
   

Acta Biológica Colombiana

ISSN: 0120-548X

racbiocol_fcbog@unal.edu.co

Universidad Nacional de Colombia Sede

Bogotá

Colombia

FERNÁNDEZ DA SILVA, Rafael; VILLARROEL, Adrian; CUAMO, Liaska; STORACI,

Vincenzo

EVALUACIÓN DE UN SISTEMA DE REGENERACIÓN POR EMBRIOGÉNESIS

SOMÁTICA DE NEEM (Azadirachta indica)

Acta Biológica Colombiana, vol. 21, núm. 3, septiembre-diciembre, 2016, pp. 581-592

Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá

Bogotá, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=319046907012

   Cómo citar el artículo

   Número completo

   Más información del artículo

   Página de la revista en redalyc.org

Sistema de Información Científica

Red de Revistas Científicas de América Latina, el Caribe, España y Portugal

Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3190
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3190
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=319046907012
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=319046907012
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3190&numero=46907
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=319046907012
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3190
http://www.redalyc.org


DOI: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n3.52626   
Acta biol. Colomb., 21(3):581-592, septiembre-diciembre 2016   - 581

Copyright © 2016 Author(s) retain the copyright of this article.
This article is published under the terms of the Creative Commons Attribution License 4.0 

EVALUACIÓN DE UN SISTEMA DE REGENERACIÓN POR 
EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA DE NEEM (Azadirachta indica)

Evaluation of a Somatic Embryogenesis Regenetation System for 
Neem (Azadirachta indica)

Rafael FERNÁNDEZ DA SILVA1; Adrian VILLARROEL1; Liaska CUAMO1; Vincenzo STORACI1.
1 Centro de Biotecnología aplicada (CBA), Departamento de Biología, Facultad Experimental de Ciencias y Tecnología (Facyt), 

Universidad de Carabobo. Valencia, Venezuela.
   For correspondence. rafaelfer2103@hotmail.com

Received: 31st October 2015, Returned for revision: 22nd February 2016, Accepted: 31st March 2016.

Associate Editor: Xavier Marquinex Casas.

Citation/Citar este artículo como: Fernández Da Silva R, Villarroel A, Cuamo L, Storaci V. Evaluación de un sistema de regeneración por embriogénesis 

somática de Neem (Azadirachta indica). Acta biol. Colomb. 2016;21(3):581-592. DOI: http://dx.doi.org/10.15446/abc.v21n3.52626

RESUMEN
Azadirachta indica, también conocida como neem, es una especie arbórea leñosa perteneciente a la familia Meliaceae, de gran 
importancia en diversas disciplinas científicas, tales como la forestal y la médico-farmacéutica. Se estableció un método para la 
propagación in vitro de esta planta, evaluándose como explantes, secciones foliares de vitro-plantas, cotiledones y esquejes. Se 
emplearon medios semisólidos con combinaciones variables de la citocinina 6-benzylaminopurina (BAP) y las auxinas ácido 
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y ácido indolacético (AIA). Se observó la formación de callo regenerativo, a partir del cual se generó 
embriogénesis somática primaria y secundaria, mediante los reguladores de crecimiento BAP (1,0 mg.L-1) y 2,4-D (0,2 mg.L-1), 
mientras que la formación de callo no regenerativo fue promovida por concentraciones mayores a 0,3 mg.L-1 de 2,4-D. De los 
explantes evaluados, la mayor frecuencia de regeneración de plantas (~67 %) se presentó con secciones cotiledonares.
Palabras clave: cotiledones, embriogénesis somática secundaria, hoja.

