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RESUMEN

Azadirachta indica es un arbol conocido por su capacidad de sintetizar metabolitos secundarios.
Entre estos metabolitos destaca la azadiractina (Aza), triterpenoide ampliamente utilizado como
un potente insecticida natural. La produccién de este compuesto por métodos tradicionales no
cumple con la demanda del mercado y la sintesis quimica aun no es posible, debido a la
complejidad de esta molécula. Debido a ello, se ha buscado nuevas herramientas biotecnoldgicas
que permitan la produccién de azadiractina. El objetivo de este proyecto fue evaluar la
produccién de azadiractina en el cultivo celular de Azadirachta indica en biorreactor tipo tanque
agitado.

Para ello se establecieron suspensiones celulares a partir de callo friables, inducidos a partir de
semillas colectadas en Bagaces, Guanacaste, Costa Rica, empleando como regulador de
crecimiento el TDZ suplementado con caseina hidrolizada, lo cual permitié un crecimiento de
biomasa maximo de 10,71mg/L en 18 dias de cultivo. Ademas, las suspensiones celulares se
escalaron a un volumen de 3L en un biorreactor tipo tanque agitado.

Se evalud ademas, el mejor solvente y método de extraccidon, con lo cual el metanol y la agitacion
con temperatura mostraron los mejores coeficientes de extraccion. Por medio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC por sus siglas en inglés) se analizaron muestras de campo, plantas
in vitro y suspensiones celulares (en matraz y biorreactor) para cuantificar la cantidad de
azadiractina producida en los diferentes sistemas, con lo cual se mostré una alta produccién de
azadiractina en semilla, alcanzando valores de 18,4mg/g seco de muestra, mientras que en hoja
de campo se obtuvo 8,8mg/g seco. Adicionalmente, en hoja in vitro se produjo 0,8mg/g de Aza,
mientras que las raices in vitro no presentaron este compuestos en cantidades cuantificables por
el método.

En suspensiones celulares se alcanzd una produccién maxima de 167,85mg/L de cultivo, mientras
en biorreactor se obtuvo 42,13mg/L. En ambos casos la produccion de Aza se relaciond
directamente con el crecimiento en biomasa.

Las concentraciones obtenidas al analizar el material, sugieren la presencia de material élite en
campo y, por ende, buenos rendimientos en la produccién de Aza en material in vitro, lo cual
perfila el uso de esta herramienta biotecnolégica como viable para satisfacer la demanda del
compuesto en el mercado, considerando la necesidad de realizar ajustes y optimizaciones del
proceso.

Palabras clave: Azadirachta indica, suspensiones celulares, insecticida, escalamiento,
biorreactor, tanque agitado, azadiractina, HPLC.



ABSTRACT

Azadirachta indica is a tree known for its ability to synthesize secondary metabolites. Among
these metabolites highlights azadirachtin (Aza), triterpenoid widely used as a potent natural
insecticide. The production of this compound by traditional methods do not meet market demand
and chemical synthesis is not yet possible due to the complexity of this molecule. Because of this,
has been sought new biotechnological tools that make possible the production of azadirachtin.
The objective of this project was to evaluate azadirachtin production in cell culture of Azadirachta
indica in stirred tank bioreactor type.

For this, cell suspensions were established from friable callus, induced from seeds collected in
Bagaces, Guanacaste, Costa Rica, using as a growth regulator TDZ supplemented with hydrolyzed
casein, allowing maximum growth of biomass 10,71mg / L in 18 days of culture. In addition the
cell suspensions were scaled to a volume of 3L stirred tank bioreactor type.

It also evaluated the best solvent and extraction method. Methanol and stirring with temperature
showed the best extraction coefficients. Through high-performance liquid chromatography (HPLC)
field samples, plants in vitro and cell suspensions (in flask and bioreactor) were analyzed to
guantify the amount of azadirachtin produced in different systems. There was a high production
of azadirachtin in seed, reaching values of 18,4mg/g dry sample, whereas in field sheet was
obtained 8,8mg / g dry. Additionally, in vitro leaf occurred 0.8mg / g. In vitro roots did not show
guantifiable amounts of Aza by the method.ompounds quantifiable by the method employed.

Cell suspensions in flasks, reached a maximum production of 167,85mg/L of culture, while in
bioreactor was obtained 42,13mg/L. In both cases Aza production was directly related to biomass
growth.

The concentrations obtained by analyzing the material, suggesting the presence of elite material
and, therefore, good production rates of Aza in vitro material. This allows to consider that the use
of this biotechnological tool is viable to meet the demand of the compound on the market,
considering that the process requires adjustments and optimizations.

Keywords: Azadirachta indica, cell suspensions, insecticide, scaling, bioreactor, stirred
tank, azadirachtin, HPLC.
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I.  INTRODUCCION

Las plantas son organismos fototroficos, que tienen la capacidad de producir su propio
alimento a partir de la energia luminica que obtienen del sol, mediante varios procesos y
reacciones quimicas conocidas como fotosintesis. Ademas de producir su propio alimento, las
plantas producen gran cantidad de compuestos que favorecen su sobrevivencia y les confiere
cualidades especificas que les han permitido adaptarse al ambiente o sobrevivir ante
condiciones de estrés. Estos compuestos se denominan metabolitos y se clasifican en primarios
o secundarios (Chawla, 2009).

Los metabolitos secundarios vegetales son compuestos organicos producidos por las plantas,
los cuales no son esenciales para el funcionamiento de la célula vegetal y no participan en
procesos bioquimicos comunes. Aunque no muestran ninguna funciéon en los procesos de
crecimiento y desarrollo de las mismas, son imprescindibles en las plantas que los producen,
generalmente para mejorar su adaptabilidad o como respuesta a diversos tipos de estrés
(Mbuga, 2005; Rodriguez et al., 2007).

Algunos de estos compuestos se emplean en el control biolégico de insectos, en la
cosmetologia, industria alimenticia, asi como para la elaboracién de productos farmacéuticos y
terapéuticos (Karuppusamy, 2009).

A lo largo de la historia, se han descubierto algunas plantas capaces de producir compuestos
con efecto insecticida y/o antimicrobiano, lo cual se proyecta como una excelente opcién para el
control de plagas por medio de productos naturales, reduciendo la contaminacion ambiental por
efectos residuales y téxicos de los plaguicidas quimicos convencionales.

Los esfuerzos por evitar las pérdidas econdmicas en la produccidn agricola a causa de
insectos plaga, han conducido al uso masivo de insecticidas sintéticos. Esto ocasiona problemas
de contaminacién en suelo y agua, efectos tdxicos sobre organismos benéficos, personas y otros
vertebrados e incluso, un aumento potencial de la resistencia de insectos plaga (Rossetti et al.,
2008; Zapata et al., 2009).

El uso extensivo e indiscriminado de insecticidas sintéticos conduce a la necesidad de aplicar
estrategias para el control de plagas que no afecten el medio ambiente, entre los que destaca el
uso de extractos vegetales, por ser biodegradables y no crear resistencia en insectos. El estudio
de la actividad insecticida de extractos vegetales y fitoquimicos se ha intensificado debido a la
demanda de alimentos organicos y a las exigencias actuales de la defensa fitosanitaria de los
productos horticolas (Delgado, 2011).

Entre las plantas conocidas con propiedades insecticidas por la produccion de terpenoides, se
encuentran Azadiracta indica, conocida cominmente como Neem y responsable de la
elaboracion de azadiractina (aza), compuesto con propiedades comprobadas en el control de
numerosas especies de insectos y microorganismos, sin causar efectos dafinos en mamiferos
(Fernandez y Gonzélez, 2008).

Debido a la importancia comercial de la azadiractina, se requiere su produccién en grandes
cantidades, por lo cual se ha recurrido a estrategias biotecnoldgicas para la produccién del
metabolito en condiciones in vitro, principalmente con el objetivo aumentar la escala productiva
con fines investigativos y aplicados.



La produccién por métodos tradicionales de estos metabolitos, requiere amplias extensiones
de terreno y empieza a entrar en conflicto con el uso de terreno cultivable para la produccién
agricola o bien, promueve la expansion de dichos territorios lo cual implica la deforestacién de
selva, ocasionando pérdidas irreversibles en la biodiversidad o dafios ambientales significativos
(Makunga y van Staden, 2008; Pérez y Jiménez, 2011).

Por esta razén es de suma importancia el uso de herramientas biotecnolégicas para la
produccién de compuestos naturales, provenientes de plantas, lo cual evita el uso destructivo
de las mismas, disminuye los espacios fisicos de produccion del compuesto y permite un cultivo
celular con condiciones controladas para aumentar la produccién del compuesto de interés
(Vanisree y Tsay, 2007).

En el caso de Azadirachta indica, ha crecido el interés de los investigadores debido las
propiedades insecticidas e incluso medicinales, que posee esta planta, las cuales han sido
ampliamente utilizadas y probadas mediante bioensayos de laboratorio y en condiciones de
campo.

Entre los principales inconvenientes que se han presentado en la produccién convencional de
este compuesto, destaca el requerimiento de gran cantidad de material vegetal (hoja y semilla),
que los arboles pueden tardar hasta diez afos para llegar a su estado productivo y finalmente, la
cantidad y la calidad necesaria para asegurar el alto contenido de los compuestos activos puede
variar dependiendo de las condiciones agroclimaticas en que se encuentre la planta cultivada.
Por otra parte, la estructura compleja de la azadiractina, dificulta la sintesis por métodos
qguimicos (Pavén, 2010).

En los dltimos anos se ha estudiado el cultivo de células de A. indica y su escalamiento en
biorreactores, los cuales son recipientes en los que se llevan a cabo procesos bioquimicos de
manera controlada, es decir, que provee al cultivo las condiciones necesarias para su
crecimiento o la formacién de producto, y en principio, es posible obtener produccién mayor o
comparable a las producidas en campo, reduciendo los inconvenientes de la extraccién in vivo
(Eibl et al., 2009).

Estudios similares se han venido desarrollando en diferentes paises, por grupos de
investigacion diversos; sin embargo, surge la iniciativa de realizar el escalamiento de A. indica
con material proveniente de Costa Rica, concretamente del cantén de Bagaces perteneciente a
la provincia de Guanacaste. Salazar (2012) realizé ensayos en el Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica (ITCR) para la induccion de callo y el establecimiento de suspensiones celulares a partir de
material de A. indica colectado en Guanacaste Costa Rica, obteniendo resultados muy diversos a
los reportados en la literatura, principalmente en cuanto a los reguladores de crecimiento
empleados. En sus ensayos determind que la mejor parte de la planta para la induccion de callo
es el cotileddn, en presencia del regulador de crecimiento Tidiazurdn (Alvarenga et al., 2014).

Para el escalamiento del cultivo en biorreactores es necesario contar con protocolos para el
establecimiento y cultivo de suspensiones celulares a partir de callo friable, asi como conocer
con detalle las condiciones fisicas y quimicas que permitan la multiplicacion de la biomasa
celular necesaria para la inoculacion del sistema biorreactor. Ademas, es necesario determinar
la cinética de crecimiento de las células en suspensién, lo cual permite establecer el momento
adecuado en que el cultivo debe ser inoculado en el sistema biorreactor o bien, subcultivado en
medio fresco (Chawla, 2009).

La produccién de metabolitos secundarios en sistemas de biorreactor, puede desarrollarse
en una sola etapa, donde se obtiene la biomasa y sintesis del compuesto de interés; o bien, en
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etapas diferentes, una de produccidon de biomasa y otra de elicitacion del compuesto mediante
algun tipo de estrés o precursor (Pérez y Jiménez, 2011).

Ademas, es importante estandarizar los protocolos de extraccidon y cuantificacion de los
compuestos de interés para asi tener condiciones de cultivo de biomasa en el sistema
biorreactor, para obtener alta produccién de células con potencial de produccién de
azadiractina mediante técnicas de elicitacion fisicas y/o quimicas.

El presente trabajo constituye parte de los esfuerzos que ha desarrollado el IITCR en los
ultimos afios por evaluar la produccion de azadiractina en material vegetal proveniente de la
provincia de Guanacaste, Costa Rica y la aplicabilidad de técnicas biotecnolégicas para la
produccién de este compuesto. El Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas (CENIBiot) y
el ITCR han unido esfuerzos para realizar investigacion que permita implementar una estrategia
biotecnoldgica para la produccién de azadiractina mediante cultivo celular a partir de material
colectado en Costa Rica.

En el 2012, en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) se definidé un protocolo para
la induccién de callo a partir de cotiledones de A. indica, y durante el 2013 y 2014 se iniciaron
pruebas en biorreactor, sin embargo se obtuvo muy baja produccion de biomasa (Alvarenga et
al., 2014).

Con el fin de lograr el escalamiento del cultivo celular de A. indica en biorreactor, se
empleara la metodologia descrita por otros autores, los cuales han trabajado con células de A.
indica y especies relacionadas, asi como el los protocolos de cultivo in vitro y de callogénesis
generados en CIB referentes a esta especie y la experiencia y equipamiento del CENIBiot tanto
en el campo de bioprocesos con respecto a la operacion de sistemas de biorreactores de tanque
agitado especificamente en la Unidad de Células Vegetales, como la experiencia de la Unidad de
Bioprospeccidn para la extraccidn y la cuantificacién de los metabolitos secundarios, mediante
el empleo de técnicas cromatograficas, en los diferentes sistemas de produccidn.

La presente investigacion, pretende evaluar la produccién de azadiractina mediante el cultivo
celular en suspension de Azadirachta indica en biorreactor tipo tanque agitado con el fin de
comparar la produccion de compuesto de interés con otros sistemas de cultivo.



Il.  REVISION DE LITERATURA

1. Bioprospeccion y Metabolismo Secundario

Desde los inicios de los pueblos, la biodiversidad ha constituido un recurso de sobrevivencia
para los seres humanos, quienes han aprovechado las propiedades de los organismos vivos con
fines diversos. Con el avance de la biotecnologia en los paises desarrollados, se ha dado un
valor mercantil incalculable a la biodiversidad para la obtencién de gran cantidad de materias
primas y compuestos a partir de los recursos genéticos (Alarcén, 2011).

De esto deriva el término de bioprospeccidn, que se define como la busqueda sistematica,
clasificacidon e investigacién de nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes, proteinas y
otros productos que posean un valor econédmico actual o potencial y que se encuentran en la
diversidad bioldgica (Duarte y Velho, 2008).

Las plantas tienen la capacidad de producir gran cantidad de compuestos como parte de su
metabolismo secundario. En la mayoria de los casos, estos compuestos no son necesarios para
el funcionamiento de las células ya que no participan en procesos bioquimicos vitales, sin
embargo, generan a las plantas propiedades que las caracterizan y les confiere una serie de
beneficios (Verpoorte y Hoopen, 2006; Zeiger y Taiz, 2006).

Durante muchos afios hubo poco conocimiento acerca de la funcién y el valor adaptativo de
la mayoria de los metabolitos secundarios, por lo que fueron considerados como productos de
desecho de las plantas. Fue hasta el siglo XIX y principios del XX que se inici6 el estudio de estas
sustancias, ya que descubrieron y reconocieron su importancia como drogas medicinales,
venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, y otras materias primas industriales (Taiz et
al., 2006; Valares, 2011).

Actualmente se conocen mas de 20,000 estructuras de metabolitos secundarios que han
sido clasificados de manera diversa. Algunos autores los dividen por la presencia o ausencia de
nitrégeno en su estructura quimica y los llaman nitrogenados y no nitrogenados. Entre los
nitrogenados se encuentran los alcaloides, aminodcidos no protéicos, aminas, glucésidos
cianogénicos y glucosinolatos, mientras que lo no nitrogenados incluyen terpenoides,
poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides (Sepulveda, et al., 2003).

Por otra parte, Croteau (2000), clasificé los metabolitos secundarios producidos por las
plantas en cinco grandes grupos:

e Terpenoides: Poseen un precursor de 5 carbonos (C) denominado isopreno, sin embargo,
los compuestos de este grupo presentan gran diversidad estructural. Se conocen unos
25.000 diferentes.

e Alcaloides: Son compuestos que poseen al menos un dtomo de nitrégeno en su estructura.
Se han descrito alrededor de 12.000 en total.

e Fenoles: Estos compuestos provienen de la ruta del acido shiquimico Se conocen unos 8000
compuestos fendlicos tales como quinonas, cumarinas, ligninas y taninos.



e Policetometilenos: Provienen de la ruta biosintética del acetato y via malonil-coenzima A. Se
conocen alrededor de 6000 compuestos de este tipo.

e  Metabolitos de biogénesis mixta: Como su nombre lo indica, provienen de la unién de dos o
mas rutas metabdlicas mencionadas anteriormente. Algunos muy conocidos que pueden
citarse son flavonoides, alcaloides, entre otros.

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo
primario del carbono y suelen restringirse a estados especificos del desarrollo y a periodos de
estrés (figura 1) (Avalos y Pérez, 2009).
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Figura 1. Origen de algunos grupos de metabolitos secundarios de plantas (alcaloides,
fenilpropanoides y terpenos) con respecto a las rutas de metabolismo primario.

Las variaciones en la estructura de los compuestos generan perfiles metabdlicos que difieren
entre especies, poblaciones y drganos de las plantas, lo cual representa una estrategia de
adaptacion natural de éstas al ambiente y condiciones de estrés (Sepulveda, et al., 2003).

La presencia de determinados metabolitos secundarios en las plantas puede ser exclusiva de
ciertas familias, géneros o especies. No todos los metabolitos secundarios se encuentran en
todos los grupos de plantas, sino que, por lo general, se sintetizan en pequeiias cantidades y en
especies determinadas. En ocasiones, la sintesis de estos compuestos también depende de las
condiciones ambientales en las que se encuentra la planta (Avalos y Pérez, 2009).

Como consecuencia de la variedad de metabolitos secundarios existentes, también son
diversas sus aplicaciones. Directamente en las plantas, los metabolitos secundarios desempefan
funciones ecoldgicas y de interaccién planta-entorno, tales como proteccion de depredadores,
actividad alelopatica, atraccion de polinizadores, proteccién de la planta de los rayos UV, asi
como resistencia a virus (Valares, 2011).



De igual forma, los metabolitos secundarios han demostrado tener un importante vy
significativo valor medicinal y econdmico, siendo empleados en la industria cosmética,
alimentaria, farmacéutica, entre otras. Un gran nimero de estos productos naturales, que ya se
usaban en la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la
actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes,
insecticidas naturales y muchas otras aplicaciones mas.

Entre las plantas productoras de metabolitos secundarios, se encuentra la especie
Azadirachta indica, la cual es ampliamente conocida por producir mas de 300 metabolitos
secundarios, entre los que destacan los tetratriterpenoides o limonoides con diferentes
aplicaciones bioldgicas y comerciales (Rodrigues, et al., 2014).

2. Azadirachta indica

La familia Meliaceae incluye 600 especies distribuidas en 52 géneros diferentes (El-Hawary
et al., 2013). Las plantas pertenecientes a este género se caracterizan por ser lefiosas y tener
tejidos secretores de exudados aceitosos, resinosos y otras sustancias aromaticas en las hojas,
ramas y tallos (Varela, 2010).

Esta familia ocupa gran variedad de habitats, que van desde bosques lluviosos hasta areas
semidesérticas. Su importancia econdmica radica principalmente en la produccién de madera de
alta calidad, como plantas ornamentales, asi como también se reconocen sus propiedades
medicinales e insecticidas, debido a la produccidn de metabolitos secundarios biolégicamente
activos (Lannacone y Lamas, 2003; Varela, 2010).

Entre los géneros mas estudiados recientemente de la familia Meliaceae, se encuentra
Azadirachta sp., el cual se ha investigado por su capacidad de producir metabolitos secundarios
con importancia medicinal e insecticida.

Azadirachta indica, conocido comUnmente como neem, margosa o paraiso de la India, es un
arbol de tamafio de mediano a grande, con fuste recto y corto. Posee una copa densa y
redondeada y una corteza arrugada de color marrdn oscuro a gris (Parrotta y Chaturvedi, 2011).

a. Descripcion taxonémica

La taxonomia de Azadichta indica, descrita por Adrein Henri Laurent de Jessieu (1830) se
presenta a continuacion:

e Reino: Plantae

e Divisién: Magnoliophyta

Orden: Rutales

Suborden: Rutiniae

Familia: Meliaceae

Subfamilia: Melioideae.

e Género: Azadirachta

e Especie: Azadirachta indica A.Juss.

b. Descripcion anatomica

Es un arbol de hoja perenne y con ramas muy extendidas que puede alcanzar una altura de 5
a 15 metros (El-Hawary et al., 2013). Su tronco es cilindrico, relativamente corto y recto, con un


http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Adrien-Henri_de_Jussieu

didmetro aproximado de 0,8 a 1,63 metros y una longitud de 6,5 a 25 metros. Posee una corteza
dura, con duramen de color marrén rojizo y albura color rojo pélido (Reyes et al., 2003).

