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RESUMEN

Debido a sus diversas formas de aprovechamiento tanto de tipo agroforestal como
industrial (obtencion de bioinsecticidas), el arbol de Nim (Azadirachta indica A. Juss.),
representa actualmente un recurso muy importante para su aprovechamiento en diversas
regiones de nuestro pais. Para ello, resulta prioritario el estudio de diversas estrategias
que permitan la obtencion y multiplicacion de plantas. Las respuestas organogenéticas in
vitro tanto de yemas axilares y apices, asi como la embriogénesis a partir del cultivo de
callos fueron evaluados. Se evaluo el numero y altura de brotes, empleando las
citocininas 2-isopentil amino purina (2ip), kinetina (K) y benziladenina (BA), con niveles
de 0.1 — 3.0 mg/l. La incorporacion de nitratos al 200% y sacarosa al 6% incremento la
altura de brotes, cuya multiplicacion se present6 al adicionar 250% de nitratos, y 9% de
sacarosa. La obtencion de estructuras embrionarias, desarrollo y germinacion de
embriones, se obtuvieron combinando al acido giberélico (AGs) con BA y estracto de
malta. El enraizamiento de brotes se obtuvo combinando la BA con el acido indolacético
(AIA) con niveles entre 0.1 y 3.0 mig/I .

Palabras claves: Nim, Azadirachta indica A. Juss.
propagacion in vitro.

embriogénesis, organogénesis,
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ABSTRACT

Due to its diverse ways of utilization such as agroforestry and industrial use (sourse of
bioinsecticides). The Neem tree (Azadirachta indica A. Juss.), represents an important
resource to be managed in different regions of our country. In order to do so, it is to
generate protocols forseedling strategies which production and massine multiplication of
selected genotypes. The organogenetic responses in vitro from both axillary buds and
apices as well as the embryogenesis from the cultura of callus were evaluated in this
study. Shoot number and height were evaluated using cytocinines 2-isopentyl amino
purine (2ip), kinetin (K) and benzyladenine (BA), with levels of 0.1 - 0.3 mg/l
incorporation of nitrates at 200% and sucrose at 6% increased shoot growth which were
induced by adding 250% of nitrates and 9% of sucrose to the culture medium.
Differentiate of embryonary structures and development of embryons were obtained by
mixing gibberellic acid (GA;) with BA and malt extract. Rooting of shoots was obtained
by combining indoleacetic acid (AIA) at levels between 0.1 and 3.0 mg/1 .

Key words: Neem, Azadirachta indica,embryogenesis,organogenesis, in vitro and
propagation.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

En las regiones aridas y en los tropicos secos son de los lugares en donde la pobreza llega
a limites intolerables y es por ello, que en éstas se debe trabajar con mas impetu y dirigir
mas proyectos hacia estos lugares con el fin de incrementar el nivel de vida de sus
habitantes.

En estas zonas se prefiere introducir especies de uso multiple, en la que los arboles juegan
un importante papel no solamente como abastecedor de alimento para el hombre, si no
también en la produccion de madera u otros productos. Con este propoésito se aconseja el
empleo de especies arboreas de rapido crecimiento, con follaje permanente y de valor
economico. Dentro de estas especies se encuentra el Nim (4Azadirachta indica A. Juss ),
puesto que a los 12 meses de plantado alcanza una altura de 2.00 metros y es un arbol
extremadamente valioso, no solo por su madera que es de buena calidad, sino por que
puede ser utilizado como barrera rompevientos, para restaurar los suelos pobres y
erosionados, por sus frutos y follaje del que se extraen variedad de sustancias (elementos
activos) para el control de plagas y enfermedades, entre otros multiples usos.

El uso eficaz del Nim como plaguicida natural ha llegado a muchos paises del mundo y
con €l la distribucion del arbol, que ahora puede encontrarse en casi todos los paises
tropicales del Asia, Africa, América Latina, Norte de Australia y América del Norte
(Hawai). Por su parte, los cientificos, los ambientalistas y las autoridades que se enfrentan
a los problemas de contaminacion provocados por los pesticidas que no son
biodegradables, a la necesidad de suministro de pesticidas para la agricultura y al mismo
tiempo tener que incrementar la produccion agricola para el abastecimiento de alimentos
de forma segura y ecologica; le estan otorgando una gran atencion a la multiplicacion de
esta especie.

De 2400 especies vegetales estudiadas por los cientificos en los ultimos afios para
averiguar las propiedades en el control de plagas, el Nim ha resultado ser la mas
prometedora. Por lo que el Nim significa una nueva opcion dentro de los sistemas de
produccioén en México, en el manejo integral de plagas, como insecticida natural, como
abastecedor de subproductos para la industria y arbol de reforestacion , lo cual hace
necesario realizar una difusion hacia los diversos sectores agricolas del pais sobre el
manejo y aprovechamiento de éste recurso.

En algunas regiones de nuestro pais se hace necesario incrementar o recuperar la
superficie forestal, para el abastecimiento de energéticos, para amortiguar la



sobreexplotacion de las selvas y bosques, y al mismo tiempo, disminuir los niveles de
erosion de los suelos dados por la falta de cobertura vegetal.

En México existen programas de apoyo para las plantaciones forestales, sin embargo, las
que se han hecho hasta la fecha, han sido solo para la extraccion de celulosa, sin importar
ningun otro aspecto de beneficio para las comunidades rurales.

La necesidad de plantas de Nim para plantaciones, estan limitadas por la baja viabilidad
de la semilla que dura apenas 15 dias y tienen un porcentaje de germinacioén aproximado
del 47%,; de las plantas que lograron germinar, el 20% muere en vivero, lo cual provoca
la falta de semilla o planta para realizar las plantaciones en superficies extensas, ademas
del poco conocimiento acerca del cultivo del arbol y sus requerimientos especificos
climaticos. Por lo anterior se hace necesario antes de realizar las plantaciones a gran
escala, efectuar ensayos y probar una cantidad de razas (procedencias) para lograr las
formas que mas se adapten a las condiciones de México.

Mediante la aplicacion de la biotecnologia es posible producir en el laboratorio
microorganismos o especies vegetales que realizan funciones especificas en la naturaleza.
Esta técnica es utilizada ampliamente en el sector industrial, pero hay coincidencia al
sefialar que es el sector agricola y forestal el mas favorecido por estas innovaciones
tecnologicas al afrontar posibilidades anteriormente insospechadas, como la prevencion
de enfermedades de las plantas sin la aplicacion de pesticidas, el mejoramiento genético
por medio de novedosas recombinaciones de genes que en la naturaleza no se pueden dar,
el incremento de la calidad de los derivados agricolas o la reduccion de la degradacion
ambiental.

Una de las areas de la biotecnologia es el cultivo in vitro; mediante esta técnica se puede
obtener gran cantidad de arboles de Nim para su propagacion. Con base en lo anterior, se
procedié a realizar este estudio tendiente a lograr una técnica en micropropagacion en
esta especie, con el fin de contar con un método que permita la propagacion masiva del
arbol del Nim.

Objetivo Principal

1.- Establecer las condiciones in vitro que permitan la obtencion y multiplicacion de
plantas de Azadirachta indica A. Juss. a partir de organogénesis y embriogénesis
somatica.

Objetivos Particulares

1.-Conocer mediante ensayos el porcentaje de germinacion de semillas de Nim.

2.-Establecer el cultivo aséptico in vitro del Nim.



3.- Evaluar los constituyentes del medio de cultivo MS y reguladores de crecimiento en la
obtencion, multiplicacion y enraizamiento de plantas a partir de cultivo in vifro de yemas
axilares y apices de tallo.

4 - Evaluar el efecto de reguladores de crecimiento que promuevan a partir del cultivo de
células la formacion de embriones somaticos.

5.- Evaluar las concentraciones de reguladores de crecimiento que permitan la
germinacion in vitro de semillas y embriones de Nim.



Capitulo 2

REVISION DE LITERATURA

2.1. EL ARBOL DEL NIM

2.1.1. Importancia y problematica

Los graves problemas que ocasionan al hombre y al ambiente el uso excesivo de
plaguicidas quimicos ha hecho que instituciones, tanto oficiales como privadas, se
interesen por conseguir alternativas de control que sean menos impactantes o inocuas
al ser humano y al ambiente (Shmutterer, 1990).

Azadirachta indica es potencialmente uno de los arboles mas valiosos de las zonas
aridas y de los tropicos secos. Puede crecer en suelos aridos deficientes de nutrientes
y es una fuente de lefia de rapido crecimiento. Ademas, proporciona muchos
subproductos comercialmente explotables y tiene cualidades beneficiosas desde el
punto de vista ecologico (Shmutterer, 1990).

El principal problema que se tiene para el abastecimiento de semilla o plantula de
Nim, es que sus semillas no mantienen la viabilidad por largo tiempo y tienen que
sembrarse a las 2 6 3 semanas de recolectadas. A pesar de que el arbol necesita luz,
las plantulas jovenes pueden sufrir si reciben una fuerte insolacion directa y por lo
tanto es deseable proporcionarles una sombra ligera durante el primer afio. Las
heladas y el fuego destruyen las plantulas (Geilfus,1989).

2.1.2. Origen y distribucion

El nombre genérico Nim, viene de la palabra persa que quiere decir: El arbol noble
(Keshava,1991). El arbol del Nim es originario de la parte tropical del suroeste
asiatico, especialmente de la India y Birmania, donde tiene siglos siendo utilizada
como especie medicinal y de ornato. Es considerado como una planta forestal que
crece rapidamente y es excepcionalmente resistente a la sequia. Ha sido promovido
por varias décadas por organizaciones internacionales como abastecedor de madera
y/o carbon en las zonas aridas de Asia, Africa y desde hace algun tiempo en América
Latina (Cruz, 1993). El Nim es nativo del subcontinente Indo-Pakistani; otros
atribuyen su origen a zonas secas de la India, Pakistan, Sri Lanka, Malasia, Indonesia,
Tailandia y Burna. En la India existen cerca de 25 millones de arboles. Se localiza en
un largo cinturén que se extiende hacia el sur desde Delhi y Lahore hasta Cabo
Camorin. En el sur de Asia se encuentran en Bangladesh y Burna (Ahmed y Grainge,
1986).