ABSTRACT
Azadirachta indica, also known as neem, is a woody tree species belonging to the Meliaceae family, of great importance in various 
scientific disciplines, such as forestry, medicinal and pharmacist. It was established a method for in vitro propagation of this plant, 
evaluating explants as leaf sections of vitro-plants, cotyledons and stem cuttings, using semi-solid medium with various combinations 
of cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) and auxins 2,4-dicholorophenoxyacetic acid (2,4-D) and indol-3-acetic  acid (IAA). 
Regenerative callus formation was observed, from which primary and secondary somatic embryogenesis was generated by growth 
regulators BAP (1.0 mg.L-1) and 2,4-D (0.2 mg.L-1), whereas non-regenerative callus formation was promoted by concentrations 
higher than 0,3 mg.L-1 of 2,4-D. Between the used explants, the highest frequency of plant regeneration (~ 67%) presented from 
cotyledon sections.
Keywords: cotyledon, leaf, secondary somatic embryogenesis.
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INTRODUCCIÓN
Azadirachta indica A. Juss., también conocido como “Nim”, 
“Neem”, “Margosa”, o “árbol del paraíso”, es un árbol de 
la familia Meliaceae, de origen Asiático, que crece en las 
regiones más secas del sur de la India y de Myanmar (Parrotta 
y Chaturvedi, 1994), siendo introducida en Venezuela para 
programas de reforestación de zonas áridas, uso ornamental, 
como repelente de plagas y como alimento de animales de 
forrajeo (Urdaneta, 2001; Reyes et al., 2003). Asimismo, es un 
árbol muy versátil en el ámbito medicinal, siendo empleada en 
el tratamiento de distintas enfermedades (Allan et al., 1994), 
por sus propiedades antivirales y antimicrobianas (Kintzios, 
2006; Rajasekaran et al., 2008; Sunday y Atawodi, 2009); 
también se emplea para producción de abonos, insecticidas 
y fungicidas (Meisner et al., 1981; Pai et al., 2004; Trujillo et 
al., 2008). Su propagación se realiza a través de esquejes o, 
mayormente, de plántulas obtenidas por germinación de 
semillas, las cuales son recalcitrantes, presentando rápidas 
pérdidas de viabilidad durante el almacenamiento. Los 
métodos de cultivo de tejidos permiten propagar masivamente 
esta especie empleando diversos tipos de explantes (Su 
et al., 1997; Zypman et al., 2001; Chaturvedi et al., 2004; 
Gairi y Rashid, 2005a; Gairi y Rashid, 2005b). Este trabajo 
tuvo como objetivo evaluar el proceso de propagación por 
embriogénesis somática de A. indica a partir de los resultados 
obtenidos y publicados previamente (Artigas y Fernández, 
2015) a fin de seleccionar el tipo de explante apropiado y el 
medio de cultivo con mayor frecuencia regenerativa.

MATERIALES Y MÉTODOS
Explantes
Se obtuvieron de plantas adultas de diez años de A. indica, 
ubicadas en el Campus de la Universidad de Carabobo, 
Venezuela. Se seleccionaron esquejes de 4 cm de las ramas 
jóvenes de la parte apical de la copa, secciones cotiledonares 
extraídas de frutos inmaduros (30 días post antesis; a los 
cuales se les retiró el epicarpio, mesocarpio y endocarpio) y 
secciones foliares sin nervadura de vitro-plantas (obtenidas 
de la germinación in vitro de semillas).

Desinfección de explantes
Las semillas extraídas de frutos y los esquejes fueron lavados con 
jabón líquido comercial disuelto agua estéril por dos minutos 
y posteriormente con alcohol isopropílico al 70 % durante 30 
segundos. Se enjuagaron con agua estéril y desinfectaron con 
hipoclorito de sodio (Cloro comercial) al 20 % y Tween 20 (1 
gota 10 mL -1) durante cinco minutos. Se realizaron cuatro 
lavados con agua destilada estéril (1 min c/u), seguidos de 
un último lavado con solución estéril de cisteína al 1%, con el 
objeto de minimizar la oxidación de los explantes.

Diseño experimental
Se utilizó un diseño completamente aleatorizado con 20 
réplicas por tratamiento (tres repeticiones), para los tres 

tipos de explantes utilizados. Cada unidad experimental 
fue inoculada con tres secciones según el tipo de explante: 
en frascos para secciones cotiledonares y de esquejes, y en 
placas de Petri para las secciones foliares.

Condiciones de incubación y regeneración
Durante la etapa de inducción los cultivos se mantuvieron 
en oscuridad continua un mes, entre 25 y 30 ºC, y entre 40 
y 60 % de humedad relativa. En la etapa de regeneración se 
mantuvieron bajo el mismo régimen térmico y de humedad, 
con un fotoperíodo de 16 h luz y ochos horas de oscuridad.