Las hojas son compuestas y pueden medir de 2 a 4 dm de longitud, con 20 a 31 hojas verde
oscuras de 3 a 8 cm de longitud. Frecuentemente no posee el foliolo terminal y el peciolo es
corto. Las hojas jovenes son de color rojo o purpura y la forma de las hojas maduras es menos
asimétrica y sus margenes estan dentados (Girish y Shankara, 2008).

Cada flor individual estd compuesta de 5 I6ébulos del caliz, redondeados y de color verde
palido, 5 pétalos blancos, oblongos y redondeados de 0,5 cm de largo y 10 estambres unidos en
un tubo y un pistilo con un ovario redondeado y un estilo delgado (Parrotta y Chaturvedi, 2011).

Las estructuras florales son hermafroditas, pequefias, blancas y fragantes y aparecen en
paniculas estrechas y ramificadas que miden generalmente de 5 a 15 cm de largo (El-Hawary et
al., 2013).

Los frutos de neem son drupas con forma de aceitunas de 1,0 a 2,0 cm de largo, son lisos y de
un color de amarillo verdoso a amarillo cuando alcanzan la madurez. Generalmente cada fruto
contiene una sola semilla, ocasionalmente dos, con forma eliptica, rodeadas de una pulpa dulce,
con olor fuerte. La fructificacion empieza cuando los arboles tienen de 3 a 5 afios de edad,
siendo mas abundante en arboles maduros de aproximadamente 10 afios de edad (Pal, 2007).

El sistema radical se compone de una raiz principal que desarrolla raices laterales que
pueden alcanzar hasta 18 metros de longitud, lo cual le permite obtener agua de zonas
profundas del suelo (Girish y Shankara, 2008).

c. Origen y Distribucion

El origen del arbol de Neem no se conoce con exactitud, sin embargo los primeros registros
proponen que es nativo del sur de Asia y regiones del continente Africano (Pal, 2007). Se cree
gue su origen se presentd en paises como Pakistan, India, Sri Lanka, Myanmar, Tailandia,
Malasia e Indonesia (figura 2) (Cruz y del Angel, 2004).

Esta planta se ha naturalizado en muchos paises tropicales y subtropicales, tales como
Australia, islas del Caribe y América principalmente en Brasil y Colombia aunque también existen
pequefias poblaciones en Nicaragua, Costa Rica, Honduras y El Salvador (Cruz y del Angel, 2004).
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Figura 2. Distribucién mundial de Azadirachta indica. Fuente: Bin, 2011
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Este drbol crece principalmente en zonas semiaridas, con precipitaciones entre 200 hasta
120b0 mm y a alturas desde los 0 a los 1500 metros sobre el nivel del mar. Es resistente a
temperaturas extremas, incluso pueden crecer desde cerca de los 0°C hasta los 49°C. En su
habitat original, crece en llanos bajos, con una elevacién de 850 msnm y en otros paises se han
encontrado hasta una elevacién de 1500 msnm. Es tolerante a muchos tipos de suelos
incluyendo suelos poco profundos, secos y pedregosos, los vertisoles, arenas lixiviadas y las
arcillas. Esta planta se adapta bien a suelos con un rango de pH entre 5,0 y 8,5, sin embargo se
ha notado que crecen mejor si se encuentra en valores de pH de 6,0 a 6,5 y en un suelo
profundo, poroso y bien drenado (Parrotta y Chaturvedi, 2011).

En Costa Rica existen cultivos en zonas secas, que presentan poca precipitacion al afio y con
altas temperaturas tales como Santa Cruz y Bagaces de Guanacaste, Alajuela y Atenas (Rojas,
2010).

d. Metabolismo Secundario de Azadirachta indica

Entre las plantas que han proporcionado mayor cantidad de terpenoides activos con efecto
insecticida se encuentran las especies de las familias Meliaceae y Labiatae. La primera, se
caracteriza por la biosintesis de triterpenos altamente oxidados comunmente conocidos como
tetranortriterpenoides, meliacinas o limonoides, de reconocida actividad frente a insectos
(Fernandez y Gonzélez, 2008).

El arbol de A. indica, destaca entre las especies mas estudiadas y utilizadas de la familia de las
Melidceas, debido su capacidad de producir, principalmente, limonoides, y compuestos
bioactivos tales como nimbidina, nimbidato de sodio, nimbolida, gedunina, azadiractina, acido
galico, margolona y polisacdridos, entre otros (Parmar et al., 2004).

Los terpenoides suelen ser insolubles en agua y derivan de la unién de unidades de isopreno
(5 dtomos de C). Los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno (C5) que
contienen, asi pues, los terpenos de 10 carbonos (C) contienen dos unidades C5 y se llaman
monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos, y
los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los
tetraterpenos tienen 40 C y se habla de politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de
isopreno (figura 3) (Avalos y Pérez, 2009).

Por su parte, los limonoides son triterpenoides que carecen de cuatro de los 30 carbonos
provenientes de seis unidades isoterpénicas, por lo tanto, son sustancias de 26 carbonos a cuyo
esqueleto hidrocarbonado le faltan cuatro carbonos de la cabeza de la ultima unidad de
isopentenilo. Estos compuestos son las sustancias amargas de los citricos que actian como anti
herbivoros, el mas conocido es por ser altamente efectivo en el control de insectos plaga, es la
azadiractina que posee multiples aplicaciones en la medicina, industria alimentaria, agronémica,
entre otros (Caballero, 2004).

La actividad bioldgica de los limonoides ha sido revisada por Champagne et al., citado por
Avalos y Pérez, 2009 y Caballero, 2004), donde se informa de los efectos de 78 limonoides,
sobre la alimentacién y el desarrollo en ocho érdenes de insectos. Se sabe que solo la
azadiractina tiene efecto sobre mas de 200 especies de insectos y acaros.

Se han aislado aproximadamente otros 24 principios activos con actividad bioldgica sobre
artrépodos. En las semillas se han identificado ademds salanina, meliantriol, nimbina,



nimocinolida e isonimocinolida, con probable actividad antialimentaria, de inhibicion del
crecimiento y de la oviposicion. La diversidad de principios activos reduce la aparicién de
resistencia, por ello varios investigadores sefialan la necesidad de informacién precisa sobre los
principios quimicos contenidos en los extractos de neem, su mecanismo de accidn y eficacia
(Isea et al., 2013).

f 0 oyH @
H.C—E—5—Co § !

; & Al HEC—C—COOH 2
8 Aceti-CoA{ 3x) HC—OP ;
= Gliceraldehido-3-P Piruvato o
8 R
- -
A - 5
% g H,C—C—~CH;—CH—OH R~ oH =
| €. CHrO0—? ©
| CH, NS m
8 1 % i HC cH 2 bl
a COOH [ =
g = OHHO Q 5'
- o Acido mevalénico Metileritritol fosfato o a
[a] -
g 3
[ ?Ha ‘i"s 5
O AH—0—FR = -~ Cs/nc\ _CH—o—pp ——== |soprenc [ C,) =
HLF  ToH: Hie” TSeH o

| sopentenil difosato ( IPP) Dimetilalil difosfato { DMAPP)

|

J

cHy ( ey 5
| [
Ca. CH: G cH.—0—F? ——= Monoterpenos ( C,))
Oy A ATy, SOR2
HaC oH CHa CH

Geranil difosfato ( GPP)

CHy CHy CH,
é CH é CE_‘C‘SJ é cH —= Sesquiterpenos ( C,))
- T - _CHy—0—PF

Hie” o “GHy SCH  “CHa Sy !

Famnesil difosfato { FPP) =

e
L
Fog™ -
= - i

i THZ ( C) T"s

Triterpenos ( C,)

|
c CHy Co, CHz G, cH;—o—=F — = Diterpenos( C,)
HZC'/ oy "‘CH? e ‘c:H; R[ew” C > =
x
Geranilgeranil difosfato { GGPP)
Tetraterpenas ( C,)

Politerpenos

Figura 3. Ruta sintética de los terpenos y su clasificacion Fuente: (Avalos y Pérez, 2009)

e. Azadiractina

La azadiractina (C3sH44016) pertenece al grupo de los tetrahidroterpenoides conocidos como
limonoides y destaca como uno de los 2 principios biocidas mas estudiados y de mayor
concentracién en el arbol de neem (figura 4). Ademas de ser el compuesto mas abundante en
este arbol, es biodegradable y su produccién es exclusiva de A. indica, localizado principalmente
en la corteza, hojas, frutas, y especialmente en las semillas (Morgan, 2009; Isea et al., 2013).
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Figura 4. Estructura quimica de la azadiractina.

La azadiractina se produce en el neem, con alrededor de otros 100 limonoides incluyendo
azadiractina B-K con estructuras estrechamente relacionadas, lo cual hace dificil su separacién y
cuantificacion (Thejavathi et al.,, 1995). En extractos, es posible identificar con facilidad
aproximadamente 18 compuestos, siendo la azadiractina el que se encuentra en mayor
concentracién, conformada por al menos nueve isémeros estrechamente relacionados, de los
cuales el tipo A y B son dominantes con concentraciones cercanas al 83% y 16%
respectivamente (Orozco y Rodriguez, 2007).

La azadiractina es un agente quimioterapéutico eficaz para controlar algunas plagas ya que
posee un efecto antialimentario, que afecta el patréon de nutricion de insectos y larvas.
Adicionalmente, interrumpe su ciclo de vida e inhibe el desarrollo de los huevos, larvas y pupa,
asi como altera los apareamientos y la comunicacién sexual, y bloquea la muda de las larvas o
ninfas (Orozcoy Rodriguez, 2007).

Thejavathi et al. (1995) probaron la estabilidad de la azadiractina en seis disolventes
organicos: cloroformo, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, metanol y etanol en
concentracion de 0,025% p/v y después de 7 dias de incubacidén a temperatura ambiente se
determind que la azadiractina es razonablemente estable en todos los disolventes ensayados
(95-99%). Adicionalmente, estos mismos autores determinaron la estabilidad de la azadiractina
después de ser sometida a tratamiento de sonificacién durante 30 minutos (100%; n = 5), asi
como mencionan su susceptibilidad a la luz y a la variacion en el pH.

f. Importancia y Usos

El arbol del Neem (Azadirachta indica A Juss), ha sido ampliamente estudiado ya que posee
gran importancia, en virtud de sus caracteristicas reconocidas, de uso milenario en culturas
antiguas, principalmente en el sur de Asia (Leos y Salazar citados por Ledesma y Ledesma, 2012).

El término neem proviene de nimba, en lengua clasica india, en la cual era conocido como
Sarva Roga Nivarini, que significa curador de todas las enfermedades, debido a sus multiples
usos en la medicina tradicional del sur Asiatico (Royal Botanic Gardens, citado por Orozco y
Rodriguez, 2007).

La importancia de este arbol es muy variada, debido a las multiples aplicaciones que se han
encontrado para todas las partes de la planta: semillas, cascara de la semilla, hojas y tronco
(Pavon, 2010).
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Entre los usos principales se encuentran:

e Reforestacion y proteccion de suelos contra la erosion

El neem puede ser usado para reforestar terrenos erosionados o desérticos debido a su
capacidad para crecer en diferentes tipos de suelos, pobres en nutrientes, con un amplio rango
de pH y en zonas cdlidas y bajas desde el nivel del mar hasta mas o menos los 900 metros de
altura (Biswas et al. 2002). En el Ecuador el arbol de neem fue introducido en la provincia de
Manabi en 1978 a través de semillas provenientes de Nigeria como especie forestal para
emplearse en la reforestacién de las zonas secas de esta provincia (Ledesma and Ledesma,
2012).

. Uso Ornamental

Principalmente es zonas costeras, se ha sembrado a la orilla de carreteras y caminos como
decorativo y para el aprovechamiento de la sombra que produce (Ledesma and Ledesma, 2012).

e  Especie maderable

La madera de neem es fragante, moderadamente dura y pesada; se asemeja a la caoba
cuando seca y tiene una textura de mediana a tosca, con una fibra estrecha. Los maderos se
secan bien, son durables incluso bajo condiciones expuestas y son resistentes al ataque de gran
cantidad de insectos. La madera de neem se usa para la construccién general, muebleria,
carretas, implementos agricolas, botes, postes, mangos de herramientas, tambores, entre otros.
En la India se usa comUnmente para planteles de sombra y de ornamento particularmente a lo
largo de las carreteras en las ciudades y los pueblos (Parrotta y Chaturvedi, 2011; Reyes et al.,
2003).

e  Uso medicinal

El neem posee muchas propiedades medicinales, muy conocidas y utilizadas a lo largo de los
afios en la medicina ayurvédica, las cuales han sido comprobados por la ciencia actual (Gualtieri
et al., 2004).

Las hojas de neem son utilizadas como coadyudante en problemas digestivos, estimulan el
funcionamiento del higado, combaten algunas afecciones pulmonares y disminuyen los niveles
de glucosa en la sangre de pacientes diabéticos (Parmar et al., 2004).

Se conoce que el neem funciona como antiinflamatorio, antipirético, analgésico, estimulante
del sistema inmunolégico, antihelmintico, antiemético, antitumoral, antiulceroso,
hepatoprotector, antioxidante, hipoglicemiante y diurético (Biswas et al. 2002).

En el sistema cardiovascular actua reduciendo la presién sanguinea, el colesterol y las
irregularidades cardiacas, mientras que se ha comprobado, de igual manera, su efecto en el
tratamiento del acné, debido a sus propiedades antibacteriales, y antiinflamatorias (Parmar et
al., 2004).

Adicionalmente, limpiar la piel con productos derivados del neem contribuye a equilibrar los
niveles de grasa de la piel (Productos de Neem, 2008).

Se ha probado su eficacia en el tratamiento de la Ulcera de estémago debido a sus
componentes antihistaminicos y antibacterianos, que reducen la inflamacién y destruyen las
bacterias que la causan. Esto, aunado a que su accidn interna no elimina la flora intestinal
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beneficiosa y no tiene efectos secundarios, le brinda grandes ventajas en comparacién con otros
métodos de tratamiento quimico o tradicional (Gualtieri et al., 2004).

e [nsecticida

Las sustancias producidas por el neem afectan entre 400 y 500 especies de diferentes
ordenes de insectos, algunos de los cuales han evidenciado resistencia de insecticidas sintéticos
(Lindquist et al. y Garcia citados por Pavdn, 2010). Entre los érdenes susceptibles a los extractos
de neem pueden citarse Blattodea, Caelifers, Dermaptera, Diptera, Ensifera, Hetroptera,
Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera, Phasmida, Phthiraptera, Siphonoptera y Thysanoptera
(Neem Foundation, 2006 citado por Orozco and Rodriguez, 2007).

Estas sustancias son utilizadas en la agricultura bioldgica por ser biodegradables y no téxicas;
se cree que podrian sustituir a los insecticidas petroquimicos debido a que son muy efectivas
contra los insectos fitéfagos e inactivas contra abejas y fauna auxiliar (Gualtieri et al., 2004).

Las propiedades insecticidas de los extractos de neem se deben principalmente a los
tetranortriterpenoides o limonoides que contienen, entre los cuales destaca la azadiractina
como el principal compuesto con efecto insecticida (David, et al. 2000).

Se ha comprobado que algunos compuestos presentes en las semillas de neem como la
azadiractina, salanina, meliantriol, nimbina, nimocinolida e isonimocinolida poseen efecto
antialimentario en las larvas de los insectos, lo cual provoca una disminucidn en su crecimiento
o retraso en las etapas del ciclo bioldgico, asi como efectos tdxicos, inhibicién de la ovoposicion
de las hembras o malformaciones en insectos adultos (Isea et al., 2013 y Pavdn, 2010).

Estudios realizados por Pavdon (2010) demuestran que el uso de compuestos a base de A.
indica producidos in vitro representan una alternativa para el control de Copitarsia decolora, un
lepiddptero que ataca a cultivos de importancia agronémica en México.

El efecto de la azadiractina depende de la dosis, la plaga a controlar y el método de
extraccién del compuesto. Por ejemplo, Esparza et al., (2010), determinaron que el proceso de
extraccién en frio con metanol de la semilla molida con endocarpio de Azadirachta indica A.
Juss., concentré mas azadiractina que otros procesos de extraccidn acuosa y hexanica, y produjo
mayor efecto insecticida en Aphis gossypii Glover, sin causar fitotoxicidad asociada en Ixora
coccinea L.

Adicionalmente se ha obtenido resultados exitosos de efecto antialimentario sobre larvas de
S. frugiperda, por medio de la aplicacidn de extractos intra y extra extracelulares producidos in
vitro de las suspensiones de A. indica (Capataz et al., 2007).

e Antimicrobiano:
El aceite de Neem afecta el crecimiento de muchas especies de bacterias patdgenas tales
como Staphylococcus aureus, Salmonella typhosa, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella
paratyphi'y Vibrio cholerae (Rao, 2005).

° Otros usos:

El aceite que se extrae de la semilla de neem es usado como combustible para [dmparas o
como lubricante para maquinaria (Ozuna, 2000).
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Por otra parte, se ha encontrado en los extractos de neem una opcion alternativa para el
tratamiento antihelmintico, que puede sustituir el uso de los productos comerciales sintéticos
empleados hasta el momento para este fin, los cuales son caros y se encuentran poco
disponibles para los campesinos en las dreas rurales. Esto representa un gran beneficio para el
control de enfermedades parasitarias en animales, tomando en cuenta que algunos de estos
productos sintéticos pueden tener efecto residual en los productos alimenticios de origen
animal (Dublin y Roque, 2012).

La aplicacién semanal de extractos acuosos de semilla de neem en las dreas anatémicas
preferidas por las garrapatas es eficaz para el control de este dcaro en el ganado caprino,
disminuyendo los costos y el peligro potencial para los seres humanos (Schwalbach et al., 2003).
Complementariamente, se ha determinado que los extractos de hojas o semillas de neem
parecen tener efectos toxicos dosis-dependientes, letales y directos, sobre garrapatas adultas,
ninfas, larvas y huevos; asi como sobre el ciclo reproductivo, disminucién de la masa de huevos y
modificacién del nimero y tiempo de eclosiones de parasitos en diferentes animales (Isea et al.,
2013).

Los compuestos de neem se han utilizado como ingrediente atil en jabones, desinfectantes,
productos farmacéuticos y cosmetoldgicos, asi como se ha aprovechado la pasta derivada de la
extraccion del aceite de la semilla como un excelente fertilizante varias veces mas rico en
nutrientes para las plantas que el estiércol (NRC, citado por Ozuna, 2000).

Otra de las propiedades de los extractos acuosos de neem es su efecto espermaticida.
Khillare y Shrivastav (2003) estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de extractos de
hojas maduras y tiernas, y encontraron que con el aumento en la concentracién, hay una
disminucidn lineal en el porcentaje de motilidad de los espermatozoides, convirtiéndose en cero
en un lapso de 20 segundos a una dosis de 3 mg/I.

g. Comercializacion

Actualmente existen en el mercado productos derivados de neem para la agricultura
ecoldgica, tales como Oleorgan, Organihum Neem, Olinim, Azatina 3 EC (comercializado en
Costa Rica, entre otros (AgroPro, 2011; Aguilar, 2011). Ademas se distribuyen los extractos para
combatir los piojos, por ejemplo de la marca SwissJust, Champu Bio Neem anticaspa, jabones
combinados con Aloe Vera. La marca Parker Neem comercializa productos variados, desde
jabones, champu para mascotas, cremas, fertilizantes, aceites y extractos de hoja (Parker Neem,
2013; Swiss Just, 2014).

h. Cultivo Tradicional

El Neem puede establecerse usando semillas, plantulas, arboles a raiz desnuda, tocones,
renuevos, chupones de raiz, esquejes, entre otros, sin embargo, las formas mas comunes son
por medio de esquejes y semilla debido a que son los métodos mas seguros, sencillos y
econdémicos (Osuna, 2000).

Naturalmente, la dispersion y multiplicacion de A. indica se lleva a cabo por medio de
semillas que son esparcidas, en su mayoria, por los pdjaros, sin embargo, debido a la
importancia de esta especie, se han establecido plantaciones comerciales.

El método de multiplicaciéon por medio de semilla, incluye su recoleccién y tratamiento de
secado respectivo para ser almacenadas hasta el momento de su siembra. Adicionalmente se
practica la propagacién asexual por medio de estacas, que permite obtener plantas antes de que
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el arbol llegue a edad adulta y con caracteristicas idénticas a las de su donador (Parrotta y
Chaturvedi, 2011).

