de la digestión de ADN genómico (Polanco y Ruiz 2002; 

Picca et al., 2004; Agarwal et al., 2008).  

 

En AFLP, el ADN genómico se digiere con dos endonucleasas de restricción, 

típicamente uno con una secuencia de reconocimiento de 6 pb (por lo general 

EcoRI) y el otro con una secuencia de reconocimiento de 4 pb (generalmente 

MseI). A partir de entonces, los adaptadores de secuencia conocida se ligan a 

los adaptadores complementarios de doble cadena de los extremos de los 

bandas de restricción (Figura 8). Este tipo de análisis es fácil de realizar, es 

altamente reproducible (Azofeifa-Delgado, 2006) y utiliza pequeñas cantidades 

de ADN, una vez que se ha terminado la fase de la amplificación mediante PCR 

se visualiza en geles de poliacrilamida (Picca et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  8.-Técnica molecular AFLP. (Azofeifa-Delgado, 2006) 

 

Un subconjunto de las bandas de restricción es entonces amplificado utilizando 

dos cebadores complementarios a los bandas adaptadores y sitios de restricción 

para dos rondas sucesivas de PCR que utilizan cebadores que coinciden con los 

adaptadores en el extremo EcoRI y MseI final de los bandas más uno de 

nucleótidos extra. Estas rondas de amplificación selectiva reducen el conjunto 

de bandas de ADN resultantes a un tamaño más manejable para el análisis (Vos 

et al., 1995).  
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El número de bandas para cada ensayo AFLP depende del número de 

nucleótidos selectivos en la combinación de cebadores AFLP, la composición de 

nucleótidos, el contenido de GC, el tamaño físico del genoma, y su complejidad 

(Agarwal et al., 2008). Las técnicas AFLP generan huellas digitales de ADN de 

cualquier fuente, incluso sin ningún conocimiento previo de la secuencia de ADN. 

Un estudio reciente mostró que puede ser utilizado para distinguir individuos 

estrechamente relacionados a nivel subespecies (Althoff et al., 2007).  

 

En la tabla 3 se observan algunos estudios que se han realizado en cultivos in 

vitro de callos mediante la técnicas para observar si existe variación somaclonal 

de distintas cultivos de callos de diferentes especies.  

 

Tabla 3.-Estudios de variación somaclonal en cultivos in vitro de callos usando 

distintas técnicas 

Especies 
Tipo de 

cultivo 
Método Variabilidad Referencia 

Allium sativum Callos RAPD Si 
Al-Zahim et al., 

1999 

Ouercus suber Callos RAPD No 
Gallego et al., 

1997 

Prunus pérsica Callos RAPD Si 
Hashmi et al., 

1997 

Oryza sativa var. indica Callos RAPD Si 
Godwin et al., 

1997 

Begonia x hiemalis Callos RAPD No 
Bouman y 

Deklerk, 2001 

Citrus sinensis Callos RAPD No 
Hao y Deng, 

2002 

Codonopsis lanceolata 

Benth 
Callos RAPD Si Guo et al., 2006 

Cymbopogon flexuosus Callos RAPD No 
Bhattacharya et 

al., 2008 

Brassica oleraceae Callos RAPD Si Qin et al., 2007 

Citrus limon Callos RAPD Si 
Orbovic et 

al.,2008 

Arabidopsis thaliana Callos AFLP No 
Polaco y Ruiz, 

2009 

Freesia hybrida Callos AFLP No Gao et al., 2010 
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2.6.4.-Estudios de variación somaclonal en A. indica 

En A. indica existen algunos reportes sobre variación somaclonal.  Deshwal et 

al. (2005) evaluaron la variación genética de árboles provenientes de 29 regiones 

de la India usando marcadores RAPD y observaron que existe variación entre 

las diferentes regiones. El cebador OPA-18 presentó el 80% de polimosfirmo. 

Kota et al. (2006) observaron variación somaclonal mediante la técnica RAPD en 

plantas con alto y bajo contenido de azadiractina A y cultivos in vitro (callos y 

plántulas) encontrado un 100% de polimorfismo usando los cebadores OPA-09 

y OPA-11, indicando que A. Indica sufre variación somaclonal al someterse al 

CTV.  

Sin embargo, no existen estudios sobre la variación somaclonal y la producción 

de limonoides en cultivos in vitro de A. indica bajo diferentes combinaciones de 

reguladores de crecimiento.  
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III. JUSTIFICACIÓN 
 

Los seres humanos han encontrado en los compuestos sintetizados por las 

plantas beneficios como medicinas, saborizantes, bioinsecticidas, alimentos 

entre otros. El árbol del neem (Azadirachta indica A. Juss) es una especie 

importante debido a sus propiedades medicinales como anti-inflamatorio, anti-

bacterial, anti ulceras gástricas y diurético. Adicionalmente, tiene un gran interés 

para la producción de bioinsecticidas debido a que posee metabolitos 

secundarios bioactivos como los limonoides. El más importante para esta 

especie es la azadiractina por su acción contra hongos e insectos. Se ha probado 

la producción de este metabolito en diversos sistemas de CCV sin embargo, los 

cultivos presentan variaciones en la producción de limonoides, lo cual puede 

estar relacionado con los reguladores de crecimiento vegetal, tipo de explante, 

algunas modificaciones del medio de cultivo, elicitores y precursores. El objetivo 

de este trabajo es estudiar la variación somaclonal de cultivos in vitro de A. indica 

y evaluar la producción de limonoides en relación a reguladores de crecimiento 

vegetal. 
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IV.-HIPÓTESIS 

 

En los cultivos in vitro de Azadiractha indica la combinación de reguladores de 

crecimiento vegetal inducirán variación tanto somaclonal como en la producción 

de limonoides. 

 

V- OBJETIVOS 

 

5.1-Objetivo General 

 

Evaluar la variación somaclonal y la producción de limonoides en cultivos in vitro 

de Azadirachta indica bajo diferentes combinaciones de reguladores de 

crecimiento vegetal. 

 

5.2-Objetivos Específicos 

 

1. Establecer y seleccionar líneas de callos de A. indica bajo diferentes 

combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal. 

 

2. Establecer y caracterizar los cultivos en suspensión de A. indica. 

 

3. Determinar el efecto de las diferentes combinaciones de reguladores de 

crecimiento vegetal en la producción de limonoides en los cultivos in vitro 

de A. indica. 

 

4. Evaluar la variación somaclonal en los cultivos in vitro de A. indica bajo 

diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento vegetal. 
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VI.- METODOLOGÍA 

6.1.-Material vegetal 

 

El material vegetal se tomó del árbol A. indica de aproximadamente 5 años de 

edad (Figura 9) que se encuentra ubicado en la Universidad del Papaloapan 

Campus Tuxtepec a una Latitud Norte 18°04'52", Longitud Oeste 96°07'07" y una 

altura de 20 msnm.  

 

Figura  9.-Árbol del neem. (Universidad del Papaloapan) 

 

6.2.-Método de desinfección 

 

Las semillas y las hojas juveniles de A. indica se lavaron con jabón comercial 

durante 3 minutos, se enjuagaron 3 veces con agua estéril y se desinfectaron 

con etanol al 70% durante 1 min, se enjuagaron con agua estéril 5 veces y se 

sumergieron en hipoclorito de sodio al 2% durante 15 min y finalmente, se 

enjuagaron nuevamente con agua destilada estéril 3 veces. (Capataz-Tafur et 

al., 2007).  

6.3.-Induccion de callos. 

 

La inducción de callos se realizó utilizando como explante semillas y hojas 

juveniles de A. indica, en un medio con sales de Murashige y Skoog con mínimos 
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orgánicos (Murashige y Skoog, 1962) (M5519, Sigma, 4.4 g/L) suplementado con 

sacarosa (3% p/v) y Phytagel (2 g/L). Para ello se realizó un diseño por bloques 

al azar, con 6 tratamientos utilizando diferentes combinaciones de reguladores 

de crecimiento vegetal (RCV) con 5 réplicas (Tabla 4). 

 
Tabla 4.-Diseño de tratamientos con el medio basal MS. 

Tratamientos Reguladores de crecimiento vegetal 

T0 Sin reguladores de crecimiento 

T1 ANA (2.0 mg/L) – BAP (1.0 mg/L) 

T2 ANA (1.0 mg/L) – Kinetina (0.5 mg/L) 

T3 IAA (0.2 mg/L) – BAP (0.1 mg/L) 

T4 IBA (8.0 mg/L) – BAP (4.0 mg/L) 

T5 IBA (4.0 mg/L) – BAP (1.0 mg/L) 

 

Para los 6 tratamientos el pH de los medios de cultivo fue ajustado a 5.8 y se 

esterilizaron en una autoclave a 121ºC por 20 min. 