Medios de cultivo
Se emplearon las sales de Murashige y Skoog (1962; MS), 
suplementadas con las vitaminas tiamina–HCl (1 mg.L-1), 
piridoxina (0,5 mg.L-1) y el aminoácido glicina (2 mg.L-1), se 
utilizó cisteína-L como agente anti-oxidante (100 mg.L-1), 
sacarosa al 3 % como fuente de carbono y Agar Powder 
(Sigma) al 1,8 % como agente gelificante. El pH de los medios 
se ajustó a 5,8, y se esterilizaron mediante autoclave a 121 ºC 
y 15 Lb pulg-2 durante 25 min. Para la inducción, se evaluó la 
formación de callos en los distintos explantes, utilizando como 
reguladores de crecimiento, la citocinina bencilaminopurina 
(BAP) en combinación con las auxinas ácido indolacético 
(AIA) o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), en las 
concentraciones indicadas en la Tabla 1, tomando como 
referencia las concentraciones usadas por Chaturvedi et al. 
(2004) y Rafiq y Dahot (2010). Mientras que para la fase de 
regeneración, los callos se repicaron en el medio antes descrito 
con solo 0,5 mg.L-1 de BAP como regulador de crecimiento.

Evaluación del proceso de inducción
Se realizó luego de cuatro semanas de iniciado el cultivo, 
para ello, se calculó la frecuencia de inducción de callos 

Tabla 1. Medios de inducción y crecimiento de callos para 
cotiledones, segmentos foliares de vitro-plantas y esquejes de neem 
(Azadirachta indica A. Juss.).

Medio Reguladores de Crecimiento (mg.L-1)
  BAP 2,4D AIA

C1 1 - -
C2 1 0,2 -
C3 1 0,3 -
C4 1 0,4 -
H1 1 - 0,2
H2 1 - 0,3
H3 1 - 0,4
H4 1 - 0,5
E1 1 - -
E2 1 - 1
E3 1 - 1,5
E4 1 - 2

C: cotiledón, H: sección foliar, E: esqueje.
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totales (Ct), callos no regenerativos (CNE), callos 
regenerativos (CR) y plantas regeneradas (PR) para todos 
los explantes, siguiendo las fórmulas planteadas por Zaidi 
et al. (2006): Callo total (Ct): número de callos * número 
de explantes -1; Callo no regenerativo (CNR): número de 
callos no regenerativos * número de explantes -1; callo 
regenerativo (CR): número de callos regenerativos * número 
de explantes -1; Plantas regeneradas (PR): número de plantas 
regeneradas * número de callos regenerativos -1.

Evaluación del proceso de regeneración
Los callos provenientes de la fase anterior se repicaron en 
el medio previamente descrito con solo 0,5 mg.L-1 de BAP 
como regulador de crecimiento. Cuatro semanas después 
se evaluó la frecuencia de inducción de callos totales (Ct), 
callos no regenerativos (CNE), callos regenerativos (CR) y 
plantas regeneradas (PR) siguiendo las fórmulas planteadas 
por Zaidi et al. (2006).

Caracterización morfoanatómica
Se realizaron análisis morfológicos e histológicos a las 
muestras (callos regenerativos y no regenerativos, brotes 
y embriones somáticos) las cuales fueron fijadas en FAA 
(formaldehído, ácido acético y etanol 10 %:50 %:5 %) al 50 %, 
deshidratadas en una batería de alcoholes con cambios cada 
hora (10 %, 30 %, 50 %, 70 %, 90 % y 100 %) y aclarado de las 
muestras en xilol al 100 % durante tres horas. Transcurrido 
este tiempo se colocaron en parafina sintética “Paraplast” 
fundida a 63 °C durante 24 horas, Las muestras se colocaron 
en bandejas de corte a 4 °C generando bloques que fueron 
cortados con un micrótomo de rotación automático Leica 
RM2265. Los micropreparados con secciones de 10 μm de 
grosor, fueron sometidas nuevamente a tres cambios de xilol 

al 100 % (cinco minutos cada uno) y dos cambios de alcohol 
al 100 % (tres minutos cada uno). Por último fueron teñidos 
empleando la coloración mixta de hematoxilina-eosina de 
preparación instantánea para lo cual se coloreó primero 
con las muestras durante cinco minutos con hematoxilina, 
seguida de un lavado en agua destilada, luego se le agregó 
alcohol acidificado (una gota de HCl concentrado en 30 
mL de alcohol al 100 %) por unos segundos seguido de otro 
lavado con agua destilada. Luego se le agregó eosina durante 
30 segundos retirando el excedente de dicho colorante con 
agua destilada. El montaje realizado fue semi permanente, 
sellando los cortes con gelatina glicerina. Para el registro 
fotográfico de las estructuras formadas en distintas etapas 
del cultivo se empleó un microscopio estereoscópico Leica 
MZ75 y para el estudio anatómico se empleó un microscopio 
compuesto Leica DM1000.