Es importante destacar que las semillas Unicamente mantienen su viabilidad durante dos
meses, germinan entre los cuatro y diez dias después de la siembra y se reportan porcentajes de
germinacion entre el 60 y el 85% (Tewari, 1992).

i.  Cultivo biotecnoldgico
e Cultivo in vitro para multiplicacion de la especie

El uso de técnicas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro para la multiplicacién de material
de neem, surge con el objetivo de micropropagar material élite y disminuir la variacidn que se
presenta en la reproduccién sexual, asi como de reducir los tiempos de produccidn y solventar
los problemas de baja calidad de la semilla (Srivastava et al., 2009).

e Produccion de metabolitos secundarios

Como se ha dado a conocer, los metabolitos secundarios que produce la planta de neem
poseen gran importancia comercial para la elaboracidon de productos con una amplia gama de
usos, lo cual permite ver la necesidad aumentar la produccion de este compuesto.

Entre los principales inconvenientes que se han presentado, destaca que se requiere gran
cantidad de material vegetal (hoja y semilla), que los drboles pueden tardar hasta diez afios para
llegar a su estado productivo y finalmente, la cantidad y la calidad necesaria para asegurar el
alto contenido de los compuestos activos puede variar dependiendo de las condiciones
agroclimaticas en que se encuentre la planta cultivada (Pavén, 2010).

Aunado a lo anterior, la estructura compleja de la azadiractina, hace dificil su produccion
comercial mediante sintesis quimica, por lo cual, el suministro de productos elaborados a partir
de neem depende de la extraccién de las semillas, las cuales son dificiles de obtener en la
cantidad y calidad necesarias para asegurar el alto contenido de azadiractina. Las técnicas del
cultivo de tejidos y suspensiones celulares de neem, han sido desarrolladas y estudiadas como
métodos alternativos para la sintesis del producto (Esparza et al., 2010).

Una de las herramientas biotecnolégicas que ha cobrado importancia en los Ultimos afos en
la bioprospeccidn de metabolitos secundarios, a partir del cultivo de células vegetales, es el
escalamiento de células aisladas en biorreactores.

Los biorreactores son recipientes en los cuales se lleva a cabo un incremento de biomasa
celular, para la produccién de metabolitos secundarios bajo condiciones controladas, y tienen
como objetivo proveer las condiciones quimicas y fisicas dptimas para el crecimiento del
material cultivado (Hvoslef y Preil, 2005).

Los biorreactores de tanque agitado, son recipientes que, como su nombre lo indica,
cuentan con un sistema de agitacion mecanica que permite una mayor homogeneidad en la
distribucion de las células y del medio de cultivo, el cual aunado al sistema de aireacién, hace
posible el control del oxigeno disuelto en el medio (Arias et al., 2009).

Previo al escalamiento de cultivo celular en biorreactores, se requiere la formacion de callo
para el establecimiento de suspensiones celulares. Los callos son una masa de tejidos con poca
organizacion, producto de la proliferacién de células y obtenidos por la transferencia de
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segmentos de tejidos de plantas a medios con nutrientes deseables para dicha multiplicacién
celular (Alvarenga et al., 2002).

El callo se produce por el estimulo de las hormonas endégenas de la planta, asi como por los
reguladores quimicos adicionados al medio de cultivo, generalmente compuesto por sales,
vitaminas y fuente de carbono. Dichos compontes producen una activacion metabdlica de las
células que se encuentran en estado de quiescencia y se inicia una divisidén activa de las mismas
(George, 2008).

Entre los reguladores de crecimiento empleados para la formacion de callo, se encuentran las
auxinas, debido a su capacidad para inducir la divisidon celular. Esta propiedad se encuentra
estrechamente relacionada con la participacion de las auxinas en la regulacidn de la mitosis en
células vegetales. Las proteinas quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) en funcién de sus
unidades reguladoras, las ciclinas, son las encargadas de la regulacion principal del ciclo celular
de las células eucaridticas. La expresion del gen que codifica para la cdc2 (la quinasa
dependiente de ciclina principal), estd regulado por auxinas (Zeiger and Taiz, 2006).

Para el establecimiento de suspensiones celulares, es deseable que el callo sea friable, es
decir que puedan disgregarse facilmente al ser manipulados o inoculados en medio liquido en
movimiento. Esta propiedad favorece la viabilidad en las suspensiones y que las mismas sean
aptas para su andlisis o posterior escalamiento empleando biorreactores u otros equipos que
requieren células disgregadas (Su, 2006).

Las suspensiones celulares se definen como células libres y agregados celulares distribuidos
en un medio liquido en movimiento. Estas, generalmente inician a partir de callo, el cual se
coloca en medio de cultivo liquido, bajo condiciones de agitacién para favorecer la aireacion y
homogenizacién del cultivo en el medio. Las células del callo empiezan a separarse mediante
divisiéon celular, formando pequenos agregados de células que a su vez se fraccionaran, para
formar nuevos agregados (George, 2008).

Es comun que los investigadores empleen el mismo medio de cultivo de induccién de callo
para el establecimiento de suspensiones celulares o, en algunos casos, modifican las
concentraciones de los reguladores de crecimiento, por lo general, disminuyen en la
concentracion en la etapa de suspensiones (Kearney, 1994).

El cultivo de células en suspensién es una alternativa que permite la multiplicacion de
biomasa, asi como la produccidon continua del metabolito de interés independiente de los
cambios climaticos y las condiciones naturales de campo, asi como la obtencién de material
homogéneo y la seleccidon de lineas celulares altamente productivas. Ademas, esta técnica
permite elicitacion o manipulacién de las células para que produzcan grandes cantidades de
metabolitos bajo condiciones especificas, debido a que las células son mas faciles de manipular
que plantas completas para incrementar la produccién de compuestos conocidos o para inducir
la produccion de compuestos nuevos (Taticek et al., 1991).

Actualmente, los casos de éxito comercial relacionados con la produccién de metabolitos
secundarios mediante el escalamiento de células vegetales son escasos. Esto se debe a la baja
productividad e inestabilidad de lineas celulares y problemas ingenieriles, relacionados
directamente con el escalado y purificacion de los compuestos (Su, 2006; citado por Salazar,
2012).

15



2. Avances de cultivo in vitro y produccion de compuestos mediante métodos
biotecnoldgicos en Azadirachta indica.

En los dltimos afios, se han desarrollado protocolos para el cultivo in vitro vy
micropropagacién de plantas, asi como para la induccién de callo, establecimiento de
suspensiones celulares y escalamiento de A. indica en biorreactores.

Wewetzer (1998) indujo callo friables de A. indica a partir de segmentos de hoja, empleando
medio M&S (1962), suplementado con 100g/L de myo-Inositol, 0,4mg/L de Tiamina-HCl, 0,2
mg/L de AIA y 0,1 mg/L de BAP. Bajo condiciones de oscuridad y una temperatura de 26°C. Por
otra parte, se ha logrado la formacién de callo utilizando medio MS (1962), con 4 mg/L de BAP y
1mg/L de BAP, y suplementando el medio con 2mg/L de glicina (Kearney, 1994.)

En el cuadro 1, se detalla la composicion de reguladores de crecimiento complementarios al
medio M&S (1962) empleados para la induccién de callo en A. indica.

Cuadro 1. Composicion del medio de cultivo para induccién de callo de A. indica.

Reguladores de crecimiento (mg/L)

Medio Referencia
BAP AIB KIN 2,4-D AlA TDZ
1 2 4 - - - - Allan et al., (1994)
2 4 8 - - - - Prakash et al., (2005)
3 - 0,5 1 - - Veereshamy col., (1998)
4 1 - - - 0,2 - Wewetzer, (1998)
5 0,2 - 0,2 - - - Sujanya y col., 2008
6 - - - - - 1,5 Salazar, 2012

Fuente: Modificado de Orozco y Rodriguez, 2007.

Con respecto al cultivo de células en matraz, se ha determinado la producciéon de
azadiractina en concentraciones aceptables, con valores cercanos a 72.81 mg/L (Balaji et al.,
2003).

Existe gran cantidad de trabajos relacionados con el cultivo de células en suspensiones
celulares y el escalamiento en biorreactor, en los cuales se definen diversos parametros de
crecimiento con el fin de describir el comportamiento de las células de A. indica y, de esta
manera, comprender y mejorar el proceso de produccion de los compuestos de interés. En este
campo, Orozco y Rodriguez (2007) han logrado grandes avances y han desarrollado
investigaciones detalladas con material proveniente de México.

Como es sabido, el comportamiento de las células puede variar entre variedades y zonas de
procedencia del material, por lo cual, se considera de suma importancia, analizar la produccién
de azadiractina en material in vitro proveniente de Costa Rica, para evaluar la produccién de
compuestos de interés, asi como comparar los resultados con los obtenidos por otros grupos de
investigacion de otras regiones geograficas.

La produccién de azadiractina en condiciones in vitro puede ser aumentada, empleando
elicitores, generalmente, precursores de la ruta metabdlica (Orozco y Rodriguez, 2007).
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Se ha postulado que en términos generales el metabolismo secundario esta relacionado con
los procesos de diferenciacion, niveles de auxina/citocinina y concentracion de azucares. En
callos cultivados en M&S (1962), con dos concentraciones de sacarosa, 15 y 30g/L, se produjo
mayor concentracion de azadiractina (aza) con la adicién de 15 g/L (Wewetzer, 1998).

Adicionalmente, se ha propuesto realizar dos etapas para obtencion de azadiractina a partir
de A. indica: una enfocada con la produccién de biomasa y otra propiamente para la elicitacion,
produccién y obtencién del limonoide (Raval, et al., 2003).

De manera complementaria, Prakash y Srivaskava (2005) lograron alcanzar rendimientos
celulares de 15 g de peso seco (PS) de células por litro y 45 mg de aza por litro optimizando la
concentracién de glucosa, nitrégeno y fosfato.

Debido a la importancia y aplicacién de la azadiractina, es importante evaluar y desarrollar
protocolos para el escalamiento de células que producen este compuesto empleando material
crecido en nuestro pais, que permita comparar los rendimientos en diferentes etapas.

3. Técnicas Biotecnoldgicas para la producciéon de compuestos

a. Escalamiento en biorreactores

Los biorreactores son recipientes en el que se lleva a cabo un incremento de biomasa celular
para la produccién de metabolitos secundarios bajo condiciones controladas, que tienen como
objetivo proveer las condiciones quimicas y fisicas éptimas para el crecimiento del material
cultivado (Hvoslef y Preil, 2005).

Existen varios tipos de biorreactores empleados con fines especificos. El tanque agitado
destaca como un recipiente de gran utilidad en el establecimiento de bioprocesos, debido a sus
caracteristicas y aplicaciones. Este tipo de biorreactores son aplicables a células vegetales,
debido a que desde 1990 se ha comprobado que dichas células no son extremadamente
sensibles al estrés hidrodinamico como se creia y pueden crecer facilmente en este tipo de
recipientes, lo cual ha sido respaldado con gran cantidad de reportes de escalamiento de células
en biorreactores de tanque agitado (Westphal, 1990 citado por Verpoorte et al., 1999).

3. Métodos para la medicion de parametros de crecimiento

Es de suma importancia conocer los pardmetros de crecimiento, requerimientos
nutricionales y determinar las diferentes fases de crecimiento del callo y las suspensiones, es
decir, aproximar el comportamiento de las células en los diferentes dias de cultivo (Santos et al.,
2010).

Por lo general, las cinéticas de crecimiento de las células, tanto en callo como en suspension,
muestran las siguientes etapas principales (George, 2008):

e Fase inicial (fase lag): es una etapa de induccion de la divisién celular. Las células se
adaptan al medio de cultivo nuevo en el que se encuentran.

e Fase de crecimiento exponencial y lineal: es una etapa de divisiéon celular activa y
crecimiento del cultivo.

e Fase estacionaria: el cultivo deja de crecer, debido a que la tasa de multiplicacién de las
células disminuye o, bien, el cultivo se mantiene estable ya que la cantidad de células que se
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dividen se compensa con las células que mueren, por lo cual el cultivo se mantiene
constante.

e Fase de muerte: el numero de células viables disminuye. Se presenta cuando los
nutrientes del medio de cultivo empiezan a agotarse.

Para determinar el crecimiento en un cultivo celular, se han empleado diferentes métodos,
entre los cuales destaca la medicidn de biomasa fresca y seca, asi como el conteo de células, por
ser sencillos y efectivos. Estos métodos, han sido empleados en numerosas investigaciones,
juntos o de manera individual, para determinar la cinética de crecimiento tanto de células en
suspensidon como en el cultivo de callo.

® Peso Fresco: Consiste en determinar el peso de las células en fresco, sin someterlas a
ningun proceso de secado. La medicion de este parametro para callos, se realiza retirandolos
del frasco de cultivo y midiéndolos directamente en una balanza analitica o de precision, o
bien en un recipiente (usualmente placas petri) con peso conocido, para luego, por
diferencia, calcular el peso de los callos.

En el caso de las suspensiones celulares, la técnica se basa en retirar por completo el
medio de cultivo liquido, sin dafiar las células para que no pierdan turgencia. Para esto, se
han empleado métodos como la filtracidn al vacio en papel filtro con peso conocido, o el
centrifugado de las suspensiones celulares, mediante el cual las células se precipitan y se
elimina el sobrenadante (medio liquido) (Bedoya y Hoyos, 2010).

e Recuento Directo: Este método es empleado para la determinacién de células vegetales
y microbianas mediante el uso de un microscopio de luz. El recuento directo consiste en
colocar una muestra de la suspension celular en una cdmara de recuento (generalmente
camara de Neubauer), las cuales se encuentran marcadas con pequefios cuadrantes de drea 'y
volumen conocidos, por lo tanto, es posible realizar la relacién células por unidad de
volumen, multiplicando por el valor de conversidon que va a depender del volumen del tipo
de camara de conteo utilizada (Madigan et al., 2004).

® Peso Seco: Esta técnica se basa en lograr extraer el contenido acuoso tanto del medio de
cultivo como del interior de las células y pesar la biomasa total seca del cultivo (Cimino et al.
2006). Existen varios métodos para llevar a cabo esta técnica en suspensiones celulares. El
mas sencillo, es retirar el medio liquido mediante la filtracién o centrifugado del cultivo v,
posteriormente, secar las células en una estufa a una temperatura entre los 70 y los 80
grados centigrados, durante un minimo de 24 horas o bien, a 60°C durante 48 horas, o hasta
que el peso se mantenga constante (Hermoso y Menéndez, 2000).

4. Recuperacion y cuantificacion de compuestos.

Cuando se producen metabolitos a partir de un cultivo celular, es necesario separar el
producto de interés de la mezcla de reaccidn, en la cual es posible encontrar subproductos, sales
y otras impurezas. Por esta razon la separacion, purificacién y cuantificaciéon del compuesto son
etapas trascendentales para evaluar la efectividad del sistema productivo. Por lo tanto, ademas
de mejorar las condiciones de reacciéon buscando un elevado rendimiento de formacién del
producto deseado, es sumamente importante plantear procesos eficientes de separacién que
permitan una recuperacién maxima del producto a partir de la mezcla de reaccién (Angurell et
al., 2014).

Cuando el metabolito de interés se produce y mantiene en el interior de las células vegetales,
como es el caso de la azadiractina, es necesario realizar una lisis celular para recuperar la mayor
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cantidad posible del compuesto. La acumulacidn intracelular de los metabolitos es desventajoso
si se requiere utilizar continuamente o reutilizar la biomasa; ademas eleva los costos de
purificacidén y disminuye la produccién (Arias et al., 2009).

Existen diferentes métodos quimicos o fisicos para lograr la excrecidon de los metabolitos
secundarios al medio de cultivo. En el primer caso, se emplean surfactantes y solventes, lo cual
suele romper o deformar permanentemente la membrana celular (Bassetti et al., 1995).
Complementariamente, Orozco y Rodriguez (2007) reportan el uso de Tritdn X-100 como agente
permeabilizante de las membranas de Azadiracta indica, que permite liberar la azadiractina de
las células para poder cuantificarla y purificarla.

Los métodos fisicos empleados para la disrupciéon celular, pueden comprender la aplicacién
de choques térmicos, electroporacién, cambio del pH externo, alta presion e inmovilizacién y
ultrasonido, el cual es ampliamente utilizado en la liberacién de compuestos intracelulares al
medio de cultivo ya que aumenta la penetracién del solvente y permeabiliza la pared celular
(Arias et al., 2009).

Una vez que el compuesto es liberado al medio de cultivo, se requiere realizar un proceso de
separacion o recuperacién del mismo. La extraccidn con disolventes es una de las técnicas mas
utilizada para separar un compuesto a partir de una mezcla sdlida o liquida, aprovechando las
diferencias de solubilidad en el disolvente de extraccion entre el compuesto deseado y los otros
compuestos presentes en la mezcla inicial. Esta técnica se basa en la transferencia selectiva del
compuesto desde la mezcla hacia una fase liquida (normalmente un disolvente orgéanico
(Angurell et al., 2014).

El solvente de extracciéon debe ser insoluble o soluble en grado limitado en la solucién que se
va a extraer y el soluto que se va a extraer debe presentar una elevada afinidad por el solvente
de extraccion (Arias et al., 2009).

Trabajos realizados por Thejavathi et al. (1995) comprobaron la solubilidad de la azadiractina
en diferentes solventes tales como cloroformo, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, metanol y
etanol. Estos mismos autores recomiendan la extraccion con metanol y sonicacién como
método de extraccion eficiente para muestras sélidas.

Para la cuantificaciéon de azadiractina, se han empleado diferentes solventes de extraccién
tales como metanol- agua (90:10), hexano, metanol puro mediante centrifugacién a 13 000
rpm, a —4°C y éter de petrdleo, destacando siempre la eficiencia de los solventes con polaridad
media o alta (Sankar et al., 2006; Sujanya et al., 2008, Gai et al., 2011; Avalos, 2014).

Entre las técnicas para la cuantificacion de azadiractina mas empleadas se encuentra la
cromatografia, especificamente la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (por sus siglas en
inglés HPLC).

La cromatografia es una técnica analitica basada en la separacién de las moléculas debido a
las diferencias en su estructura o composicion. En general, cromatografia implica mover una
muestra a través de un sistema compuesto por una fase estacionaria. Las moléculas de la
muestra tendran diferentes afinidades e interacciones con el soporte estacionario, por lo tanto
las moléculas y componentes de la muestra que tengan una interaccién mas estrecha con la fase
estacionaria se movera mas lentamente a través de la columna que los componentes con las
interacciones mas débiles (Kupiec, 2004).

Las separaciones cromatograficas pueden llevarse a cabo utilizando una variedad de
fases estacionarias, incluyendo silice inmovilizado sobre placas de vidrio (cromatografia en capa
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fina), gases volatiles (cromatografia de gases) , papel (papel cromatografia) y liquidos
(cromatografia liquida) (Kupiec, 2004).

En la cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que fluye a través de una columna
gue contiene a la fase fija. Bajo este concepto, la separacion por HPLC es el resultado de las
interacciones especificas entre las moléculas de la muestra en ambas fases, moévil y
estacionaria. A diferencia de la cromatografia de gases, ésta no estd limitada por la volatilidad o
la estabilidad térmica de la muestra (Skoog y Leary, citados por Hernandez, 2009).

La HPLC tiene muchas aplicaciones ya que es capaz de separar macromoléculas y especies
idnicas, productos naturales labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos
polifuncionales de alto peso molecular (Skoog y Leary, citados por Hernandez, 2009).

Las condiciones cromatograficas usadas por diversos autores para la cuantificacién de

azadiractina pueden observarse en el cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones cromatograficas empleadas por diversos autores para la cuantificacion de

azadiractina mediante HPLC

Referencia
Parametros
Esparza et al. Bedoya y Hoyos Sunjanya et al. Singh y Chaturvedi
(2010) (2010) 2008 (2012)
C-18 C-18 C-18 C-18
Columna
125 x4 mm 125x4,6 mm 50 x4,6mm 250 x4.6 mm
Tasa de flujo
. 2 0,7 1 0,5
(ml/min)
Longitud de
214 218 215 210
onda (nm)
Sistema de SPD-10 AVP UV- UV-visible
deteccidn VIS espectrofotdmetro
Volumen de
20 10 20 20

inyeccion (uL)

Fase movil acetonitrilo: agua
Tiempo de
retencion 2,504
(min)
azadiractina al 95%
Estandar de pureza (Sigma A

430)

acetonitrilo: agua
(30:70)

azadiractina al
95% de pureza
(Sigma A 430)

acetonitrilo:agua
(35:65)

19,5

azadiractina al
95% de pureza
(Sigma A 430)

metanol:agua

(90:10)

azadiractina al 95% de
pureza (Sigma A 430)

Fuente: CENIBiot, 2016.
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lll.  OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar la produccion de azadiractina en el cultivo celular de Azadirachta indica en
biorreactor tipo tanque agitado.

Objetivos especificos
1. Establecer suspensiones celulares a partir de callo de A. indica.

