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RESUMEN
Azadirachta indica, es una planta con múltiples aplicaciones tanto forestal como farmacológica. Por ende, el establecimiento del 
sistema de cultivo in vitro por embriogénesis somática ofrece diversas y variadas ventajas, tales como obtener plantas altamente 
productivas en metabolitos. En este estudio, se utilizaron secciones foliares y cotiledonares, inducidas en medios MS (1962) 
suplementados con: BAP sólo y combinado con ANA / 2,4-D, TDZ sólo y con ABA. La regeneración fue con MS sólo o con K + AIA 
y BAP + AIA. Como resultado se estableció un sistema eficiente con secciones de cotiledones, observándose organogénesis a bajas 
concentraciones de BAP, mientras a altos niveles de BAP (2,5 mg.L-1), así como con TDZ + ABA (0,02 + 1 mg.L-1) respectivamente 
favorecieron la embriogénesis somática primaria y secundaria en un 96 % y 71 % respectivamente. La regeneración fue 71 % con MS, 
mientras que el enraizamiento fue de 86,67 % con MS½, obteniéndose plantas completas a corto plazo.
 Palabras clave: 6-Bencil-aminopurina (BAP), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4–D), embriogénesis somática, Neem, regeneración.

ABSTRACT
Azadirachta indica, is a plant with multiple forest and pharmacological application. Therefore, the establishment of in vitro culture 
system for somatic embryogenesis offers several distinct advantages such as obtaining highly productive plant metabolites. In this 
study, were used sections cotyledon and leaf, induced on MS medium (1962) supplemented with: BAP alone and combined with 
NAA / 2,4-D, TDZ alone and ABA. Regeneration was with MS alone or with K + BAP + IAA and IAA. As a result was established 
an efficient system with cotyledon sections, being observed organogenesis at low concentrations of BAP, while high levels of BAP 
(2.5 mg.L-1) with 96 % and TDZ + ABA (0.02 + 1 mg.L-1) with 71 %, favoring the primary and secondary somatic embryogenesis. 
Regeneration was 71 % with MS; rooting was 86.67 % with MS½, presenting whole plants obtained short term.
Keywords: 6-Benzyl-aminopurine (BAP), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4–D), Neem, regeneration, somatic embryogenesis.

INTRODUCCIÓN
El Neem (Azadirachta indica A. Juss) es un árbol que pertenece a la familia Meliaceae Juss.; tiene su origen en la India y 
actualmente se distribuye en diferentes regiones de Asia y Oceanía (principalmente Australia), e introducido en América, 
particularmente en el Caribe (Luz, 2001). Está caracterizado por ser siempre verde, de crecimiento rápido, de copa densa y 
ovalada, que suele estar entre los 10 y 15 m de altura, tallo leñoso, moderadamente delgado, con corteza fuerte. Las raíces 
son del tipo penetrantes y extensas. Las hojas son compuestas y pinnadas, mientras que las inflorescencias son panículas 
ramificadas y axilares, de flores pequeñas con colores amarillo-crema; los frutos son drupas de color verde a amarrillo (Parrotta 
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y Chaturvedi, 1994; Luz, 2001). Esta planta es reconocida 
por sus múltiples propósitos, tales como el reverdecimiento 
urbano o reforestación de áreas devastadas, en la agricultura 
por su aplicación en extractos fungicidas e insecticidas, en 
la producción de leña, así como, en la medicina debido a 
que sus extractos tienen actividad bactericida, antiviral y 
fungicida; esto se corrobora ya que se ha empleado como 
una medicina tradicional (Allan et al., 1999).

Por otra parte, esta especie también presenta una gran 
producción de metabolitos secundarios del tipo defensivos, 
ya que existen muchos patógenos que son afectados por estos 
compuestos activos (Badu et al., 2006). Sin embargo, no son 
del tipo tóxico, el principio activo más importante contra 
insectos es el triterpenoide “azadiractina” el cual no puede 
ser sintetizado químicamente, y se encuentra principalmente 
en las semillas en un intervalo de concentraciones de 50 a 
4000 mg.L-1 (Isman et al., 1990). Por lo antes descrito, el 
Neem es una fuente importante de productos naturales, 
usados como farmacéuticos, agroquímicos, ingredientes 
saborizantes, fragancias y cosméticos (Tripathi y Tripathi, 
2003; Morgan, 2009).