 

Se prepararon 10 frascos Gerber con 20 mL de medio por cada tratamiento, en 

cada frasco se colocaron 3 semillas o 3 hojas juveniles de A. indica (con 

pequeñas incisiones) previamente desinfectadas en una campana de flujo 

laminar. Los cultivos se incubaron en oscuridad a 25 ± 2 °C. Los callos se 

separaron de los explantes y se subcultivaron cada 15 días en el mismo medio 

de cultivo. Una vez inducido el crecimiento de callos, se incubaron en 

condiciones de oscuridad a 25 ± 2 °C.  A los 5 meses de edad se les determinó 

la producción de AZRL para seleccionar las mejores líneas de callos. 

 

6.4.- Cinética de crecimiento de los callos. 

 

Para realizar la caracterización cinética del crecimiento de los callos 

provenientes de hojas y semillas, se sembró 1 g de biomasa fresca en frascos 

Gerber con 20 mL de medio de cultivo, de los tratamientos que presentaron 

100% de inducción de callos friables (T1, T4 y T5) y en condiciones de oscuridad. 
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La cantidad de biomasa seca (g) fue determinada cada 7 días durante 28 días. 

El peso en seco (P.S) se determinó colocando los callos que estaban en el frasco 

sobre un papel de aluminio con peso conocido y constante y se secaron hasta 

peso constante (70°C, 2 días). Los resultados son el promedio de 5 muestras ± 

el error estándar (E.E). 

 

6.5.-Establecimiento de suspensiones celulares. 

 

Para el establecimiento de células en suspensión se utilizó la misma formulación 

de los medios empleados para el cultivo de los callos, pero sin el agente 

gelificante.  Se sembró 1 g de callo friable (en base fresca) proveniente de hojas 

y de semillas en matraces (Erlenmeyer de 125 mL) con 25 mL de medio de cultivo 

de callos de los tratamientos T1, T4 y T5, que presentaron mayor acumulación de 

AZRL.  Los cultivos se colocaron en una agitadora orbital (PRENDO Modelo AGO 

9060, México) a 110 rpm, 25 ± 2 °C y en oscuridad. Cada 7 días se realizó una 

resiembra de los cultivos seleccionando los agregados más finos.  

Una vez establecidos los cultivos en suspensión de A. indica, los subcultivos se 

realizaron al 5% de peso fresco (g P.F/V) cada 21 días, en matraces de 

diferentes tamaños (100 mL con 20 mL de medio, 250 mL con 50 mL de medio 

de cultivo). Estos matraces se mantuvieron con tapones de papel aluminio. El pH 

del medio de cultivo se ajustó a 6.11 previo a la esterilización. El pH obtenido 

después de la esterilización fue de 5.8. A todas las suspensiones celulares de 4 

meses de edad se les determinó la producción de AZRL. 

 

6.6.- Cinéticas de crecimiento en suspensiones celulares. 

 

Se utilizó medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con el 

3% P/V de sacarosa, IBA (4.0 mg/L) y BAP (1.0 mg/L) para crecer a las 

suspensiones celulares que presentaron mayor contenido de AZRL (T5). Los 

cultivos se mantuvieron en oscuridad, temperatura de 25 ± 2 °C y 110 rpm de 

agitación orbital. El pH del medio de cultivo se ajustó a 6.11 previo a la 

esterilización. 
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El inóculo utilizado en los experimentos se tomó de matraces de 250 mL con 50 

mL de cultivo que contenían aproximadamente 12.5 g P.F por matraz con una 

edad de 21 días. Se inocularon 5 mL de suspensión celular en matraces 

(Erlenmeyer de 100 mL) con 15 mL de medio de cultivo. Se tomaron 3 muestras 

cada 3 días durante 12 días para determinar el peso seco, el consumo de 

sustrato y de producción de AZRL (Capataz et. al., 2007). Los resultados son el 

promedio de 3 muestras ± el error estándar (E.E) 

 

6.6.1.-Biomasa y parámetros cinéticos 

 

La cantidad de biomasa seca (P.S) se determinó por filtración de alícuotas de 5 

mL de suspensión celular a través de un filtro de papel Whatman N° 1 de peso 

seco conocido. Las células se secaron hasta peso constante (70°C, 1 día) y el 

P.S se calculó por una diferencia de peso.  

 

La velocidad de crecimiento (μ) se obtuvo mediante un método gráfico, donde 

los valores de biomasa de la fase lineal del crecimiento se transformaron a 

logaritmo (ln) y se graficaron contra el tiempo, la gráfica se ajustó a una línea 

recta y donde la pendiente correspondió a μ y se calculó el tiempo de duplicación 

(td) utilizando la siguiente ecuación: 

𝑡𝑑 =
ln 2

𝜇
 

6.6.2.-La viabilidad celular  

 

La viabilidad celular se determinó mediante el colorante de azul de Evans 

(Rodríguez-Monroy y Galindo, 1999). Las células se incubaron con 0.25% p/v de 

azul de Evans (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos. Se contaron un total de 500 

células en un microscopio con el objetivo de 10 X. El porcentaje de viabilidad se 

determinó utilizando la siguiente ecuación: 

 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 (𝑛𝑜 𝑡𝑒ñ𝑖𝑑𝑎𝑠)

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
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6.6.3.- Consumo de sustrato 

 

El consumo de sustrato se determinó mediante el método de fenol-sulfúrico 

propuesto por Dubois et al. (1956). Se colocaron 500 L de medio del filtrado 

(libre de células) en tubos de ensayo, se adicionó 1 mL de la solución de fenol al 

5 % y 5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) concentrado, se dejó reposar por 30 

minutos a temperatura ambiente y se midió en un espectrofotómetro a 490 nm 

en celdas de cuarzo. Se realizó una curva patrón con sacarosa (Figura 10) de 0 

a 0.20 mg/mL, por triplicado. Los resultados son el promedio de 3 muestras ± el 

error estándar (E.E) 

 

Figura  10.-Curva de calibración de sacarosa. Las barras de error representan 

el E.E (n=3). 

 

6.7.- Análisis químico. 

 

6.7.1.- Preparación de extractos de los cultivos in vitro de A. indica. 

 

Los extractos de los cultivos in vitro se prepararon a partir de 1 g del material 

vegetal y se dejaron secar en una estufa a 30-45 ºC y se le agregaron 15 mL de 

metanol (MeOH) para extracción (se realizó tres veces hasta tener un volumen 

de 45 mL de MeOH), se le adicionaron 15 mL de H2O destilada. Luego los 

extractos MeOH-H2O se extrajeron 3 veces con 15 mL de diclorometano 
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(CH2Cl2). De cada extracción se retiraron la fase MeOH-H2O (superior) y las 

fases del CH2Cl2 se juntaron y se concentraron en un rotovapor a 40 rpm a una 

temperatura de 30 ºC. El extracto seco se resuspendió en 1 mL de CH2Cl2, y se 

almacenó a 4 °C hasta su uso.  

 

6.7.2.-Perfiles cromatográficos en capa fina de los extractos de A. indica 

 

Los perfiles cromatográficos se obtuvieron utilizando placas de sílica gel 60 F254 

(Merck-KGaA), se aplicaron alícuotas de 10 µL del extracto en la parte inferior 

de las placas por carril, utilizando azadiractina como estándar (A7430, Sigma, 

USA). Se utilizó como fase móvil diclorometano: metanol (9.5:0.5, V/V). Las 

placas se revelaron con una mezcla etanol: ácido sulfúrico: vainillina (100 mL: 

1.5 mL 98%: 1.5 g) (Sinha et al., 1999). El factor de retención se calculó mediante 

la siguiente ecuación: 

 

𝑅𝑓 =
Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por la fase movil
 

 

6.7.3.-Cuantificación de AZRL por colorimetría 

 

La cuantificación de limonoides relacionados a la azadiractina (AZRL) se realizó 

mediante el método propuesto por Dai et al. (1999), el cual consta de una mezcla 

de reacción con 700 μL de muestra o de solución estándar en diclorometano, 

más 200 μL de la solución vainillina-metanol (0.02 mg/mL) y se agitó suavemente 

por 2 min. Posteriormente se adicionaron 300 μL de ácido sulfúrico al 95% (en 

cantidades de 100 μL hasta completar el volumen) se agitó por 10 s durante cada 

aplicación, y finalmente se agregaron 700 μL MeOH (hasta desarrollar una 

coloración azul-verdosa). Se dejó reposar por 5 min y se midió la absorbancia a 

577 nm en un espectrofotómetro UV/VIS.  

 

La curva de calibración se elaboró con un estándar de azadiractina (A7430, 

Sigma, USA) en concentraciones de 0.00-100 µg/mL disueltos en diclorometano 
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y como blanco se utilizó el diclorometano (Figura 11). Los resultados son el 

promedio de 3 muestras ± el error estándar (E.E). 

Figura  11.-Curva de calibración de azadiractina. Las barras de error representan 

el E.E (n=3). 

 

6.8.- Extracción de ADN de los cultivos in vitro. 

 

Se colocaron 100 mg de material vegetal en tubos eppendorff y se maceraron 

con nitrógeno líquido y se adicionaron 500 µL de Buffer EB (solución de EDTA 

50 mM, NaCl 500 mM y Tris 100 mM), se mezcló y se incubó por 30 min a 65°C 

en un Thermoblock-TB2. Se agregaron 500 µL de una solución de cloroformo-

etanol 24:1, se mezcló y se centrifugó por 10 min a 14800 rpm.  