2. Escalar el cultivo celular de A. indica a biorreactor de tanque agitado con 3L de volumen
de trabajo.

3. Cuantificar por métodos cromatograficos la produccidon de azadiractina en semilla de
campo, plantas in vitro, suspensiones celulares en matraz y células en biorreactor tipo
tanque agitado.
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IV.  MATERIALES Y METODOS

La investigacidon se llevd a cabo en el Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas
(CENIBiot), ubicado en San José, Costa Rica especificamente en la Unidad de Células Vegetales y
la Unidad de Bioprospeccion, en colaboracién con el Centro de Investigacidon en Biotecnologia
(CIB) del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR).

1. Obtencidn del material vegetal.

1.1.Recepcion y mantenimiento de callo friable

Los callos friables de Azadirachta indica fueron obtenidos a partir de semillas (cotiledones)
introducidos en el CIB, ITCR. Adicionalmente, se indujo la formacién de callo a partir de semillas
(cotiledones) provenientes de campo. En ambos casos, el material de obtuvo de Bagaces,
Guanacaste.

La callogénesis se desarrollé segin la metodologia descrita por Salazar (2012). A partir de
semilla de frutos inmaduros, especificamente se utilizd el cotiledon como explante. A este
material se le realizdé pruebas de esterilidad o indexacion para descartar su contaminacién con
hongos o bacterias. Para ello, se sembraron segmentos de tres zonas diferentes de cada callo,
en tubos de ensayo con caldo de cultivo, tripticasa y soya (TS) enriquecido con vitaminas, y se
incubaron durante dos dias en un agitador orbital a 150 rpm y 309C, incluyendo un control
negativo, compuesto Unicamente por medio de cultivo. Cada callo se indexd por duplicado y
después de este lapso, se evalué visualmente la turbidez en cada tubo, clasificando los tubos
con caldo traslicido como negativos (libres de contaminacién) y los tubos turbios como
positivos (contaminados). Estos ultimos fueron retirados de inmediato del cuarto de
crecimiento.

Para el mantenimiento de los callos de A. indica se utilizd como base el medio de cultivo
reportado por Salazar (2012), el cual se denoté como CN1. A este medio se le agregd caseina
hidrolizada y extracto de malta para evaluar la influencia de estos suplementos en la formacion
de callo, tal como se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Tratamientos de subcultivo de callo de Azadirachta indica.

Tratamiento Medio Basal Suplementos Regulador de crecimiento
CN1 - 1,5mg/L de TDZ
Sales y vitaminas M&S
CN2 (1962), 3% de 100me/L de 1,5mg/L de TDZ
caseina hidrolizada
sacarosa, 3,5g/L de
phytagel. pH de 5,7 100mg/L de
CN3 caseina hidrolizada 1,5mg/L de TDZ

y 100mg/L de
extracto de malta

Fuente: CENIBiot, 2016
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Para cada uno de los tratamientos se sembraron 12 réplicas con 1,0 g de callo, cada una y se
colocaron en la oscuridad, a una temperatura de 26,5 + 2°C. Después de cuatro semanas se
evalud el peso fresco y peso seco del material.

Se realizé6 un ANOVA de una via, utilizando el programa estadistico Minitab 17, para el andlisis
de los datos.

1.2.Introduccion de embriones in vitro.

Se probaron tres metodologias de desinfeccion de los frutos de campo, adicionales a las
reportadas por Salazar (2012), para material proveniente de la misma zona geogrifica, con el
propdsito de reducir el uso de agroquimicos y los costos de este proceso.

Los frutos inmaduros de A. indica se colocaron en agitacidon en agua con jabdn antibacterial
durante 10 minutos a 300 rpm. Luego se hicieron tres lavados con agua destilada. A
continuacién, fueron sumergidos en Agry- Gent plus 8WP (Sulfato de gentamicina 2% i.a y
clorhidrato de oxitetraciclina 6% i.a) a una concentracion de 5g/L durante una hora en agitacion
constante a 300 rpm. Posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada en la cdmara
de flujo laminar y se siguié el protocolo de desinfeccion correspondiente, los tratamientos se
detallan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Tratamientos de desinfeccion de semilla para la introduccién in vitro

Tratamiento Protocolo

Alcohol 7092 durante 5 min, perdxido de hidrégeno comercial
DN1 (3%) durante 10 minutos y un lavado final de cinco segundos
con alcohol de 95%.

Alcohol 702 durante 5 min, producto comercial Spor-Klenz®*

DN2 (sin diluir) durante 10 minutos.

Alcohol de 702 durante 5 minutos y cloro al 2,5% i.a. durante

SAE 10 minutos.

! Compuesto por perdxido de hidrégeno al 1%, acido peroxiacético al 0,08% e ingredientes inertes al 98,92%.
Fuente: CENIBiot, 2016

Cabe destacar que en todos los protocolos se incluyeron tres lavados con agua destilada
estéril después de cada desinfectante y cuatro lavados finales.

En condiciones asépticas, se extrajeron las semillas de los frutos y a partir de ellas, los
embriones, que fueron sembrados en medio de cultivo con sales y vitaminas M&S (1962),
suplementado con 3% sacarosa y 0,3% de Phytagel y con pH de 5,7. Se sembraron 20 embriones
por tratamiento, los cuales se evaluaron semanalmente para determinar el porcentaje de
contaminacion y de germinacién, durante un lapso de cuatro semanas.
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Los epicétilos de las plantas obtenidas a partir de las semillas germinadas in vitro fueron
subcultivados en medio M&S (1962) con 3% de sacarosay pH de 5,7.

2. Multiplicacién de plantas in vitro
Se probaron cuatro tratamientos de multiplicacion de las plantas de A. indica bajo
condiciones in vitro en medio semisdlido (cuadro 5).

Para cada tratamiento se sembraron 33 microestacas de 1y 2 cm, con dos nudos, en tubos
de ensayo con el medio semisdlido correspondiente. Dichas estacas provenian de plantas con un
ciclo de subcultivo.

Cuadro 5. Tratamientos de multiplicacidn de plantas in vitro de A. indica con el empleo de diferentes
reguladores de crecimiento.

Suplementos

Reguladores de

Tratamiento Sales y Vitaminas . . Otros Referencia
crecimiento
mg/L
(mg/L) (mg/L)
MN1 M&S (1962) - - Salazar, 2012
MN2 M&S (1962) BAP: 0,3 - Aroraetal., 2011
BAP: 0,3 Vb
MN3 M&S (1962) i Shahin-uz-zaman
ANA: 0,05 etal., 2008
BAP: 0,1 Biotina: 0,05 :
MN4 NB (1969) , B'Swaz‘c’oyo(;”pta'
KIN: 0,1 Acido Félico 0,5

Fuente: CENIBiot, 2016

Las plantas se colocaron en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16h luz/8h
oscuridad, con temperatura promedio de 26,5 + 2°C.

Los tratamientos fueron evaluados a los 40 dias, emplearon las variables de respuesta longitud
de la planta, numero de brotes y nudos, peso fresco y peso seco.

La longitud de la planta se midié desde la base del tallo hasta el apice, mientras que la cantidad
de brotes y nudos se determind por conteo.

La cuantificacion del peso fresco se realizd colocando la planta completa en una balanza
analitica, sin retirar segmentos de callo ni raices. Por otra parte, para determinar del peso seco
las muestras se secaron dentro de una estufa a 60°C durante 48 horas en laminas de papel
aluminio previamente pesadas en seco.
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Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los tratamientos de multiplicacién de neem en condiciones in vitro,
se verificaron los supuestos estadisticos para la aplicacién de la prueba paramétrica de analisis.
Como dichos supuestos no fueron cumplidos a cabalidad para las variables en estudio, se
aplicaron diversos métodos de analisis para cada una de ellas y ajustes en los datos como se
muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Métodos estadisticos empleados para el analisis de datos de los tratamientos de
multiplicacién in vitro de A. indica.

Prueba
Variable Transformacion L.
estadistica
Raiz Cuadrada ANOVA
Numero de Nudos
Ninguna Kruskal Wallis
NUmero de Brotes Ninguna Kruskal Wallis
Longitud Johnson ANOVA
Johnson ANOVA
Peso Fresco
Box Cox ANOVA
Johnson ANOVA
Peso Seco
Box Cox ANOVA

Fuente: CENIBiot, 2016

El Analisis de Varianza (ANOVA), se complementdé mediante comparaciones de Tukey y Fisher
para determinar las diferencias significativas, mientras al realizar pruebas no paramétricas, se
aplicé el método de comparaciones multiples de Kruskal Wallis.

Todas las pruebas se realizaron con un 95% de confianza empleando el programa estadistico
Minitab 17.

3. Establecimiento de suspensiones celulares

El establecimiento de suspensiones celulares, se basé en el protocolo reportado por Mata
(2014) con algunas modificaciones. Se pesd 1,5g de callo y se colocd en un matraz de 125 mL
con 25 mL de medio de cultivo. Para la etapa de establecimiento, se emplearon dos medios de
cultivo, SN1 y SN2, ambos compuestos por sales y vitaminas M&S (1962), complementado con
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0,75mg/L de TDZ, 3% de sacarosa y un pH de 5,8, sin embargo el medio SN2 contenia 100mg/L
de caseina hidrolizada. A los 10 dias, se tamizaron las suspensiones celulares con un tamiz de 2
mm para retener y eliminar los agregados de mayor tamano. Las suspensiones tamizadas, se
recuperaron y se dejaron sedimentar durante 15 minutos. Al cabo de ese lapso, se conservo el
30% del medio de cultivo con células y se agregd un 70% de medio fresco y se traspasaron a un
nuevo matraz estéril.

El subcultivo de las suspensiones celulares se llevd a cabo cada 10 dias, de la misma manera,
renovando el 70% del medio de cultivo. Cada dos ciclos, se pasé el cultivo por un tamiz de 2mm,
para mantener las suspensiones celulares finas, con agregados de menor tamafio.

1.3.Cinética de crecimiento

Se establecieron cinéticas de crecimiento con ambos medios de cultivo empleados en el
establecimiento: SN1y SN2.

Las suspensiones celulares debidamente establecidas fueron tamizadas en condiciones de
esterilidad a través de una criba de 125um. De las células retenidas en el tamiz, se pesaron 1,5g
y se colocaron en matraces de 125mL con 7,5 mL de medio antiguo y 17,5 mL del medio fresco
correspondiente. Los matraces se taparon con papel aluminio, y se colocaron en agitacién
orbital de 100rpm, en oscuridad y a temperatura aproximada de 25+2 2C.

Para establecer la cinética de crecimiento, se realizd un muestreo sin reemplazo cada tres dias,
por triplicado. En cada punto de muestreo se midieron las variables volumen celular
sedimentado y peso seco.

e Volumen Celular Sedimentado (VCS): Se homogenizé manualmente la suspension celular
y se tomd una muestra de 10mL del cultivo, la cual se colocd en un tubo cdénico
graduado. Se dejé sedimentar por 30 minutos y calculé el VCS de acuerdo a la siguiente
formula:

Volumen de células sedimentadas (ml)
%VCS = x 100
Volumen de la muestra (ml)

e Peso seco (PS): Para la determinacion del peso seco, las muestras fueron filtradas al
vacio a través de un papel filtro de celulosa cuantitativo Sartorius con un poro de 15 pm.
Estos papeles filtro tenian un peso seco conocido, registrado después de ser sometidos a
un proceso de secado de 24 horas a 602C previamente en una estufa. Una vez filtradas
las muestras, se colocaron en la estufa durante 48 horas a 60°C y, transcurrido ese lapso,
se pesaron las muestras en una balanza analitica. El peso seco de las células se
determiné aplicando las férmula que se muestran a continuacion:

mg) _ PS del filtro con células (mg) — PSl del filtro(mg)

PScé —
Scélulas (ml Alicuota (ml)

Adicionalmente, se realizaron observaciones de las células en el microscopio de luz, con los
aumentos 20X y 40X.
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1.4. Analisis estadistico

Se analizaron estadisticamente los valores mas altos para las variables volumen celular
sedimentado y peso seco, mediante una prueba de T Student, empleando el programa
estadistico Minitab 17.

4. Escalamiento del cultivo celular en biorreactor

Se escald el cultivo celular de Neem en biorreactores tipo tanque agitado marca Applikon de
7L de volumen total y 3L de volumen de trabajo. Se realizé un cultivo batch por duplicado.

4.1 Preparacion de los materiales e indculos

Previo al escalamiento del cultivo celular de A. indica, se calibraron los sensores del
biorreactor, empleando las soluciones buffer, controladores y procedimientos especificados en
el manual del equipo. Posteriormente, se esterilizaron los biorreactores empleando una
autoclave de doble paso, a una temperatura de 121°C durante 30 minutos. El medio de cultivo
se esterilizd en botellas y se agregd 2,5L al biorreactor por el puerto de adicién, en condiciones
de asepsia mediante conexiones rapidas.

Una vez agregado el medio de cultivo, los biorreactores se conectaron al biocontrolador y se
tomd una muestra que se indexd por duplicado en medio de cultivo liquido tripticasa y soya. Las
muestras de indexacidon se mantuvieron en agitacién orbital a 150 rpm y 302C durante dos dias.
Al transcurrir ese tiempo, se verifico la esterilidad de las muestras indexadas asi como que el
medio de cultivo en el biorreactor no mostrara turbidez ni variaciones en el pH.

Cabe destacar que los ensayos de escalamiento se realizaron por duplicado, empleando el
medio del cultivo denotado como SN2 (sales y vitaminas M&S (1962), 3% sacarosa,
suplementado con 0,75mg/L de TDZ y 100mg/L de caseina hidrolizada y pH 5,8).

4.2 Cultivo de los biorreactores

Cada biorreactor fue inoculado con 180g/L de células que se encontraban en etapa de
crecimiento exponencial (al dia 10 de cultivo), de acuerdo con las curvas de crecimiento
establecidas previamente.

Previo a la inoculacién, las suspensiones celulares fueron indexadas, tal como se describid
en el punto anterior. Una vez confirmado que los cultivos se encontraban libres de
microorganismos, se combinaron las suspensiones celulares y se tamizaron con una criba de
125um, para recuperar las células retenidas. Estas células se pesaron en un matraz estéril y se
completaron 500mL con medio de cultivo freso.

Seguidamente, los biorreactores se inocularon de manera aséptica mediante diferencias de
presidon empleando una botella de inoculacidn.
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4.3 Condiciones de operacion

Las condiciones de operacidon de los biorreactores se muestran en el cuadro 7 y fueron
modificadas del trabajo realizado por Bedoya y Hoyos (2010). Los biorreactores se mantuvieron
en condiciones de oscuridad durante todo el cultivo (figura 5).

Cuadro 7. Condiciones de operacion para el escalamiento de suspensiones celulares de A.
indica en biorreactor.

Variable Valor
Volumen del biorreactor (L) 7
Volumen de trabajo (L) 3
Agitacion (rpm) 100
Aireacion (vvm) 0,3
DO2 (%) 30
Agitador Propela marina

Fuente: CENIBiot, 2016

Figura 5. Biorreactores en operacién (controlador y frasco de
cultivo), bajo condiciones de oscuridad.

4.4 Cinética de crecimiento

Se monitored cada hora y en tiempo real las variables: pH (unidades de pH), oxigeno disuelto
(%), agitacion (rpm) y temperatura (°C).

Se tomé muestra cada tres dias para determinar la cinética de crecimiento mediante la
medicion del volumen celular empacado y el peso seco, siguiendo el protocolo descrito en el
punto 3,1.

Se calculé el indice y la velocidad de crecimiento de las células en suspensidn, para lo cual se
emplearon los valores de peso seco de las células a los diferentes dias de cultivo.

El indice de crecimiento se calculé mediante la siguiente formula:
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_ X —Xp)

IC
Xo

Donde: IC= indice de Crecimiento; X= Concentracién celular en un tiempo t; Xq= Concentracién
celular inicial.

Por otra parte, la velocidad de crecimiento fue calculada aplicando la férmula descrita a
continuacién:

K = (Cr — Co)

(Tr — To)

Donde: K = Velocidad de Crecimiento; Cf = Concentracidn final del cultivo en fase exponencial;
Co= Concentracion inicial del cultivo; Tf - To= Tiempo de duracién de la fase exponencial.

Ademas, se realizaron observaciones de las células en el microscopio de luz, con los
aumentos 20X y 40X.

5. Analisis quimicos

La concentracion de azadiractina se determind en: semilla y hoja proveniente de campo
(colectadas en Bagaces, Guanacaste, Costa Rica), plantas in vitro, suspensiones celulares y
cultivo en biorreactor. En suspensiones celulares y células en biorreactor, la cuantificacién fue
intracelular. Para la cuantificaciéon se empled la técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC).

4.5 Determinacion del mejor solvente de extracciéon

Se probaron dos solventes de extraccién y la combinacidon de ambos para determinar el mas
efectivo, tal como se muestra en el cuadro 8.

Cuadro 8. Solventes utilizados para la extraccidn de limonoides intracelulares.

Solvente Concentracién (%v/v)
Metanol 100
Etanol 96
Metanol:Etanol 50:50

Fuente: Cenibiot, 2016

Para ello se pesd aproximadamente 50 mg de muestra de semilla en tubos de ensayo de
vidrio y se agregd 3 mL del solvente respectivo. Posteriormente, las muestras se colocaron en un
bafio ultrasdnico durante 10 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante
5 minutos y se recuperd el sobrenadante. Se agregd nuevamente el solvente correspondiente y
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se repitio el procedimiento hasta completar tres extracciones. Se mezclaron las tres extracciones
de una misma muestra en un baldn de 10mL y se aford con el respectivo solvente. Se realizaron
diluciones 1:5 y 1:10 del extracto en el disolvente y se determind la absorbancia de cada
muestra a una longitud de onda de 210nm empleando un espectrofotémetro Lambda 35, marca
Perkin Elmer.

Se determind la relacién entre la concentracion de limonoides por gramo de muestra
mediante la siguiente férmula:

Absorbancia x Factor de diluciéon x Volumen del baléon (mlL)

Factor de cuantificacion =
masa de la muestra (g)

Las concentraciones se analizaron con el programa estadistico Minitab 17 para determinar la
existencia de diferencias significativas entre los solventes de extraccion. Para ello, se verificé el
cumplimiento de los supuestos estadisticos y se analizé la varianza de los datos por medio de
una prueba ANOVA de una via empleado comparaciones Fisher y Tukey.

4.6 Determinacion de la mejor técnica de extraccion

Para evaluar la mejor técnica de extraccién de azadiractina, se evaluaron cuatro protocolos:
sonicacién, agitacién, agitacidon con temperatura y maceracién. Para ello, se emplearon tubos de
vidrio en los cuales se pesé una masa aproximada de 70mg de semilla de neem previamente
triturada vy liofilizada durante 48 horas en un liofilizador Christ Gamma 1-16 LSC bajo
condiciones de oscuridad. Cabe destacar que cada una de las técnicas se realizd por triplicado.

e Sonicacion: Las muestras se colocaron durante 10 minutos en bafio ultrasénico, con 3mL
de metanol cada una. Transcurrido ese tiempo, se centrifugaron a 1600rpm durante 4
minutos y se recuperd el sobrenadante. Se realizaron tres extracciones consecutivas
empleando el mismo procedimiento, y los sobrenadantes obtenidos se combinaron en
un balén de 10mL el cual fue aforado con el mismo disolvente.

e Agitacion: Se adicionaron 3mL de metanol a cada muestra y colocaron en agitacién
magnética durante 10minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
centrifugaron a 1600rpm durante 4 minutos y se recuperd el sobrenadante. Se
realizaron tres extracciones seguidas y los sobrenadantes obtenidos se combinaron en
un balén de 10mL que posteriormente se aford con el mismo disolvente.

e Agitacion con temperatura: Se siguié el procedimiento anterior, sin embargo se
mantuvo una temperatura de 502C durante todo el proceso de extraccion.

e Maceracion: En este proceso, las muestras se mantuvieron en reposo durante 5,5 horas
con 3mL de metanol. Transcurrido ese lapso, se centrifugaron a 1600rpm durante 4
minutos y se recuperd el sobrenadante. Luego, se renovd el disolvente y se dejaron
reposar nuevamente durante 18 horas mas. Se centrifugaron nuevamente las muestras
y se combinaron los sobrenadantes obtenidos de las dos extracciones en un balén de
10mL el cual fue aforado con metanol.

De todas las muestras obtenidas, se realizaron diluciones 1:30 con metanol, y se determiné
la absorbancia a una longitud de onda de 210nm, empleando el espectrofotémetro.
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Posteriormente, se calculd la concentracion de cada muestra de acuerdo a la férmula mostrada
anteriormente.

Las concentraciones se analizaron con el programa estadistico Minitab 17 para determinar la
existencia de diferencias significativas entre los métodos de extraccion. Para ello, se verificé el
cumplimiento de los supuestos estadisticos y se analizé la varianza entre tratamientos por
medio de una prueba ANOVA de una via utilizando comparaciones de Fisher.