En Venezuela es utilizado como planta ornamental 
en áreas verdes y plazas, como repelente de plagas y 
como alimento para el ganado. En el área medicinal se 
emplea como un antibiótico natural por su actividad 
antimicrobiana, antifúngica y antiviral (Atawodi y Atawodi, 
2009). Asimismo, se ha demostrado que se puede controlar 
el desarrollo de nemátodos gastrointestinales en bovinos 
utilizando extractos de semilla o foliares (Pietrosemoli et 
al., 1999; Salazar y Pariacote, 2004). Desde el punto de 
vista agrícola se ha empleado para reducir los daños por 
alimentación causados a los cultivos de arroz en Guayana 
por el insecto Oebacillus poecillus, retrasar exitosamente el 
trazador del tomate Liriomyza sativae (Sutherland et al., 2002), 
cohibir significativamente el desarrollo larval de especies del 
género Spodoptera (Meisner et al., 1981; Tafur et al., 2007), 
además de inhibir pronunciadamente el crecimiento micelial 
y el número de esclerocios de Thielaviopsis basicola (Alcalá et 
al., 2005). También se ha demostrado que el extracto de 
semillas inhibe la actividad de la levadura Candida krusei y las 
bacterias E. coli, Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus 
(Gualteri et al., 2004).

Convencionalmente, el Neem es propagado por 
semillas, inmediatamente luego de ser cosechadas ya 
que son recalcitrantes y no soportan bajas temperaturas; 
además, las semillas presentan como principal desventaja la 
heterogeneidad genética producto de la polinización cruzada 
(Parrotta y Chaturvedi, 1994; Kundu, 1999). Los métodos de 
propagación in vitro permitirían minimizar estas desventajas 
pudiéndose regenerar plantas libres de patógenos y cuyas 
características no varíen con la fertilización, obteniendo 
líneas celulares clonales; asimismo, en este sentido, existen 
reportes de regeneración in vitro de Neem para proliferación 
de plantas a partir de plántulas derivadas de semillas 

germinadas (Murthy y Saxena, 1998), de semillas (Wewetzer, 
1998), anteras (Gautham et al., 1993), brotes axilares 
(Sharry et al., 2006), endospermo (Thomas y Chaturvedi, 
2008) y embriones cigóticos, siendo estos últimos los de 
mayor potencial regenerativo (Chaturvedi et al., 2004; Rout, 
2005). Asimismo, se ha logrado mantener la integridad 
genética y viabilidad celular regenerando plantas completas 
a través de la criopreservación de embriones somáticos de 
Melia azedarach (Scocchi et al., 2007).

Finalmente en este orden de ideas, el establecimiento de 
un sistema eficiente de regeneración por cultivo de tejidos 
en el mundo y en particular en Venezuela, sería un paso 
importante para futuras investigaciones, en la obtención de 
nuevos cultivares, así como la optimización de los sistemas 
de producción de metabolitos secundarios de los mismos, 
minimizando la cantidad de material vegetal que es utilizada 
por métodos convencionales hasta ahora (Akula et al., 2003).

MATERIALES Y MÉTODOS
Se utilizaron como explantes secciones foliares sin 
nervaduras y cotiledones de plantas de A. indica (Neem) de 1 
a 2 m de altura, ubicadas en el Campus de la Universidad de 
Carabobo. La desinfección se realizó primero con un lavado 
con jabón líquido comercial (Dodecilbencensulfonato de 
sodio, Brisol, Colgate-Palmolive C.A.) y agua destilada 
estéril, luego con alcohol isopropílico (70 % v/v por 30 s), 
seguido de Cloro comercial (3,5% de hipoclorito de sodio) 
diluido 1/10, más Tween® 20 (1 gota.10mL-1), después se 
realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril. Para las 
secciones foliares, el último lavado fue con cisteína-L 1 % 
p/v (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se sembraron in vitro, 
en diferentes medios de cultivo, 20 réplicas por tratamiento 
(tres secciones de folíolos y cuatro secciones de cotiledones 
de 4 mm2) por placa de Petri (100 mm x 15 mm) con 30 mL 
de medio de cultivo).

El medio de cultivo básico fueron las sales de Murashige y 
Skoog (1962) (MS), suplementado con tiamina-HCl 1 mg.L-

1 (Sigma-Aldrich), mio-inositol 10 mg.L-1 (Sigma-Aldrich) y 
glicina 2 mg.L-1 (Sigma-Aldrich), según Zhuang y Jia (1983), 
como fuente de carbono se empleó sacarosa al 2 % p/v 
(Wako) en la inducción y 3 % en la regeneración, el agente 
solidificante fue Agar Powder 1,1 % p/v (Wako) y como anti-
oxidante cisteína-L a 100 mg.L-1 (Sigma-Aldrich). Todos los 
medios se ajustaron a 5,8 de pH y se esterilizaron a 121 °C, 
15 Lb pulgada-2 por 15 min (Autoclave Yamato SM510).