 

El sobrenadante fue retirado a un tubo nuevo, se adicionaron 500 µL de 

isopropanol, se mezcló en vórtex y se incubó por 30 min a temperatura ambiente. 

Después se centrifugó por 15 min a 14800 rpm y se retiró el sobrenadante. 

Luego, se agregaron 750 µL de etanol al 70% V/V, se mezcló y se centrifugó por 

7min a 14800 rpm. El etanol fue retirado y se dejó secar la pastilla a temperatura 

ambiente. Para asegurar la calidad del ADN se agregaron 30 μL de ARNasa al 

1X (100mg/mL) y se dejó incubar a 35 ºC por 1 h. Las muestras se almacenaron 
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a -20 ºC hasta su uso. Para determinar la calidad y cantidad de ADN genómico 

se usó un espectrofotómetro (Nanodrop Technologies). Asimismo, se efectuó la 

carga de ADN en geles de agarosa al 0.8% (p/v) y se corrió en una cámara de 

electroforesis a 80 voltios durante 30 min en buffer de TAE al 1X (Tris base; ácido 

acético glacial; EDTA 0.5M) y finalmente se reveló con bromuro de etidio. 

 

6.8.1.-Análisis de RAPD (amplificación del ADN polimórfico al azar) 

 

6.8.1.1.-Preparación de los cebadores 

 

Se utilizaron 26 cebadores para el análisis de RAPD (Promega) (Tabla 5). De 

cada uno de los cebadores se prepararon soluciones stock de 100 µM. Para la 

amplificación por RAPD-PCR se preparó una solución al 10 µM diluidos con agua 

desionizada estéril. 

 

Tabla 5.-Cebadores polimórficos degenerados pera técnica de RAPD 

Cebador Secuencia Cebador Secuencia 

OPA-05 (5´AGGGGTCTTG3’) OPQ-12 (5´AGTAGGGCAC3’) 

OPA-08 (5´GTGACGTAGG3’) OPQ-13 (5´GGAGTGGACA3’) 

OPA-09 (5´GGGTAACGGG3’ OPQ-15 (5´GGGTAACGTG3’) 

OPA-10 (5´GTGATCGCAG3’) OPQ-16 (5´AGTGCAGCCA3’) 

OPA-20 (5´GTTGCGATCC3’) OPQ-17 (5´GAAGCCCTTG3’) 

OPB-01 (5´GTTTCGCTCC3’) OPQ-18 (5´AGGCTGGGTG3’) 

OPB-04 (5´GGACTGGAGT3’) OPR-04 5´CCCGTAGCAC3’) 

OPH-09 (5´TGTAGCTGGG3’) OPR-09 (5´TGAGCACGAG3’) 

OPK-04 (5´CCGCCCAAAC3’) OPS-02 (5´CCTCTGACTG3’) 

OPQ-02 (5´TCTGTCGGTC3’) OPS-04 (5´CACCCCCTTG3’) 

OPQ-04 (5´AGTGCGCTGA3’) OPS-08 (5´TTCAGGGTGG3’) 

OPQ-06 (5´GAGCGCCTTG3’) OPS-10 (5´ACCGTTCCAG3’) 

OPQ- 10 (5´TGTGCCCGAA3’) OPG-11 (5´TGCCCGTCGT3’). 
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6.8.1.2.-Amplificación RAPD-PCR 

 

Las mezclas de reacción se realizaron mediante el método propuesto por Singh 

et al., (2005) agregando BSA. (Tabla 6). 

 

Tabla 6.-Mezcla para amplificación de PCR-RAPD 

Reactivos PCR Volumen utilizado por tubo (µL) 

Taq-Polimerasa (Green-Taq-Promega) 10 

Agua  7 

Cebadores  2 

ADN (Dilución) 1 

BSA (0.67mg/mL) 1 

Total  21 µL 

Posteriormente, las mezclas de reacción se colocaron en un Termociclador 

Tecnhe para su amplificación. El protocolo del ciclado de PCR se tomó de Singh 

et al., (2005 -Tabla 7). Al finalizar la amplificación se realizó una electroforesis, 

los productos (mezcla de reacción) se colocaron en un gel de agarosa al 2% (p/v) 

y se dejó correr 45 min a 120 voltios. El tamaño de los productos de amplificación 

se estimaron utilizando un marcador molecular de 100 pb (GenRuler 100pb plus 

ladder, catálogo G2101, Promega). Finalmente se analizaron en un 

fotodocumentador digital con luz UV.  

 

Tabla 7.-Condiciones para el programa de PCR 

Numero de ciclos Condiciones  

 T (º C) Tiempo  (min) 

1 95 2 

 94 1 

40 37 1 

 72 2 

1 72 7 

 

El análisis e interpretación de los datos obtenidos fue realizado según la 

metodología reportada por Picó y Pérez, 2012 (Anexo 1). 
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6.9.-Análisis estadístico. 

 

El análisis estadístico se realizó médiate Minitab Statistical 16 mediante una 

prueba de Tukey con una confiabilidad del 95%.  

Para el análisis de RAPDs se realizó una matriz binaria, asignándole valores de 

1 a cada banda presente y 0 si la banda estuvo ausente con respecto al control 

(Anexo 2). Se realizaron mediante el Software PHYLIP 3.69 

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/getme.html) y con MEGA 

versión 6 (http://www.megasoftware.net/) para realizar el dendograma UPGMA. 

  

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/getme.html
http://www.megasoftware.net/


 

48 
 

VII.-RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1.-Establecimiento de cultivo de callos 

 

En este trabajo se evaluó la producción de callos de cultivos in vitro mediante 

distintas combinaciones y concentraciones de auxinas/citocininas usando hojas 

juveniles y semillas maduras como explantes. Se observó formación de callos a 

los primeros 15 días de incubación en los tratamientos en oscuridad total, 

después de los 30 días de incubación, se resembraron en medios de cultivos 

nuevos. En la Figura 12, se muestran los diferentes tipos de callos obtenidos a 

partir de explantes de hojas. Los tratamientos T1, T4 y T5 generaron callos friables 

con un 90%, 80% y 100% de respuesta, respectivamente. Mientras que los 

tratamientos restantes T2 y T3 presentaron un 80% de respuesta. Los tratamiento 

T2 y T3, generaron callos con pequeñas raíces y ligeramente oxidados. Bajo el 

tratamiento T0 sin reguladores no se obtuvieron respuesta, (Tabla 8).  

 

 

 

Figura  12.-Respuesta de callos provenientes de hojas, T1) callo friable, T2) callo 

con ligeras raíces, T3) callo con raíces diferenciadas, T4) callo friable y T5) callo 

friable. 
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Tabla 8.-Respuestas de callos provenientes de hojas de A. indica 

Tratamiento % Callos % Brotes % Raíz Tipo de callos 

T0 0±0.0d 

 

0±0.0a 

 

0±0.0a NR 

T1 90±0.4ab 0±0.0a 0±0.0a Callo friable de color amarillo 

T2 80±0.3bc 0±0.0a 0±0.0a Callo con pequeñas raíces 

T3 80±0.5bc 0±0.0a 0±0.0a 
Callos oxidados con raíces 

diferenciadas 

T4 80±0.3bc 0±0.0a 0±0.0a Callo friable 

T5 100±0.4a 0±0.0a 0±0.0a Callo friable de color crema 

Se expresan los valores de la media ± el error estándar (n=5). Letras diferentes por columna 
indican que hay diferencias significativas por el método de Tukey con p< 0.05. NR: no registrado. 

 

 

 

 

Figura 13.-Callos provenientes de semillas. T1 (callo friable), T2-T3 (Rizogénicos), 

T4 (embriogénico) y T5 (friable). 

 

 

En lo que respecta a la respuesta de callogénesis de los cultivos in vitro 

provenientes de semillas (Figura 13 y Tabla 9), los tratamientos T1, T4 T5 

mostraron un callo de tipo friable, de color amarillo-cremoso y de crecimiento 
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rápido con una inducción de 100%, 60% y 80% respectivamente. Mientras que 

los tratamientosT2 y T3 generaron callos con raíces diferenciadas con 80%n y 

30% en respuesta a la callogénesis, respectivamente. En el tratamiento T0 no 

obtuvieron respuesta, los explantes sufrieron necrosis a los primeros 10 días de 

su incubación.  

 

Tabla 9.-Tipos de respuesta provenientes de semillas de A. indica 

Tratamiento % Callos % Brotes % Raíz Tipo de callo 

To 0±0.0d 100±0.02a 100±0.32a 
 

NR 

T1 100±0.23a 80±0.21b 70±0.030b Callos friable 

T2 80±0.30b 60±0.030cd 20±0.40c Callo con pequeñas raíces 

T3 30±0.12d 30±0.30e 90±0.01a Callos  con raíces diferenciadas 

T4 60±0.15c 70±0.01bcd 30±0.05c Callo friable  

T5 80±0.30b 70±0.12bcd 30±0.25c Callos friable 

Se expresan los valores de la media ± el error estándar (n=5). Letras diferentes por columna 
indican que hay diferencias significativas por el método de Tukey con p< 0.05. NR: no registrado 

 

La inducción de callos es un requisito previo para el establecimiento de cultivo 

de células vegetales, estudio de modificaciones genéticas y selección de líneas 

sobre-productoras y la producción a gran escala de metabolitos secundarios. La 

morfología y el porcentaje de respuesta varía de acuerdo con el crecimiento 

exógeno a la naturaleza de la citocinina y a la relación de auxina/citocinina 

(Martin, 2002). 