Análisis estadístico
Se realizaron análisis de las variables Ct, CNR, CR y PR, para 
cada explante; se aplicó una ANOVA simple y una prueba 
a posteriori de comparación de medias de Tukey (5 % de 
confianza) en la evaluación de la diferencia del efecto de los 
distintos medios, las distintas condiciones aplicadas y el tipo 
de explante, utilizando el programa de análisis estadístico 
PAST (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS
Las frecuencias de inducción de callo total a partir de 
cotiledones (Ct) osciló entre 16 y 75 %, con una frecuencia 
de callo regenerativo (CR) entre 0 y 20 % y de no regenerativo 
(CNR) fluctuando entre 0 y 78 % (Fig. 1). En cuanto a las 
secciones foliares de vitro-plantas se apreció una frecuencia 
de formación de callo total entre 23 y 78 %, evidenciándose 
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Figura 1. Frecuencia de inducción de callo en secciones cotiledonares de neem (Azadirachta indica A. Juss.). CT: callo total; CR: callo regenerativo; 
CNR: callo no regenerativo (p<0,05). Barras con el mismo tipo de símbolo no presentan diferencias significativas.
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también la formación de callos regenerativos con frecuencias 
entre 23 y 77 % y de callos no regenerativos con frecuencias 
entre 0 y 10 % (Fig. 2). Para los esquejes se encontró una 
frecuencia de formación de callo total entre 0 y 26 % siendo 
éste solo del tipo regenerativo, el cual fue el más bajo en 
comparación a los otros explantes ensayados (Fig. 3).

En relación a la formación de callo, según los análisis 
morfoanatómicos, se encontró que los explantes podían 
seguir dos vías principales de desarrollo: organogénesis y 

embriogénesis somática. Se observó el desarrollo de callo 
regenerativo de tipo embriogénico (CE), de forma compacta 
y de coloración verdosa en la superficie de los bordes de 
las secciones cotiledonares (Fig. 4A), de hoja (Fig. 4B) y de 
esquejes (Fig. 4C), así como callo no embriogénico (CNE), 
de apariencia friable, de color marrón opaco (Figura 4D). Del 
callo embriogénico se diferenciaron embriones somáticos 
de distintos estadios, hasta llegar a la etapa de germinación 
(Fig. 4E-F). Otro tipo de callo regenerativo observado, fue el 
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Figura 2. Frecuencia de inducción de callo en secciones foliares de vitro-plantas de neem (Azadirachta indica A. Juss.). CT: callo total; CR: callo 
regenerativo; CNR: callo no regenerativo (p<0,05). Barras con el mismo tipo de símbolo no presentan diferencias significativas.
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Figura 3. Frecuencia de inducción de callo en esquejes de neem (Azadirachta indica A. Juss.). CT: callo total; CR: callo regenerativo; CNR: callo 
no regenerativo (p<0,001). Barras con el mismo tipo de símbolo no presentan diferencias significativas.
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Figura 4. Morfología e histología del proceso de callogénesis de neem (Azadirachta indica A. Juss.): callo regenerativo del tipo embriogénico (CE) y 
caulogénico (CC); callo no regenerativo o no embriogénico (CNE); células embriogénicas (CEE) y no embriogénicas (CENE); estructuras regenerativas, 
embriones somáticos en distintos estadíos (ES), embriones somáticos germinando (ESG), masa pro embriogénica (MPE). y brotes (Br) en distintos 
explantes: cotiledones (ct), secciones foliares (sf) de vitro-plantas y esquejes (esq). A. Callo embriogénico en la superficie del cotiledón. B. Callo 
embriogénico y embriones somáticos en distintos estadios en sección foliar. C. Callo embriogénico en esqueje. D. Callo no embriogénico desarrollado 
en la periferia del cotiledón. E. Embriones somáticos globulares y germinando en segmento foliar. F. Embriones somáticos globulares y germinando en 
sección cotiledonar. G. Callo caulogénico y brotes en sección foliar. H. Células no embriogénicas en callo no regenerativo de cotiledón (400X). I. Células 
embriogénicas en callo regenerativo de cotiledón (400X). J. Agrupación de embriones somáticos en masa proembriogénica de sección foliar (200X). K. 
Embriones somáticos fusionados en masa proembriogénica (200X). L. Embrión somático aislado en callo regenerativo de sección foliar (200X).
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caulogénico, de coloración verdosa en el caso del cotiledón, 
o blanca en el caso de las secciones foliares, caracterizado 
por presentar estructuras primarias similares a hojas, 
denominadas primordios foliares o brotes (Fig. 4G). El callo 
CNE se caracterizó por presentar células grandes laxamente 
distribuidas en la masa del callo, de forma irregular con poca 
densidad citoplasmática (Fig. 4H), mientras que el callo 
CE presento células isodiamétricas, pequeñas y densas en 
citoplasma (Fig. 4I). A partir del callo CE, caracterizado por 
presentar grandes masas proembriogénicas, se diferenciaron 
de manera indirecta en segmentos cotiledonares y foliares, 
embriones somáticos, ya sea en grupo (Fig. 4J) o individual 
de forma fusionada (Fig. K) o aislada (Fig. 4L).