En la primera etapa se indujo la formación de callos 
sembrando los explantes al envés utilizando medios con 
diferentes reguladores de crecimiento. Para secciones 
foliares se usó: Bencil-aminopurina “BAP” (0,10; 0,20; 
0,50; 1,0; 5,0 y 10 mg.L-1), 2,4-diclorofenoxi-acético “2,4-
D” (0,05 y 0,10 mg.L-1), así como las combinaciones de 
estas con 6-furfuril amino purina “Cinetina o K” (0,10mg.L-

1). Para segmentos cotiledonares, fueron BAP (1,0; 2,0 
y 2,50 mg.L-1) o Tidiazuron “TDZ” (0,02 y 0,10 mg.L-1) 
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sólo, y las combinaciones de BAP (1,0 mg.L-1) con Ácido 
naftalenacético “ANA” (0,50 mg.L-1), TDZ (0,02 y 0,10 mg.L-

1) con Ácido abscísico “ABA” (0,10 y 0,50 mg.L-1) (Sigma-
Aldrich). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura 
entre 24 y 28 °C, 40 % a 60 % de humedad y en oscuridad 
continúa por un mes.

Para la regeneración de los callos embriogénicos, se 
utilizaron envases de vidrio cilíndricos de 40 mm x 50 mm x 80 
mm, con 20 mL de medio. Los medios fueron los siguientes: 
MS sólo (R0), BAP 1,0 mg.L-1 + Ácido indolacético “AIA” 
0,50 mg.L-1 (R1) y Cinetina 2,0 mg.L-1 + AIA 0,50 mg.L-1 (R2). 
Luego se enraizó con el medio MS básico diluido a la mitad 
(MS½). Los callos fueron incubados bajo un fotoperíodo 
de 16 h luz y 8 h de oscuridad a una temperatura de 28 
a 30 ºC. Para la aclimatación se probaron dos sistemas 
en vermiculita con ANA (0,05 mg.L-1), la primera con 
agua estéril y la segunda con la solución nutritiva WMP, 
constituida por: KNO3 (50 mg.L-1) + Ca(NO3)2 (25 mg.L-1) 
+ KH2PO4 (200 mg.L-1) + NaH2PO4 (50 mg.L-1) + MgSO4 (10 

mg.L-1) (McCown y Lloyd, 1981).
Durante el proceso embriogénico se calculó la frecuencia 

de inducción empleando las fórmulas planteadas por Zaidi 
et al., (2006) para callos totales (Ct: número de callos 
/ número de Explates x 100), callos embriogénicos (CE: 
número de callos embriogénicos/ número de explantes x 
100) y embriones somáticos secundarios (Ess: número de 
embriones somáticos secundarios / número de Embriones 
x 100). También, se midió la frecuencia de embriones 
somáticos primarios regenerados (Egr: número de Embriones 
somáticos primarios regenerados/ número de explantes x 
100) y de brotes (Br: número de brotes / explantes x 100). 

Finalmente, se utilizó un Análisis de Varianza y la prueba 
a posteriori de Duncan en la evaluación de la diferencia 
del efecto de los distintos medios (p = 0,05) mediante el 
programa Statistica 6.0 de StatSoft C.A.

RESULTADOS
En este trabajo se evaluaron en la etapa de inducción, 
diez medios para secciones foliares (Tabla 1) y ocho para 
secciones cotiledonares (Tabla 2). Se observó la inducción 
de sólo callo no embriogénico (NE) en foliolos (Tabla 1), 
mientras que en cotiledones se formó este tipo de callo, así 
como el rizogénico (R), caulogénico o con brotes (Br) y el 
embriogénico (E) (Tabla 2), respuesta fundamentalmente 
influenciada por la presencia de BAP sola o combinada con 
otras citocininas o con auxinas.

En folíolos, se indujo callo en todos los medios, 
encontrándose una mayor frecuencia callogénica total y 
por tiempo prolongado en medios con la combinación 
de citocininas y auxinas (F6-F10), encontrándose sólo 
diferencias significativas en F8 y F9. Mientras que empleando 
medios con un solo regulador de crecimiento (F1-F4) la 
frecuencia de callogénesis total fue menor y a un corto 
plazo (15 a 30 días), necrosándose rápidamente, excepto 
a la menor concentración de 2,4-D (F5), que se encontró 
una frecuencia callogénica total de 76 callos a los 41 a 51 
días. Por otra parte, la formación de callo no embriogénico 
fue variable, siendo mayor (76 %) en F10, un medio 
suplementado adicionalmente con cinetina.

Al realizar los análisis estadísticos, se evidenciaron 
diferencias significativas en cuanto a la formación de callos 
NE de apariencia granular o de tipo gelatinosa, con necrosis 

Tabla 1. Frecuencias totales de inducción para secciones foliares

Medio

Regulador de 
Crecimiento (mg.L-1) Ct NE N Fc

BAP 2,4-D K

F1 1,00 - - 27a 0a 27a 18a

F2 5,00 - - 50a 10 a 42a 35a

F3 10,0 - - 38a 0a 38a 20a

F4 - 0,10 - 27a 0a 27a 18a

F5 - 0,05 - 76a 39 a 37a 46a

F6 0,10 0,10 - 80a 69b 60b 69a

F7 0,20 0,10 - 80a 37 a 43a 84a

F8 0,50 0,10 - 80a 38 a 34a 126b

F9 1,00 0,05 - 80a 57 a 23a 126c

F10 1,00 0,05 0.1 80a 76c 25c 84a

Ct: callo total; NE: callo no embriogénico; N: necrosis; Fc: número de 
días en la formación de callo.BAP: Bencil-amino purina; 2,4-D: ácido 
2,4 diclorofenoxiacético; K: Cinetina.