Ahmed y Grainge (1986) mencionan que en Africa el arbol del Nim se encuentra
distribuido en Nigeria y Sudan; también en la costa del Este, desde Etiopia, pasando
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por Somalia, Kenia, Tanzania y Mozambique; y en el Oeste de Africa, Mauritania,
Togo, Costa de Marfil y Camerun. Ha sido introducido a naciones del Caribe, en
Trinidad y Tobago, Jamaica, Surinam, Guayana y Barbados como planta medicinal
(Ahmed y Grainge, 1985).

Existen abundantes plantaciones en Guatemala, Bolivia, Ecuador, Honduras,
Argentina, Brasil, Cuba, Nicaragua, Repiblica Dominicana y en Haiti. De manera
experimental lo cultivan en Puerto Rico, Las Islas Virgenes, Florida, Oklahoma,
California, Arizona y ahora en México (Ahmed y Grainge, 1986).

Sus semillas y hojas se utilizan en la India y SrilLanka (Ceylan) para la lucha contra las
plagas. Ademas, en estos paises se extrae aceite de las semillas, que es utilizado para
la fabricacion de jabon. Ya sea el aceite de Nim prensado en frio, como también los
residuos de la extraccion de aceite pueden ser utilizados en la lucha contra las plagas.
También las hojas del arbol del Nim contienen insecticidas, aunque en concentracion
ligeramente menores (Leos y Salazar, 1991).

La India es el pais con el mayor nimero de arboles de esta especie, con 18 millones en
produccion. Se tiene conocimiento que en Arabia hay 50,000 arboles establecidos,
dos millones en Republica Dominicana y en México cerca de 5,000 arboles (Del Real
et al.,1995).

2.1.2.1. Proyectos de introduccion del Nim llevados a cabo en algunos paises

e Haiti

El arbol del Nim fue introducido como especie forestal para abastecimiento de madera
y se ha convertido en la especie mas comun que se produce internamente (Del Real ez
al., 1995).

e Republica Dominicana

Al inicio de la década de 1980 el Nim fue introducido como una especie prometedora
para fincas energéticas forestales y poco después por la agencia Alemana de
Cooperacion Técnica (GTZ) para fines de produccion de insecticida biologico
(Taveras, 1994).

e Venezuela

Se implanté un proyecto para el desarrollo sustentable y se creé un vivero para
producir mas de treinta y cinco mil plantas (Del Real ef al.,1995).

e México

En México se introdujo el arbol del Nim en 1987 por la Universidad de Nuevo Leon y
el Colegio de Posgraduados de Chapingo, con resultados muy limitados (264 y 100
arboles respectivamente (Rodriguez y Rodriguez, 1994).
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En 1992 Ecosta y Maderas del Pueblo A.C. inician un proyecto de introduccion,
consiguiendo un apoyo de la PROAFT A.C., logrando introducir 3500 arboles en la
costa de Oaxaca. Actualmente se tiene una superficie de 25 has. de Nim, en las cuales
se estan realizando ensayos de progenie, calidades de sitio y la evaluacion dasométrica
de las plantaciones, en el Municipio de Tututepec, Oaxaca.

2.1.3. Clasificacion taxonomica

Nombre Cientifico:

Azadirachta indica A. Juss

Sinénimos:

Melia indica Brand., Melia azadirachta L.

Nombre Comun:

Es conocido con diferentes nombres en el mundo (Jacobson, 1989):

Espaiiol : Nim Sanscrito : Nimba, Arsihtha
Ingles : Neem, Indian lilac Sindi : Nimi

Portugués : Margosa Sri Lanka : Kohomba
Aleman : Niembaum Farsa : Nib

Hindu : Nimb Malayo : Yeppa

Brufiese : Tamar, Tamarkha Singapur : Kohumba

Urdo : Nim Indonesia : Mindi

Tamil : Vembu Nigeria  : Dongoyaro

El arbol del Nim pertenece a la siguiente clasificacion taxonémica (Bailey, 1977):

Reino: Vegetal
Division: Embriofita
Subdivision: Angiosperma
Clase: Dicotiledoneas
Orden: Geraniales
Familia: Meliaceae
Género: Azadirachta
Especie: indica



Es un arbol siempre verde (Figura 1), es decir que no pierde sus hojas en ninguna
¢poca del afio, de una altura de 15-20 m, con una copa redondeada, con ramas
ampliamente extendidas; los cogollos u hojas jovenes son de color rojo cobrizo y
posteriormente se tornan a un verde obscuro. Desarrolla una raiz principal de rapido
crecimiento, clave para resistir la sequia; sus raices laterales pueden tener hasta 15 m
de longitud, se reporta que vive mas de 200 anos (Cruz, 1993).

Figura 1. Arbol del Nim de 2 afios de edad con una altura de 5 metros (Tututepec,
Oaxaca, 1997).

El arbol del Nim es de la familia de las meliaceas, pariente cercano del cedro, la caoba
y el paraiso (Rodriguez y Rodriguez, 1994).

7



2.1.4. Descripcion botanica
Hojas:

Hojas compuestas imparipinadas, alternas, de 12 a 40 cm de largo y de peciolos
largos; divididas de 7 a 17 segmentos con bordes aserrados de aproximadamente 7 cm
de largo cada uno y la hoja de aproximadamente 30 cm de largo (Keshava, 1991)

(Figura 2a).
Flores:

Las flores son blancas, amarillentas o de color crema, pequefias y se disponen a
manera de racimo (no apretados) de 20 cm de largo. La floracion se da por lo general
en diciembre - enero y la fructificacion se extiende desde febrero a marzo y dura hasta
agosto - septiembre (Figura 2b) (Vera, 1984) (Geilfus,1989).

Fruto y semilla:

Es una drupa elipsoidal con una semilla que mide 1.5 a 1.8 cm de largo, de color
verde, con una cubierta dura de color blanco y una cubierta camosa y dulce de color
amarillo a rojo segun la madurez. La semilla representa el 10 % del total del fruto
(Figura 2c y 2d) (Vera, 1984) (Geilfus, 1989).

Tronco:

El tronco es recto, café rojizo, con un centro blanco grisiceo y en un corte pueden
distinguirse los anillos de crecimiento. Su corteza presenta escamas redondeadas en
tonos grises (Keshava , 1991).

2.1.5. Requerimientos ambientales del Nim
Altitud

Crece normalmente en todas las zonas bajas tropicales, desde los 50 msnm hasta
aproximadamente los 1500 msnm (Geilfus, 1989).

Temperatura

Tiene un buen desarrollo a los 25°C, aunque puede resistir temperaturas extremas
desde 0°C hasta los 49° C, admite altas temperaturas pero es muy sensible al frio,
factor que se convierte en la principal limitante para establecer plantaciones en lugares
altos (Johnson,1993).

Es resistente a la sequia extrema y aridez, creciendo aun con 130 mm de precipitacion
anuales; el rango optimo es de 450-750 milimetros anuales (Vera, 1984). Sin
embargo, Del Real ef al. (1995) mencionan que el rango optimo de crecimiento se
encuentra entre 800 y 1800 mm anuales (Figura 3).
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Figura 2. El arbol del Nim y sus partes: A) Rama floreciendo y fructificando, B)
Flores, C) Frutos y D) semillas. Simmonds y Blaney, 1983 (A,C); Fagoonee, 1983
(B).



Humedad

Se puede dar en zonas humedas, si el suelo esta bien drenado y no muy acido; en este
caso seria preferiblemente utilizarlo para insecticida, porque para lefia y madera otras
especies de zonas humedas crecen mas rapido (Geilfus, 1989).

Suelo

Se desarrolla rapidamente y no demanda mucho de la fertilidad del suelo. El arbol del
Nim crece, por ende, en las mas variadas condiciones. Las cimas de las colinas y las
tierras yermas, como por ejemplo las laderas erosionadas son tan idoneas como las
llanuras pedregosas o suelo lateriticos (tierra roja) (Brechelt, 1993).

Puede considerarse de manera general que se desarrolla Optimamente en suelos
arenosos y profundos, con un pH minimo de cinco, ya que su hojarasca contribuye a
que la capa superficial del suelo alcance un pH neutro. Puede tolerar suelos alcalinos
y/o salinos, aunque Vera (1984) reporta un deficiente crecimiento del arbol. Es muy
sensible a suelos con mal drenaje, es decir que se inunden durante alguna temporada
del afio; es igualmente sensible en arenas secas profundas donde la capa freatica
durante la estacion seca se encuentre a mas de 18 m de profundidad, asi como en
suelos con bajos niveles de zinc y/o potasio.

Limite del | Crecimiento y|Ambito 6ptimo del|Crecimiento  y|Limite del
crecimiento |produccion de | crecimiento produccion  de | crecimiento
) frut})s reducidos | vegetativo/generativo | frutos redu{idos \

AN N AN / 7/ /
<300 500 precipitaciones 2000 2500
800 anuales 1800
(mm)
+4 (noche) +10 +20 tempgratura +27 + 40 + 49

(0
295 % 75- 95% arena suelo arcilla 45- 70 % arcilla
arena (porcentaje de arena 270%
30 % fina 0-0.2 mm)
piedras 50-75% arena arcilla
de25a45%
<18x1.38 3x3 distancia de
plantacion
(metros)
4x5 >27x7

Figura 3. Factores ecologicos para el desarrollo del Nim (Del Real ez al., 1995).
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2.1.6. Plagas, enfermedades y factores limitantes del Nim

2.1.6.1. Malezas
El Nim no tolera la competencia de pastos, principalmente en los primeros afios de

cultivo y necesita control cuidadoso de las malezas, especialmente en las zonas aridas
(National Academy Press, 1993).