 

Los tratamientos T1, T4 y T5 presentaron alta respuesta de callogénesis a partir 

de explantes de hojas y semillas. Kearney et al., (1994) y Capataz, 2005 

reportaron un 100% de callogénesis friable a partir de hojas utilizando el 

tratamiento T5 (IBA-BAP: 4.0 mg/L: 1.0 mg/L) pero no reportaron inducción de 

callos friables utilizando explantes de semillas.  

 

Rafiq y Dahot (2010) obtuvieron callos friables a partir de hojas y semillas 

maduras con igual porcentaje de inducción que el aquí reportado en medio MS 

suplementado con 3% de sacarosa y 0.25 mg/L de IAA/BAP. Por otra parte Singh 
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y Chatuverdi (2013) probaron una serie de tratamientos para la inducción de 

callos provenientes de hojas utilizando distintos RCV, encontrando que la 

combinación MS +´BAP (2.0 µM) - ANA (5.0 µM) y MS+BAP (5.0 µM) indujeron 

un 20.3 y 100 % de callos friables. Cabe destacar que al igual a este trabajo, el 

control (sin reguladores) no obtuvo respuesta. 

 

7.2.-Cinetica de callos friables 

 

Se realizaron cinéticas de crecimiento de los cultivos de callos provenientes de 

hojas y semillas. En la Figura 14a se observa el comportamiento de los distintos 

callos proveniente de hojas, donde todos alcanzaron su máxima biomasa a los 

28 días de cultivo. El tratamiento T5 fue el que generó mayor biomasa, con 

533.37 mg P.S, seguido de T1 y de T4 con 399.92 mg P.S, y 378.95 mg P.S, 

respectivamente.  

 

En los callos de tipo rizogénicos, el T3 y T2 solo alcanzaron una biomasa de 

277.00 mg P.S y 255.40 mg P.S, respectivamente. En la cinética de callos 

proveniente de semillas (Figura 14b), se observó el mismo comportamiento de 

los callos provenientes de hojas. El tratamiento T5   alcanzó 724.13 mg P.S de 

biomasa, seguido del tratamiento T1 y T4 con 635.66 mg P.S y 462.93 mg P.S, 

respectivamente. Finalmente, los tratamientos T2 y T3 alcanzaron 304 mg P.S y 

195.47 mg P.S, respectivamente. Durante la inducción de los cultivos de callos 

provenientes de hojas y semillas, se determinó que el tratamiento T5 proveniente 

de semillas es el más efectivo debido a su mayor producción de biomasa y por 

ser de tipo friable. Los reportes indican que al utilizar la combinación BAP e IBA 

(T5) demuestran un callo con características similares y de crecimiento rápido, 

(Kearney et al., 1994; Capataz., 2005) 
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Figura  14.-Cinética de crecimiento de callos. a) Callos provenientes de hojas. 

b) Callos provenientes de semillas. Las barras de error representan el E.E (n=5). 

Letras diferentes indican que hay diferencias significativas por el método de 

Tukey con p< 0.05 
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7.3.-Analisis químicos de limonoides en callos. 

 

En la Figura 15 se muestra el perfil cromatográfico de los extractos obtenidos a 

partir de los diferentes tipos de callos en su máximo día de crecimiento. 

Evidenciando que todos los callos acumularon azadiractina, presentado un Rf de 

0.52 similar al del estándar (Aza). Así mismo se observaron la presencia de más 

bandas que pueden corresponder a otros limonoides. 

 

 

Figura  15.- Perfil cromatografico revelado con vainillina: ácido sulfúrico. a) 

Callos provenientes de hojas y b) Callos provenientes de semillas; Aza 

corresponde al estándar de azadiractina, T1, T2, T3, T4 y T5 son los tratamientos. 

 

 

En la Tabla 10 se muestra la cuantificación de limonoides realacionados con la 

azadiractina (AZRL), la cual fue cuantificada en el día máximo crecimiento de los 

callos. Observandose que el tratamiento T5 tanto en hojas como de semillas 

presentó la mayor acumulación de AZRL, con 819.240 µg AZRL/g P.S y 786.676 

µg AZRL/g P.S, respectivamente. El tratamiento T4 acumuló 738.431 µg AZRL/g 

P.S y 723.856 µg AZRL/g P.S en callos proveninetes de semillas y hojas 

respectivamente. Los tratamientos con menor produccion fueron T2 y T3 tanto en 

callos de hojas y semillas (Tabla 10).  
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Tabla 10.-Concentración de AZRL en callos de A. indica 

 

Fuente 

 

Tratamiento 

Hojas Semillas 

µg AZRL/g P.S µg AZRL/g P.S 

T1 762.96±1.01b  770.18±0.81b  

T2 681.35±0.65e 710.82±1.81d  

T3 714.86±1.12dc 667.53±1.16e 

T4 723.85±1.34c 738.43±1.91c 

T5 786.67±0.21a 819.24±0.45a 

Se expresan los valores de la media ± el error estándar (n=5). Letras diferentes por columna 
indican que hay diferencias significativas por el método de Tukey con p< 0.05. 

 

En el presente trabajo, la producción de AZRL fue mayor a los reportados en 

otras investigaciones.  Rafiq y Dahot (2010) en cultivo de callos de hojas juveniles 

encontraron 16.1 µg AZRL/g P.S y 132.66 µg AZRL /g P.S en medio MS con 3% 

de sacarosa mediante las combinación de RCV de 0.25 mg/L de BAP- 0.1 mg/L 

de IAA y 0.25 mg/L de BAP e IAA, respectivamente. Además, la producción de 

AZRL en callos provenientes de semillas fue de 266.5 µg AZRL/g P.S cuando el 

medio de cultivo estaba suplementado con 0.5 mg/L de 2,4-D y 0.5 mg/L de BAP.  

El contenido de AZRL puede variar con la fuente de explante y la respuesta de 

la diferenciación celular. Se ha reportado que la mayor acumulación de los 

limonoides de A. indica, en especial la azadiractina se encuentra en las semillas, 

hojas, seguido de los cultivos de embriones cigóticos, y los cultivos de ovario 

(Govindachari et al., 1992). Dai et al., (1999), reportó que el contenido de Aza en 

relación a la producción de AZRL en semillas fue del 54.9%.  

 

7.4.- Análisis molecular. 

 

7.4.1.- Análisis RAPD en cultivos de callos de hojas. 

 

Se realizó un análisis de variación somaclonal a los callos in vitro provenientes 

de los diferentes tratamientos de cultivos de callos in vitro. En los callos 
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obtenidos de los diferentes tratamientos se pudieron detectar un total de 99 

bandas en 19 marcadores de los 26 analizados. La frecuencia promedio fue de 

5.2 bandas por cebador. De las cuales el 78.8% corresponden a bandas 

polimórficas (Tabla 11). Se observaron 7 cebadores con 100% de bandas 

polimórficas (OPG-11, OPQ-2, OPQ-10, OPQ-12, OPQ-15, OPQ-16, OPQ-17) 

entre 200 y 3000 pb de peso molecular. Del total de 19 cebadores, solo dos 

presentaron un 100% de bandas monomórficas, el OPA-09 con tres bandas de 

un peso molecular de 1000 a 3000pb y OPQ-4 con 1 banda de 1000pb. El 

número de productos amplificados varió entre 1 (OPQ-4) a 12 (OPQ-6) con un 

tamaño de 100 a 3000 pb aproximadamente. La mayoría de los perfiles muestran 

similitud de bandeo en los tratamientos T4 y T5, con respecto a los demás 

tratamientos y la planta madre. Ambos tratamientos fueron inducidos con IBA y 

BAP pero con distintas concentraciones (Figura 16).  

 

Tabla 11.-Análisis RAPDs de los callos provenientes de hojas  

Cebadores 
N. Total de 

bandas 

Bandas 

polimórficas 

% de bandas 

polimórficas. 