4.7 Cuantificacion de azadiractina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

4.7.1 Preparacion de las muestras

Todas las muestras se secaron por medio de liofilizacién durante 48 horas en un equipo
Christ Gamma 1-16 LSC. En el caso de las muestras de semilla, hoja (de campo y de vitroplantas)
y raiz in vitro, una vez liofilizadas fueron trituradas. Todas las muestras se almacenaron
debidamente rotuladas en una camara de desecacidn, en recipientes de vidrio y condiciones de
oscuridad.

e Muestras de campo

Las semillas y hojas de campo fueron colectadas en Bagaces, Costa Rica, en el mes de marzo,
es decir, durante época seca. Los frutos inmaduros fueron lavados con jabdn antibacterial v,
seguidamente se extrajeron las semillas.

De las hojas compuestas, se analizaron Unicamente los foliolos, eliminando los peciolos,
los peciolulos y los raquis (figura 6).

Figura 6. Hoja compuesta de neem. A:
foliolo, B: raquis, C: peciolulo, D: peciolo.
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Todas las muestras fueron liofilizadas, trituradas y almacenadas como se menciond
anteriormente.

e Muestras de plantas in vitro

Se analizaron plantas de cuatro semanas de cultivo. Para ello, las hojas y raices se separaron,
se liofilizaron y trituraron como se menciond anteriormente. Las raices fueron lavadas con
suficiente agua destilada, previo a la liofilizacién, para remover por completo los restos de
medio de cultivo semisélido (figura 7).

Figura 7. Vitroplanta con hojas neem empleadas
para el andlisis quimico.

e Cultivos celulares en matraz y biorreactor

De cada punto de muestreo de la cinética de crecimiento en matraz se tomd una muestra, la
cual fue centrifugada en tubos de vidrio con tapa durante 7 minutos a 1000 rpm. Se descarto el
sobrenadante, y se agregd aproximadamente 15 mL de agua destilada, para lavar las células de
restos del medio de cultivo, nuevamente se centrifugaron las muestras bajo las mismas
condiciones y se repitid el protocolo realizando dos lavados mas con agua destilada. Las
muestras fueron congeladas en los recipientes de vidrio, bajo condiciones de oscuridad. Al final
de la cinética de crecimiento, se liofilizaron todas las muestras y se almacenaron en cdmara de
desecacion. Para el andlisis en biorreactor, se tomd una muestra en las etapas del cultivo: fase
lag, exponencial y estacionaria.

4.7.2 Preparacion de los extractos

Para la preparacidn de las muestras se empled como solvente de extraccidn, metanol al
100% y el método de agitacidon con temperatura descrito en el apartado 6.2.3.
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4.8 Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

4.8.1 Elaboracién de la curva de calibracion

Previo a la cuantificacidon de azadiractina presente en las diferentes muestras, se procedié a
realizar la curva de calibracion empleando el patréon de A7430 Sigma-Aldrich. Para ello se
disolvieron 5mg del compuesto en 10mL de etanol grado HPCL. Posteriormente se prepararon
los diferentes patrones de cuantificacién en un rango de concentracién de 0,05 hasta 0,5
mg/mL.

Para el desarrollo del método analitico se empled un cromatégrafo liquido marca Perkin
Elmer Series 200 provisto de un detector UV de arreglo de diodos en serie (DAD, LC200D), bajo
las condiciones cromatograficas descritas en el cuadro 9.

Cuadro 9. Condiciones cromatograficas empleadas para la cuantificacion de azadiractina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

Columna: Ci5 150mm x 4.6mm, 5pum
(Luna C,3 de Phenomenex)
A: H,0/H" 0.1%
B: CHsCN
Composicion de gradiente (A:B)
Fase movil: Omin (90% A)
7min (75 % A)
6min (60 % A)
8min (30 % A)
4min (0 % A)
3min (90 % A)
Flujo: 1.1 mL/min
Horno: 25°C
Detector: 210nm, DAD
Inyector 90 uL

Fuente: CENIBiot, 2016

Con este método fue determinada la curva de calibracidn, asi como la concentracion en
cada una de las muestras analizadas.
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V.  RESULTADOS

1. Obtencidn del material vegetal.
1.1.Recepcién y mantenimiento de callo friable

Las pruebas de indexacién permitieron seleccionar el material a utilizar y descartar un 11,11%
de callo recibido del ITCR por motivo de contaminacién, es decir que presentaron turbidez en el
caldo de cultivo microbioldgico luego del tiempo de incubacién, aparentemente por
contaminacion bacteriana.

Se obtuvo un total de 16 callos friables y libres de contaminacidn, cuyos medios de indexacién
respectivos se mantuvieron translicidos después de 24 horas de incubacién, por lo cual se
dedujo que no se presentaba crecimiento de hongos ni bacterias cultivables.

Mediante el analisis estadistico (ANOVA) de los tratamientos para el subcultivo de los callos, es
posible afirmar con un 95% de confianza que no existen diferencias significativas para las
variable peso fresco y peso seco con valores de p de 0,858 y p= 0,240 respectivamente, tal como
se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Andlisis de varianza de los tratamientos para subcultivo de callo de A. indica con
base en peso fresco y seco

Peso Fresco Peso Seco
Tratamiento
Media DE Media DE
CN1 3990° 1220 165,6° 49,6
CN2 4261° 859 186,7° 55,0
CN3 4060° 1415 202,8° 47,0

DE: Desviacion Estandar. Tratamiento CN1: M&S (1962), suplementado con 1,5mg/L de TDZ; CN2: M&S (1962),
suplementado con 1,5mg/L de TDZ y 100mg/L de caseina hidrolizada; CN3: M&S (1962), suplementado con
1,5mg/L de TDZ, 100mg/L de caseina hidrolizada y 100mg/L de extracto de malta. Fuente: CENIBiot, 2016.

1.2.Introduccion de embriones in vitro.

Los tres tratamientos de desinfeccién de frutos de neem empleados para la introduccion in
vitro de embriones, generaron un porcentaje de desinfeccion de un 100%, es decir, no se
encontré contaminacidn bacteriana ni fungica en los embriones provenientes de ninguno de los
tratamientos.

En cuanto al porcentaje de germinaciéon, mediante el tratamiento DN1, en el cual se
empleaba alcohol de 70°, peréxido de hidrégeno (3%) y alcohol de 95°, se obtuvo un menor
porcentaje de germinacidn, como se muestra en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Porcentaje de contaminacidn y germinacion de embriones de A. indica.

. No. de explantes No. de explantes  Contaminacion  No. de embriones
Tratamiento

introducidos contaminados (%) germinados
DN1 20 0 0% 95%
DN2 20 0 0% 100%
DN3 20 0 0% 100%

DN1: Alcohol 70° durante 5 min, peréxido de hidrégeno al 3% durante 10 minutos y un lavado final con alcohol de

95°. DN2: Alcohol 702 durante 5 min, producto comercial Spor-Klenz® durante 10 minutos. DN3: Alcohol de 70°
durante 5 minutos y cloro al 2,5% i.a. durante 10 minutos. Fuente: CENIBiot, 2016.

2. Multiplicacién de plantas in vitro

Las plantas crecidas en los diferentes tratamientos de multiplicacion presentaron diferencias
morfoldgicas notables, tal como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Tratamientos de multiplicacidn de A. indica. Medios de cultivo M&S
(1962): MN1 (sin reguladores de crecimiento), MN2 (0,3 mg/L de BAP), MN3
(0,3 mg/L de BAP y 0,5mg/L de ANA), MN4 (0,1mg/L de BAP y Kinetina).

Las plantas que crecieron en el tratamiento denotado como MN1 mostraron una
coloracion verde, mayor desarrollo foliar y no mostraron formacién de callo.
Los tratamientos MN2 y MN3 presentaron abundante callogénesis en la zona de corte basal
del explante, que se encontraba en contacto con el medio de cultivo, asi como vitrificacion y
hojas cloréticas.
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Por su parte, el tratamiento MN4, pese a que no mostré formacion de callo, presentd
deformidades en las hojas y el tallo, asi como tejido foliar clordtico y necrético (figura 9).

Figura 9. Plantas de A. indica in vitro procedentes de los diferentes tratamientos de multiplicacion
MN1 (sin reguladores de crecimiento), MN2 (0,3 mg/L de BAP), MN3 (0,3 mg/L de BAP y 0,5mg/L de
ANA), MN4 (0,1mg/L de BAP y Kinetina). Fuente: CENIBiot, 2016

Andlisis estadistico

Los datos generados para las diferentes variables en estudio en el ensayo de multiplicacién
de plantas in vitro de neem no siguieron una distribucién normal de acuerdo con las pruebas
Anderson Darling, Kolmogorov Smirnoff y Ryan Joiner, con un 95% de confianza. Tampoco se
obtuvo normalidad de los residuos ni homocedasticidad mediante las pruebas de
Comparaciones Multiples ni Levene. Por esta razdn se realizaron transformaciones para el ajuste
de los datos, asi como andlisis no paramétricos, para las diferentes variables. Los valores de p
para cada prueba se muestran en el cuadro 12.

Cuadro 12. Valores de p de las diferentes pruebas estadisticas para en el analisis de las
variables de respuesta empleadas para el ensayo de multiplicacién de A. indica.

Prueba Valor de p
Variable Transformacion _
estadistica a=0,05
Raiz Cuadrada ANOVA 0,000
Numero de Nudos
Ninguna Kruskal Wallis 0,000
Numero de Brotes Ninguna Kruskal Wallis 0,000
Longitud Johnson ANOVA 0,000
Johnson ANOVA 0,000
Peso Fresco
Box Cox ANOVA 0,000
Johnson ANOVA 0,039
Peso Seco
Box Cox ANOVA 0,048

Fuente: CENIBiot, 2016
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Al evaluar los diferentes medios de cultivo para la multiplicacién de plantas in vitro se
obtuvieron valores de p menores al a=0,05; por lo cual se afirma que existen diferencias
significativas entre los tratamientos para todas las variables estudiadas, con un 95% de
confianza. En la figura 10 se muestran los resultados de las variables longitud, numero de nudos
y numero de brotes; mientras que en la figura 11 se pueden observar los resultados de peso
seco y peso fresco.

7,00

6,00

5,00

4,00

® Longitud (cm)

3,00 .
® Numero de brotes

2,00 ® Numero de nudos

1,00

0,00

MN1 MN2 MN3 MN4

Tratamientos

Figura 10. Longitud, numero de brotes y nimero de nudos de plantas in vitro empleando cuatro
medios de cultivo: MN1 (sin reguladores de crecimiento), MN2 (0,3 mg/L de BAP), MN3 (0,3
mg/L de BAP y 0,5mg/L de ANA), MN4 (0,1mg/L de BAP y Kinetina). Fuente: CENIBiot, 2016
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Figura 11. Peso Fresco y Peso Seco en plantas in vitro empleando cuatro medios de cultivo: MN1
(sin reguladores de crecimiento), MN2 (0,3 mg/L de BAP), MN3 (0,3 mg/L de BAP y 0,5mg/L de
ANA), MN4 (0,1mg/L de BAP y Kinetina). Fuente: CENIBiot, 2016
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Numero de nudos

Como los datos obtenidos para esta variable no cumplieron los supuestos estadisticos
fue necesario realizar una transformacién aplicando raiz cuadrada, mediante la cual se tuvo
datos y residuos normalmente distribuidos, asi como homogeneidad de varianza.

Al analizar los datos transformados mediante la prueba estadistica ANOVA se obtuvo un valor
de p= 0,000, por lo cual se afirma que existen diferencias significativas entre los tratamientos
con un 95% de confianza. Mediante las comparaciones de Tukey y Fisher, se determind cudles
tratamientos presentaban diferencias entre si. Ambas comparaciones reflejan iguales
diferencias significativas entre tratamiento, siendo el MN1 el que presenta una media mayor, tal
como se muestra en el cuadro 13.

Cuadro 13. Comparaciones estadisticas para la variable nimero de nudos de vitroplantas
de A. indica

Media Medias de datos transformados
Tratamiento mediante raiz cuadrada.
MN1 5,515 2,192°
MN2 2,394 1,339
MN3 1,030 0,819°
MN4 1,455 0,872°

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05% Fuente: CENIBiot, 2016.

Complementariamente, los datos sin transformar fueron analizados mediante la prueba no
paramétrica Kruskal Wallis, con la cual se obtuvieron los valores mostrados en el cuadro 14.

Cuadro 14. Analisis no paramétrico de la cantidad de nudos en plantas in vitro de A. indica

Tratamiento Mediana
MN1 5,000°
MN2 2,000°
MN3 1,000°
MN4 1,000

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05%. Fuente: CENIBiot, 2016.

Mediante esta prueba se puede afirmar con un 95% de confianza, que las medianas de los
tratamientos difieren significativamente, ya que se obtuvo un valor de p=0,000, con el cual se
tiene suficiente evidencia estadistica para rechazar la hipétesis de nulidad.
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Numero de brotes

Esta variable se analizé por medio de la prueba no paramétrica Kruskal Wallis, al no cumplir
los supuestos estadisticos y no ser viable la transformacién de los datos. Se obtuvo un valor de
p=0,00; con lo cual se rechaza con un 95% de confianza la hipdtesis nula de la prueba (H), la
cual afirma que las medianas son iguales entre los tratamientos analizados; y se acepta la
hipdtesis alternativa que (H,) asevera que al menos una de las medianas difiere.

Para determinar los tratamientos significativamente diferentes, se aplicd la prueba de

comparaciones multiples Kruskal Wallis, cuyos resultados se muestran en el cuadro 15

Cuadro 15. Comparaciones multiples de Kruskal Wallis para el nimero de brotes de
plantas in vitro de Azadiracta indica.

Tratamiento Mediana
MN1 3,000°
MN2 3,000°
MN3 2,000°
MN4 2,000

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05%. Fuente: CENIBiot, 2016.

Longitud

Debido al incumplimiento de los supuestos estadisticos de los datos, se realizé una
transformacién de Johnson, la cual brindd el ajuste para la realizacidon de un Analisis de Varianza
(ANOVA). Dicha prueba generd un valor de p= 0,00, por lo que se puede afirmar con un 95% de
confianza que al menos dos varianzas de la data difieren. Por esta razdn, se realizé un andlisis de
comparaciones de Tukey y Fisher para detectar los tratamientos que se atribuyen dichas
variaciones. Los resultados de estas pruebas se muestran en el cuadro 16.

Cuadro 16. Longitud de plantas in vitro de A. indica analizadas mediante prueba ANOVA.

Maedias de datos transformados por Johnson

Tratamiento Media Valor de p= 0,000
Comparacion Tukey y Fisher
MN1 3,158 0,800°
MN2 2,200 -0,059°
MN3 2,164 -0,094°
MN4 2,106 -0,222°

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05%. Fuente: CENIBiot, 2016.

Mediante ambas comparaciones se puede observar que el tratamiento MN1 (sin reguladores de
crecimiento), produjo plantulas con una longitud significativamente mayor, comparada con los
demas medios de cultivo, que no difirieron entre ellos.
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Peso Fresco

Los datos obtenidos del peso fresco de las plantas in vitro, fueron transformados
mediante el método de Johnson y Box Cox para determinar diferencias significativas entre
tratamientos. Al aplicar el ANOVA se pudo determinar con un 95% de confianza, que existen
diferencias entre el peso fresco de los tratamientos y, mediante las comparaciones estadisticas
se evidencia que los tratamientos MN2 (suplementados con 0,3mg/L de BAP) y MN3 (0,3mg/L
de BAP y 0,05 mg/L de ANA) mostraron medias superiores a los tratamientos MN1 y MN4
(cuadro 17).

Cuadro 17. Peso fresco de las plantas in vitro de A. indica analizadas mediante prueba
ANOVA

Transformacién de Johnson Transformacion de Box Cox

Tratamiento  Media Valor de p= 0,000 Valor de p= 0,000

Comparacién Tukey y Fisher ~ Comparacion Tukey y Fisher

MN1 237,0 -0,676° 3,705°
MN2 508,2 0,448° 4,583°
MN3 576,7 0,566° 4,695°
MN4 278,2 -0,384° 3,9627°

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05. Fuente: CENIBiot, 2016.

Peso seco

Los datos transformados correspondientes al peso seco de las plantas in vitro, fueron
analizados por medio de un ANOVA y se pudo determinar con un 95% de confianza, que existen
diferencias significativas de peso seco entre los tratamientos

Al comparar mediante la prueba de Tukey los datos obtenidos tanto por la
transformacion de Johnson como por Box Cox, se muestra que los tratamientos MN2, MN3 y
MN4 son iguales estadisticamente, y que el tratamiento MN2 difiere con respecto al
tratamiento MN1, siendo este ultimo el que presenta una media menor, mas sin embargo esa
diferencia no es significativa con los tratamientos MN3 y MN4.

Por otra parte la comparacion por el método de Fisher revela que los tratamientos MN2
y MN3 difieren con el MN1, y el tratamiento MN4 no presenta diferencias significativas con
respecto a los demas tratamientos (cuadro 18).

40



Cuadro 18.Peso seco de plantas in vitro de A. indica analizadas mediante prueba ANOVA

Transformacion de Johnson Transformacion de Box Cox
Tratamiento Media Valor de p= 0,039 Valor de p= 0,048
Comparacidn e/ Fisher Comparacién ™'/ Ferer
MN1 49,15 -0,434°/° 6,438°/°
MN2 66,14 0,257°/° 7,891%/°
MN3 60,91 0,097%/2 7,596%/°
MN4 57,24 -0,040%/2® 7,314%/®

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05%. Fuente: CENIBiot, 2016.

3. Establecimiento de suspensiones celulares

Los segmentos de callo empleados para el establecimiento de las suspensiones celulares
mostraron friabilidad al disgregarse facilmente con la agitacién orbital a 100rpm. Dicha
condicidén se presentd tanto con el medio de cultivo denotado como SN1, compuesto por sales
M&S (1962), 0,75mg/L de TDZ y 3% de sacarosa, como en el SN2, suplementado con 100mg/L de
caseina hidrolizada.

En ambos medios de cultivo se produjo una multiplicacién de la biomasa y se mostré
tendencia a formar agregados, por lo tanto era necesario tamizar las suspensiones cada dos
ciclos o subcultivos, tal como se ilustra en la figura 12.

Suspensidn celular con agregados. B: Tamizaje de las suspensiones celulares. Fuente: CENIBiot, 2016

3.1.Cinética de crecimiento

En las cinéticas de crecimiento no fue posible identificar con claridad la fase inicial ni
estacionaria, mas si se identifica una fase exponencial de mayor crecimiento del cultivo, asi
como una fase de muerte al final de la cinética.

En las figuras 13 y 14 se muestran las cinéticas de crecimiento de las suspensiones celulares
en medios de cultivo SN1y SN2, con base en el volumen celular empacado y el peso seco.
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Figura 13. Cinética de crecimiento de células en suspensién de A. indica en matraz con medio de cultivo
SN1 (M&S (1962) suplementado con 0,75mg/L de TDZ). Fuente: CENIBiot, 2016.
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Figura 14. Cinética de crecimiento de células en suspension de A. indica en matraz con medio de cultivo SN2
(M&S (1962) suplementado con 0,75mg/L de TDZ y 100mg/L de caseina hidrolizada. Fuente: CENIBiot, 2016.

Como se muestra, en las graficas, se alcanzé un volumen celular sedimentado maximo cerca
del dia 21 de cultivo, para el medio SN1 un valor cercano a 38,4% mientras que para SN2 se
obtuvo al dia 18 un valor maximo de 43,67%.

Con respecto al peso seco, el cultivo crecido en medio SN1 alcanzé el valor maximo al dia 18
mientras que el SN2 lo hace al dia 15 con valores de 9,51mg/Ly 10,71 mg/L respectivamente.

En la figura 15, se aprecia el cambio en el indice de crecimiento con respecto al tiempo. En el
medio de cultivo SN1 se alcanzd un valor maximo al dia 18 de 7,72, mientras que el medio SN2,
el indice de crecimiento maximo fue de 8,65 al dia 15.
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Por otra parte, la velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial fue de 0,56 g/L*

dia™ para el medio SN1y de 0,8 g/L™ dia, para el medio de cultivo SN2.
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Figura 15. indices de crecimiento de células en suspensién de A. indica en matraz con medios de cultivo SN1 y SN2
(suplementado con caseina hidrolizada). Fuente: CENIBiot, 2016.

Las células cultivadas en matraz se caracterizaron por ser redondas, con pared celular gruesa.
Formaron agregados con un tamafio cercano o superior a los 10um aproximadamente, con
cantidad incontable de células (figura 16).

Figura 16. Células en suspension de A. indica en matraz con medio de cultivo SN2, en fase estacionaria. Aumento:
40X. Fuente: CENIBiot, 2016.