2.1.6.2. Plagas y enfermedades

e Plagas

En Africa y Asia, donde se han hecho plantaciones extensas, empiezan a aparecer
algunos problemas con plagas como las siguientes (Jacobson, 1989):

Africa:

Aonidiella orientallis (Homoptera: Diaspididae)

Pinnaspis strachni (Homoptera: Diaspididae)

Acromyrmex sp. (Hormiga arriera) (Himenoptera: Formicidae)

Asia:

Aodoxophyes aurata
Helopeltis theivora (Hemiptera: pentatomidae)

Plagas como el escarabajo dentado de granos, Oryzaephilus surinamensis, puede
atacar las semillas viejas del Nim (Grossman, 1995).

En la actualidad, en las plantaciones de Nim en México no se tiene ningun problema
de plagas debido a que son plantaciones jovenes.

e Enfermedades
En las plantulas de semillero se presentan problemas como son diversas royas,

pudriciones y marchitamientos, incluyendo Sclerotium, Rhizoctonia y Fusarium
(National Academy Press, 1993).

2.1.7. Usos y aprovechamientos
Existen multiples usos del Nim, puesto que casi todas las partes del arbol se utilizan;

ademas de los usos que se citan a continuacion, existe la posibilidad de realizar
investigaciones y descubrir otros productos para ser utilizados (Jacobson, 1989):
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Insecticida Forrajes Ornamental

Nematicida Cortina rompeviento Sistemas agroforestales
Fungicida Cercos vivos Forestal

Bactericida Recuperador de suelo Energia

Medicina humana Maderable Anticonceptivo
Medicina veterinaria Lefia Valor cultural
Cosméticos Controlador de la erosion Carbon

Abono organico Sombra

2.1.7.1. Pesticida

El Nim contiene 49 sustancias activas y son tres las principales que son utilizadas para
el control de insectos (Figura4y 5):

e Azadirachtin: Inhibe el crecimiento y altera la metamorfosis, causa deformaciones y
esterilidad en los insectos. Se encuentra en las semillas ( Jacobson, 1989).

e Nimbin: Tiene efectos repelentes y antialimentarios en insectos; se encuentra en
semillas, corteza y madera ( Jacobson, 1989).

e Salanin. Es antialimentario, inhibe la formacion de quitina, es repelente y afecta la
comunicacion sexual de insectos. Se encuentra en las semillas (Jacobson, 1989).

Formulaciones de azadiractin tales como Benefit®, BioNim®, Margosan-O™, y
Azatin™ son etiquetadas como controladores de afidos, gusano soldado, orugas,
zancudos, escarabajos de la hoja del olmo, grillo de campo, saltamontes, polilla, larva
de los esfingidos, saltarilla, mosca de sierra de pino, gusano de abeto, mosca blanca en
terrenos abiertos, ornamentales, arboles y arbustos. El margosan-O ha sido registrado
para el uso contra la mosca blanca en crisantemos, minador de la hoja en abedules,
polilla en arboles de sombra y trips en gladiolas (NRC, 1992).

En programas de manejo integrado de plagas (MIP), aun si se usaran otros
fumigantes, se podria continuar con tratamientos de Nim para minimizar la
reinfestacion. Se aconseja el aceite de Nim prensado en frio, que requiere maquinaria
para producirse, ya que proporciona mejor control de plagas que los productos de
Nim producidos por procesos de vapor (Meisner ef al., 1976). '

2.1.7.1.1. Efectos sobre los insectos - plaga
Schmutterer (1987, 1988); Jotwani y Srivastava (1981), Duweke (1992) y National
Academy Press (1993) mencionan que en la semilla se encuentra el azadirachtin y

otras sustancias insecticidas y/o repelentes que causan los siguientes efectos en los
insectos ( anexo):
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Figura 4.Estructura molecular de: Azadirachtina, Nimbin y Salannin (Jacobson, 1989).
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Figura 5. Ingredientes activos de la semilla del Nim y sus efectos principales contra las
plagas de cultivos (Jacobson, 1989).
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e Regulacion hormonal del crecimiento en los insectos.

e Repelencia y antialimentacion.

e Reduccion de fecundidad y huevecillos estériles.

e Reduccion del comportamiento y de la actividad general.

¢ Inhibicion del desarrollo de huevecillos y pupas.

e Acelera la metamorfosis en varios estadios.

e Impide la oviposicion.

e Interrumpe la comunicacion sexual.

¢ Inhibe la formacion de quitina.

e Actua como veneno estomacal.

Schmutterer (1990) menciona que en los ensayos de laboratorio mas de 400 plagas se
mostraron susceptibles al Nim; sus efectos principales los causa sobre el desarrollo de
las larvas, la reduccion de la alimentacion, reproduccion y la pérdida de actividad. La
alteracion del desarrollo se debe principalmente a una escasez de la hormona ecdisona
que es la que promueve la muda y por lo cual el desarrollo no es posible.

Taveras (1994) sefiala que en la Republica Dominicana los efectos de los ingredientes
activos presentes en las semillas de Nim sobre los insectos plaga son muy variables.
Contra Chelimorfa rufipennis se ha comprobado un fuerte efecto repelente sobre
adultos y antialimento, asi como regulador del crecimiento en larvas. Sobre
Trialeurodes vaporiarum 'y Bemisia tabaci se ha observado un leve efecto repelente,
un moderado antialimentario y un fuerte efecto regulador del crecimiento.
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A continuacion se mencionan algunos ordenes de insectos que son plagas agricolas y
sus efectos al aplicar productos a base de Nim (Cuadro 1).

Cuadro 1. Plagas agricolas que son afectadas por los productos a base de Nim.

Orden | Efecto
Orthoptera: (defoliadores, grillos y | El efecto antialimentario es el mas importante, un
langostas) numero de especies rehusan comer las plantas

tratadas con Nim. Recientemente un nuevo efecto
descubierto es el de que las formas gregarinas se
tornan en formas solitarias.

Homoptera: (afidos,  psilidos, | Por ejemplo ninfas de defoliadores, presentan
mosquitas blancas y otros | considerables efectos antialimentarios y efectos
homopteros) reguladores del desarrollo. Aunque algunos reportes
mencionan que los afidos no son buenos candidatos
a ser controlados por el Nim.

Thysanoptera: ( trips) Es muy efectivo el Nim en los trips que estan
presentes en el suelo, a los adultos de trips los
obliga a salir de sus refugios en las plantas al
provocarles repelencia.

Coledptera:  (mayates, picudos, |Las larvas del género de los escarabajos
escarabajos) especialmente fitéfagos coccinélidos (escarabajo
mexicano de la haba y escarabajo del pepino) y
crisomélidos (escarabajo colorado de la papa entre
otros), rehusan comer plantas tratadas con Nim,
crecen poco y algunos mueren por contacto.
Lepiddptera:(mariposas, palomillas) | Las larvas de lepidopteros como gusano soldado,
barrenadores del fruto y barrenadores del maiz,
presentan una alta sensibilidad al Nim, el cual
bloquea la alimentaciéon aunque el efecto mas
importante es la interrupcion del crecimiento.
Diptera: (moscas y mosquitos) Muchas especies de insectos dipteros, como mosca
de la fruta, mosca de la cara, mosca del cuerno y
mosca domeéstica, por ejemplo, son susceptibles a
los productos del Nim; es posible que los mosquitos
sean susceptibles también.

Hymenoptera: (Avispas, Hormigas, en este grupo el Nim provoca antialimentacion y

abejas) tiene efectos reguladores del crecimiento en estados
inmaduros.
Fuente: National Academy Press (1993), Brechelt y Luz (1995) y Grainge
et al.(1985).

2.1.7.1.2. Efectos sobre otros organismos
e Nematodos

El Nim afecta a varios tipos de Nematodos (Cuadro 2) entre los cuales destacan las
siguientes especies: Meloidogyne incognita, Tylenchorynpus brassicas, Dityenchus
cype, Hoplolaimus indicus, Pratylenchus brachyurus, Pratylenchus delattrei
(Grainge ef al., 1985). En el Sur de la India se usa la pasta de Nim para el control de
¢éstos; anualmente se utilizan cerca de 3000 toneladas de Nim aplicadas al suelo
(National Academy Press, 1993).
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Cuadro 2. Nematodos que atacan cultivos de importancia agricola y que son
afectados por el Nim.

Nematodo de quiste en la soya Heterodera glycine
Nematodo de agalla Meloidogyne incognita
Nematodo de la raiz Meloidogyne javanica
Nematodo ‘ Pratylencus brachyurus
Nematodo Tylenchus filiformis

Fuente: Grainge ef al. (1988).
e Caracoles

En pruebas de laboratorio se ha observado que los extractos con etanol proveen
toxicidad para especies de caracoles acuaticos, como por ejemplo Biamphalaria
glabrata. Los extractos de Nim matan igualmente a los adultos como a los
huevecillos. En otro experimento en el cual se utilizo semilla de Nim en solucion
acuosa, se obtuvo un 100 % de mortalidad de Scabra sp.; este caracol es comun en
oriente y es vector de lesiones del pulmon (National Academy Press, 1993).

e Hongos

El Nim también ha demostrado actividad fungicida. Se reporta que el aceite de Nim
protegié semillas de chicharo de serias enfermedades fungosas ocasionadas por
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum y retrasd el
desarrollo de Fusarium oxysporum pero no lo control6. Por otro lado, la pasta de
Nim incorporada al suelo bloqued el desarrollo de Rhizoctonia solani (Cuadro 3)
(National Academy Press, 1993).