Con respecto al proceso regenerativo de plantas, se 
encontraron respuestas variadas según el tipo de explante 
empleado, oscilando entre 0 y 66 % de aparición. Las 
mejores respuestas se obtuvieron a partir de cotiledones, 
con frecuencias entre 43 y 66 %, seguidos por las secciones 
foliares de vitro-plantas con frecuencias de 22 a 27 %. 
Bajo nuestras condiciones experimentales no fue posible 
regenerar plantas a partir de callos provenientes de esquejes, 
debido a que dicho explante no presentó formación de 
embriones somáticos o brotes (Fig. 5). En la mayoría de 
los casos se observó el desarrollo de plantas a partir de la 
germinación de embriones somáticos diferenciados en el 
callo embriogénico desarrollado tanto en explantes foliares 
como cotiledonares (Fig. 6A-6D).

DISCUSIÓN
Proceso de inducción de callo
Se evaluó un sistema de regeneración in vitro de A. indica 
empleando diversos explantes, tales como cotiledones, 

esquejes de plantas maduras y secciones foliares de vitro-
plantas. Se observaron en cada uno respuestas distintas 
según el medio en el cual se establecieron los cultivos. Si 
bien se observó una gran variabilidad en la frecuencia de 
formación de callo en los medios evaluados para cotiledones, 
solo aquellos con combinaciones relativamente bajas en 
la concentración de BAP y 2,4-D presentaron procesos 
de embriogénesis somática y organogénesis, llegando a 
diferenciarse embriones somáticos y brotes. En este sentido, 
Ranjan (2005) indica que el empleo de citocininas como 
BAP en combinación con 2,4-D potencian la formación 
de callos en cotiledones de A. indica, sin embargo, señala 
que una vez inducida la callogénesis es necesario el cambio 
de los mismos a medios con concentraciones menores de 
estos reguladores de crecimiento con el fin de inducir en los 
explantes procesos de embriogénesis somática, así mismo 
señala que aquellos callos repicados a medios con altas 
concentraciones de citocininas (1,5 a 2,4 mg.L-1) responden 
con la formación de callo no regenerativo. Otros autores 
indican que el empleo de bajas concentraciones auxinas 
como reguladores de crecimiento promueve procesos de 
formación de callos regenerativos de tipo organogénicos, 
con desarrollo de raíces y que altas concentraciones de 
estos reguladores, promueven la formación de callo no 
regenerativo (Su et al., 1997; Kota et al., 2006; Vila et al., 
2009; Das, 2011).

Al contrastar las frecuencias de inducción de callo por 
explante, obtenidas en este trabajo en A. indica, con las 
indicadas en otras meliáceas, encontramos resultados 
similares. Así en secciones foliares, Vila et al. (2003) describen 
un 45 % de callos caulogénicos al emplear 1 mg.L-1 de BAP 
con 0.1 mg.L-1 de cinetina y 3.5 mg.L-1 de Sulfato de adenina 
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Figura 5. Frecuencia de regeneración de plantas en cotiledones, secciones foliares de vitro-plantas y esquejes de neem (Azadirachta indica A. 
Juss.). (p<0,05) Barras con el mismo tipo de símbolo no presentan diferencias significativas.
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Figura 6. Estudio morfológico del proceso regenerativo en secciones de hoja y de cotiledón de neem (Azadirachta indica A. Juss.). A. Segmento 
foliar con callo embriogénico (CE) y embrión somático globular (ESGB). B. Plantas regeneradas por embriogénsis somática en sección foliar. C. 
Segmento cotiledonar con callo embriogénico (CE) y embrión somático germinando (ESG). D. Plantas obtenidas de la germinación de embriones 
somáticos desarrollados de cotiledón.
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en Melia azederach, de igual manera, Da Rocha y Quoirin 
(2004) para este tipo de callo señalan 90 % de caulogénesis 
al utilizar 1 mg.L-1 de BAP con 1 mg.L-1 ANA en Swietenia 
macrophylla, asimismo, You et al. (2011) en Cyclamen persicum 
indican el mismo valor para este tipo de callo con 2 mg.L-1 