3.2. Analisis estadistico

Al analizar los valores maximos de los tratamientos mediante una prueba t pareada se
obtuvo un valor de p= 0,012 para peso seco y p= 0,013 para volumen celular sedimentado, con
lo cual se puede afirmar con un 95% de confianza estadistica que existen diferencias
significativas entre los tratamientos analizados, siendo el medio SN2 el que muestra valores
mayores para ambas variables (cuadro 19).
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Cuadro 19. Volumen celular sedimentado y peso seco maximo en los tratamientos de
suspensiones celulares.

Volumen celular

sedimentado (%) Peso Seco (mg/mi)

Tratamiento

SN1 38,4° 9,51°

SN2 43,67° 10,71°

Letras diferentes entre tratamientos evidencian diferencias significativas a=0,05% analizados con
prueba de T Student. Fuente: CENIBiot, 2016.

4. Escalamiento del cultivo celular en biorreactor

5.1 Cinética de crecimiento

En la figura 17 se muestra la cinética de crecimiento en biorreactor en el medio de cultivo
SN2 basadas en el peso seco y volumen celular sedimentado.
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Figura 17. Cinética de crecimiento de células en suspension de A. indica en biorreactor tipo tanque agitado con
medio de cultivo SN2 (M&S (1962) suplementado con 0,75mg/L de TDZ y 100mg/L de caseina hidrolizada).
Fuente: CENIBiot, 2016.

El cultivo en biorreactor se mostrd bastante denso a partir del dia 12, es decir, en
aproximadamente la mitad del crecimiento exponencial. Como es comun en los cultivos
de células vegetales en biorreactor, se mostraron agregados en las paredes del frasco de
cultivo, debido a la alta densidad de células (figura 18).
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Figura 18. Biorreactores tipo tanque agitado con cultivo celular de A. indica en fase
exponencial. Fuente: CENIBiot, 2016

En la figura 19, se muestran las variaciones del pH en el medio de cultivo durante el tiempo,
el cual mostré oscilaciones sin embargo, se mantuvo entre 4,5 y 5,5 unidades de pH, hasta el
final de la corrida, donde aumenta superando las 6,0 unidades de pH. Ademas, pudo observarse
que los valores de oxigeno disuelto (DO), se mantuvieron entre 20% y 30% con algunos
descensos, principalmente en los procesos de toma de muestra.
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Figura 19. Variacion de DO, agitacién y pH del medio de cultivo durante el tiempo en el cultivo de A. indica en
biorreactor de tanque agitado. Fuente: CENIBiot, 2016.

Las células en biorreactor mostraron ser redondas, con pared celular gruesa y forman
agregados de 10 a 15 células, con un tamario de 3 a 5um aproximadamente (figura 20).
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Figura 20. Células de A. indica cultivadas en biorreactor tipo tanque agitado en fase exponencial. Aumento: 40X.
Fuente: CENIBiot, 2016

5. Analisis quimicos

5.2 Determinacion del mejor solvente de extraccién

Al analizar los factores de cuantificacion de limonoldes obtenidos con cada solvente de
extraccion, mediante una prueba ANOVA con comparaciones de Fisher, se determiné que
existen diferencias significativas entre ellos. El metanol presenté una media mayor, por lo cual,
se empled para realizar las extracciones posteriores (figura 21).
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Figura 21. Determinacién del factor de cuantificacidon de limonoides utilizando diferentes solventes de extraccion.
Fuente: CENIBiot, 2016.

5.3 Determinacion de la mejor técnica de extraccion

La prueba ANOVA aplicada para la determinacién del mejor método de extraccién de
limonoides totales, mostré un valor de p= 0,023; razén por la cual se afirma con un 95% de
confianza que existen diferencias estadisticamente significativas entre los métodos realizados.
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La comparacion entre los métodos de extraccion mediante la prueba de Fisher mostré que
el ultrasonido y la agitacion con temperatura presentaron un mayor factor de cuantificacion, por
lo cual se tomé la decisidn de elegir este Ultimo, por presentar la mayor media (figura 22).
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Figura 22. Determinacién del factor de cuantificacién de limonoides utilizando diferentes métodos de extraccion.
Fuente: CENIBiot, 2016.

5.4 Cuantificacion de azadiractina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

e Muestras de campo y de plantas in vitro

Al cuantificar la azadiractina en las muestras de plantas de campo y en condiciones in vitro,
fue evidente que la mayor concentracion de este metabolito se presentd en muestras de
semilla, con un valor de 18,4 mg/g. Las hojas colectadas en campo tuvieron una concentracion
de azadiractina de 8,8 mg/g mientras que las hojas de vitroplantas contenian cerca de diez veces
menos (0,8mg/g). Las muestras de raiz no mostraron un valor cuantificable del limonoide, tal
como se muestra en la figura 23.
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Figura 23. Concentracién de azadiractina en dos muestras de plantas en condiciones de campo e in vitro. Fuente:
CENIBiot, 2016.

e (Cultivos celulares en matraz

La produccion de azadiractina en las suspensiones celulares se muestra en la cinética de
crecimiento de la figura 24. Se pudo observar un aumento en la concentracién de azadiractina
en la fase exponencial del cultivo, alcanzando el punto méaximo de produccién (15,58 mg/g) al
dia 18.
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Figura 24. Concentracion de azadiractina por gramo de masa seca en cultivos celulares de A. indica a nivel de
matraz. Fuente: CENIBiot, 2016.

Con respecto a la concentracién de azadiractina en el volumen de cultivo, se muestra una
produccién maxima al dia 15, con un valor correspondiente a 167,85mg/L de cultivo (figura 25).
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Figura 25. Concentracidon de azadiractina por litro de cultivo celular de A. indica en a nivel de matraz. Fuente:

CENIBiot, 2016.

e Cultivos celulares en biorreactor

Al escalar el cultivo celular de A. indica a biorreactor tipo tanque agitado, se tuvo una
produccién de aza de 0,42mg/g en el dia 3 de cultivo, es decir, en la fase inicial. Esta
concentracién se fue incrementando con la biomasa, para alcanzar un valor maximo de 3,61
mg/g de azadiractina al dia 18, correspondiente al inicio de la etapa de muerte celular

(figura 26).
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Figura 26. Concentracidn de azadiractina por gramo de masa seca en cultivos celulares de A. indica en
biorreactor tipo tanque agitado. Fuente: CENIBiot, 2016.

Al calcular la concentracién de azadiractina por litro de cultivo en biorreactor, tomando en

cuenta el crecimiento en biomasa de los sistemas, se tuvo una produccién maxima al dia 18, de

43,13 mg/L. Tomando en cuenta que el biorreactor tenia un volumen de trabajo de 3L vy

descartando los volimenes de las muestras, se puede tener una concentraciéon de 126mg de

azadiractina en 3L de cultivo, bajo las condiciones presentadas en este estudio (figura 27).
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Figura 27. Concentracion de azadiractina litro de cultivo celular de A. indica en biorreactor tipo tanque agitado.
Fuente: CENIBiot, 2016.
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VI.  DISCUSION

1. Obtencidn del material vegetal.
3.3.Recepcion y mantenimiento de callo friable

Mediante el proceso de indexacidon del material proveniente del CIB, ITCR, fue posible
detectar la contaminacién, en su mayoria bacteriana, del 11,11% de los callos recibidos.

Esta contaminacidon pudo deberse al traslado de los mismos de una institucién a otra, o a
remanentes de microorganismos del proceso de desinfeccidon de la semilla empleada para la
induccion de callo. Hernandez y Gonzéalez (2010), reportan entre las principales fuentes de
contaminacién in vitro los explantes, el ambiente de los locales de trabajo, las corrientes de aire
y particulas de polvo cargadas de esporas y microorganismos, Iss cuales puede ser transportadas
por el ser humano, dcaros e insectos. Por este motivo, se cree que el trasladar los frascos con
callo entre instituciones pudo ser el causante de la contaminacidn.

Por otra parte, cabe mencionar que los métodos de desinfeccién utilizados en la fase de
establecimiento no siempre eliminan las poblaciones de microorganismos asociadas a los tejidos
de las plantas in vivo. En el caso de la callogénesis, los cultivos microbianos podrian expresarse
en la etapa de induccion del callo, o permanecer sin expresarse por largos periodos de tiempo y
mostrarse en las fases de multiplicacion (Alvarado et. al., 2003).

El método de indexacion del material en medio TS, empleado resultd ser efectivo para la
deteccion de contaminantes. El medio TS proporciona nutrientes tales como digeridos
enzimaticos de caseina y harina de soja que proporciona los aminodcidos y otras sustancias
nitrogenadas suficientes para el crecimiento de una una amplia variedad de microorganismos,
es comunmente empleado para la deteccidn y aislamiento de cultivos (Zhurbenko et al., 2006).

El material que al ser indexado mostré turbidez en el medio microbiolégico, fue eliminado,
debido a que el crecimiento mircobiano podria tener efectos adversos para los cultivos
vegetales, principalmente porque compiten por los nutrientes del medio y les producen dafios
directos e indirectos por la colonizacidon de sus tejidos o liberacidon al medio de metabolitos
toéxicos (Hernandez y Gonzalez, 2010).

En cuanto al subcultivo de los callos, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos, por lo cual se puede afirmar que el enriquecimiento del
medio semisélido con caseina hidrolizada (100mg/L) no posee efectos en el peso fresco y peso
seco de los callos, al igual que al agregarla en combinacidn con extracto de malta a la misma
concentracién.

La caseina hidrolizada es una mezcla de aminodacidos que funciona como fuente de nitrégeno
orgdnico para las células vegetales. A pesar de que se ha reportado que esta mezcla favorece el
mantenimiento de las células indiferenciadas de algunos cultivos tales como frijol, maiz, peray
manzana, es importante tomar en cuenta que las respuestas de las células dependeran de la
especie y condiciones de cultivo (Puche y Rodriguez, 2000).
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Investigaciones iniciales realizadas por Beherend y Mateles (1975) sobre el efecto de los
aminodacidos en el crecimiento celular, reportan que los estos compuestos podrian incluso
reducir el crecimiento del cultivo, debido a un efecto inhibitorio en el proceso de asimilacion de
nitrato que afecta la acciéon de la nitrato reductasa, por lo tanto conduciria a la inanicién de
nitrégeno de las células .

En los resultados obtenidos, no se muestra dicha inhibicién, por el contrario, los valores de
las medias tanto para peso fresco como para peso seco, son mayores en los tratamientos con
caseina hidrolizada, sin embargo las diferencias no son significativas con respecto al medio
desprovisto de este compuesto.

Saad y Elshahed (2012), mencionan que la adicién de aminodcidos puede ser imprescindible
para el establecimiento de cultivos celulares y protoplastos, ya que proveen a las células
vegetales de una fuente de nitrégeno facilmente asimilable por las células, de forma mas répida
que las fuentes de nitrégeno inorganico. Ademas reporta que usualmente la caseina hidrolizada
es empleada en concentraciones de 0,25 a 1 g/L y en este ensayo se utilizd una concentracidn
de 0,1g/L, lo cual sugiere el uso de mayores concentraciones, con el fin de evaluar la posibilidad
de encontrar diferencias significativas en el crecimiento de la biomasa fresca y seca con el uso
de este suplemento.

La adicidon de extracto de malta a una concentracién de 100mg/L, en combinacion con
caseina hidrolizada (tratamiento CN3) no mostré diferencias significas con respecto a los otros
medios de cultivo. El extracto de malta es una fuente de carbohidratos; que ha sido
ampliamente empleada en cultivo de tejidos, para el establecimiento de callo, multiplicacion de
embriones somaticos y multiplicacion de plantas in vitro de algunas Rubiaceas (Thorpe et. al.,
2008; Alvarenga, 2010).

3.4.Introduccion de embriones in vitro.

Los tres tratamientos de desinfeccién de frutos de neem empleados para la introduccion in
itro de embriones, generaron porcentajes de desinfeccion de 100%, es decir, no se encontrd
contaminacidon bacteriana ni fungica en los embriones provenientes de ninguno de los
tratamientos.

Con estos resultados se evidencié, que tanto el hipoclorito de sodio (NaClO), como el
perdxido de hidrégeno (H,0,) y el etanol (C,HsOH) son efectivos para la eliminacion de la carga
microbiana de los frutos de neem. Estos compuestos han sido reportados como las mas
comunes y de facil acceso para la desinfeccién de material vegetal, ademas de otros como el
hipoclorito de calcio y el cloruro de mercurio, sin embargo este uUltimo posee alta toxicidad, por
lo cual se ha limitado su uso (Borges et al., 2009).

Con los resultados obtenidos, se determind que el uso de perdxido de hidrégeno comercial
(al 3%) posee el mismo efecto desinfectante sobre los explantes que el producto comercial Zero
Tolerance ©27 SL al 50% v/v, empleado por Salazar (2012). El H,0, es de menor costo y mas facil
acceso, que el producto comercial, por lo cual resulta ventajosa su sustitucién en el proceso de
desinfeccion.

El peréxido de hidrégeno tiene fuerte accién destructiva sobre hongos, mohos, bacterias y
otros agentes contaminantes. Su mecanismo de accion se debe al efecto oxidante que posee,
es decir, la produccién de OH y radicales libres que atacan una amplia variedad de compuestos

52



organicos, como los lipidos y proteinas que componen las membranas celulares de los
microorganismos (Harper, 2011).

Este compuesto, reacciona con la materia organica y se descompone en oxigeno y agua, por
la accién de la enzima catalasa, lo cual dificulta la germinacién de esporas anaerobias, como se
muestra en la siguiente reaccion (Harper, 2011).

2H202 H 2H20 + 02

El tratamiento DSN2, al igual que los demas, produjo buenos resultados. Uno de los agentes
desinfectantes que empled este tratamiento fue le producto comercial SporKlenz®, el cual se
compone de perdxido de Hidrégeno al 1% y Acido peroxiacético al 0,08% e ingredientes inertes
al 98,92%, estos compuestos son muy conocido por sus propiedades desinfectantes vy
esporicidas con multiples aplicaciones. Este producto, tiene baja toxicidad, sin embargo su valor
en el mercado es mayor al perdéxido de hidréogeno comercial (Steris, 2016).

El H,0, tiene mas capacidad de oxidacién que el cloro debido a sus fuertes propiedades
oxidativas, por lo que se emplea como agente desinfectante y sus moléculas son degradables,
puesto que liberan oxigeno molecular y agua sin dejar residuos téxicos (ASTRE, 2004)

Un factor importante cuando se aplica H,0, es la agitacién del material, ya que se favorece
un suministro adecuado del oxigeno vy, por consiguiente, se minimiza la demanda quimica del
oxigeno). Ademas, este efecto mecanico en presencia de desinfectantes, reduce los grados de
infeccidn por bacterias (Flores et al., 2008).

Por otra parte, el tratamiento DN3 que empleaba como agentes desinfectantes alcohol de
702 (5 min.) y cloro al 2,5% i.a. (10 minutos), también evidencié un 100% de material libre de
microorganismos. Ospira (2012), obtuvo resultados positivos de desinfeccién de frutos de neem,
empelando los mismos productos, sin embargo realizdé una doble desinfeccion con
concentraciones mayores de hipoclorito de sodio (5% durante 25 minutos en semillas con
endocarpio) y posteriormente 1% en semilla desnuda).

Es ampliamente conocido que la aplicacidn de cloro en los procesos de desinfeccidn tiene un
efecto positivo en la eliminacién de microorganismos resistentes, ya que los inactiva mediante la
oxidacion del material celular. La muerte de los microorganismos se debe a la combinacién
directa del cloro con las proteinas de las membranas celulares y las enzimas. Asi mismo, en
presencia de agua desprende oxigeno naciente (O,) que oxida la materia organica (Mateos,
2004).

Al comparar los tres tratamientos de desinfeccidn utilizados, es importante mencionar que
las semillas desinfectadas mediante el tratamiento DSN1 (Alcohol 702 durante 5 min, perdxido
de hidrégeno al 3% durante 10 minutos y un lavado final con alcohol de 95%), tuvo un
porcentaje de germinacion menor comparado con los otros dos tratamientos. Existen reportes
que afirman que el perdxido de hidrégeno puede favorecer la germinacion de semillas de
especies forestales al ablandar su testa y aumentar la permeabilidad del agua y oxigeno,
facilitando a nivel celular la oxidacidn de grasas y su conversién a carbohidratos. Por esta razén
cabe la posibilidad de que la disminucién en el porcentaje de germinacidn se debiera al efecto
de la doble desinfeccidn con alcohol, de las cuales la tltima es al 95% (Flores et al., 2008).
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Se ha comprobado que el alcohol actua desnaturalizando las proteinas, disolviendo las capas
lipidicas y como agente deshidratante; es letal para bacterias pero irregular para hongos. Sin
embargo, el etanol tiene alto poder de penetracion en los tejidos y puede ocasionar la
deshidratacién y muerte de tejidos vegetales, lo cual pudo haber ocasionado una disminucién
en los porcentajes de germinacion de las semillas en condiciones in vitro (Mateos, 2004).

Los altos porcentajes obtenidos de desinfeccion y germinacidon de las semillas, pueden
corresponder a que los embriones y cotiledones, al estar resguardados por la cubierta del fruto
(epicarpio, mesocarpio y endocarpio), se protegen tanto de los contaminantes externos, como
de la oxidacién provocada por los desinfectantes (Pericone et al., citado por Salazar, 2012). Esto
sugiere la posibilidad de emplear desinfectantes de bajo impacto ambiental y en
concentraciones bajas, tales como el perdxido de hidrégeno y el etanol.

2. Multiplicacion de plantas in vitro

Segun la evaluacién de las caracteristicas morfoldgicas de las plantas de neem multiplicadas
in vitro en cuatro diferentes medios de cultivo, el tratamiento MN1 mostré las plantas mas
desarrolladas y con caracteristicas deseables, como por ejemplo un mayor desarrollo foliar con
coloracién verde y la escasa proliferacion de callo en la base. Los demas tratamientos mostraron
hojas cloréticas y poco desarrollo de las plantas.

La clorosis, es el amarillamiento del tejido foliar, causando por la falta de clorofila y
usualmente se presenta por deficiencias nutricionales, poca disponibilidad de nutrientes en el
medio o que las plantas no pueda absorberlos por un dafio en las raices o en tejido vascular
(Schuster, 2016).

Al analizar los datos obtenidos estadisticamente, se encontraron diferencias entre los
tratamientos empleados, para todas las variables de respuesta evaluadas.

Numero de brotes

La prueba de comparaciones multiples Kruskal Wallis, mostré que los tratamientos MN1 y
MN2 no presentan diferencias significativas entre ellos, mas si tienen diferencias con el
tratamiento MN3 y MN4, siendo los primeros los que muestran una mayor mediana.

En este caso se afirma que el tratamiento sin reguladores de crecimiento (MN1) y el
complementado Unicamente con citoquinina (0,3mg/L de BAP) tuvieron mejor respuesta para la
produccién de brotes que los que presentaban la combinacién de citoquinina con auxina (MN3
con 0,3 mg/L de BAP y 0,05mg/L de ANA) o la presencia de dos citoquininas (MN4 con 0,1mg/L
de BAP y Kinetina).

Estos resultados no coinciden con lo reportado por Biswas y Gupta (2007), quienes concluyen
con sus ensayos que la combinacidn de dos citoquininas, por ejemplo BAP con Kin, favorecen la
caulogénesis en A. indica procedente de la India. Por otra parte, se ha reportado que 1,11 puM
(0,25 mg/L) de BAP, 1,43 uM (0,25mg/L)de acido indol-3-acético (IAA) y 81,43 uM (15,0 mg/L) de
adenina hemisulfato favorecen la brotaciéon de A. indica en condiciones in vitro.

En este punto es importante mencionar que el material vegetal puede responder de manera
diferente de acuerdo a los factores ambientales donde se desarolla, asi como la genética del
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material con que se trabaja, por esta razéon, pueden encontrarse diferentes respuestas incluso
entre las mismas especies, segln la ubicacién de las mismas y la composicidon genética de los
individuos.

El material proveniente del tratamiento MN3, a encontrarse en medio de cultivo con auxina y
citoquinina, mostré formacidn de callo en la regidn de corte del explante. Este comportamiento
se encuentra ampliamente reportado en dicotileddneas, donde se ha encontrado que la
combinacion de estos reguladores de crecimiento favorece la proliferacion de tejido
indiferenciado (Slater et al., 2008).

De igual manera el tratamiento suplementado MN4, con BAP y Kin (0,1mg/L de ambas),
presentd callo en la regién basal. La callogénesis primaria alrededor de las zonas de corte, se
debe a la tendencia de los tejidos vegetales a formar callo a partir de las heridas como una
reaccién defensiva natural. En condiciones in vitro, los reguladores de crecimiento como auxinas
y citoquininas promueven una mayor division celular en las zonas de corte, donde se forma una
capa fina de células que, dias después, inician la etapa de proliferacién masiva y, por
consiguiente la formacion del callo (Krikorian, citado por Sanchez y Alvarenga, 2015). Esta
reaccién puede limitar la brotacion de los explantes, al concentrar la accién de los reguladores
de crecimiento en la division celular indiferenciada.