Tabla 2. Frecuencias totales de inducción para segmentos 
cotiledonares

Regulador de 
Crecimiento (mg.L-1) ABA Ct NE E R Br ESS

BAP ANA TDZ 

C1 1,0 - - - 80a 80a 30a 0a 74b 0a

C2 2,0 - - - 80a 77a 36a 2a 37c 0a

C3 2,5 - - - 80b 57a 77b 0a 3a 43b

C4 1,0 0.5 - - 80a 80a 10a 0a 2a 0a

C5 - - 0.02 - 60a 60a 0a 33b 0a 0a

C6 - - 0,10 - 60a 60a 0a 7a 0a 0a

C7 - - 0,02 0,5 60a 60a 6a 0a 0a 0a

C8 - - 0,02 1,0 80c 65a 57c 7a 1a 33b

Ct: callo total; NE: callo no embriogénico; E: callo embriogénico con 
embriones somáticos primarios; R: callo rizogénico; Br: callo caulogé-
nico; ESS: embriones somáticos secundarios. Diferencias significativas 
en datos en negrita y subrayados. BAP: Belcil-amino purina; ANA: 
ácido naftalenoacético: TDZ: Tidiazuron; ABA: ácido abscísico
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(N), con respecto a la composición de reguladores de 
crecimiento vegetal de los medios, particularmente con las 
combinaciones de BAP con 2,4-D (F6 y F10), mientras que 
en medios suplementados con BAP solo (F1-F3) o con 2,4-D 
solo (F4-F5), no se evidenció una diferencia significativa en 
el número de callos observado, aunado al hecho que fueron 
los medios donde menor frecuencia de inducción de callo se 
obtuvo, evidenciando que en secciones foliares con BAP o 2,4-
D solo a las concentraciones ensayadas no son adecuadas 
para el establecimiento de un sistema de regeneración in vitro.

Por otro lado, al estudiar la relación del tiempo (días) 
de crecimiento de los callos y en cada medio de cultivo, 
se observó una tendencia significativa con F8 y F9, lo cual 
permite conjeturar que las bajas frecuencias inductivas 
pueden estar influenciadas por factores tales como la 
manipulación o edad de las plantas.

A diferencia de los folíolos en los segmentos cotiledonares 
las frecuencias de inducción obtenidas fueron considerables, 
como se muestra en la Tabla 2, evidenciándose tanto 
organogénesis como embriogénesis somática indirecta. 
Se desarrolló callo total (60–80 %) en todos los medios 
probados, encontrándose una frecuencia de callo no 
embriogénico entre 57 % y 80 %, mientras que fue baja o 
nula la de callo rizogénico y caulogénico a excepción de C5 
(33 %) para el primero y C1 (74 %) y C2 (37 %) para el 
segundo, todos con bajos niveles de citocininas. Por otra 
parte, el desarrollo de callo embriogénico con embriones 
somáticos primarios se encontró en medios con BAP sola 
o combinada con ANA y en medios con TDZ con ABA, 
siendo mayor la frecuencia con 2,5 mg.L-1 de BAP (C3) y 
con TDZ 0,02 mg.L-1 y 1,0 mg.L-1 ABA (C8) con un 77 % 
y 57 % respectivamente, siendo a su vez en estos únicos 
medios donde se evidenció la diferenciación de embriones 
somáticos secundarios (ESS = C3: 43 % y C8: 33 %), y 
con ello una mayor frecuencia de embriones somáticos 
germinados (Egr) en plántulas completas. También se reveló 
que existen diferencias significativas entre los medios tanto 
para la embriogénesis somática primaria como secundaria, 
con respecto al medio C3 y C8, pero no entre ellos dos, por 
lo cual cualquiera de ellos sería efectivo en la inducción de 
los procesos ya mencionados.