OPA-05 5 1  20.0 

OPA-08 4 3  75.0 

OPA-09 3 0    0.0 

OPA-10 4 3  75.0 

OPA-20 3 2  66.7 

OPG-11 7 7 100.0 

OPB-01  4 3  75.0 

OPH-09 6 6 100.0 

OPK-04 7 5  71.4 

OPQ-02 5 5 100.0 

OPQ-04 1 0     0.0 

OPQ-06 12 8   66.7 

OPQ-10 6 6 100.0 

OPQ-12 8 8 100.0 

OPQ-13 3 2   66.7 

OPQ-15 3 3 100.0 

OPQ-16 6 6 100.0 

OPQ-17 4 4 100.0 

OPS-04 8 6   75.0 

 TOTAL 99 78  
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Figura  16.-Perfiles RAPD de callos provenientes de hojas en gel de agarosa al 2%; a) OPA-05, b) OPA-08, c) OPA-09, d) 

OPA-10, e) OPA-20, f) OPG-11, g) OPB-01, h) OPH-09, i) OPK-04, j) OPQ-02, k) OPQ-04, l) OPQ-06, m) OPQ-10, n) OPQ-

12, ñ) OPQ-13, o) OPQ-15, p) OPQ- 17, q) OPQ-18, r) OP.S-4. Dentro de cada perfil; a= marcador de peso molecular, 

GenRuler 100pb plus ladder, b= ADN y los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5).  
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En el dendograma podemos observar dos grupos, el primero está dado por todos 

los tratamientos (T1, T2, T3, T4 y T5) y el segundo dado por el ADN de la planta 

madre, evidenciando que los cebadores seleccionados para este estudio fueron 

capaces de detectar la variación genética en los cultivos in vitro de callos 

provenientes de hojas obtenidos con respecto al ADN de la planta madre (Figura 

17).  

 

 

Figura  17.-Dendograma de callos provenientes de hojas basado en Nei (1979). 

Distancia genética entre ADN de tratamientos de callos de hojas juveniles en 

medio MS con diferentes concentraciones de RCV y el ADN de la planta madre 

usando UPGMA-MEGA 6 y PHYLIP Versión 3.69. T1 a T5 corresponde a ADN de 

tratamientos, el ADN genómico de planta madre se denomina b 

 

 

Se calculó la distancia de similitud en relación a la planta madre (Tabla 12),  

donde la más alta similitud fue de 0.260 para el tratamiento T3 suplementado con 

IAA (0.2 mg/L) – BAP (0.1 mg/L), por otra parte la similitud más baja fue de 

(0.028) con el tratamiento T4 y T5 suplementados con  IBA (8 mg/L) – BAP(4 

mg/L) e IBA (4.0 mg/L) - BAP(2.0 mg/L), respectivamente (Tabla 13). 
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Tabla 12.-Identidad genética de Nei (por encima de la diagonal) y distancia 

genética (por debajo de la diagonal) entre los tratamientos de ADN de callos 

provenientes de hojas en medio MS con diferentes concentraciones de 

reguladores de crecimiento vegetal 

Muestra 

de ADN 
B T1 T2 T3 T4 T5 

B ……... 0.198 0.193 0.260 0.194 0.204 

T1 0.198 ……. 0.077 0.155 0.058 0.071 

T2 0.193 0.077 …….. 0.242 0.084 0.107 

T3 0.260 0.155 0.242 …….. 0.148 0.207 

T4 0.194 0.058 0.084 0.148 …….. 0.028 

T5 0.204 0.071 0.107 0.207 0.028 ……. 

B: Planta madre 

 
 
 
7.4.2- Análisis RAPD en cultivos de callos provenientes de semillas 

 

En los callos provenientes de semillas se observó un 90% de polimorfismo. Con 

un total de 109 bandas en 18 cebadores de los 26 analizados (Tabla 13), con 

una frecuencia de 6 bandas por cada cebador aproximadamente.  

 

De los 18 cebadores solo 10 mostraron 100% de polimorfismo (OPA-05, OPK-4, 

OPQ-10, OPG-11, OPB-1, OPQ-2, OPQ-12, OPQ-13, OPQ-15 y OPQ-4). El 

cebador con mayor número de bandas fue el OPQ-6, con 10 bandas, 9 de ellas 

fueron polimórficas y 1 monomórfica. Por otra parte, los cebadores OPA-08 y 

OPQ-17, fueron los que mostraron menos bandas amplificadas (2 bandas) 

siendo una de ellas polimórfica. Todas las bandas amplificadas estuvieron en el 

rango de 200 a 6000 pb, respectivamente (Figura 18).  
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Tabla 13.-Los cebadores utilizados para el análisis RAPD de callos de 

provenientes de semillas y las características de banda obtenidos para los callos 

de diferentes combinaciones y concentraciones de reguladores y semillas como 

planta madre. 

Cebadores N. Total de 

bandas    

Bandas 

polimórficas 

% de bandas 

polimórficas 

OPA-05 8 8 100.0 

OPA-08 2 1 50.0 

OPA-09 5 4 80.0 

OPA-10 8 7 87.5 

OPA-20 7 6 85.7 

OPG-11 6 6 100.0 

OPB-01 5 5 100.0 

OPH-09 9 8 88.9 

OPK-04 8 8 100.0 

OPQ-02 5 5 100.0 

OPQ-04 4 4 100.0 

OPQ-06 10 9 90.0 

OPQ-10 7 7 100.0 

OPQ-12 5 5 100.0 

OPQ-13 5 5 100.0 

OPQ-15 5 5 100.0 

OPQ-16 8 5 62.5 

OPQ-17 2 1 50.0 

   TOTAL 109 99  
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Figura  18.-Perfiles RAPD de callos provenientes de semillas. a) OPA-05, b) OPA-08, c) OPA-09, d) OPA-10, e) OPA-20, f) OPG-

11, g) OPB-01, h) OPH-09, i) OPK-04, j) OPQ-02, k) OPQ-04, l) OPQ-06, m) OPQ-10, n) OPQ-12, ñ) OPQ-13, o) OPQ-15, p) OPQ- 

16, q) OPQ-17, r) OP.S-4, s) OP.S-2. Dentro de cada perfil; a= marcador de peso molecular, GenRuler 100pb plus ladder, b= ADN 

y los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5).
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En el dendograma (Figura 19) se observan dos grupos. El primero está dado por los 

tratamientos T5, T4, T1, b, y T2. Por otro lado, el segundo grupo está dado por T3. 

Dentro del primer grupo, el tratamiento T4 y T5 tienen una distancia genética de 0.02, 

seguido del tratamiento es el T1 con una distancia de 0.04. Siendo estos más 

cercanos a la planta madre (b).  

 

En la Tabla 14 se observa la matriz de similitud, donde la menor similitud se 

encuentra en el tratamiento T3, suplementado con IAA (0.2 mg/L) – BAP (0.1 mg/L) 

y ADN de la planta madre. La mayor similitud se observa en los tratamientos T4 y 

T5 con 0.044 suplementado con RCV IBA (8mg/L) – BAP (4mg/L), IBA (4mg/L) – 

BAP (1mg/L), respectivamente. 

 

 

 

Figura  19.-Dendograma de callos de semillas basado en Nei (1979). Distancia 

genética entre ADN de tratamientos de callos de hojas juveniles en medio MS con 

diferentes concentraciones de reguladores y el ADN de la planta madre usando 

UPGMA-MEGA 6 y PHYLIP Versión 3.69. T1 a T5 corresponde a ADN de 

tratamientos, (b) es ADN genómico de planta madre. 
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Tabla 14.-Identidad genética de Nei (por encima de la diagonal) y distancia genética 

(por debajo de la diagonal) entre los tratamientos de ADN de callos provenientes de 

semillas en medio MS con diferentes concentraciones de reguladores de 

crecimiento vegetal y el ADN genómico extraído de la planta madre. 

Muestra de 

ADN 

 
B T1 T2 T3 T4 T5 

B  …………. 0.086239      0.112370      0.312914      0.125255      0.096837      

T1  0.086239      ………… 0.102394       0.154745      0.075207      0.069400      

T2      0.112370      0.102394       ………… 0.152719      0.139630      0.113816      

T3    0.312914      0.154745      0.152719      ………… 0.184122      0.235803      

T4  0.125255      0.075207      0.139630      0.184122      ………… 0.044984      

T5  0.096837      0.069400      0.113816      0.235803           0.044984      ………… 

 

 

7.4.3- Relación de los reguladores de crecimiento vegetal con respecto a la 

variación somaclonal y la producción de AZRL en cultivos in vitro de callos 

de A. indica  

 

En la tabla 15 se observa la relación de los RCV con respecto a la variación 

somaclonal y la producción de AZRL en los cultivos in vitro de callos de A. indica.  

 

En los cultivos in vitro provenientes de hojas se observa una relación a la variación 

somaclonal con respecto al medio de cultivo (RCV). La distancia genética es mayor 

cuando el medio de cultivo esta suplementado con los RCV: IBA y BAP. En los 

tratamientos T5 y T4 se identificó que la variación genética fue similar, sin embargo, 

al disminuir la concentración de RCV la producción se vio favorecida al Tratamiento 

T5. No así para los cultivos in vitro provenientes de semilla, donde la distancia 

genética se ve afectada por los RCV. 