Longitud

En cuanto a la longitud, el tratamiento MN1 (sin reguladores de crecimiento) mostré los
valores mas altos y significativamente mayores a los demds tratamientos, que no difirieron entre
ellos, con una media de 3,158 cm.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Shahin-uz-zaman et al. (2008), quienes
reportan una mayor longitud de los brotes (2,79 cm a los 70 dias de cultivo) al emplear medio
M&S (1962) suplementado con 0,3 mg/L de BAP y 0,05 mg/L de ANA. Esa composicién de medio
de cultivo fue evaluado en este ensayo (tratamiento MN3), obteniendo resultados una longitud
promedio de 2,164cm por brote, sin embargo las plantas se mostraban cloréticas y poco
desarrolladas.

Por otra parte, Alvarenga et al., (2014) obtuvieron sus mejores resultados en cuanto a
longitud de tallos con tratamientos suplementados con 0,3 mg/L de BAP y 0,05 mg/ de ANA, con
medias de 2,3 y 1,8 cm respectivamente. Estos valores son inferiores a los obtenidos en este
ensayo en medio de cultivo sin hormonas de crecimiento.

El mayor crecimiento de los brotes en medio de cultivo sin reguladores de crecimiento puede
deberse a que las concentraciones enddgenas de reguladores de crecimiento de las plantas de
neem evaluadas fueron suficientes para el crecimiento de las mismas, en este caso, por el efecto
en la elongacién de los brotes, se espera que las plantas tuvieran una concentracién enddgena
de giberelinas (GAs), reportadas en el crecimiento en altura de las plantas.

Las giberelinas estimulan la divisién y elongacidn celular en la porcion sub-apical de los tallos
y también en el meristema intercalar. Se ha reconocido un efecto especifico causado por las GAs
sobre la actividad de la enzima xiloglucano endotransglicosilasa (XET) la cual hidroliza
xiloglucanos permitiendo nuevos arreglos de la pared celular que preparan a las células para la
division celular (Jan et al., 2004). A nivel génico, estudios en Arabidopsis thaliana han
reconocido la existencia de algunos factores represores de transcripcion que bloquean el
crecimiento en altura (RGA, GAI, SLR1), los cuales en presencia de GAs, son degradados,
restableciéndose el crecimiento en forma normal (Thomasy Sun, 2004).

55



Numero de nudos

Una mayor longitud en las plantas puede influir directamente con la diferenciacidon de los
nudos. Para esta variable, los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento MN1
(promedio de nudos por planta: 5,515), mismo que presentd la mayor longitud. Estas variables
por lo general se encuentran relacionadas y son importantes en la determinacién de la calidad
de las plantas. Adicionalmente, se ha obtenido buenas respuestas en otras especies en cuanto a
la elongacién y nimero de nudos Unicamente con el contenido endégeno de hormonas de
crecimiento en los explantes, los cuales ha demostrado ser suficientes para obtener indicadores
satisfactorios de multiplicacion y desarrollo de las plantas in vitro, lo cual permite hacer mas
eficiente el proceso reduciendo los costos de la formulacién de los medios de cultivo (Borges et
al., 2012).

Peso Fresco

El analisis estadistico de los datos de peso fresco mostré que los tratamientos MN2
(suplementados con 0,3mg/L de BAP) y MN3 (0,3mg/L de BAP y 0,05 mg/L de ANA) mostraron
medias superiores a los tratamientos MN4 (0,1mg/L de BAP y Kinetina) y MN1 (sin reguladores
de crecimiento). Al comparar estos datos con los resultados de las demds variables, asi como el
analisis visual de las plantas, se puede atribuir estas diferencias al peso del callo generado en la
seccién basal de los explantes. Pese a que la masa del callo propiamente no fue evaluada de
manera individual, se visualiza una callogénesis en mayor proporcién en las plantas de los
tratamientos MN2 y MN3, seguidas por el MN4, mientras que en el tratamiento MN1 no se
presentd.

La formacion de callo en la base de los explantes puede producirse tanto por la presencia de
auxinas y citoquininas en el medio de cultivo, como fue el caso del tratamiento MN3, como por
el efecto de las citoquininas BAP y Kin en los tratamientos MN2 y MN4 interactuando con las
auxinas endégenas presentes en los explantes (Pernisova et al., 2009, Salazar, 2012).

El efecto de las auxinas en formacion de callo se encuentra relacionado con la capacidad que
tienen estos compuestos de estimular la division celular e influir indirectamente en la regulacidn
del ciclo celular, definido como el proceso molecular durante el cual una célula se divide en dos
células idénticas, por accidon de multiples etapas reguladas por proteinas (Arellano et al., 2008).

Las etapas del ciclo celular, principalmente la transicion entre ellas, se encuentra regulada
por las enzimas quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las cuales fosforilan otras enzimas
mediante el uso de ATP. Estas quinasas, como su nombre lo indica, requieren de la conjugacion
con estructuras proteicas llamadas ciclinas, las cuales son especificas para cada etapa del ciclo
celular y cada vez que son empleadas son destruidas (Zeiger y Taiz, 2006).

Complementariamente, se reporta que a nivel de la etapa G1 del ciclo, donde las células
crecen y acumulan nutrientes, las auxinas y las citocininas estimulan notablemente a nivel
transcripcional la expresion de ciclinas y por tanto promueven un nuevo ciclo celular (Jurado,
2010).
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Peso seco

Los resultados obtenidos para la variable peso seco muestran que los tratamientos
suplementados con reguladores de crecimiento (MN2, MN3 y MN4) no presentan diferencias
entre si, a la vez que el tratamiento MN2 si difiere estadisticamente con el MN1 (sin reguladores
de crecimiento).

Pese a que las variables longitud, nimero de nudos y nimero de brotes favorece es mayor en
el tratamiento MN1, en cuanto al peso seco este tratamiento evidencia ser el menor. Esto puede
deberse, de igual manera que para el peso fresco, al callo que los demas tratamientos
produjeron en la base del explante.

Las diferencias no fueron significativas en los demds tratamientos, debido a que todos
presentaban tejido calloso en la base, que al ser deshidratado, reportaron pesos secos similares
y superiores al tejido vegetal diferenciado del tratamiento MN1.

Las células vegetales, poseen en promedio de 85 a 90 % de agua en el protoplasma,
principalmente en las vacuolas; inclusive los orgdnulos celulares con un alto contenido de
lipidos, como cloroplastos y mitocondrias tienen 50% de agua. Al someter el tejido vegetal a
elevadas temperaturas, las células se deshidratan y reducen considerable su peso, el cual es
conocido como peso seco. Las células indiferenciadas, que se encuentran en constante divisién
por lo general contienen miltiples vacuolas de tamafio moderado o pequefio que contienen la
mayor parte del agua de toda la célula (Zeiger, E., Taiz, L. 2006; Hernandez, 2007).

Las diferencias del peso fresco son mas notorias que las del peso seco, lo cual puede deberse
al alto contenido de agua en las células, que aporta masa fresca, sin embargo, al deshidratarlas,
se reduce la biomasa al contenido estructural celular y las diferencias entre tratamientos son
menores. Esto refuerza el supuesto de que las diferencias entre los tratamientos en cuanto a
peso fresco y seco, se deben al contenido de callo en la base y no al tejido diferenciado de talloy
hojas.

Es importante mencionar que la respuesta de material vegetal, depende de la especie, del
explante, del estado de desarrollo, de las concentraciones enddgenas y exégenas de hormonas,
asi como el balance entre ellas y diversos factores ambientales que juegan un papel
determinante. Por esta razén es necesario optimizar ensayos con los materiales colectados en
diferentes zonas geograficas, ya que es posible que no se comporten de igual manera, por
factores ambientales y genéticos, y no sea posible generalizar acerca de los efectos de los
reguladores de crecimiento sobre los procesos de desarrollo de un tejido u drgano vegetal en
particular (Pérez et al., 2006; Ramos, 2014).

4. Establecimiento de suspensiones celulares

La friabilidad es un pardmetro de medicidon de la textura del callo que se refiere a la
capacidad de los mismos para disgregarse. Esta caracteristica se encuentra relacionada con las
propiedades de la pared de las células que conforman el callo, las cuales pueden ser modificadas
por accion de las sales minerales, calcio, hierro, azlcares, vitaminas o reguladores de
crecimiento, tales como las auxinas, cuyo efecto en la friabilidad puede deberse al “efecto
acido” que provoca en las paredes celulares, con lo cual se activan enzimas como las expansinas,
que rompen algunos enlaces de hidrégeno entre los constituyentes de la pared, favoreciendo la
friabilidad del callo, asi como la plasticidad de la célula y su crecimiento (Freire, 2003; Jordan y
Casaretto, 2006).

57



El callo de A. indica mostré gran friabilidad al disgregarse facilmente con agitacién orbital a
100rpm en los medios de cultivo empleados para el establecimiento de suspensiones celulares,
denotados como SN1, (compuesto por sales M&S (1962), 0,75mg/L de TDZ y 3% de sacarosa) y
(SN2, suplementado con 100mg/L de caseina hidrolizada).

Una vez establecidas las suspensiones celulares, fue necesario tamizar los cultivos cada dos
ciclos, debido a la propensidn de las células de formar agregados grandes. Mediante la técnica
de tamizaje, fue posible mantener las suspensiones mas uniformes y en crecimiento activo.

La formacidon de agregados se debe principalmente a la tendencia de las células de no
separarse después de la division celular o bien a la presencia de polisacdridos extracelulares que
pueden favorecer la agregacion de las células, principalmente en las Ultimas etapas del
crecimiento (Gupta e lbaraki, 2006).

Esta tendencia también fue observada por Bedoya y Hoyos en cultivos celulares de A. indica
(2010), quienes mencionan que un aumento en el tamafio de agregados celulares limita la toma
de nutrientes del medio de cultivo por parte de las células, siendo mas afectadas aquellas que se
encuentran en el centro de los agregados, lo cual puede alterar los procesos metabdlicos
celulares (Zhong et al., 2002).

4.1.Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento de las células vegetales en suspension usualmente comprende tres
fases: (a) Fase Lag o de adaptacion al medio, (b) Fase Log o de crecimiento exponencial y (c) Fase
Estacionaria. Cada una de estas fases se encuentra condicionada por una serie de factores fisicos
Yy quimicos, asi como condiciones de cultivo tales como densidad inicial y disponibilidad de
medio de cultivo (Nagata et al., 2004; Fierros et al., 2010).

En las cinéticas de crecimiento elaboradas para A. indica en los dos medios de cultivo
evaluados, no se logré distinguir con claridad la etapa lag o de adaptacion. Esto pudo deberse a
que esta etapa fue muy corta y los muestreos cada tres dias no permitieron definirla con
claridad.

Otro factor importante, es la adicidon de un 30% de medio antiguo y un 70% de medio fresco.
Esto se realizd debido a que, por experiencia anterior, el renovar por completo el medio de
cultivo a las células les causaba una inhibicion del crecimiento y no se desarrollaba el cultivo con
normalidad. En este caso, es posible que las células acortaran su fase de adaptacion a las nuevas
condiciones de cultivo y empezaran su crecimiento desde el dia de inoculacién, de manera que
para el dia 3 ya se mostrara un aumento en el volumen celular sedimentado y el peso seco.

En la cinética elaborada con medio de cultivo SN1 (suplementado con 0,75mg/L de TDZ), se
muestra una fase de crecimiento exponencial hasta el dia 18 para el volumen celular
sedimentado y para el peso seco (figura 9). En este punto, se reporta el valor maximo de peso
seco (9,51 g/L). Posteriormente, inicia la fase de muerte del cultivo, no aprecidndose con
claridad una fase estacionaria.

Por otra parte, la cinética trazada con base en el volumen celular sedimentado muestra una
fase estacionaria de tres dias (del 18 al 21), donde el indice de crecimiento dismuniye.
Posteriormente se evidencia una fase de muerte donde tanto el VCS como el PS decaen,
posiblemente a causa de la pérdida de turgencia de las células y el rompimiento de las mismas.
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La cinética de crecimiento trazada para el medio de cultivo SN2 (suplementado con 0,75mg/L
de TDZ y 100mg/L de caseina hidrolizada), muestra un comportamiento similar. No se evidencia
claramente una fase lag, presentandose una etapa de crecimiento exponencial hasta el dia 15
para el peso seco (con un valor maximo de 10,72g/L), y 18 para el volumen celular empacado
(con un porcentaje maximo de 43,67%). Inmediatamente inicia la fase de muerte celular, es
decir, no se muestra una fase estacionaria, posiblemente debido a que tiene una duracion corta
y el muestreo cada tres dias no permitid visualizarla con claridad en la cinética. En la fase de
muerte se presenta una disminucion en el PSy VCS.

El indice de crecimiento es un indicador del aumento de la biomasa celular en determinado
momento, respecto del “indculo” inicial. Como es de esperar, los mayores indices de
crecimiento se presentaron en la etapa exponencial de la cinética, mostrando un valor maximo
de 7,72 al dia 18 de cultivo para el medio SN1 y de 8,65 al dia 15 de cultivo para el medio SN2 lo
cual evidencia que en este dia, el cultivo tuvo el mayor crecimiento posible bajo las condiciones
dadas, tomando como referencia el valor del peso seco de las suspensiones celulares. El indice
de crecimiento promedio para el tratamiento SN1 fue de 4,09 y para SN2 fue de 4,33, lo cual
muestra un mayor crecimiento en este ultimo.

Una disminucidn en el indice de crecimiento del cultivo indican que las células estan dejando
de dividirse, posiblemente por el agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo o bien,
porque se encuentran danadas a nivel de membrana celular (Sotelo, 2007).

Por otra parte, la velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial es un indicativo
de la velocidad con que ocurre el crecimiento en las suspensiones celulares. Segin Caballero y
Cardona (2007) es un valor constante que empieza a disminuir en la fase de desaceleracién
hasta alcanzar la etapa estacionaria, donde el cultivo deja de crecer. En este caso, esta velocidad
fue de 0,56 g/L™* dia™ para el medio SN1 y de 0,8 g/L™ dia™, para el medio de cultivo SN2, con lo
cual se demuestra un crecimiento diario mayor en el medio suplementado con 100mg/L de
caseina hidrolizada. Esto puede deberse a el efecto de esta fuente de nitrégeno, lo cual se
amplia en el apartado 3.2.

La morfologia de las células en suspensidn ya establecida, muestra que éstas tuvieron forma
redonda, propias de células meristemoides en fase de divisién celular, las cuales son
isodiamétricas, con paredes finas y citoplasma denso. Formaron agregados grandes (de 10um),
lo cual es comun en células vegetales, las cuales tienen a organizarse y no separarse al dividirse.

Tomando en cuenta que la agitacién orbital ejerce una presién leve en los agregados,
separandolos en segmentos mas pequefios o células individuales, seria importante evaluar el
comportamiento de las células con mayor velocidad de agitacién, lo cual podria disminuir el
tamanio de los agregados y producir un cultivo mas homogéneo. Se ha reportado velocidades de
agitacioén a nivel de matraz, hasta de 150 rpm (Chawla, 2009).

En estudios realizados por Mufioz et al. (2006), si de mostr6 una fase lag de
aproximadamente 5 dias y se obtuvo una densidad maxima de 4,7 g células secas/L. Esto
muestra que con los medios probados en esta investigacion es posible obtener mas del doble de
la biomasa seca de lo obtenido por esos autores.

4.2. Andlisis estadistico

Mediante el analisis estadistico de los datos, se determind que existen diferencias
significativas entre los medios liquidos empleados para el cultivo de las células. Tomando en
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cuenta el valor de las medias, se determind que la caseina hidrolizada tiene un efecto en el
crecimiento celular, al ser evaluado tanto por volumen celular sedimentado como por peso
seco. Esto se evidencia en el valor maximo de biomasa producida en ambos sistemas donde se
puede observar un mayor crecimiento en medio de cultivo SN2 comparado con el SN1.

Debe tomarse en cuenta que en ambos tratamientos se produce un crecimiento celular,
posiblemente por la composicion del medio de cultivo, asi como por el efecto directo del TDZ en
las células.

Este regulador de crecimiento ha sido catalogado como una citoquinina por su actividad, no
obstante se distingue de otras fitohormonas ya sean naturales o sintéticas por su eficiencia en la
promocién de la division celular ya que produce efectos similares a las citocininas y a las auxinas,
pese a que su estructura quimica es diferente a ambos. Se ha demostrado el efecto sinérgico,
del TDZ, debido a que su empleo incrementa la concentracidon endégena de auxinas, por lo que,
adicionalmente, se promueven las funciones de estas hormonas. Este regulador del crecimiento,
también se ha utilizado para la formacién de callo, adicionado a bajas concentraciones en el
medio de cultivo (Guo et al., 2011; Alvarenga et al., 2014).

La diferencia entre el crecimiento de biomasa en ambos tratamientos puede deberse al aporte
de nutrientes proporcionado por la caseina hidrolizada, especialmente de nitrégeno.

El nitréogeno es de los elementos minerales mds importante para la nutricién de las células
vegetales, y que es constituyente de los aminodcidos, proteinas y dcidos nucleicos y por lo tanto
es fundamental en el crecimiento, tanto en su fase de divisién como elongacion celular, Ademas
es constituyente de las membranas plasmaticas y de diversos pigmentos y hormonas vegetales.

Existen reportes de que la mezcla de aminodacidos presente en la caseian hidrolizada favorece el
mantenimiento de las células indiferenciadas, como en este caso (Puche y Rodriguez, 2000).

Cabe destacar que la presencia de caseina no mostré diferencias estadisticamente significativas
en el subcultivo de callo, sin embargo si se muestran dichas diferencias en suspensiones
celulares.

Esto puede relacionarse con una mayor disponibilidad de nutrientes para las células en en las
suspensiones comparado con el callo en medio semisélido. Como su nombre lo indica, las
suspensiones celulares consisten de células libres y pequefios agregados celulares en un medio
de cultivo liquido en constante movimiento que proporciona un ambiente de cultivo uniforme,
eliminando los gradientes de nutrientes que se presentan en los cultivos en medio sdlido y
garantizando la disponibilidad de nutrientes para todas las células (Casas, 2003; Arias, 2013).

Se ha reportado que la relacion de amonio/nitrato y los niveles generales de nitrégeno total
afectan el nivel de las proteinas y aminoacidos en los cultivos de células vegetales,
principalmente en lo que respecta a su crecimiento y desarrollo.

Numerosas investigaciones han revelado que el amonio podria regular procesos como el
crecimiento celular, biosintesis de los polisacaridos de la pared celular, sintesis de proteinas,
sintesis enzimatica y actividad de las enzimas de asimilacién de nitrégeno, fijacion heterotrdéfica
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de CO,, y movilizacidn del nitrato vacuolar y en los procesos de transporte de membrana (Leleu
y Vuylsteker, 2004; Glinter y Ovodov, 2005; Gémez et al., 2014).

3. Escalamiento del cultivo celular en biorreactor

5.5 Cinética de crecimiento

En la cinética de crecimiento, se mostré una fase lag o de adaptacion del cultivo de
aproximadamente 4 o 5 dias.

En ensayos realizados por Bedoyay Hoyos (2010) se tuvo cinéticas con fases inciales de 9 dias,
sin embargo, reportan 2g/L de biomasa seca en la muestra inicial, mientras que en este
experimento se determind un 0,99g/L. Esto indica que el indéculo reportado por los
investigadores fue el doble del empleado en este trabajo.

Estos resultados no coinciden con lo reportado en la literatura, ya que se espera que
cinéticas con menor indculo inicial tarden mas en la fase de adaptacion (lag).

Seguidamente se mostré una fase de crecimiento exponencial, que inicia el dia 6 y se
extiende hasta el dia 15. Esta fase es de multiplicacion activa de las células, por lo cual es de
esperar que el peso seco y el volumen celular sedimentado aumenten, alcanzando el valor
maximo al dia 18 de cultivo con valores de 12,71g de peso seco/L 65% respectivamente.

En las suspensiones establecidas por Bedoya y Hoyos (2010) se muestra una fase
exponencial de 15 dias (desde el dia 9 hasta el 14), es decir, comparativamente mas extensa
que la obtenida en este ensayo (durd 9 dias) y obtuvieron valores maximos de biomasa de 11,09
g/L, ligeramente menores que es este ensayo.

En la figura 14, se muestra el comportamiento del pH en el tiempo. El cual tiene
oscilaciones sin embargo se mantiene entre 4,5 y 5,5 unidades de pH, hasta cerca del dia 18,
donde ese valor se eleva hasta por encima de 6,0 unidades de pH. Ademas, puede observarse
los valores de oxigeno disuelto (dO), los cuales se mantuvieron entre 20% y 30% con algunos
descensos, principalmente en muestreos o interrupcién del proceso por algin cambio necesario.