Cuadro 3. Hongos que atacan cultivos de importancia agricola y que son afectados

por el Nim.
Ahogamiento de las plantulas Sclerotium rolfsii
Costra negra de la papa Rhizoctonia solani
Marchitez en hortalizas Fusarium oxysporum
Marchitez del jitomate Fusarium lycopersici
Tizon foliar del frijol Alternaria tenuis

Fuente: National Academy Press (1993).

e Virus

El Nim ha demostrado mucha efectividad en la interferencia de la transmision de virus
a las plantas por insectos. Se han hecho ensayos de los efectos del Nim en contra de
insectos vectores. En Filipinas, plantaciones de arroz fueron asperjados con aceite de
Nim y se observé una considerable disminucion en la incidencia de dafios por virus
que afectan al arroz y son transmitidos por el saltador café (Nilapaverta lugens). En
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la India, con extractos de hojas de Nim redujeron la transmision del virus del mosaico
del tabaco; este virus causa también dafios considerables en varios cultivos de
hortalizas (National Academy Press, 1993).

e Acaros

El arbol del Nim es muy efectivo también para combatir los siguientes acaros que
atacan a diferentes cultivos agricolas (Cuadro 4):

Cuadro 4. Acaros que atacan cultivos de importancia agricola y que son afectados por

el Nim.
Araiia roja de los citricos Panonychus citri
Acaro Tetranychus citri
Acaro Tetranychus urticae

Fuente: Schmutterer (1988).

e Lombrices de tierra

En estudios de invernadero los polvos y semillas de Nim fueron incorporados en
macetas que contenian suelo con lombrices (Eisemia foetida); el nimero de lombrices
jovenes se incremento en 25 %. Por otro lado, en diferentes parcelas tratadas con
Nim, no se present6 diferencia en el numero de lombrices; sin embargo, el peso
promedio de las lombrices se incremento en dichas parcelas. Por lo que parece ser que
los productos de Nim favorecen a las lombrices de tierra, pero bajo ciertas
condiciones (Jacobson, 1989).

2.1.7.2. Medicinal

La corteza y las hojas pulverizadas pueden ser utilizadas como jabon durante los
bafios, elimina la dermatitis, sarna, sarampion, varicela, evita irritaciones de la piel,
espinillas, acné, calor y fiebres (National Academy Press, 1993).

Sirve para eliminar ectoparasitos; piojos, garrapatas, infecciones, llagas, ulceras y a la
vez sirve para la cicatrizacion. No permite la multiplicacion y proliferacion de los
microbios patogenos. La flora intestinal no se altera ni sufre por haber consumido el
extracto (Rodriguez y Rodriguez, 1994).

Fortalece el sistema cardiovascular, normaliza la tension arterial y pancreas
(espacialmente cuando la gente sufre de enfermedades degenerativas como diabetes
mellitus). Al consumir este extracto durante uno o dos meses sin ingerir dulces,
aumenta la vitalidad del individuo y con ello ningun insecto se acerca o pica. Es un
remedio preventivo para el control de la malaria (National Academy Press, 1993;
Hager, 1992).
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Accion anti-tuberculosis. El aceite de Nim inhibio el crecimiento de las tres cepas de
Mycobacteruim en una concentracion de 12.5 mg/ml. El aceite de Nim y el ninbidol en
concentraciones mas altas provocaron efectos parciales de inhibicion, mientras que el
nimbidin prolongo el periodo de supervivencia de ratones afectados con tuberculosis.
El efecto del Nim también abatio la hipersensibilidad en cerdos de Guinea sensibles a
la tuberculosis (Ketkar, 1985).

Accion anti-fungosa. El nimbidin, nimbidol y aceite de Nim son muy efectivos contra
varios hongos como:

e Tinea rubrum

e Trichophyton interdigitale
e Cocci dioides immitis

e Microsporum gysum
Aspergillus fumigatus

e Penicillium litacimun

e fusaruim nivale

estos productos se aplican a muy bajas concentraciones (Ketkar, 1985).

Efecto anti-protozoario. El nimbidin y el ninbidinato soédico destruyo a Paramaecium
candatum en 1/500 dilucion en un minuto. El Nimbidol demostré mas potencia que el
nimbindin a dosis de 25 mg por 100 g de agua suministrada oralmente, suprimiendo la
infeccion de Plasmodium gellinaecum en pollitos (Ketkar, 1985).

Efecto dermatologico. El nimbin es también efectivo contra varias enfermedades de la
piel, tales como la furuncolosis, dermatitis arsenical, eczema, rofia y dermatitis
seborreica. Las hojas secas son tratadas con alcohol al 70 %; evaporado el residuo
disuelto en glicol-propileno en una proporcion de 4:2.6 y la solucion se aplica
localmente (Ketkar, 1985).

Enfermedades dentales. Las gargaras y dentriticos de nimbidin son efectivos contra el
sangrado de las encias y la piorrea. Silvose T y Silvo TRS son extractos patentados de
la corteza del Nim. Cuando se agrego a la pasta dental produjo resultados notables en
la prevencion y curacion de la inflamacion de encias y la paradontoncia (Ketkar,
1985). Los brotes tiemos del Nim son usados por millones de personas en la India y
en Africa para prevenir la infeccion de enfermedades periodentales (Hager, 1992).

El aceite de Nim se incorpora en los aceites medicinales para el pelo. También se usa
para tratar reumatismo, fiebre, lepra y escrofula; la resina es demulcente y los frutos
purgativos. El Nim también se ha usado en tratamientos de hepatitis y enfermedades
de los ojos y se piensa que tiene propiedades antisifilicas. Se hierven los ingredientes
del follaje y/o corteza y se deja reposar. Se puede utilizar directamente el zumo de las
hojas sobre las heridas (National Academy Press, 1993).
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2.1.7.3. Anticonceptivo

Se esta estudiando las posibilidades de extraer de la semilla del Nim un
anticonceptivo; se ha encontrado que puede funcionar como un espermaticida, ya que
provoco inmovilidad a los espermatozoides de los conejos en estudios realizados de
reproduccion (National Academy Press, 1993). En otro estudio realizado en changos
y humanos, se utilizé aceite de Nim sin diluir antes del coito y resulto 100 % efectivo
(Amhed y Grainge 1985; 1986).

2.1.7.4. Medicina veterinaria

El aceite de Nim asi como el extracto acuoso de las semillas se utiliza para el control
de la garrapata y moscas del ganado; el extracto tiene un efecto repelente. También
sirve para controlar las pulgas y la sama en los perros (Cruz, 1993). Algunas
posibilidades de uso en el campo de la veterinaria son para el control de insectos, tales
como la mosca del cuemo, la mosca zumbadora, y la mosca picante. Asi como el
combate de bacterias como el Staphilococus aureus la cual causa mastitis en la vacas,
también la Salmonella bacterium que es abortiva en caballos, en ganado vacuno y
camero, También se pueden controlar lombrices intestinales del ganado (National
Academy Press, 1993).

2.1.7.5. Agricultura

En Sri Lanka, por ejemplo, el humo de las hojas de Nim se usa como fumigante
botanico. En Filipinas, extracto y polvos de la semilla del Nim se usan para el
tratamiento de granos de arroz (Jacobson, 1989).

Un problema general con los fumigantes es la reinfestacion después de la fumigacion.
Al respecto, el Nim ha probado ser mejor que cualquier otro fumigante. Por ejemplo,
en granos no fumigados hubo un doce porciento de infestacion de plagas, cinco a seis
porciento de infestacion con otros fumigantes y solo tres porciento de infestacion con
el fumigante de Nim, solo en ocho meses después de la fumigacion (Grossman,
1995).

2.1.7.6. Agroforestal

En combinacion con la agricultura, el Nim se puede usar de diversas maneras
(Johnson, 1993):

e Control de plagas: ademas de los productos extraidos, el Nim se siembra alrededor
de los cultivos para repeler plagas.
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e Asociaciones: es un arbol muy competitivo y dificil de intercalar con otros cultivos,
ya que termina desplazandolos; sin embargo, se han logrado avances en algodon,
frutales, mijo, forrajes, cacahuate, frijol y sorgo, siempre y cuando menos del 20 %
sean arboles del Nim.

e Tutor: ECOSTA' realiza pruebas para poder utilizar al Nim como tutor de
vainillales.

e Como no tira las hojas, el Nim proporciona excelentes resultados al usarse como
cortinas rompevientos y se planta para sombras en potreros.

2.1.7.7. Forraje

Las hojas verdes son utilizadas en la India como forraje para ganado en la estacion
seca; contiene 13-15 % de proteinas y de ellas el 50 % son digestibles. Un arbol
adulto puede producir 350 kilogramos al afio. La pasta puede darse a razon de 10 %
de la dieta de los bovinos, y 5 % de las gallinas; contiene de 12 a 17 % de proteina
cruda (Rodriguez , 1994).

2.1.7.8. Madera

La madera posee albura blanca-grisicea y duramen rojizo a café-rojizo, de grano
entrecruzado y textura mediana, aceitosa, con anillos de crecimiento facilmente
distinguibles. La madera se puede trabajar facilmente y es resistente a pudricion y
ataque de insectos (Jacobson, 1988).

El arbol del Nim esta emparentado con la caoba y el cedro rojo que pertenecen a la
familia de las Meliaceae y su madera se asemeja a la de la caoba cubana. Es resistente
a la pudricion y a los insectos (termitas) y es mas fuerte que la teca. Es excelente para
construccion, para postes y para confeccion de muebles. En Republica Dominicana
han demostrado que se obtienen buenos muebles a partir de arboles de 3 6 4 afios de
edad. En la ebanisteria las ramas son utilizadas para la fabricacion de utensilios de
cocina o artesanias (Vera, 1994).

2.1.7.9. Leia

El Nim se ha usado para lefia en la India y Africa desde hace mucho tiempo. Se ha
convertido en la especie mas importante para plantaciones en el Norte de Nigeria. El
valor calorifico de la madera es ligeramente menor que el del carbén de Enugu, en
Nigeria. La madera es relativamente pesada, tiene un peso especifico entre 0.56 y
0.85 (promedio de 0.68) (Geilfus, 1989).