 

 

 

 

 



 

63 
 

Tabla 15.-Relación de RCV con respecto a la variación somaclonal y producción de 

AZRL en callos de A. indica 

Tratamientos CH CS 

 DG AZRL  

µg AZRL/g P.S 

DG AZRL  

µg AZRL/g P.S 

Planta madre  10.49 20989.86 5.13 65069.60 

T1: ANA(2.0 mg/L) - BA(1.0 mg/L) 3.21 759.59 3.61 770.17 

T2: ANA(1.0 mg /L) - KIN(0.5 mg/L) 4.45 754.90 5.85 756.19 

T3: IAA(0.2 mg/L) – BAP(0.1 mg/L) 9.39 683.93 10.38 771.71 

T4: IBA(8.0 mg/L) – BAP(4.0 mg/L) 1.39 730.73 2.24 738.43 

T5: IBA(4.0 mg/L) - BAP(1.0 mg/L) 1.39 782.68 2.24 819.24 

CH: Callos provenientes de hojas, CS: Callos provenientes de semillas 

DG: Distancia genética (Nei´s). 

 

 

La variación somaclonal ha sido muy estudiada en otras especies vegetales, pero 

estos son muy escasos para A. indica. Algunos reportes demuestran variación 

genética en hojas mediante cebadores (SPAR) en conjugación de ISSR (Singhet et 

al., 2002), así mismo (2003) Singh et al., mediante marcadores RAPD identificaron 

variación somaclonal en árboles de A. indica de 29 regiones agroecológicas de la 

India, de 24 cebadores aleatorios solo 14 mostraron polimorfismo generando un 

total de 79 bandas. Por otro lado, Kota et al., 2006, reportaron variación somaclonal 

de árboles de A. indica que con alto y bajo contenido de azadiractina, así como 

polimorfismo en el ADN mediante cebadores RAPD en hojas tiernas, plántulas in 

vitro y callos a partir de explantes.  

 

En este estudio se encontró variación somaclonal de los callos provenientes de 

hojas y de semillas y variación en la producción de AZRL dado por las 

combinaciones de RCV. De manera que, a mayor distancia genética mayor es la 

producción de AZRL en callos de hojas no así para callos de semillas.  

 

Por otra parte, en estudios de otras especies vegetales se ha reportado una alta 

variabilidad relacionada a los reguladores de crecimiento vegetal con respecto al 
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ADN de la planta madre, de forma similar a los resultados obtenidos en esta 

investigación utilizando cebadores RAPD. En callos de Nicotiana tabacum se 

encontró variabilidad generada por los subcultivos y la exposición de los explantes 

a RCV durante periodos largos (Ghartavol et al., 2010). Por otro lado, se obsevó 

variabilidad genética en cultivos de callos de Jatropha curcas usando diferentes 

combinaciones de RCV, generando 91.12% de polimorfismo en callos, con una 

distancia de 0.82 de la planta madre con respecto a los demás tratamientos de 

callos que fueron mantenidos en medio MS suplementados con IBA 0.4mg/L- BAP 

4mg/L, y 0.53 de distancia cuando la combinación fue MS suplementado con IBA 

0.2 mg/L y2.0 mg/L BAP (Jose et al 2012). 

 

Estos datos sugieren que la disponibilidad de los reguladores de crecimiento en los 

medios de cultivo regula el patrón genético. Los marcadores RAPD pueden 

utilizarse para detectar la variación somaclonal con el fin de identificar el efecto de 

la auxina y/citoquinina en el ARN poliadenilado de la incorporación de los cambios 

genéticos. 

 

7.5.- Suspensiones Celulares  

 

Se establecieron suspensiones celulares a partir de los callos provenientes de los 

tratamientos T1 T4 y T5, originados de explantes de hojas y semillas. Los cultivos 

celulares del tratamiento T5 fueron de color amarillas y de crecimiento rápido, las 

del tratamiento T4 las células fueron de color crema, y su disgregación fue tardía. 

Las células del T1 fueron de color blanquecinas, de crecimiento y disgregación 

rápida, en general todos los cultivos comenzaron a disgregarse a los primeros 3 

días en medio líquido (Figura 20a). Después de 2 semanas de cultivo, las células 

fueron transferidas a nuevo medio de cultivo (Figura 20b). Las suspensiones 

celulares fueron subcultivadas cada 15 días por adición de un medio de cultivo 

nuevo.  

En general, todos las suspensiones celulares de A. indica establecidas presentaron 

una viabilidad entre el 80- 85% (células sin tinción con el colorante) (Figura 21).  
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Figura  20.-Suspensiones Celulares a) células a los 3 días de la inoculación, b) 

células a los 14 días de la inoculación. 

 

 

Figura  21.-Células de A. indica viables en división activa (tinción con azul de 

Evans) a (10×) 

 

 

7.6.- Análisis químicos de limonoides en suspensiones celulares  

 

Se realizó un perfil cromatográfico de las suspensiones celulares de A. indica, 

observándose la presencia de azadiractina (Aza) en todos los cultivos (Figura 22) 

con un factor de retención de 0.52. También se observaron la presencia de más 

bandas que quizás correspondan a otros limonoides.  
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Figura  22.-Perfil cromatográfico de suspensiones celulares, revelado con vainillina: 

ácido sulfúrico ; Aza corresponde al estándar de Azadiractina, T1, T4 y T5 son los 

tratamientos de hojas y semillas. 

 

Se realizó la cuantificacion de AZRL de los cultivos celulares de A. indica (Tabla 16). 

La suspesiones celulares del tratamiento T5 provenientes de callos de semillas, 

mostraron la mayor produccion de AZRL (256.45 mg AZRL/L), seguido del 

tratamiento T1 con una producción de 221.82 mg AZRL/L. Mientras que las 

suspensiones de generadas a partir de los callos provenientes de hojas en los 

tratamientos T1 y T5  obtuvieron una produccion de 194.98 mg AZRL/L y 212.29 mg 

AZRL/L respectivamente.  

 

Tabla 16.-Producción de AZRL en cultivos celulares de A. indica. 

Tratamiento 
CH CS 

mg AZRL/L mg AZRL/L 

T1 194.98±0.1b 221.82±0.4b 

T4 171.89±0.5c 175.93±0.7c 

T5 212.29±0.2ª 256.45±0.4ª 

CH: suspensiones a partir de callos provenientes de hojas 
CS: suspensiones a partir de callos provenientes de semillas. 
Se expresan los valores de la media ± la desviación estándar. Letras diferentes por columna indican 
que hay diferencias significativas por el método de Tukey con p< 0.05. 
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La producción de AZRL en las suspensiones obtenidas en el tratamiento T5 fueron 

mayor a los resultados mostrados por Raval et al., (2003) quienes reportaron una 

producción máxima de 2.7 mg AZRL/L y 4.5 mg AZRL/L en sistemas de producción 

en una y dos etapas respectivamente. Rafiq y Dahot (2010) obtuvieron 351.2 µg 

AZRL/ 50 mL en suspensiones celulares provenientes de hojas mantenidos en 

medio MS con  3% de sacarosa.  

Existen reportes donde solo cuantifican el limonoide Aza en suspensiones celulares 

utilizando la misma combinación de RCV en la cual se obtuvo mayor producción de 

AZRL. La producción de Aza en suspensiones celulares de cultivos de callos 

proveniente de hojas fue de 5.36 mg / L (Kuruvilla et al., 1999) mientras que Capataz 

(2005), alcanzó una producción de Aza a de 27.31 mg/L.  

 

7.7.- Cinética de crecimiento y producción de AZRL en suspensiones 

celulares. 

 

Se realizó una cinética de crecimiento y de producción de AZRL en las 

suspensiones celulares provenientes de callos de semillas (Figura 23). En la figura 

23a puede apreciarse la fase lag de aproximadamente 3 días, una fase de 

crecimiento exponencial entre los 3 y 9 días aproximadamente, donde la mayor 

producción de biomasa fue de 12.13 g P.S/L (día 9). Con una velocidad máxima 

(µmáx) de 0.82 d-1 con un tiempo de duplicacion de 0.84 días. Los cultivos celulares 

no presentaron fase estacionaria y la fase de muerte se presentó a partir del día 12.  

El contenido de sustrato fue disminuyendo de manera gradual hasta llegar al día 12 

con una concentración de 8.94 g/L.  
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Figura  23.-Cinética de crecimiento, consumo de sacarosa y de producción de AZRL 

en suspensiones celulares de A. indica. Las barras de error representan el E.E (n=3)  
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En la Figura 23b se muestra el comportamiento de la producción de AZRL. La 

producción de AZRL fue máxima en el día 9 del cultivo, alcanzando un contenido 

total de 371.86 mg/L, donde 232.44 mg/L fueron producidos a nivel intracelular y 

139.42 mg/L a nivel extracelular.  

 
Los resultados son similares a lo reportado por Balaji et al., (2003) donde la cinetica 

no presentó fase estacionaria, y la fase exponencial se observó en los dias 5 a 10, 

el mayor crecimiento de biomasa fue al dia 10, mientras que la maxima produccion 

de Aza fue a los 7 dias, sin embargo el medio de cultivo fue completamente 

diferente, ½ B5 suplementado con 2.0 mg/L de dicamba y 1.0 mg/L Kin.  