Con respecto al proceso regenerativo en segmentos 
cotiledonares, se observaron cambios en dichos explantes 
luego de 15 días de iniciado el cultivo, se desarrolló 
un callo en la superficie de las zonas de corte de la cara 
abaxial de los segmentos del cotiledón. El callo formado 
fue de dos tipos: uno no embriogénico (NE), similar al de 
secciones foliares y otro embriogénico (E) (Fig. 1A). Este 
último anatómicamente se caracterizó por presentar células 
pequeñas de forma isodiamétrica de paredes gruesas, 
distribuidas uniformemente en una masa pro embriogénica, 
las cuales se diferenciaron en embriones somáticos, gracias 
a la exposición de los explantes a medios enriquecidos 
con citocininas, como se puede observar en la Fig. 1B. Los 

embriones somáticos primarios poseían una superficie 
lisa y brillante, de color amarillo y verde a los 15 y 30 días 
respectivamente, aislados o conformando agregados, 
donde se detalló la aglomeración de embriones somáticos 
de diferentes estadios (globular, corazón y torpedo), o en 
etapa de germinación, notándose el inicio del desarrollo 
del vástago. Posteriormente en algunos casos, este primer 
embrión se tornó de una coloración verde a marrón 
indicando su maduración (Fig. 1C).

Para la germinación de los embriones somáticos y 
posterior diferenciación de plantas completas, la frecuencia 
regenerativa de estas varió de acuerdo a la composición 
del medio de cultivo. De la germinación de los embriones 
somáticos o del desarrollo de los brotes (Fig. 1C y 1D), 
se derivan las plantas regeneradas (Fig. 1F), ya sea por 
embriogénesis somática o por organogénesis, no obstante, 
estudios anatómicos indicaron la diferenciación de plantas a 
través del primer proceso indicado, las cuales son producto 
del sub-cultivo en medios de regeneración (Fig. 1F), hasta 
que alcanzan la elongación adecuada, sin llegar a formar 
raíces, ya que, esto representaría una fase adicional de 
enraizamiento (Fig. 1G), seguida de la aclimatación (Fig. 
1H). Estas fases son generalmente esenciales en sistemas de 
cultivo in vitro de especies forestales.

Los resultados en la Figura 2, indican que los medios R0 y 
R2 fueron los adecuados para diferenciación de plantas, ya 
que se obtuvo 71 % y 69 % de regenerantes respectivamente, 
a diferencia de R1 que obtuvo un 55 %, debido a la alta 
necrosis de los embriones somáticos. Por lo general, los callos 
de capacidad regenerativa tales como los embriogénicos, 
presentan gran producción de compuestos polifenólicos, 
así como gases (etileno), lo cual inicialmente favorece la 
diferenciación de los embriones somáticos, sin embargo, 
al acumularse en el medio de cultivo se hace tóxico a las 
células, cambiando el color de los callos, disminuyendo su 
tasa de crecimiento y determinando al final la necrosis de los 
mismos. Es por ello que en las fases de la regeneración y de 
enraizamiento, se repicaron a medio fresco los embriones, 
permitiendo el intercambio gaseoso.

En la Figura 3 se presenta gráficamente un resumen 
de los pasos y tiempos del sistema de regeneración por 
embriogénesis somática, establecido en este trabajo, la cual 
se estimó en un total de 16 semanas. Los embriones somáticos 
inducidos en cinco semanas (Fig. 3A), germinando a las seis 
semanas con un fotoperíodo 16 h luz / 8 h oscuridad (Fig. 
3B), diferenciándose en una planta con hojas de un color 
verde intenso a las diez semanas (Fig. 3C) y con raíces a 
las 16 semanas, lista para el proceso de aclimatación (Fig. 
3D). En medio de enraizamiento con MS½, el 86,67 % de las 
plantas regeneradas de embriones, desarrollaron una a tres 
raíces largas con abundantes pelos radicales, en un período 
de 15 a 20 días en cultivo.

Posteriormente las vitro plantas se aclimataron con una 
mezcla de vermiculita y fueron regadas con dos soluciones 
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Fig. 1. Desarrollo del proceso de inducción y regeneración. A. Callo embriogénico con un agrupamiento de embriones somáticos globulares 
(Eg) y en germinación (Egr). B. Aspecto anatómico de la aglomeración de embriones somáticos primarios germinando (Epr), y directamente 
de ellos embriones somáticos secundarios globulares (Esc) y torpedo (Et), así como terciarios (Ets) (400µm). C. Embrión somático primario 
germinando (Epgr), diferenciándose el vástago. D. Brotes (Br) desarrollándose en callo. E. Presencia de raíces en callo. F. Planta regenerada por 
embriogénesis somática. G. Planta enraizada a las dos semanas. H. Planta en proceso de aclimatación. (A,C,D, E a 4mm y B 400µm).
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prueba: una de aclimatación y otra con agua común 
esterilizada, ambas con ANA 0,05 mg.L-1, encontrándose 
una planta aclimatada con agua estéril obtenida de la red 
pública + ANA, a los 30 días.

DISCUSIÓN
Los resultados encontrados en este trabajo indican una 
respuesta diferencial en cuanto a la formación de callo 
y la diferenciación de embriones somáticos, en función 
del tipo de explante y de los reguladores de crecimiento 
(concentración y combinación), tal como lo señalan Capote 
y Estrada (2001), Ranjan (2005) en Azadiractha indica y Vila et 
al., (2009) en Melia azedarach.