En el caso de la agitacidon, se mantuvo constante a 100rpm, sin embargo, cuando la
concentracién celular superé el 60% de volumen celular empacado, se aumenté a 120rpm,
debido a que la densidad celular era elevada y empezé a dificultar el proceso de mezclado.

Una variable de importancia, fue el control del oxigeno disuelto en un 30% durante todo el
cultivo. En investigaciones previas, se ha reportado que la oferta de oxigeno es de suma
importancia para el cultivo de células en suspensién de A. indica, debido a que los compuestos
activos del neem (limonoides) poseen gran cantidad de grupos funcionales con oxigeno y puede
también favorecer el crecimiento y divisidn celular (Orozco, 2009; Ospina, 2012).

Las células en biorreactor mostraron ser redondas, con pared celular gruesa y forman
agregados de 10 a 15 células, con un tamario de 3 a 5um aproximadamente (figura 15).

La agitacidn mecanica proporcionada por el biorreactor, causa un efecto de corte sobre los
agregados celulares. Esto explica que los cultivos en biorreactor presentaran un menor tamafio
de agregado que las suspensiones celulares cultivadas en matraces con agitacion orbital. El
tamafio de los agregados usualmente disminuye con el transcurso de la cinética del cultivo
(Martinez, 2009).
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4. Andlisis quimicos

5.6 Determinacion del mejor solvente de extracciéon

Mediante el andlisis estadistico de los datos, fue posible determinar que la el mejor solvente
de extraccion fue el metanol, pese a que no se presentaron diferencias significativas con
respecto al tratamiento con la mezcla etanol:metanol (50:50), se eligi6 como solvente el
metanol puro, debido a que presentd una mayor media.

Este resultado es coincidente con Singh y Chatuverdi (2012), Sunjanya et al., (2008), Bedoya
y Hoyos (2010) y Esparza et al. (2010), quienes emplearon el metanol para la extraccidén de
azadiractina de muestras de campo y suspensiones celulares.

El metanol (también llamado alcohol metilico) pertenece a un grupo de sustancias quimicas
organicas denominadas alcoholes. Es un compuesto altamente polar que se caracterizan por la
presencia de uno o mas grupos hidroxilo (OH) en su estructura molecular (Navas, 2009).

La azadiractina, al ser un limonoide y poseer una polaridad media, puede ser disuelta en
solventes con polaridad media o alta como es el caso del metanol, etanol dietil éter,
diclorometano (Melwita et al., 2011).

5.7 Determinacion de la mejor técnica de extraccion

Es importante mencionar que la azadiractina es un metabolito que se acumula
intracelularmente por lo cual es de suma importancia implementar un método de extraccion del
compuesto del interior de las células. (Orozco y Rodriguez, 2007).

En las extracciones sdlido- liquido, es necesario primero liberar los compuestos del interior
de las células que los contienen, para luego solubilizarlos a través de la extraccién acuosa o con
solventes (Avalos, 2014).

La comparacién estadistica entre los métodos de extraccion empleados, mostré que el
ultrasonido y la agitaciéon con temperatura presentaron un mayor factor de cuantificacién, en
comparacién con la agitacion y la maceracion.

Mediante la agitacion, se aplicé una fuerza de rompimiento mecdnica de las células, lo cual
favorece la liberacion del contenido intracelular o bien, la penetracién de los solventes en las
células. Eso aunando al aumento en la temperatura (502C), puede provocar un rompimiento en
las membranas celulares y contribuir a un mejor rendimiento de extraccion (Hemwimol et al.,
2006).

Por otra parte, la técnica de ultrasonido produce un efecto de cavitacién acustica en las
células y ocasiona una presion negativa en el solvente ocasionando la formacion de
microburbujas capaces de separar moléculas y romper membranas y, por ende, aumentan la
transferencia de masa (Vongsangnak et al., citado por Moreira, 2015).

Es importante mencionar, que las centrifugaciones realizadas entre extracciones (en todos
los métodos probados), permitié remover materiales insolubles tales como restos celulares y
otros precipitados (Avalos, 2014).
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Tomando en cuenta que para la extraccidon de los compuestos en muestras de A. indica con la
técnica de ultrasonido se requiere de equipo especializado y que el método de agitaciéon con
temperatura tiene una media mayor, se selecciona este ultimo para el andlisis de las muestras
posteriores.

5.8 Cuantificacion de azadiractina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)

e Material de campo e in vitro

Como es de esperar, la concentracién de azadiractina en las muestras de campo fue mayor
qgue en el material in vitro. Las muestras de semilla, presentaron los valores de 18,4 mg/g seco
(es decir, 18 400ppm).

Foerster y Moser (2000), reportaron un contenido de 5,20 mg/g de azadiractina en semillas
de neem procedentes de Tailandia. En este mismo pais, Sombatsiri et al. (1995), encontraron
amplias diferencias en cuanto a la cantidad de azadiractina en semillas colectadas en diferentes
provincias con valores de 1,40 a 5,30 mg/g.

En Ghana y Kenia se han reportado valores de 6,2 a 6,9 y 6.8 a 8.8 mg de aza/g seco de
semilla, respectivamente. Ensayos realizados por Esparza et al. (2010) reportaron que la semilla
contenia con endocarpio presentd una concentracion promedio de 1 820 ppm de AZA.

Una de las regiones conocidas por tener los mejores rendimientos en cuanto a produccion de
azadiractina en semillas de neem, es la India. El contenido de azadiractina en semillas colectadas
desde 1999 hasta 2001 en diferentes estados de ese pais, revelaron grandes variaciones en las
concentraciones que, por lo general, oscilaban entre los 200 y los 16.000 ppm. El promedio de
contenido de azadiractina reportado fue de 3043 ppm en la semilla, y sélo alrededor de 27 de
las 1.500 muestras colectadas reportaron mas de 10.000 ppm de contenido de este compuesto
(muy por encima del promedio nacional), de las cuales la mayoria provenian de la meseta de
Decan (Kaushik, 2007).

La variacién tan grande en las concentraciones de azadiractina en semillas provenientes de
diferentes sitios de colecta puede deberse a las condiciones ambientales, genotipicas y el efecto
de la interaccién entre ambas (Kaushik, 2007).

Cabe destacar, que la meseta del Decdn, se extiende por la mayor parte del territorio centro-
sur del subcontinente indio y tiene una altitud que oscila entre los 79 y 750 msnm, sin embargo
en su mayoria es de 450-750 msnm. El clima es variado, comprende una zona de clima tropical
himedo, en el borde de la meseta, mientras que en el interior el clima es semidrido. La
temperatura puede alcanzar los 40°C en verano, por lo cual la vegetacion es poco exuberante,
predomina una vegetacion subtropical seca, de tipo sabana asi como especies maderables de
gran valor.

Estas caracteristicas no difieren mucho con las condiciones de la regién de Guanacaste,
especificamente de Bagaces, donde fueron colectadas las semillas que se emplearon en la
presente investigacion.

Las hojas colectadas en campo, tuvieron una concentracion de azadiractina de 8,8 mg/g, lo
cual coincide en lo reportado en la literatura donde se indica que las hojas contienen menor
cantidad de azadiractina que la semilla, mientras que no fue detectado este metabolito en la raiz
in vitro (Orozco y Rodriguez, 2007; Ospina, 2012).
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e Cultivos celulares en matraz

La produccién de azadiractina muestra proporcionalidad con el aumento de la biomasa de A.
indica cultivada en suspension celular a nivel de matraz, lo cual coincide con trabajos anteriores
realizados por Bedoya y Hoyos (2010); por lo cual se puede decir que la azadiractina es un
metabolito secundario asociado al crecimiento.

Este tipo de metabolitos, se acumulan de forman intracelular de manera proporcional a la
produccién de biomasa, incrementando su concentracidn en la fase exponencial de la cinética
de crecimiento. Este comportamiento se ha observado en lineas celulares, para la produccidn de
betalainas, carotenoides y azadiractina (Arias, 2009).

En esta investigacién se encontrd que la concentracién de azadiractina aumentd en la fase
exponencial del cultivo, alcanzando el punto maximo de produccién (15,58 mg/g) al dia 18, lo
cual coincide con el valor maximo de volumen celular sedimentado.

Para comparar los datos con investigaciones previas, se calculé la cantidad de azadiractina
producida por litro de cultivo, obteniéndose un valor maximo de 167,85mg/L.

Capataz et al, (2007) encontraron que las suspensiones celulares de A. indica tenia un
contenido promedio de azadiractina de 4,25 mg/L en condiciones de oscuridad (Capataz et al.,
2007).

De acuerdo con lo citado por Salazar (2012), en ensayos efectuados por Raval vy
colaboradores (2003) se realizaron dos etapas de cultivo, una para el crecimiento celular y otra
para la produccion de limonoides, y obtuvieron una produccion maxima de 4,5mg/L de Aza.

Por otra parte, Prakash y Srivaskava (2005) lograron rendimientos de 45mg/L de Aza
optimizando la concentracion de glucosa, nitréogeno y fosfato y éstos mismos autores, en el afio
2008, determinaron que el acido jasmdnico y el acido salicilico por separado eran capaces de
estimular la producciéon de azadiractina en cultivos de células en suspension de Azadirachta
indica.

Como se observa, en esta investigacidon, se presentd una concentracion importante de
azadiractina en suspensiones celulares, sin elicitar, por lo cual, la elicitacidon representa una
alternativa adicional para aumentar la produccidon de este compuesto en las suspensiones
celulares (Ospina 2012).

Algunos valores de produccidn de los compuestos reportados en suspensiones celulares a
nivel de matraz se observan en el cuadro 20.
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Cuadro 20. Produccion de azadiractina en suspensiones celulares de A. indica a nivel de
matraz, empleando diferentes variables

Biomasa
Variable Aza (mg/L Referencia
(&/L s
Agente permeabilizante - 10 Kuruvilla et al., 1999
Precursor: Acetato de Sodio - 64,94
Precursor: Esqualeno - 72,81 Balaji et al., 2003
Precursor: Isopentenil pirofosfato - 51,63
Medio optimizado 15,02 45 Prakash y Srivastava.
2005
Oscuridad 152C 20,2 27,4
Capataz, 2005
Luz 352C 24,6 4,4
Oscuridad 100rpm 10,71 167,85 CENIBiot, 2016

Datos marcados con rojo representan los resultados obtenidos en esta investigacidon. Fuente: Modificado de
Orozco y Monroy, 2007.

Los resultados obtenidos mostraron concentraciones muy superiores a las reportadas en la
literatura. Esto puede deberse al material genético que se trabajd, el cual fue colectado en
Bagaces, Costa Rica, asi como a variantes en el medio de cultivo. No existen reportes en la
literatura de suspensiones celulares de A. indica crecidas con el regulador de crecimiento TDZ ni
enriquecido con caseina hidrolizada.

e Cultivos celulares en biorreactor

La produccién de azadiractina en biorreactor, mostré proporcionalidad con respecto al
crecimiento en biomasa. En la fase estacionaria, se presentaron cantidades muy bajas de este
compuesto (0,42mg/g en el dia 3). Estos valores aumentan y al final de la cinética llega a
producirse 3,61 mg/g de azadiractina.

Al comparar la cantidad de azadiractina por litro de cultivo, tomando en cuenta la biomasa
producida por el sistema biorreactor tipo tanque agitado, se obtuvo una cantidad maxima del
compuesto de 42,13 mg/L de aza al dia 18, donde ya se empieza a notar un decrecimiento en la
biomasa. Este valor es comparable con el obtenido por Prakash y Srivastava (2006) quienes
emplearon el sistema de lote con agitacién de 125 rpm y un pH de 5,8, temperatura de 27°Cy
una aireacion de entre los 0,2 y 0,4 vvm, para regular el oxigeno disuelto a 30%. En el cuadro 21
se presenta la comparacion con los resultados obtenidos por otros autores, al cultivar células en
suspensidon de A. indica para la obtencion de azadiractina en biorreactores bajo diferentes
condiciones.
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Cuadro 21. Produccion de azadiractina en suspensiones celulares de A. indica a nivel de
matraz, empleando diferentes variables
Biomasa

Variable Aza (mg/L Referencia
(&/) (me/1)
Columna de burbujeo 17,8 81,3 Prakash y Srivastava.
2-4L 2005
Tanque agitado 3L 15,5 50
Lote 15,52 45 Prakash y Srivastava.
Lote alimentado 20,06 82 2006
Impulsor Setric 15,0 45 Prakash y Srivastava.
2006
Impulsor Centrifugo 18,7 71
Tanque agitado 120rpm y 0,3vvm 11,99 6,47
Tanque agitado 120 rpmy 12,80 6,71
0,1vvm
Bedoya y Hoyos,
Tanque agitado 180 rpmy 9,14 4,31 2010
0,3vvm
Tanque agitado 240 rpmy 0,3 5,22 0,83
vvm
Tanque agitado, Lote, propela 12,71 42,13 CENIBiot, 2016

marina. 100 rpm, 0,3vvm

Datos marcados con rojo representan los resultados obtenidos en esta investigacion. Fuente: Modificado de Orozco y Monroy,
2007.

Con respecto a los resultados obtenidos, se observd que el cultivo celular en biorreactor,
presentd una menor concentracidn de azadiractina comparado con las suspensiones celulares.
Esto puede estar relacionado con el estrés hidrodinamico, el cual puede afectar la produccién de
este compuesto ya que, de acuerdo con los datos obtenidos por Bedoya y Hoyos (2010), un
aumento en la velocidad de agitacién influye negativamente en la produccidn de azadiractina en
biorreactores.

Por otra parte, se ha propuesto que la formacion de agregados se relaciona con la
organizacidon y cierto grado de especializacion de las células, lo cual puede favorecer la
produccién de metabolitos secundarios, aunque en algunas ocasiones se ha determinado que la
produccién de estos compuestos es independiente del tamano de los agregados (Gupta e
Ibaraki, 2006).
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En este ensayo, se pudo visualizar tamanos de agregados mayores en suspensiones celulares
gue en biorreactor, por lo cual se considera este factor como una posible variable a considerar
posteriormente.
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VIl.  CONCLUSIONES

La adicion de caseina hidrolizada al medio de subcultivo de callo no tuvo influencia significativa
en el peso seco y peso fresco de los mismos.

Es posible obtener un 100% de desinfeccion de semilla procedente de campo mediante el uso de
desinfectantes de bajo costo, facil acceso y bajo impacto ambiental, tales como perdxido de
hidrégeno, etanol.e hipoclorito de sodio.

Se determiné que la extraccidn de limonoides empleando como solvente el metanol y el método
de agitacion con temperatura (50°C) es la mas efectiva de los métodos probados.

Se considera mas efectivo el uso de un medio M&S (1962) sin suplementos hormonales para la
multiplicacidn de plantas in vitro de A. indica, debido a que el uso de reguladores de crecimiento
en las concentraciones empleadas, mostré formacién de callo en los sitios de corte que
afectaron el desarrollo de las plantulas.

El enriquecimiento del medio de cultivo con 100mg/L de caseina hidrolizada favorece
significativamente la produccién de biomasa a nivel de matraz.

Las semillas de campo analizadas presentaron mayor concentracién de azadiractina que los
reportados en la literatura.

A nivel de matraz se alcanzé una biomasa seca maxima de 10,72g/L asi como una produccién de
azadiractina de 167,85mg/L. Esta concentracidén del compuesto es superior a los obtenidos por
otros autores.en investigaciones previas.

La concentraciéon de 42,13mg/L de azadiractina mediante el cultivo de células en bioreactor tipo
tanque agitado coincide con los valores obtenidos en investigaciones previas.
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VIIL. RECOMENDACIONES
Dados los altos porcentajes de desinfeccién de los frutos para la introduccién in vitro de
semillas, se recomienda optimizar el protocolo para reducir el impacto ambiental que ocasiona.
Podria evaluarse la reduccién o eliminacién de agroquimicos en el proceso.

Se recomienda repetir la cuantificacion de azadiractina en las muestras de semilla para
corroborar la alta concentracidn de este compuesto en las mismas.

Analizar los isémeros de Aza presentes en las muestras para caracterizar en detalle estos
limonoides y predecir con mayor exactitud sus usos potenciales, segun los reportes en la
literatura.

Al ser la azadiractina un metabolito asociado al crecimiento celular, se recomienda realizar
nuevos ensayos a nivel de biorreactor para aumentar la produccién de biomasa. Estos nuevos
ensayos pueden incluir la optimizacion de las condiciones asi como la implementacién del
sistema de lote alimentado (fed batch).

Se recomienda realizar pruebas de elicitaciéon a nivel de matraz y biorreactor para aumentar la
produccién de azadiractina en los mismos, por medio de elicitores quimicos o fisicos.

Realizar bioensayos para evaluar el efecto de los extractos de azadiractina provenientes de
campo y de material in vitro, sobre insectos plaga.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio de cultivo M&S (1962)

Compuesto Concentracion (mg/L)
Macronutrientes
(NH4), NO3 1650
MgS0,*7H,0 370
KNO; 1900
KH,POq, 170
CaCl, *2H,0 440
Micronutrientes

Hs;BO3 6,2
MnSO,*4 H,0 22,3
ZnSO,*7H,0 8,6
Na,MoO,* 2H,0 0,25

CuSO,*5 H,0 0,025

CoCI*6 H,0 0,025
KI 0,83

Vitaminas

Myo-Inositol 100
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Tiamina HCI 0,1
Glicina 2,0
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Anexo 2. Supuestos estadistico de las variables del tratamiento de multiplicacion

Numero de Brotes

Prueba de Normalidad

Homocedasticidad

Valor d Valor de p
Datos alordep .
Ryan Joiner Anderson Darling Cor"r\in%al:iapcll‘:snes Levene
Numero de Brotes <0,010 <0,005 0,028 0,091
, Residuos de <0,010 <0,005 ) -
numero de brotes
Datos
Transformados con <0,010 <0,005 0,818 0,887
Raiz Cuadrada
Residuos de datos <0,010 <0,005 ) R
transformados
Longitud
Prueba de Normalidad Homocedasticidad
Valor d Valor de p
Datos aordep
Kolmogorov . Anderson Comparaciones Levene
Smirnof Ryan Joiner Darling Multiples
Longitud <0,010 <0,010 <0,005 0,014 0,004
Residuos de <0,010 <0,010 <0,005 - -
longitud
Datos >0,150 >0,100 0,335 0,732 0,656
Transformados
con Johnson
Residuos de datos >0,150 >0,100 0,221 - -
transformados
con Johnson
Datos >0,150 >0,100 0,314 0,777 0,694
Transformados
con Box Cox
Residuos de datos >0,150 >0,100 >0,100 - -
transformados
con Box Cox
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Numero de nudos

Prueba de Normalidad Homocedasticidad
Valor d Valor de p
Datos alordep
. . Comparaciones L
R A Darl evene
yan Joiner nderson Darling Multiples
Numero de nudos <0,010 <0,005 0,000 0,000
lRe5|duos de <0,010 <0,005 ) -
numero de nudos
Datos >0,100 0,119 0,065
Transformados con <0,005
Raiz Cuadrada
Resi
esiduos de datos 0,045 0,989 ) -
transformados
Peso Fresco
Prueba de Normalidad Homocedasticidad
Valor d Valor de p
Datos alordep
Kolmogorov . Anderson Comparaciones L
R evene
Smirnof yan Joiner Darling Multiples
Peso Fresco <0,010 0,921 <0,005 0,014 0,000
Residuos de Peso <0,010 <0,010 <0,005 - -
Fresco
Datos
Transformados >0,150 >0,100 0,673 0,128 0,078
con Johnson
Residuos de datos
transformados >0,150 >0,100 0,576 - -
con Johnson
Datos
Transformados 0,074 >0,100 0,092 0,183 0,146
con Box Cox
Residuos de datos
transformados >0,150 >0,100 >0,100 - -
con Box Cox
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Peso Seco

Datos Prueba de Normalidad Homocedasticidad
Valor de p Valor de p
Kolmogorov Ryan Joiner Anderson Comparaciones Levene
Smirnof Darling Multiples

Peso Seco <0,010 <0,010 <0,005 0,745 0,577

Residuos de Peso <0,010 <0,010 <0,005 - -

Seco

Datos >0,150 >0,100 0,474 0,128 0,078

Transformados

con Johnson

Residuos de datos 0,133 >0,100 0,626 - -

transformados

con Johnson

Datos >0,150 >0,100 0,119 0,172 0,069

Transformados

con Box Cox

Residuos de datos 0,120 0,091 0,137 - -

transformados

con Box Cox
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VCS

Peso Seco

Anexo 3. Analisis Estadistico de medios de cultivo de suspensiones celulares

Boxplot of VCS
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Anexo 4. Curva de calibracion de azadiractina
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Anexo 5. Medicion de Volumen Celular Sedimentado y Peso Seco de cultivo en biorreactor en
fase exponencial
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