Otros autores realizaron estudios de produccion de AZRL, observando la máxima 

producción a partir de la 4ta semana a la inoculacion (Sujanya et al 2008; Rafiq y 

Dahot, 2010), por otra parte Babu et al., (2006) reportaron que la fase exponencial 

fue a partir de los 9 a 15 dias despues de inoculacion y la máxima producción, al 

igual a lo que reporta Wewetzer (1998), donde reporto la máxima concentracion de 

Aza a finales de la fase exponencial. Estos datos concuerdan con los de esta 

investigación, al obsevar la máxima concentracion de limonoides al final de la fase 

exponencial; sin embargo las células de T5 se duplicaron de manera rápida, ya que 

en la fase exponencial fue de 5 a 10 días.   

Comparando con otras especies vegetales el valor de µmáx encontrado en este 

estudio para crecimiento de células en suspensión fue mayor. En suspensiones 

celulares  de Panax ginseng se ha reportado una µmáx de 0.17 d-1 (Wu et al., 2005), 

Taxus chinensis de 0.12 d-1 (Dong y Zhong, 2002) y Thevetia peruana de0.17 d-1 

(Arias et al., 2009). 
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7.8.- Análisis molecular 

 

7.8.1. Variación somaclonal de suspensiones celulares provenientes de 

callos de hojas  

 

Se observó un 85.5% de polimorfismo en los tratamientos de cultivos celulares en 

suspensión de callos friables provenientes de, T1, T4 y T5 comparados con ADN de 

hojas. Los tratamientos fueron mantenidos en medios de cultivos suplementados 

con RCV en distintas combinaciones. Se probaron 26 cebadores de los cuales 20 

mostraron bandas (bandas), con una frecuencia de 5.6 bandas por cebador 

aproximadamente (Tabla 17). Al menos 12 cebadores mostraron 100% de bandas 

polimórficas, dentro de las que destacan son OPQ-13, OPQ-16 y OPA-09 con 10 y 

9 bandas amplificadas respectivamente. El OPQ-13 y OPQ-10 mostraron más 

bandas, mientras que el OPB-1, OPG-11, OPB-1, OPH-9 y OPK-4 solo 2 bandas. 

En la Figura 24 se observan los perfiles RAPDs, donde la variabilidad entre 

tratamientos de cultivos en suspensión es notoria, las bandas oscilan de 200 pb a 

6000 pb respectivamente. En OPQ-16, los tratamientos T1, T4 y T5 amplificaron de 

3 a 4 bandas, mientras el control (6 bandas) todas fueron polimórficas. El OPQ-17 

amplifico 6 bandas de 200 a 6000pb, el T5 y T4 comparten una banda de 200pb y 

2500pb, y el control tiene bandas de las cuales no coinciden con bandas de los 

tratamientos. En OPQ-05 los tratamientos T1, T4 y T5 mostraron 6 bandas 

amplificadas en distintos tamaños de peso molecular, no así para el control. En 

OPQ-08 el T5 y T4 comparten una banda con el control de un peso molecular de 

300pb (el T1 no amplificó).  
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Tabla 17.-Los cebadores utilizados para el análisis RAPD y las características de 

banda obtenidos de los cultivos en suspensión de diferentes combinaciones y 

concentraciones de reguladores y hojas como planta madre.  

Cebadores 
N. Total de 

bandas 

Bandas 

polimórficas 

% De bandas 

polimórficas. 

OPA-05 10 9 90.0 

OPA-08 4 3 75.0 

OPA-09 9 9 100.0 

OPA-20 4 2 50.0 

OPG-11 2 1 50.0 

OPB-01 2 2 100.0 

OPH-09 2 2 100.0 

OPK-04 2 2 100.0 

OPQ-02 5 5 100.0 

OPQ-04 5 5 100.0 

OPQ-06 9 7 77.8 

OPQ-10 10 9 90.0 

OPQ-12 1 1 100.0 

OPQ-13 10 10 100.0 

OPQ-15 7 7 100.0 

OPQ-16 9 9 100.0 

OPQ-17 6 5 83.3 

OPQ-18 4 4 100.0 

OPR-4 9 2 22.2 

OP.S-2 3 3 100.0 

Total 113 97  

 

 



 

72 
 

   
 

Figura  24.-Perfiles RAPD de suspensiones de callos de hojas; a) OPA-05, b) OPA-08, c) OPA-09, d) OPA-10, e) OPA-20, f) OPG-

11, g) OPB-01, h) OPH-09, i) OPK-02, j) OPQ-04, k) OPQ-06, l) OPQ-10, m) OPQ-12, n) OPQ-13, ñ) OPQ-15, o) OPQ-16, p) OPQ- 

17, q) OPQ-18, r) OP.S-4, s) OP.S-2. Dentro de cada perfil; a= marcador de peso molecular, GenRuler 100pb plus ladder, b= ADN 

y los tratamientos (T1, T2, T5) 
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Respecto al dendograma (Figura 25) se observan dos grupos; el primero está 

dado por los tratamientos (T4, T5 y T1), el segundo grupo sólo está representado 

por el ADN de la planta madre. Los tratamientos T5 y T4 tienen una distancia 

mayor con respecto a la planta madre. 

 

La mayor distancia de similitud fue de 0.207 cuando el T5 y la muestra de la 

planta madre (b) y la menor similitud fue de 0.088 T5 con y T4 respectivamente 

(Tabla 18) 

 

 

 
Figura  25.-Dendograma de suspensiones celulares provenientes de callos de 

hojas basado en Nei´s (1979). Distancia genética entre ADN de tratamientos de 

callos de hojas juveniles en medio MS con diferentes concentraciones de 

reguladores y el ADN de la planta madre usando UPGMA-MEGA 6 y PHYLIP 

Versión 3.69. T1 a T5 corresponde a ADN de tratamientos, (b) es ADN genómico 

como planta madre. 

 

Tabla 18.-Identidad genética de Nei (por encima de la diagonal) y distancia 

genética (por debajo de la diagonal) entre los tratamientos de ADN de 

suspensiones de callos de semillas en medio MS con diferentes concentraciones 

de reguladores de crecimiento vegetal y 

Muestra 
de ADN                B T1 T4 T5 
B …………. 0.229779      0.248046      0.207274      
T1 0.229779      ………… 0.116674      0.146661      
T4 0.248046      0.116674      ………… 0.088156     

T5 0.207274      0.146661      0.088156     ………… 

 

 



 

74 
 

7.8.2.- Variación somaclonal de suspensiones celulares provenientes de 

callos de semillas. 

 

En lo que respecta a los RAPDs de suspensión de callos de semillas, los 

tratamientos T1, T4 y T5, mostraron 87% de polimorfismo en 16 cebadores de 26 

analizados (Tabla 19). En 9 cebadores se observó 100% de polimorfismo, en el 

perfil de OPQ-6 y OPQ-18 con 10 bandas polimórficas, OPQ-15 con 9 bandas, 

OPQ-16 con 7, OPH-9 con 6, OPK-4 con 5 y OPA-08, OPA-20, con 4 bandas 

polimórficas.  

 

El OPQ-6 y OPQ-18 mostraron el mayor número de bandas (10), todas 

polimórficas, el OPQ-10 también tiene 10 bandas y solo 3 son monomórfica y el 

resto corresponden a bandas polimórficas, el OPQ-17 fue el que amplifico menos 

bandas (2) siendo todas monomórficas. Con un total de 101 bandas amplificadas 

entre polimórficas y monomórficas.  

 

El cebador OPA-05 (Figura 26) se puede observar el T5 muestran bandas 

adicionales de aproximadamente 2000pb con respecto a los T1 y T4, muy 

diferentes del control (b), el T1 y T4 presentan bandas del mismo peso molecular. 

El OPA-08 amplificó bandas similares en T1 y T4 de aproximadamente 2500pb 

con respecto al control, no así para el T5 que amplifico una banda de 750pb. En 

el OPA-09 el tratamiento T1 y T4 comparten 2 bandas de igual peso molecular 

con respecto al control de 750, 1000 y 1250pb respectivamente, no así con el T5 

que solo comparte 2 bandas con el resto de los tratamientos, en algunos geles 

de agarosa no se observaron amplificación de bandas en los tratamientos como 

por ejemplo en OPA-20. 

 

El cebador OPQ-17 mostró 2 bandas en T1, T4 y T5 de igual peso molecular de 

aproximadamente 750 a 1000pb que corresponden a bandas monomórficas, no 

así para el control. 
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Tabla 19.-Los cebadores utilizados para el análisis RAPD y las características 

de banda obtenidos para los cultivos en suspensiones de diferentes 

combinaciones y concentraciones de reguladores y semillas como planta madre 

Cebadores N. Total 

de bandas    

Bandas 

polimórficas 

% De bandas 

polimórficas. 