! ECOSTA: Organizacién no Gubernamental, ubicada en el Municipio de Tututepec, Oaxaca.
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El arbol desarrolla primero sus raices antes de crecer en altura. Puede alcanzar de
cuatro a siete metros de altura a los tres afios; para lefia se explota en rotaciones de
ocho afios y produce alrededor de 20 metros cubicos por hectarea por afio. Después
retofia muy rapido y puede ser cortado a los tres o cuatro afios (Vera, 1994).

2.1.7.10. Energia

Las semillas de esta especie contienen hasta el 40 % de aceite, el cual se utiliza como
combustible en lamparas y como lubricantes para maquinaria. Se cree que la pulpa
que rodea a la semilla es un substrato prometedor para la produccion de gas metano
(Vera, 1994).

2.1.7.11. Abono organico

El Nim puede ser utilizado como un excelente abono organico, ya que las raices del
arbol son capaces de extraer nutrientes de las capas del suelo mas profundas y
ponerlos a disposicion en las capas superficiales a través de sus hojas, ricas
principalmente en calcio y magnesio. Ademas, la pasta que se deriva de la extraccion
del aceite puede ser utilizada para las plantas en el jardin o en el huerto (National
Academy Press, 1993).

e Fertilizantes

La pasta y los polvos de Nim representan un considerable potencial como fertilizante;
la pasta esta constituida de los siguientes elementos:

Proteinas crudas 13-35 %
Carbohidratos 26-50 %
Fibra cruda 8-26 %
Grasas 2-13 %
Cenizas 5-18 %
Acidos grasos 1-17 %

Fuente: National Academy Press (1993).

2.1.7.12. Industrial

El aceite de Nim se considera como el producto comercial mas importante; el
rendimiento de aceite es hasta del 50 % del peso de la semilla. Este aceite es muy
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usado en lamparas, jabones y otros productos . Se caracteriza por ser generalmente
amargo, oscuro y oloroso (Ahmed y Grainge, 1986).

Ademas de las sustancias activas insecticidas de las semillas prensadas se puede
obtener el aceite de Nim; para esto, 30 kg de semillas de Nim producen de 6 a 8 kg de
aceite. Las pastas de las prensas resultantes pueden utilizarse para la elaboracion de
un insecticida, al igual que los granos enteros de Nim (National Academy Press,
1993).

Jabones: la India provee el aceite que hoy en dia es el mas usado para la manufactura
de jabones, tanto a grande como a pequeiia escala debido a su bajo costo (Ahmed y
Grainge, 1986).

Cosméticos: en la fabricacion de cosméticos es muy util el Nim. Los polvos se utilizan
como componente de cremas faciales. El aceite de Nim purificado es utilizado en la
elaboracion de barniz de uiias y otros cosméticos (Ahmed y Grainge, 1986).

2.1.7.13. Ecolégico

A nivel ecoldgico el Nim es utilizado en muchos paises para resolver diversos
problemas como son los siguientes (Geilfus, 1989):

Recuperador de suelo
Retencion de agua
Proteccion contra la erosion
Reforestacion

Cortina rompevientos
Sombra

Por su rapido crecimiento y denso follaje durante todo el afio es utilizado en muchos
lugares para reforestacion y sombra en avenidas y alrededor de los terrenos como
cortina rompevientos, esto debido a las caracteristicas de follaje y hojas. Ademas se
utiliza como cercos vivos por su capacidad de rapido crecimiento y de troncos erectos
(Vera, 1994).

Por su capacidad de poder crecer en zonas con pendientes, ha permitido su utilizacion
para evitar la erosion de los suelos y por su caracteristica de extraer nutrientes de las
capas profundas hacen del Nim un buen recuperador de suelos (Hager, 1992).

2.1.7.14. Cultural

Las hojas jovenes son comestibles. En la India el primer dia del afio se hace un ayuno
total y solamente se toma té de Nim. Incluso el comer hojas es parte de la celebracion
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del festival Gudhi Padwa el dia primero de Chaitra (calendario Hindu). Lo primero
que hacen los Hindus al levantarse es lavarse los dientes, venerar al sol y comer hojas
de Nim para purificar la sangre. En muchas comunidades Hindus, el Nim ocupa un
lugar muy importante en los eventos socioculturales y religiosos. El té de hojas de
Nim también es tomado al despertarse en forma rutinaria por algunas personas en la
India para prevenir enfermedades. Este té lo preparan dejando agua con hojas durante
toda la noche (Ahmed y Grainge, 1986).

2.1.7.15. Toxicidad

Radwanski y Wickens (1981) mencionan que uno de los atributos mas importantes del
aceite de Nim como un insecticida es su efectividad y la no toxicidad hacia el hombre
y los animales, ademas de que no significa un riesgo de contaminacion para el
ambiente. Se ha reportado toxicidad del aceite de Nim sobre cerdos de Guinea y
conejos. En peces insectivoros hasta 0.04 % de extracto de Nim les resulta toxico
(Sadre,et al., 1984; Jotwani y Srivastava, 1981).

Well (citado por Benge, 1988) reporta que la ingestion de semillas por el pez de
charco en Haiti resulta fatal para peces de tilapia; por lo cual se hace necesario
efectuar estudios sistematicos de toxicologia.

Cuando en el sitio de preparacion del aceite o pasta, en el manejo de semillas en el
almacén, se deterioran y son infestadas por Aspergillus flavus, en ciertas condiciones
y se producen aflatoxinas (Pereira y Wohlgemuth, 1982).

2.1.8. Perspectivas del Nim en México

El arbol del Nim como se vio anteriormente es una especie que se adapta a las
condiciones de los climas secos. En nuestro pais estos climas abarcan mas del 50 %
del territorio mexicano predominando, sobre todo, en la mitad septentrional, y en
particular, en el altiplano, en las planicies costeras Noroccidental y Nororiental y en
Baja California. También se presentan pequeiios enclaves en la Depresion del Balsas,
en Oaxaca, en el extremo Noroeste de Yucatan y en algunas otras partes. El tipo de
clima seco desértico predomina en la peninsula de Baja California, en la mitad
occidental de Sonora y ocupa grandes extensiones de Chihuahua, Coahuila, Durango
y Zacatecas (Figura 5)(Rzedowski, 1994).

El arbol de Nim representa una alternativa de desarrollo en estas regiones del pais, ya
que su potencial de usos es variado y se adapta de manera adecuada a estas regiones.

Las semillas del arbol del Nim significan una nueva opcion dentro de los sistemas de

produccion agroforestal en México, en el manejo integral de plagas, como insecticida
natural y arbol de reforestacion entre otros usos.
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Figura 6 . Climas de México (INEGI, 1997).

2.1.9. Propagacion

El Nim es propagado tanto vegetativa como sexualmente. Puede ser cultivado
utilizando semilla, planta de semillero y acodos. Se puede plantar directamente en el
terreno definitivo ( National Academy Press, 1993).

2.1.9.1. Sexual

Las semillas deben de ser colectadas cuando alcanzan su madurez, lo que ocurre entre
los meses de mayo y junio; la semilla pierde rapidamente su viabilidad y debe de
sembrarse en las dos semanas siguientes a su recoleccion. Es posible mantener un
poder germinativo hasta por doce semanas conservando la semilla en recipientes a 6
0 7°C (Garza, 1987, CATIE, 1986). Las semillas una vez sembradas tardan tres
semanas en germinar; para una correcta germinacion se recomienda la escarificacion
de las semillas, con lo que se puede lograr una germinacion de hasta el 47 %
(Jacobson, 1989).

Se ha reportado que el porcentaje de germinacion declina rapidamente durante el
almacenamiento. Sin embargo, Jacobson (1989) cit6 al Doctor Tompsell que congelo
semillas a las que les bajo su contenido de humedad a 8 % y asi permanecieron viables
por dos afios.

Sin embargo, Ezumah (citado por Jacobson, 1989) concluyé que las semillas de Nim
no requieren un periodo de postmaduracion. Menciona que el secado al sol no tiene
efectos adversos sobre la viabilidad y parece ser preferible al secado por aire seco
para llevar la humedad de la semilla al 10 % o menos antes del almacenamiento. El
almacenamiento en frio tiene efectos adversos sobre la germinacion y longevidad de la
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semilla; las semillas almacenadas de 20 a 28° C retienen la viabilidad por 16 semanas,
mientras que la viabilidad dura solamente 12 semanas en almacenamiento en frio, a
temperaturas de 6 a 7° C.

La produccion de semillas secas de un arbol de Nim es de cinco kg aproximadamente,
alcanza su primera produccion significativa a los tres o cuatro afios de edad. Para el
quinto afio puede producir hasta 8 kg y en su etapa adulta mantiene un promedio de
10-15 kg anuales. No obstante, se han cuantificado producciones hasta de 30 kg/afio
(National Academy Press, 1993).

Un kilogramo de semillas de Nim contienen de 4, 400 a 6, 300 semillas, que no se
pueden almacenar por mas de tres meses; se recolectan de frutos maduros que se
secan al sol (Geilfus, 1989).

Los arboles del Nim por lo general dan frutos una vez al afio y son faciles de
cosechar, con solo sacudir el arbol. En la pulpa se encuentra un grano de 1.5 cm de
largo, que contiene una o dos semillas de color marron (Figura 2d). La pulpa debe
separarse lo mas rapidamente posible (National Academy Press, 1993).

Ya que los granos secos también pueden enmoherse durante el almacenamiento,
deben guardarse solo en recipientes cerrados, tales como sacos de yute o cestos. Por
el contrario, los recipientes tales como sacos plasticos o cubetas no son adecuados
(Benge, 1988).