de 2,4-D y 0.2 mg.L-1 de BAP. Mientras que la formación de 
callo embriogénico oscila entre 37.5-44.5 % en Toona ciliata 
empleando solo la citocinina tidiazuron en concentraciones 
de 0.1-0.25 mg.L-1 (Daquinta et al., 2003; Daquinta et al., 
2005). No obstante, De Oliveira et al. (2015) en Carapa 
guianensis plantean una elevada frecuencia caulogénica 
(sin indicar el porcentaje) empleando de 1-10 mg.L-1 de 
2,-4-D con 1.1 mg.L-1 de BAP. En el caso de los cotiledones, 
el desarrollo de callos regenerativos que se describe en su 
mayoría es de tipo embriogénico, así, en el caso del callo 
caulogénico o con brotes, se induce entre un 87 y 100 % con 
1.1 mg.L-1 de BAP y 1 mg.L-1 ANA en Cedrela fissilis (Nunes 
et al., 2002), mientras que el callo nodular compacto o 
embriogénico se desarrolla en un 80 % utilizando 3 mg.L-1 

de 2,4-D con 3 mg.L-1 ANA en Melia azedarach (Deb, 2001) 
y con solo 0.05 a 1 mg.L-1 de tidiazuron en Melia volkensii 
(Mulanda et al., 2014; Mulanda et al., 2015), potenciándose 
el desarrollo de callo con embriones somáticos secundarios 
en un 68 % con 1.6 mg.L-1 de TDZ en Semecarpus anacardium 
(Panda y Hazea, 2012) o 61 % con 0.7 mg.L-1 de ANA en 
Sorbus pohuashanensis (Yang et al., 2012). Por último, en 
secciones nodales o esquejes se desarrollaron 85% de callos 
con brotes con solo 0.5 mg.L-1 de BAP en Melia dubia (Ram 
et al., 2014).

El alto nivel de formación de callo regenerativo registrado 
en secciones foliares es atribuido por diferentes autores a los 
niveles de auxinas presentes (AIA) en el medio, demostrando 
que, a niveles relativamente altos (0,5 a 1,5mg.L-1) se 
potencian los procesos de callogénesis y embriogénesis (Te-
Chao y Rugnoi 2000; Giagnacovo et al., 2001; Daquinta et 
al., 2003; Daquinta et al., 2005). Shekhawat et al. (2009), 
señalan que el desarrollo del callo embriogénico en hojas 
puede ser conflictivo cuando hay combinaciones de 
auxinas como 2,4-D o AIA con citocininas como el BAP, 
demostrando que al tener concentraciones altas de ambos 
reguladores de crecimiento, la frecuencia de formación de 
este tipo de callo se ve mermada, esto puede explicar la 
disminución observada en el medio H4.

Del callo regenerativo producido por el explante tipo 
esqueje, se encontró únicamente callo embriogénico, sin 
desarrollo de embriones o brotes. Este tipo de procesos, 
según Chaicharoen et al. (1996), es variable e influenciado 
mayormente por el empleo de concentraciones mayores de 
citocininas en combinación con auxinas, sin embargo, diversos 
autores señalan tener mayores frecuencias de producción de 
callos al emplear citocininas como el tidiazurón (TDZ) en 
sustitución del BAP o el 2,4-D (Gairi y Rashid, 2005a; Gairi y 
Rashid, 2005b; Vila et al., 2009). Asimismo, la adquisición de la 
competencia embriogénica está determinada dinámicamente 

a nivel molecular, particularmente por la auxina, como el 2,4-
D, que favorece fenómenos de hipermetilación en el ADN de 
dichas células a nivel de estadios tempranos embriogénicos 
(Karami y Saidi, 2010).