OPA-05 7 6 85.7 

OPA-08 4 4 100.0 

OPA-09 4 2 50.0 

OPA-20 4 4 100.0 

OPG-11 5 5 100.0 

OPB-01 8 6 75.0 

OPH-09 6 6 100.0 

OPK-04 5 5 100.0 

OPQ-04 7 5 71.4 

OPQ-06 10 10 100.0 

OPQ-10 10 7 70.0 

OPQ-13 3 2 66.7 

OPQ-15 9 9 100.0 

OPQ-16 7 7 100.0 

OPQ-17 2 0 0.0 

OPQ-18 10 10 100.0 

Total 101 88  
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Figura  26.-Perfiles RAPD de suspensiones de callos de semillas; a) OPA-05, b) OPA-08, c) OPA-09, d) OPA-20, e) OPG-11, f) OPB-

1, g) OPQ-09, h) OPK-04, i) OPQ-04, j) OPQ-06, k) OPQ-10, l) OPQ-13, m) OPQ-15, n) OPQ-16, ñ) OPQ-17, o) OPQ-18. Dentro de 

cada perfil; a= marcador de peso molecular, GenRuler 100pb plus ladder, b= ADN y los tratamientos (T1, T2, T5) 
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Mediante el dendograma (UPGMA- Figura 27) se observa  que se divide en dos 

grupos, el primero está dado por los tratamientos T5, T4 y T1, el segundo está el 

ADN de la planta madre. Estos dos grupos se unieron a un nivel de distancia de 

0.08. De acuerdo a los datos de similitud (Tabla 20) se identifica la mayor 

distancia genética está dada entre El ADN de la plata madre y el T5 con una 

distancia de 0.171085 y la menor distancia es de 0.084544 en muestras de T4 y 

T5 respectivamente. 

 

 

 

Figura  27.-Dendograma de suspensiones celulares provenientes de callos de 

semillas basado en Nei´s (1979). Distancia genética entre ADN de tratamientos 

de callos de hojas juveniles en medio MS con diferentes concentraciones de 

reguladores y el ADN de la planta madre usando UPGMA-MEGA 6 y PHYLIP 

Versión 3.69. T1 a T5 corresponde a ADN de tratamientos, (b) es ADN genómico 

de planta madre. 

 

Tabla 20.-Identidad genética de Nei´s de suspensiones de callos de semillas (por 

encima de la diagonal) y distancia genética (por debajo de la diagonal) entre los 

tratamientos de ADN de suspensiones de callos de semillas en medio MS con 

diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal y el ADN 

genómico extraído de la planta madre 

 

Muestra 
de ADN                 

  B                     T1                 T4                  T5 

B …………. 0.149533       0.162714       0.207274      
T1 0.149533       ………… 0.093279       0.130752       
T4 0.162714       0.093279       ………… 0.084544      
T5 0.171085       0.130752       0.084544      ………… 
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7.8.3.- Relación de la variación somaclonal con respecto a la producción 

de AZRL con diferentes tipos de reguladores de crecimiento vegetal. 

 

La variación somaclonal en suspensiones celulares provenientes de callos de 

hojas/semillas se ven afectadas por la combinación de RCV y la producción de 

AZRL, se observándose en la tabla 21, que a más alta distancia genética la 

producción de AZRL es mayor cuando los tratamientos tienen IBA(4.0 mg/L), 

BAP(1.0 mg/L) en su composición. 

 

Tabla 21.-Relación de RCV con respecto a la variación somaclonal y producción 

de AZRL en suspensiones celulares 

TRATAMIENTOS SUSPENSIONES 

(C/H) 

SUSPENSIONES 

(C/S) 

 DG AZRL DG AZRL 

T0: S/R 11.41 NR 8.05 NR 

T1: ANA(2.0 mg/L) - BA(1.0 mg/L) 6.58 194.98 5.60 221.82 

T4: IBA(8.0 mg/L) – BAP(4.0 mg/L) 4.4 171.89 4.22 175.93 

T5: IBA(4.0 mg/L) - BAP(1.0 mg/L) 4.4 212.29 4.22 256.45 

DG: Distancia genética (Nei´s), S/R: Sin reguladores de crecimiento vegetal, NR: Sin Respuesta, 

C/H: callos de hojas, C/S: callos de semillas. 

 

La variación somaclonal en suspensiones celulares resultó una propuesta 

interesante, ya que en la literatura no existen reportes para A. indica. Mientras 

que para otras especies los estudios son amplios. Los resultados en esta 

investigación indican que la combinación de los RCV inducen variación 

somaclonal y en la producción AZRL en A. indica. Jikku et al., (2012) reportaron 

en suspensiones celulares de Jatropha curcas la variación somaclonal debida a 

la combinación de RCV. Mientras que Fu et al., (2012) reportaron en 

suspensiones celulares de Taxus sp., variación somaclonal inducida por los 

subcultivos y hubo correlación con la disminución en la producción de paclitaxel 

(taxol). En ambos casos se observó que existe relación del efecto de los RCV 

para inducir metabolitos secundarios y variación somaclonal.   
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VIII.-CONCLUSION 

 

Los cultivos in vitro de Azadirachta indica presentaron variación tanto somaclonal 

como en la producción de limonoides relacionados con la azadiractina en función 

de la combinación de reguladores de crecimiento vegetal. 
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IX.- RECOMENDACIONES 

 

1. Cuantificar e identificar Aza y otros limonoides en los cultivos in vitro de callos 

y suspensiones. 

 

2. Conocer los eventos bioquímicos y moleculares involucrados en los 

mecanismos de transducción de las señales, así como la vía de la biosíntesis 

de limonoides; lo que permitirá plantear estrategias para estimular la 

acumulación de limonoides en especial de Aza.  

 

3. Evaluar la actividad biológica de los e cultivos in vitro de callos y 

suspensiones celulares de A. indica. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1.- Análisis de RAPDs. 

Todos los geles se analizaron y las bandas monomórficas y polimórficas se 

contabilizaron. Las bandas monomórficas fueron la (s) banda (s) del mismo 

peso molecular que se repite en los diferentes tratamientos y las bandas 

polimórficas fueron la (s) banda (s) ausentes. La presencia de una banda fue 

indicado por un uno (1) y la ausencia como cero (0) para realizar una matriz 

binaria.  

A continuación se muestra un ejemplo del análisis de bandeo para el cebador 

OPA-15 (Figura 28 a). En la posición 1 se identifica en el primer bandeo que 

todos los tratamientos comparten bandas del mismo peso molecular, 

asignándole 1 a cada banda, es decir hay bandas monomórficas en todos los 

tratamientos. En la posición 2 se observó que la banda esté ausente en b y T3, 

a las cuales se les asignó 0, es decir que estás bandas son polimórficas. De esta 

manera se realizó la matriz binaria (Figura 28 b) de un solo primer. Y 

posteriormente se indexo en el Software PHYLIP 3.69. 

 
Figura  28.- Análisis de RAPD. a) Gel con los tratamientos para el cebador 

OPA-15, b) Matriz binaria 

. 
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Anexo 2.- Matriz de datos para análisis de variación somaclonal. (Matriz 

Binaria) 

 

12.1.1.-Callos de hojas 

 
B    

000000000000000000000001000000011000000000000111000001101000000110000000000101000000110

001111000000 

T1        

101111110000111001110111011011000111111110010111110111010111100010100000000111100111000

001111100110 

T2        

111110011111001110111001010101000000101000111010101111111011100000000000000111110111011

001111111101 

T3        

101111010000101000100100000000011011000000000000000000000000011111100011010100000000000

000000110010 

T4        

101110110111011001101111101111111110111111110010110111111110000111011111011111100111101

001100100010 

T5        

000000110111011001101111101111110110111110000111110111111110100001011011011111000111111

110000100010 

   

12.1.2.-Callos de semillas 

 
B         

100101111111010101011101101100111000000110011101110100011010101111000000000010000000110

1001111110010001111111011100    

T1        

100111111110010001011000001100001000000111100101111001111000000000101101001111011001101

1010000010001100101111011111        

T2        

100111111100011101000101101000011111111100010110010101000001100001100000000001011101110

0110000101101110000001111111        

T3        

001000000000000000000001100OOOOO11000010000000000000000000000000000011111101110100011

0100000000010011000000011010      

T4        

011111100010110011111110011111101000000110101011110110111000000000101101110100111111111

1110001001000100101000000101         

T5        

000101101110011011111110011101101000000110101111111001111100001100110000000000111011111

1111001001001100101001100001 

 

 

12.1.3.-Suspensiones de callos de semillas 

 
B         

010100101110111100001011001000000000000000101110111010010010100010111010000000000000000

1101101010011110101000010000111001 

T1        

100010110100010110001000001011100001000010001010000110101110100111110101010101111010000

1000000100111111001110001100000000 

T4        

100010110100010110000000011011100001111011001101101100111101111011110010111110010101000

1010110101000000100111111110011011 

T5        

111111011001100111110110000100111111011111110110111100111101111001011100011111001001111

1000000000110010010111111110011011 
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12.1.4.-Suspensiones de callos de hojas 
 

B          

OOOOOOOOOOOOO1OOOOOOOOOOO000000OOO000101000010000000000000000000000000000001

010100000000111011101010101111101010000001 

T1         

10010110110OOO111010110001101111000001000000001011011110001011100110111111011010000000

000001011100100000001001101011111010011111 

T4         

010100111011O110111101100101101O010010101110010110111101111111010111000111100111110111

110100110001000010000001110111111111010000 

T5         

1110110101101100000001011101101O1011001001101001011011111100000011110000000110101111001

011001101010111000011011101001111110100000 

 