En el sistema de regeneración en especies de la familia 
Meliaceae, por organogénesis vía indirecta se han utilizado 
explantes de origen foliar, obteniéndose múltiples brotes y 
por ende plantas completas, empleando medios con solo 
citocininas: BAP a 1 mg.L-1 en Melia azedarach (Vila et al., 2003; 
Vila et al., 2004), 0,1 mg.L-1 de TDZ en Toona ciliata (Daquinta 
et al., 2005), así como en la familia Actinidiaceae con 
Actinidia deliciosa al emplear 0,5 mg.L-1 de TDZ (Popielarska 
et al., 2006). Mientras que por embriogénesis somática se 
ha utilizado con hojas, solo citocininas, diferenciándose 
embriones somáticos primarios y secundarios empleando 1 
mg.L-1 BAP, o combinándose con auxinas u otras citocininas 
en Azadirachta indica (Chaturvedi et al., 2004; Kota et al., 2006) 

 

 

Fig. 2. Frecuencia de regeneración para 
embriones somáticos. N: embriones 
necrotizados; Egr: embriones germinados o 
regenerados. 
 

Fig. 2. Frecuencia de regeneración para embriones somáticos. N: embriones necrotizados; Egr: embriones germinados o regenerados.

Fig. 3. Secuencia del proceso de regeneración. A. Embrión somático diferenciado en medio de inducción a los 40 días (cinco-seis semanas de 
cultivo). B. Germinación de embrión somático en medio de regeneración luego de cinco días (seis semanas de cultivo). C. Plántula regenerada a 
los 35 días en medio de regeneración (diez semanas de cultivo). D. Planta enraizada y en proceso de aclimatación, a los 20 días de dicha fase (16 
semanas de cultivo).
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y Azadirachta excelsa (Te-Chato et al., 2000; Morimoto et al., 
2006). Por otra parte, Shekhawat et al. (2009), en Azadirachta 
indica señalan que el desarrollo del callo embriogénico 
en hojas puede ser difícil 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, tal como se observó en 
nuestros resultados. Otros autores indican que el empleo 
de bajas concentraciones de 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, tal como se indicó en 
Azadirachta indica (Wen Su et al., 1997; Kota et al., 2006; Das, 
2011) y Melia azedarach (Sharry y Texeira, 2006). Sin embargo, 
combinando 4 mg.L-1 de AIB (ácido indol-3-butírico) y 1 
mg.L-1 de BAP se favorece tanto la organogénesis como la 
embriogénesis somática en tejido foliar de Azadiractha excelsa, 
incrementándose la regeneración de solo brotes al aumentar 
a 2 mg.L-1 de BAP (Giagnacovo et al., 2001).

Los callos producidos no llegaron a diferenciarse 
en brotes o embriones somáticos, únicamente raíces 
(denotado por el tejido vascular, conformado por vasos 
xilemáticos de engrosamientos reticulares y con abundantes 
pelos radiculares), lo cual puede atribuirse esencialmente al 
balance auxina/citocinina exógeno en el medio o endógeno 
del explante. En este sentido, Kota et al., (2006) indican 
que las auxinas como el ácido naftalen-acético (ANA) 
desempeñan un rol importante en la formación de callos 
en alta frecuencia, pudiendo observarse el fenómeno 
de diferenciación en brotes o raíces, dependiendo de la 
concentración de la auxina en el medio y su combinación 
con una citocinina como la cinetina. Sin embargo, muchos 
investigadores que han trabajado en forestales de la familia 
Meliaceae señalan el efecto inductivo embriogénico de BAP 
solo o combinado con otras auxinas o citocininas (Te-chato 
y Rungnoi, 2000).

El nivel de necrosis presenciado, probablemente fue 
causado por una elevada fenolización de los explantes, 
esto puede estar influenciado por la exposición de las 
plantas donantes, a factores ambientales o contaminantes 
(abióticos o bióticos). Esta respuesta in vitro se dio en Neem, 
a pesar que esta planta es reconocida por su vigoroso 
crecimiento bajo condiciones adversas del suelo y clima 
(Luz, 2001). La inexistente respuesta de embriogénesis en 
secciones de folíolos, se puede deber a la alta diferenciación 
celular alcanzada y a la recalcitrancia que generalmente 
poseen los tejidos vegetales de las especies forestales a la 
regeneración. Adicionalmente, la presencia del raquis y la 
nervadura central en el folíolo, al presentar tejido vascular 
favorece la organogénesis en algunas especies forestales (Vila 
et al., 2004), debido al transporte de hormonas endógenas 
a través de estos tejidos conductores (Pastelín et al., 2008).