Las semillas pueden sembrarse en el sitio si hay suficiente humedad y sombra
provisional; por ejemplo, intercalado con cultivos, en bolsas o en canteros para
seudoestacas de 20 cm (National Academy Press,1993).

La germinacion se da aproximadamente a los 25 dias; las plantas en bolsas pueden
estar listas en tres meses; las seudoestacas en seis meses a un afio (Fagoonee, 1983;
National Academy Press, 1993).

2.1.9.2. Asexual

2.1.9.2.1. Propagacion vegetativa tradicional

En la propagacion vegetativa, CATIE (1986) menciona la propagacion por
pseudoestacas, requiriendo periodos de 1 afio para un enraizamiento adecuado. En
Tanzania, estacas tratadas con AIB y ANA en una pasta de lanolina al 0.1 %
presentaron un desarrollo radicular satisfactorio (Jacobson, 1989); sin embargo, en
pruebas realizadas en México bajo invernadero por ECOSTA, encontraron que el
enraizamiento es sumamente lento e ineficiente (menos del 5 %) al emplear Radix a
5,000 y 10,000 ppm.
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2.1.9.2.2. Cultivo de tejidos

El uso de cultivo de tejidos para la produccion de plantas del Nim para la
reforestacion tiene mucha demanda, debido a la relativa facilidad de produccion de
plantulas (Benge, 1988).

Schultz (1983) menciona que existen dos razones para aplicar la metodologia de
cultivo de tejidos en la investigacion del Nim:

1. Para obtener generacion de organos y regeneracion de plantas, debido a la rapidez
de la pérdida de viabilidad de semillas de Nim.

2. Para estimular la investigacion biotecnologica de los insecticidas contenidos en las
plantas, incluyendo los triterpenoides y las azadirachtinas, las cuales son muy
dificiles de sintetizar.

2.2. IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA

La biotecnologia se define, desde el punto de vista industrial como el conjunto de
tecnologias nuevas y tradicionales que involucran la aplicacion de los procesos de los
sistemas biologicos y/o las capacidades metabolicas de los seres vivos, en la
produccion de los bienes y servicios que repercuten en una mejoria de la calidad de
vida del hombre, en sectores tales como la agricultura, el medio ambiente y las
industrias farmacéutica, de los alimentos y quimica (Pefia et al.,1997).

Dentro del campo de la biotecnologia vegetal, los avances recientes en el
conocimiento de algunos de los genes, asi como el funcionamiento bioquimico y
fisiologico de las plantas, han abierto areas relevantes aplicadas a la obtencion de
variedades vegetales con mayor adaptabilidad a su ambiente, productividad y
resistencia a plagas o enfermedades (Robert y Loyola, 1985).

Se reconoce que la biotecnologia aplicada a las plantas comprende dos grupos de
técnicas que son de alguna forma interdependientes: el cultivo de tejidos y la
ingenieria genética o tecnologia del ADN recombinante (ADNr). Estos dos grupos de
técnicas tienen como fin, en su mas amplia expresion, el mejoramiento de las plantas
cultivadas (Pefia ez al, 1997).

Como ejemplos, existe una creciente lista de especies que han sido transformadas por
medio de la ingenieria genética, incorporandoles genes especificos de otros
organismos para hacerlas mas eficientes en caracteristicas tales como la resistencia a
hongos, bacterias, insectos y virus. También se han mejorado para resistir altas y bajas
temperaturas, herbicidas, salinidad y otros factores que limitan su produccion. Entre
las especies transformadas destacan: arroz, trigo, papa, tomate, algodon, esparrago,
alfalfa, zanahoria, calabaza, lenteja, lechuga, pera, chicharo, girasol, brasica, petunia,
nochebuena, rosal y gerbera entre otros (Villalobos, 1995).

26



La produccion agricola, y consecuentemente la disponibilidad de alimentos en general,
se espera que debera incrementarse a través del uso directo de la biotecnologia y el
mejoramiento genético; sin embargo, la ruta que desemboca en el acceso de los
agricultores a las plantas mejoradas por medio de la ingenieria genética se orienta casi
exclusivamente hacia cultivos de alta importancia socioeconomica para los paises en
desarrollo, pero con poca importancia para los mercados internacionales; no aparecen
en la lista de las prioridades de las compaiiias lideres en biotecnologia, tal es el caso
de la yuca, el camote, el platano, y otras. Ante esta situacion, la investigacion
orientada a mejorar éstas y otras especies por medio de la biotecnologia, tendra que
hacerse en tales paises. Una seria limitacion es que el nivel de la investigacion y uso de
la biotecnologia en los paises en desarrollo, es generalmente muy inferior a los
estandares necesarios y se requiere contar con una estrategia que gradualmente
permita el acceso a las biotecnologias apropiadas (Villallobos, 1995).

2.2.1. CULTIVO DE TEJIDOS

El cultivo in vitro de células y oOrganos de vegetales es una de la ramas de la
biotecnologia de la que México y otros paises del tercer mundo podrian obtener
grandes beneficios a corto y a largo plazo. En México el empleo de estas técnicas en
aplicaciones agricolas y forestales es muy importante en los siguientes aspectos
(Robert y Loyola, 1985):

1. Propagacion masiva de especies de importancia econdmica o social.

2. Obtencion de compuestos de importancia industrial a través de cultivos celulares.
3. Embriogénesis somatica y estudios de diferenciacion celular.

4. La preservacion de germoplasma agronomico y forestal.

5. El mejoramiento genético.

Estos aspectos podrian ayudar a la solucion de muchos problemas, entre los que se
pueden mencionar: la disminucion de la variabilidad genética tanto de especies
cultivadas como forestales; el desplazamiento de variedades tradicionales debido a la
introduccion de variedades de alta productividad, la destruccion de los ecosistemas
por sobreexplotacion y la alta contaminacion producida por agentes quimicos. Como
consecuencia de lo anteriormente mencionado, en la actualidad es imprescindible la
preservacion de especies en peligro de extincion, lograr una alta produccion en poco
espacio y en el menor tiempo posible, la produccion de especies resistentes y de alta
calidad (Robert y Loyola, 1985).

La generacion de gran cantidad de planta, a través de ciclos relativamente cortos, bajo
condiciones controladas y asépticas, con caracteristicas superiores, como por ejemplo:
alta produccion, resistencia a plagas y condiciones ambientales adversas o bien, la
produccion de alguna sustancia especifica, son algunos de los objetivos que se
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persiguen al trabajar con esta técnica, también conocida como micropropagacion o
propagacion clonal (Hurtado y Merino, 1988).

2.2.1.1. Etapas del cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos comprende basicamente de cuatro etapas (Figura 7) (Hurtado y
Merino, 1988; Thorpe, 1994 ):

a) Obtencion del explante libre de patdgenos

Explante o indculo: se le conoce a la planta o parte de la planta o semilla que se va a
utilizar para la investigacion. Este explante debe pasar por una serie de técnicas de
desinfeccion (agua, cloro, alcohol, cloruro de mercurio etc.), ya que el explante al
estar en contacto con el medio ambiente esta contaminado de microorganismos
patogenos como son; bacterias, hongos, virus, etc. que tenemos que eliminar para
poder aplicar las siguientes etapas de la propagacion in vitro.

b) Muiltiplicacion

Una vez establecido el cultivo en condiciones asépticas, se evalia el efecto de los
diferentes componentes del medio de cultivo, asi como de las condiciones de
incubacion (fotoperiodo, temperatura, humedad , etc.). Uno de los factores que mayor
influencia tiene sobre el tipo de respuesta de las plantas en cultivo, son los reguladores
de crecimiento vegetal, también conocidos como fitohormonas.

¢) Enraizamiento

Al igual que en la etapa de multiplicacion es importante evaluar las diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento y encontrar que medio de cultivo es el
que nos da mejor calidad de raices. ya que dependiendo de la calidad de las raices se
va a obtener un mejor desarrollo de la planta.

d) Aclimatacion

Finalmente es necesario que el desarrollo de todos los procesos anteriormente
descritos, se vean apoyados mediante la implementacion de tecnologias que permitan
la transferencia de las plantas crecidas bajo condiciones de medio de cultivo in vitro
hacia suelo; esto se realiza en invernadero bajo sistemas de nebulizacion, ventiladores,
paredes humedas, temperaturas y riego por goteo. Las condiciones a las que se
aclimataran las plantas son a las que seran expuestas en campo.

2.2.1.2 Reguladores de crecimiento vegetal

El término regulador del crecimiento vegetal define a los compuestos organicos
distintos de los nutrientes, que en pequefias cantidades estimulan, inhiben o modifican
de algin modo cualquier proceso fisiologico en las plantas (Devlin, 1980).
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Figura 7. Etapas de la propagacion in vitro (Espinoza et al., 1986).

(a) Obtencidn del explante (esquejes) libre de patogenos
(b) Multiplicacion

(c) Enraizamiento

(d) Aclimatacion de plantulas derivadas de material in vitro
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El crecimiento de las plantas es un proceso dinamico y complejo que esta
rigurosamente controlado. Los reguladores de crecimiento juegan un papel importante
en el control del crecimiento vegetal, no unicamente dentro de las plantas como un
universo, sino también a nivel de organo, tejido y célula, puesto que actualmente se
reconoce que la mayor parte de la actividad fisiologica de las plantas esta medida por
estos compuestos, los cuales son sustancias mensajeras, que la mayoria de las veces
son activas en concentraciones muy pequeiias. Aunque los lugares de sintesis y accion
de los reguladores de crecimiento generalmente son distintos, en algunos casos son
activos en el mismo sitio de formacion (Hess, 1980).

Actualmente se reconocen 5 tipos basicos de sistemas quimicos de reguladores de
crecimiento vegetal, clasificados en tres grupos principalmente (Leopold y
. Kriedemann, 1975):

1. Promotores de crecimiento: auxinas, citocininas y giberelinas
2. Inhibidores de crecimiento: acido abscisico
3. Etileno

e Auxina

El nombre de auxina (del griego auxein, crecer) fue dado a la sustancia reguladora del
crecimiento producida en el apice del coledptilo de avena. Sin embargo, en la
actualidad se sabe que las auxinas estan universalmente presentes en las plantas
superiores (Wareing y Phillips, 1973, citado por Hurtado y Merino, 1988).