Un factor importante a tener en cuenta en el análisis 
de la frecuencia de inducción es que, luego de la siembra, 
una gran parte de los explantes resultaba contaminado 
por hongos, aún luego de haber pasado por un proceso de 
desinfección, este se desarrollaba desde el explante y luego 
se extendía al medio, volviendo inviable los cultivos, de 
tal manera que Parrotta y Chaturvedi (1994) señalan que 
este tipo de procesos puede ser debido a la contaminación 
endógena del explante, situación que viene dada por la 
condición ambiental y genética del mismo.

Los procesos de inducción pueden variar según el tipo de 
explante empleado, edad, condición del mismo y el genotipo 
que éste posea, estos factores son determinantes para la 
formación de callos regenerativos o no regenerativos, tal 
como lo señalan Chaturvedi et al. (2003) y Kota et al. (2006) 
para Actinia indica y Goralski et al. (2005) y Popielarska et al. 
(2006) para A. deliciosa, otra meliáceae. Así mismo, diversos 
autores indican que, en cotiledones de A. indica, la formación 
de masas celulares en la superficie del tejido es un requisito 
previo para la formación de callos regenerativos (Salvi et al., 
2001; Chandra et al., 2010; Das, 2011; Artigas y Fernández, 
2015).

Regeneración de plantas
Webster et al. (2006) y Shekhawat et al. (2009), señalan que 
en secciones foliares, la formación de callos embriogénicos es 
anticipada por el abultamiento del tejido y una consiguiente 
formación de células pequeñas al borde del explante, lo 
que facilita el contacto de las células con las sustancias 
reguladoras de crecimiento, y luego, en la periferia de estas 
células, se desarrollan embriones somáticos, proceso que 
fue observado de la misma manera en esta investigación. 
Pijut et al. (2012), indican también que la formación de 
callos en esquejes es dada por el abultamiento del tejido 
en contacto con el medio, seguido por la proliferación de 
células embriogénicas y de éstas la formación de embriones 
somáticos, así como también se pueden dar procesos 
de embriogénesis somática directa, sin embargo, en este 
estudio no se apreció la formación de embriones somáticos 
por parte de este tipo de explante.

Martínez et al. (2001), Gairi y Rashid (2005a), Gairi 
y Rashid (2005b) y Rodrigues (2009) en A. indica y Rai 
y McComb (2002) en Santalum album (otra meliácea), 
señalan que los procesos de embriogénesis somática 
directa, como los reportados anteriormente, son 
relativamente raros, no obstante, representan una 
alternativa ventajosa para los procesos de clonación, ya 
que, la formación de embriones somáticos directamente 
sobre el explante, minimiza los cambios genotípicos que 
se puedan dar por procesos indirectos.
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Por otra parte, la obtención de callo no regenerativo 
es atribuida a factores hormonales, jugando un papel 
importante la concentración endógena de hormonas en 
los explantes y el equilibrio entre auxinas y citocininas en el 
medio (Te-Chao y Rungnoi, 2000; Das, 2011).

En líneas generales en cuanto a lo que regeneración se 
refiere, según el tipo de explante usado, el único tejido en 
presentar diferencias fue el esqueje por no lograr regenerar 
plantas en ninguno de sus tratamientos. En relación a esto, 
Chaturvedi et al. (2003), Rodrigues (2009), Srivastava et al. 
(2009), Vila et al. (2010), mencionan que en el caso de los 
cotiledones, la edad del explante condiciona la respuesta de 
los mismos y que la frecuencia de regeneración es mayor en 
cotiledones jóvenes o inmaduros ya que no crean asociación 
al embrión, sin embargo, señalan que la capacidad 
regenerativa de los mismos no varía en gran medida y que 
ésta siempre responde de manera positiva con frecuencias de 
regeneración satisfactorias (60 a 90 %), tal como lo reflejado 
en este trabajo, sin embargo, el porcentaje de regeneración 
de plantas está por debajo al reportado por Artigas y 
Fernández (2015) donde señalan una alta regeneración 
por embriogénesis somática primaria (96 %) y secundaria 
(71 %) utilizando secciones cotiledonares de A. indica. Esta 
respuesta regenerativa por embriogénesis somática primaria 
es similar a la reportada en otras meliáceas, tales como 
Melia azedarach con un 90,5 % (Deb, 2001) y Melia volkensii 
con un 100 % (Mulanda et al., 2014).