Por otra parte, fundamentado a este hecho, los 
investigadores que han trabajado con especies de este 
grupo de plantas, plantean en la mayoría de los casos 
que la embriogénesis somática en las mismas se logra a 
partir de determinadas células pro-embriogénicas, sin la 
presencia de una auxina en el medio de cultivo, tal como 
el 2.4-D, a diferencia de Deb (2001) en Melia azederach, 
que logra la diferenciación de embriones somáticos (95 
%) y conversión de plantas completas (90,5 %) a partir 
de secciones cotiledonares en medios con solo auxinas 
(3 mg.L-1 de 2,4-D más 3 mg.L-1 de ANA). Por lo tanto, 
en general en Neem se logra el desarrollo de embriones 
somáticos primarios con solo citocinina como BAP a 1 
mg.L-1 (Chaturvedi et al., 2004), a diferencia de Su et al., 
(1997) que induce embriones somáticos en cotiledones 
utilizando 0,5 mg.L-1 de ANA y 1 mg.L-1 de BAP, sin 
embargo, en nuestros resultados a bajas concentraciones 
de BAP, se potenció la organogénesis indirecta en 
detrimento de la embriogénesis somática, siendo necesario 
emplear mayores concentraciones de citocinina. También 
el desarrollo de embriones somáticos primarios se puede 
lograr combinando otra citocinina: TDZ con ABA, 
obteniendo así resultados similares a los reportados por 
Singh y Chaturvedi (2009), donde obtienen una frecuencia 
máxima de embriones somáticos primarios del 76 %.

En este sentido en Neem, Chaturvedi et al., (2004) 
reportaron que al emplear en el medio con 0,22 mg.L-1 de BAP 
+ 0,08 mg.L-1 de AIA, 14 embriones secundarios por embrión 
primario, los cuales se formaron de callos de color marrón 
en dos semanas. Dichos resultados difieren de los nuestros, 
ya que en este trabajo se observó dicha vía regenerativa con 
una mayor concentración de BAP solo o con la combinación 
de otra citocinina (TDZ) con ABA, concordando ésta última 
con los resultados descritos por Singh y Chaturvedi (2009). 
En este sentido, se favorece la diferenciación de embriones 
somáticos en medios enriquecidos con citocininas como 
BAP o TDZ, ya sea de una masa pro embriogénica de A. 
indica (Shrikhande et al., 1993; Chaturvedi et al., 2003; 
Thomas y Chaturdevi, 2008) o directamente del explante en 
Melia azedarach (Vila et al., 2003) y Melia volkensii (Mulanda 
et al., 2014).

En este orden de ideas, Skoog y Miller (1957) plantean que 
el mecanismo desencadenante de los procesos morfogénicos 
esta mediado por la dinámica interacción de reguladores 
de crecimiento, en particular entre auxinas y citocininas 
en la expresión de la embriogénesis somática, tal como lo 
indica Jiménez (2005), variando el grado de competencia 
embriogénica en función del nivel endógeno de las mismas 
en relación al tejido y genotipo de la especie vegetal en 
estudio. Así Visser et al., (1992) señalan en secciones 
de hipocótilo de Pelargonium, que la acción exógena de 
citocininas como el TDZ potencia la síntesis y subsecuente 
acción del mejor balance de auxinas/citocininas a nivel 
endógeno, que favorezca de manera óptima la inducción de 
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la embriogénesis somática. Asimismo, en el cultivo líquido 
de callo de Coffea arabica sometidos a pulsos (24–48 horas) 
de BAP, se induce significativamente la diferenciación de 
embriones somáticos, debido a las propiedades de este 
regulador de crecimiento a minimizar la liberación de 
especies reactivas de oxigeno (ROS) que son altamente 
toxicas al proceso morfogénico como lo es la embriogénesis 
somática, ya que éstas están relacionadas a la activación 
de mecanismos apostóticos celulares, esto también ha sido 
reportado en caña de azúcar por Medeiros De Araújo Silva 
et al., (2014).

Entre las diversas familias vegetales leñosas, la Meliaceae, 
presenta recalcitrancia al proceso regenerativo in vitro, 
específicamente en el desarrollo de callos embriogénicos, 
ya que normalmente, por la naturaleza de los tejidos y la 
condición genética de los mismos, se produce en mayor 
frecuencia la formación de callos organogénicos (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, con abundante 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 (Chaturvedi et al., 
2003; Gairi y Rashid, 2004; Gairi y Rashid, 2005; Thomas 
y Chaturvedi, 2008; Srivastava et al., 2009). Por otra parte, 
Goralski et al., (2005) y Ranjan (2005) mencionan en A. 
indica, que una de las vías seguidas por este tipo de explante 
es la embriogénesis somática indirecta, evidenciando la 
formación de embriones sobre el callo regenerativo de tipo 
embriogénico, como se encontró en esta investigación, 
no obstante en otras meliáceas como Melia azedarach (Vila 
et al., 2003) y Melia volkensii (Mulanda et al., 2014), la 
diferenciación de los embriones somáticos se presenta 
directamente del tejido embriogénico cigótico inmaduro y 
cotiledonar respectivamente.