De forma natural, las concentraciones mas altas de auxinas se encuentran en los apices
de crecimiento (apices del coledptilo, yemas y apices de crecimiento de las hojas); sin
embargo, también se encuentran auxinas ampliamente distribuidas por la planta, sin
duda provenientes de las regiones meristematicas (Devlin, 1980).

En general, en las plantas los reguladores de crecimiento se desplazan desde su lugar
de sintesis con cierta direccion y determinada velocidad. Asi, la traslocacion de las
auxinas desde sus puntos principales de sintesis que son los meristemos apicales,
basicamente es hacia abajo (basipétalo); esta polaridad de transporte se mantiene aun
si el tallo es cortado y cambiado de direccion (Bidwell, 1979). Se dice que el
transporte basicamente es basipétalo, debido a que se desconoce el transporte
auxinico acropétalo; la conduccion de las auxinas en los tejidos vegetales tienen lugar
a velocidades suficientemente altas como para que el proceso de difusion sea su
principal método de transporte. Asi mismo, las auxinas pueden circular en contra de
un gradiente de concentracion, por lo que se ha pensado que este transporte puede ser
regulado hasta cierto punto por el metabolismo de la célula, es decir, que en el
interviene la energia metabdlica, por lo que la circulacion de la auxina en la planta
tiene lugar de dos modos distintos: uno que depende de la energia metabolica y el
otro que se realiza a favor de la difusion simple, siendo éste ultimo el que se lleva a
cabo en condiciones anaerobicas (Devlin, 1980).
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Las auxinas participan ampliamente en la organizacion de los procesos vegetales,
incluyendo la regulacion de las proporciones del crecimiento diferencial y la
regulacién de fenémenos de diferenciacion, los cuales son estimulados o inhibidos
segun la concentracion auxinica presente en la célula o estructura vegetal. Hasta la
fecha se ha ido acumulando una enorme cantidad de datos sobre los afectos auxinicos
en las plantas, encontrandose que éstos son muchos y muy variados siendo los
principales que afectan el alargamiento y division celular, la formacion de brotes,
raices, tejido calloso, respiracion, abscision, partenocarpia, dominancia apical y
embriogénesis (Bidwell, 1979).

¢ Citocininas

El nombre genérico de las citocininas es empleado para aquellas sustancias quimicas
que puedan estimular principalmente la division celular o citocinesis. Para que suceda
la division celular debe de presentarse una cadena de hechos (sintesis de ADN, mitosis
y citocinesis) en los cuales la presencia de las citocininas es necesaria para la mitosis;
ademas, si la citocinina esta presente en concentraciones elevadas puede volverse
limitante, por lo menos en uno de los tres etapas necesarias para la division celular
(Devlin, 1980).

En general, las citocininas estan ampliamente difundidas en la plantas no solamente
ligadas al ARN sino también en forma libre, aunque hasta la fecha es muy escasa la
informacion sobre la cantidad de citocininas que se presentan normalmente en las
plantas, y de la dinamica de éstas durante el crecimiento, desarrollo, senescencia y
muerte (Hurtado y Merino, 1988).

La induccién in vitro de drganos por las citocininas esta encaminado a la formacion
de yemas, las cuales son obtenidas en base a una proporcion citocininica alta con
respecto a las auxinas. Como sabemos, el papel de las citocininas en el crecimiento de
las raices es extremadamente limitado. El tratamiento de secciones de raiz en cultivo,
con una citocinina combinada con una auxina da como resultado una estimulacion de
la division celular. Lo anterior, sin embargo, normalmente no conduce a un
incremento en la elongacion de la raiz pero si a una estimulacioén de la division de las
células que estan destinadas a diferenciarse en tejidos vasculares (Hurtado y Merino,
1988).

e Giberelinas

La primera giberelina purificada y estructuralmente identificada fue el acido giberélico
(GA;), posteriormente se han aislado todas las demas, tanto de plantas superiores
como de hongos, estando mas ampliamente difundidas en la naturaleza la GA,, GAz y
GA,. Las giberelinas han sido detectadas en gran variedad de partes vegetales por lo
que parecen estar sintetizadas en muchas partes de las plantas, pero mas
especificamente en areas de crecimiento activo como embriones, tejidos en desarrollo
o meristemos. La cantidad de GA presente en la planta es mucho mayor en la
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proximidad del 4pice del tallo, lo que indica que las giberelinas son suministradas
principalmente por el apice mas que por otra estructura de la planta (Devlin, 1980).
Las giberelinas presentan un aspecto de actividad biologica muy variado, con un papel
regulatorio principal en el crecimiento, pues pueden producir una elongacion
extraordinaria en enanos genéticos, fenomeno que puede ser atribuible a la
estimulacion de la division y al alargamiento celular. Ademas tienen muchos efectos
regulatorios en el desarrollo vegetal debido a que son las responsables de la hidrolisis
de las reservas de almidon en el endospermo durante la germinacion de la semillas.
Con un tratamiento de GA generalmente se induce la maduracion de los frutos, la
senescencia y dominancia de las yemas (Bidwell, 1979).

2.2.1.3. Totipotencia celular

Haberlandt propuso en 1902 que todas las células vegetales aun las mas maduras y
diferenciadas, tenian la capacidad de formar plantas completas (Bhojwani y Razdan,
1983; Litz y Jarret, 1987) y predijo que esa habilidad se podria demostrar en cultivos
~ de células. Esta teoria fue confirmada por Reinert en 1958 al introducir embriones
somaticos y regenerarse plantas in vitro a partir de callos derivados de apices
radiculares de zanahoria (Litz y Jarret, 1987).

Para que una célula exprese su totipotencia, primeramente sufre una desdiferenciacion
(reversion hacia el estado meristematico y formacion de callo), seguida de una
rediferenciacion (habilidad de los componentes celulares de formar 6rganos o plantas
completas); capacidad que se mantiene mientras las células dispongan de un sistema
membranal intacto y un nucleo viable (Bhojwani y Razdan, 1983).

e Formacion de callo

Un callo es una masa amorfa de células parenquimatosas acomodadas en forma suelta
y que tienen su origen en células que proliferan del tejido parental (Dodds y Roberts,
1984). El desarrollo de callo a partir de un fragmento de tejido vegetal se divide en
tres etapas: induccion, division o proliferacion y diferenciacion (Aitchison ef al.,
1977).

La induccion del callo ocurre cuando el indculo se pone en contacto con un medio
nutritivo capaz de estimular y mantener la division celular. Durante esta fase, el
metabolismo es activo, aunque el tamafio de las células permanece constante; en
cambio, la division es una fase de sintesis activa y se caracteriza por una disminucion
en el tamafio celular, etapa en que ocurre la desdiferenciacion (Aichinson et al.,
1977).

Desde un punto de vista funcional, la caracteristica mas importante de un callo es que
éste es capaz de desarrollar brotes, raices o embriones, los cuales pueden dar lugar a
plantas normales (Dodds y Roberts, 1984). Por consiguiente, la regeneracion de
plantas puede ocurrir via organogénesis o por embriogénesis somatica (Bhojwani y
Razdan, 1983).
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Para estimular el desarrollo de callo se requiere la adicion de reguladores del
crecimiento en el medio de cultivo, principalmente auxinas (Yeoman y Macleod,
1977). La auxina predominante ha sido el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
(Wann, 1988); aunque se tienen ejemplos en los que el proceso se ha dado bajo un
régimen de citocininas (Druart, 1980; Yasuda et al,, 1985). Una relacion auxina-
citocinina de 10 a 100 favorecen la formacion de yemas (Dodds y Roberts, 1984).

¢ Perdida de la capacidad morfogénica.

A fin de explicar la pérdida de la capacidad organogénica o embriogénica de un callo
a través de los subcultivos repetidos, se ha propuesto tres hipotesis:

Hipotesis genética:

Los cultivos prolongados causan aberraciones cromosomicas, mutaciones y cambios
en los niveles de ploidia, responsables de la disminucion o pérdida del potencial
morfogénico del inoculo y cuyo efecto es irreversible (Sunderland, 1977; Bhojwani y
Razdan, 1983).

Hipotesis fisiologica:

En algunos casos, la disminucion del potencial morfogénico puede deberse a: 1)
alteracion en el balance hormonal dentro de las células o tejidos, o 2) sensibilidad de
éstos a los reguladores del crecimiento exogenos. En tales situaciones, las células
dejan de diferenciarse, pero no necesariamente pierden su totipotencia, la cual puede
ser restaurada modificando los tratamientos exogenos (Bhojwani y Razdan, 1983).

Hipétesis de competitividad:

Durante la disminucion o pérdida de la totipotencia ocurren dos procesos: 1) las
células en cultivo se hacen mas sensibles a la accion inhibitoria del 2,4-D; 2) con el
paso del tiempo y debido a la inestabilidad citologica de las células , aparecen nuevas
lineas carentes de la capacidad regenerativa (Smith y Steet, 1974).