Varios autores (Chaturvedi et al., 2003; Thomas y 
Chaturvedi, 2008; Srivastava et al. 2009), señalan que 
para diversas familias vegetales leñosas, entre ellas las 
Meliáceas, presentan problemas en cuanto a los procesos 
regenerativos, específicamente en el desarrollo de callos 
regenerativos, ya que normalmente, por la naturaleza de los 
tejidos y la condición genética de los mismos, se produce 
en mayor frecuencia la formación de órganos (raíces y 
hojas), a través de los cuales se dificulta la regeneración 
de plantas completas, sin embargo, se ha encontrado que 
en tejidos como el cotiledón, específicamente en las zonas 
celulares ricas en sustancias de reserva, se puede obtener 
callo regenerativo de tipo embriogénico y a partir de éste 
inducir la formación de embriones somáticos, a través de 
los cuales es posible la regeneración de plantas completas, 
lo que concuerda con el proceso establecido en este trabajo.

Por otra parte, Giagnacovo et al. (2001), Shekhawat et al. 
(2009), Vila et al. (2009), indican que las secciones foliares 
poseen también una buena respuesta regenerativa y que ésta 
viene dada por las concentraciones hormonales y el estado 
del explante luego de los tratamientos de desinfección, 
los cuales pierden gran parte de la viabilidad celular, una 
solución a este tipo de problemas ha sido sugerida por 
Foan y Othman (2006), mediante la obtención del material 
vegetal de plantas germinadas in vitro, metodología que fue 
adoptada para este estudio, exhibiendo buenos resultados, 
pero en un menor porcentaje de plantas regeneradas que el 

76-89 % indicado por Vila et al., (2003) en Melia azederach, lo 
cual puede atribuirse a que no se incluyó una fase adicional 
para el enraizamiento de los brotes diferenciados en los 
callos. En el caso de los procesos regenerativos en esquejes, 
los resultados obtenidos en este trabajo difieren con los 
presentados por Salvi et al., (2001), Gairi y Rashid (2005a), 
Gairi y Rashid (2005b), quienes han logrado la regeneración 
con frecuencias relativamente buenas (40 a 70 %), aunado 
a esto, Martínez et al., (2001) han empleado esquejes de 
vitro-plantas, lo que supone una ventaja al momento del 
cultivo, pues no están sujetos a condiciones ambientales 
que puedan afectar su estado fisiológico. En este trabajo, 
la baja frecuencia de formación de callo, puede atribuirse 
a los procesos de contaminación endógena o también a la 
necrosis que presentaron los explantes, los cuales afectan 
directamente el desarrollo del mismo, tal como señalan 
Zypman et al., (2001) y Srivastava et al., (2009).

De los tres explantes empleados, solo dos (cotiledón y 
secciones foliares de vitro-plantas) tuvieron formación de 
embriones o brotes de los cuales se pudieron regenerar 
plantas, así mismo se evidenció que en los cotiledones los 
procesos de formación de callo regenerativo y embriogénesis, 
son promovidos por BAP (1mg.L-1) y 2,4-D (0,2 mg.L-1), 
mientras que mayores concentraciones de 2,4-D inducen a 
la formación de callo no regenerativo.

CONCLUSIONES
Se lograron establecer sistemas de regeneración eficientes 
mediante embriogénesis somática directa e indirecta, a 
partir de cotiledones y secciones foliares de vitro-plantas en 
A. indica. Los esquejes solo desarrollaron callo regenerativo 
en medios con altas concentraciones de AIA (1,5 y 2 mg 
L-1) sin formación de embriones somáticos o brotes. En los 
cotiledones se presentó la mayor frecuencia regenerativas, 
observándose que los procesos de formación de callo 
regenerativo y de embriogénesis somática, tanto directa 
como indirecta, son promovidos por la citocinina BAP 
a una concentración de 1 mg L-1 y el por el 2,4-D a una 
concentración de 0,2 mg L-1, mientras que el desarrollo de 
callos no regenerativos es favorecida por concentraciones 
altas de 2,4-D (> 0,3 mg L-1). Con las secciones foliares 
de vitro-plantas se determinó que el tiempo mínimo en 
el proceso de regeneración de la planta es de 30 días, 
pudiendo así establecer un sistema a mayor escala como 
en bio fábricas, a fin de propagar masivamente plantas con 
características elite, tales como el mayor rendimiento del 
importante bio insecticida azadiractina.
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