La diferenciación de embriones somáticos tanto 
primarios como secundarios se evidenció de forma continua 
y asincrónica, ya que se observaron embriones en diversas 
etapas de desarrollo, coincidiendo esto con lo descrito 
por Shrikhande et al., (1993) y Murthy and Saxena (1998) 
en A. indica, Vila et al., (2009) en Cedrela fissilis y Yang et 
al., (2012) en Sorbus pohuashanensis. A diferencia de los 
embriones somáticos primarios, los secundarios se originan 
directamente de las células epidérmicas y sub-epidérmicas 
de la zona hipocotilar de los embriones somáticos 
primarios, tal como se describió en C. arabica, por parte de 
Fernández et al., (2005), así como en un bajo porcentaje 
se diferencian del polo radicular, tal como se señaló en 
Melia azedarach (Scocchi et al., 2007). Pero en este trabajo 
se logró inclusive observar la ciclación ininterrumpida de la 
embriogénesis somática debido a su exposición consecutiva 
a reguladores de crecimiento, esto fue evidenciado a través 

de la formación de embriones somáticos primarios hasta 
terciarios, aspecto también indicado por Raemakers et al., 
(1995). Los embriones siguieron desarrollándose de manera 
repetitiva apareciendo hasta las 8 semanas, verificando 
el hecho que al aumentar el período de incubación se 
incrementa la respuesta embriogénica.

También, se ha reportado que A. indica es una de las 
especies que puede poseer una concentración relativamente 
elevada de auxinas. Cuando el nivel de auxinas en el medio de 
cultivo baja más de cierto umbral, las células embriogénicas 
empiezan un proceso de histodiferenciación, impidiendo la 
adquisición de simetría bilateral y el desarrollo del meristemo 
apical, tal como lo indica Parrott (2002).

Durante la regeneración de callos embriogénicos, 
Shrikhande et al., (1993) concluyeron que la alta 
concentración de carbono afecta el desarrollo de este 
proceso, por lo que redujeron la concentración de caseína 
hidrolizada a 200 mg.L-1, pero hubo persistencia del 
desarrollo de callos anormales logrando que el 60 % a 70 % 
de los embriones se agrandaran y germinaran. En los medios 
de regeneración ensayados en esta investigación, se utilizó 
como fuente de carbono sacarosa al 3 %, lo cual permitió 
la germinación y regeneración de los embriones somáticos 
obtenidos directamente, con poca o nula callogénesis. La 
omisión total de reguladores de crecimiento en los medios 
de cultivo, permite que los embriones transferidos se 
desarrollen en plantas completas con la raíz y vástago bien 
diferenciados, tal como lo describieron en Melia volkensii, 
(Indieka et al., 2007) y Cedrela fissilis (Vila et al., 2009).

A diferencia del enraizamiento hallado en este trabajo, 
Chaturdevi et al., (2004) en A. indica, enraizaron con MS ½ 
y ¼ + AIB, con una supervivencia de 87,5 % de vitro plantas 
en un período de 30 días y Vila et al., (2003; 2005) en 
Melia azederach enraizaron con MS + 3 mg.L-1 de IBA por 3 
o 4 días seguido de 26 a 27 días en MS sin reguladores de 
crecimiento. Otros autores han propuesto usar AIB hasta 
10 mg.L-1, para el enraizamiento obteniendo plantas vivas 
a los 90 días, sin embargo, hay que considerar el tipo de 
explante que se está enraizando, ya que existen variaciones 
que afectan dicho proceso, exigiendo el uso de esta alta 
concentración de auxina, tal como lo realizaron De Oliveira 
et al., (2005), donde al no utilizar AIB (control), se obtuvo 
como resultado una baja supervivencia de plantas in vivo. 
En otras Meliáceas como Cedrela odorata L., se probaron dos 
medios: MS y WMP, obteniendo que el mejor medio para 
el desarrollo de brotes fue WPM diluido a ½ suplementado 
con sacarosa a 30 g.L-1 favoreciendo el enraizamiento 
espontáneo de los explantes (Pérez, 2001; Peña-Ramírez et 
al., 2011). Con respecto al buen desarrollo de las plántulas 
de Neem, se concuerda con Souza y Pereira (2007), que 
logran el mejor crecimiento vegetal con vermiculita, ya que 
la textura ligera y porosa del suelo sustituto previene el daño 
de la raíz, permite el mejor crecimiento de la misma y el 
desarrollo óptimo de la planta.
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CONCLUSIÓN
En este estudio se estableció un eficiente protocolo de 
regeneración in vitro por embriogénesis somática para el 
Neem, resaltándose particularmente la embriogénesis 
secundaria, con la cual podría obtenerse líneas celulares 
elites, potencialmente eficientes en la producción de 
metabolitos secundarios como la azadiractina, ya sea a 
través de biorreactores o por ingeniería genética.
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