De acuerdo a esta tltima teoria, las células no embriogénicas aumentan en cada
subcultivo e inhiben el desarrollo de las células embriogénicas, las cuales disminuyen
gradualmente, Una vez que éstas desaparecen por completo, la regeneracion es
imposible; pero si aun persisten unas cuantas, basta alterar la composicion del medio
de cultivo para que las células totipotentes proliferen (Smith y Steet, 1974; Bhojwani
y Razdan, 1983).
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2.2.1.4. Organogénesis

2.2.1.4.1. Fundamentos

Torrey en 1966 anticipo la hipotesis de que la organogénesis a partir de callo se inicia
con la formacion de meristemoides (grupos de células meristematicas), capaces de
responder a factores dentro del tejido y de producir un primordio (Dodds y Roberts,

1984). Segun Christianson y Warnick (1986), el proceso organogénico se divide en
tres fases:

1. Adquisicion de competencia para la induccion

2. Induccion per se

3. Diferenciacion morfologica y crecimiento

Segun Street (1977), la region meristematica en formacion puede actuar como punto
de demanda, retirando metabolitos esenciales de las células adyacentes y localizado asi
la zona. Asi mismo, durante la iniciacion de los meristemoides que daran lugar a
brotes, el callo requiere acumular almidon (Thorpe, 1978).

En ocasiones, durante el desarrollo de la organogénesis ocurren errores, formandose
estructuras anomalas u organoides que tienen su origen en la periferia de las células
del callo y no de meristemoides organizados. Esto se ha observado en Quercus sp
(Seckinger ef al., 1979), en manzano y en Rubus sp (Swatz et al.,1989). A nivel
transcripcional, Christianson y Warnick (1986) sefialan que al momento de colocar el
inoculo en contacto con el medio de cultivo ocurren aumentos rapidos en ARN,, , al
igual que cuando las células se determinan a formar primordios; sorprendentemente,
durante la induccion de callo no ocurren cambios graduales en este material genético.

2.2.1.4.2. Fuentes de indéculo

La regeneracion de plantas via organogénesis se ha efectuado principalmente
utilizando:

1. secciones de tallo
2. Apices

3. Meristemos

4. Eje embrionario
5. Tejido nucelar

6. Callo
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7. Peciolos

8. Cotiledones

2.2.1.4.3. Factores que regulan la respuesta organogénica

La formacion de estructuras organogénicas y la conversion posterior en brotes y/o
raices esta determinado por caracteristicas propias del inoculo (la fuente de éste, la
edad, el tamaiio, la orientacion, la época de colecta y el genotipo), componentes
quimicos y fisicos del medio de cultivo (sales, fuentes de carbono, reguladores del
crecimiento, estado solido o liquido, presion osmotica y otros) y las condiciones de
incubacion (luz, oscuridad, temperatura) (Reinert et al., 1977; Murashige, 1977;
Thorpe, 1978; Vidalie, 1984).

Segun Skoog y Miller (Bhojwani y Razna, 1983), la diferenciacion depende de la
interaccion cuantitativa entre auxinas y citocininas: predominancia de auxinas estimula
formacion de raices; predominancia de citocininas estimula la brotacion.

Algunas posibles razones por las que algunas veces las proporciones de citocininas-
auxinas fallan en la respuesta organogénica son (Thorpe, 1978):

1. Se requiere otra hormona

2. Los reguladores del crecimiento exogenos no logran contrarrestar los efectos
inhibitorios de aquellos que se acumulan endogenamente

3. Factores fisicos o nutricionales bloquean el proceso

Las giberelinas tienen efectos inhibitorios durante la diferenciacion de meristemoides
debido a que los contenidos de almidon en las células se reducen considerablemente;
pero una vez que éstos se han formado, tal inhibicion desaparece (Thorpe, 1978). Por
otro lado, cuando el in6culo no adquiere competencia para la induccion, subcultivo en
medios aparentemente inapropiados favorecen la diferenciacion y regeneracion de
brotes (Christianson y Warnick, 1986).

La respuesta organogénica esta en funcion de varios factores fisicos. En tabaco,
niveles de 1% de agar formaron flores; concentraciones menores causaron
disminucion en la floracion, favoreciendo la diferenciacion de yemas vegetativas; en
medio liquido solo ocurrid formacion de callo (Bhojwani y Razdan, 1983). En papa,
la coloracion verdosa del callo que precede la regeneracion no se present6 cuando la
presion osmotica fue baja; la brotacion se logro agregando manitol (Shepard et al.,
1980).

Tanto la intensidad como la calidad de la luz afectan de manera diferente.
Generalmente, la luz azul promueve yemas vegetativas; la luz roja estimula el
enraizamiento (Bhojwani y Razdan, 1983).
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Reisch y Bingham (1980) postulan que la capacidad morfogénica de los tejidos cultivados
in vitro esta bajo control genético.

2.2.1.5. Embriogénesis somatica
2.2.1.5.1. Fundamentos

La embriogénesis in vitro se ha definido como el proceso de desarrollo que produce un
embrion perfecto a partir de una sola célula, de la cual, todos los derivados son partes de
una estructura que adquiere bipolaridad en su etapa inicial, tal como ocurre en la
embriogénesis cigdtica (Street y Withers, 1974). Cada célula proembrionica pasa por tres
fases secuenciales de desarrollo: etapa globular, etapa de corazon y etapa de torpedo
(Kohlenbach, 1978).

La embriogénesis somatica presenta dos patrones generales de desarrollo:
1. Embriogénesis directa

Existen células preembrionicamente determinadas (CPED) que reinician su desarrollo una
vez que las condiciones ambientales son favorables, sin pasar por la formacion de callo.

2. Embriogénesis indirecta

Se requiere la determinacion de células diferenciadas, la proliferacion de callo
(desdiferenciacion) y la diferenciacion (rediferenciacion) de células embrionicamente
determinadas (ICED).

En ambos patrones, el ambiente in vifro permite e induce a la vez el desarrollo
embrionario. En sistemas CPED, las células requieren s6lo el ambiente para iniciar su
division, sin la participacion necesaria de reguladores del crecimiento; en sistemas ICED,
los reguladores aseguran la formacion de callo, con la redeterminacion respectiva de las
células previamente quiescentes (Sharp ef al., 1980; Litz y Jarret, 1987, Wann, 1988).
Las células proembridnicas se caracterizan por contener un citoplasma denso, grandes
granulos de almidon, nucleo grande, nucleolo oscurecido y con alto contenido de
proteinas y ARN (Dodds y Roberts, 1984).

Historicamente, la auxina ha sido la hormona mas utilizada para la embriogénesis en
sistema CPED, el papel de ésta es de clonar las células preembrionicamente determinadas;
en sistemas ICED, es la sustancia mitogénica que da como resultado la redeterminacion
(Wann, 1988). La auxina mas empleada ha sido 2,4-D, la cual es responsable de la
respuesta transcripcional y de traduccion durante el cultivo primario. La respuesta a la
regeneracion es un caracter heredable y se puede seleccionar en forma recurrente
(Brown, 1986).
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2.2.1.5.2. Factores que afectan la regeneracion via embriogénesis

e Componentes del medio de cultivo

Los compuestos quimicos mas importantes para el desarrollo de embriones somaticos
son las auxinas y las fuentes de nitrogeno: una relacion alta es importante para la
induccion de callo; una vez que esto ocurre, las auxinas restringen severamente el
desarrollo de células embriogénicas (Reinert ez al., 1977, Bhojwani y Razdan, 1983).
El nitrogeno es adecuado, pero éste es superado por las formas organicas (Sharp ez
al., 1980).

Litz y Jarret, en 1987, sefialaron que para la iniciacion de callo embriogénico, un
elemento esencial es el hierro y las sales del medio MS al 50 %, asi como
concentraciones de 2,4-D hasta de S mg L' y niveles de sacarosa de cuatro a seis
porciento. Para inducir embriogénesis la auxina debe retirarse y la sacarosa reducirse
de dos a tres porciento. La maduracion y germinacion de los embriones son
favorecidos por las citocininas.

e Factores fisicos

Para la induccion de callo, las condiciones de oscuridad son preferibles (Litz y Jarret,
1987). La capacidad embriogénica disminuye cuando los subcultivos son mas
espaciados (Reinert et al.,1977). En medios liquidos el tipo de recipientes ejercen
efectos significativos, obteniéndose embriones normales cuando hay mayor espacio
para la aireacion, al igual que cuando se agita vigorosamente (Amirato, 1983).

En ocasiones es necesario dar tratamientos de frio al inoculo antes de iniciar la
formacion de callo (Nitsch, citado por Litz y Jarret, 1987); situacion particularmente
valida cuando se hace cultivos de anteras (Rajasekaran y Mullins, 1979; Wang ef al.,
1988). En aquellas especies cuyas semillas requieren de frio para germinar en la
propagacion convencional, los embriones somaticos obtenidos in vitro también
pueden requerir de tratamientos de frio para desarrollar a plantulas (Bhojwani y
Razdan, 1983).

2.2.1.6 Propagacion in vitro del arbol de Nim

Hay numerosas aplicaciones potenciales de las técnicas de propagacion in vitro para el
mejoramiento genético del Nim y para su propagacion en gran escala, asi como para
obtener semilla mejorada con alto contenido de aceite.

A nivel mundial se han desarrollado varios trabajos que han tenido éxito en la
propagacion de esta especie usando diferentes explantes, como son tallo, yemas
axilares, cotiledones e inflorescencias (Cuadro 5). Se observa que de los trabajos
realizados de 1972 a 1996 en propagacion in vitro del Nim, se obtuvo una formacion
de callo en la mayoria de los explantes utilizados. En estos trabajos se ha utilizado el
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medio de cultivo MS, con diferentes hormonas, como son 2,4-D, AIA, IBA, ANA,
BA, KN y 2-IP, Los cuales se han evaluado en forma individual y combinada, en
concentraciones que van de 0.05 a 2 mg/l En todos los casos la diferenciacion, la
brotacion de raiz y meristemos fue por via del callo (Sanyal ez al.,1983).

El medio basico fue el MS complementado con 50 g/l de sacarosa y fitohormonas BA
y ANA (0.1, 0.25 y 0.5 mg/l). Individualmente y combinados se utilizaron ANA (0.1-
1.0 mg/l) y KN o BA (0.5 mg/l) usando planta regenerada via callo. El medio con
auxinas (AIA, ANA, IBA, 2.4-D) y citocininas (KN y BA) también fueron evaluadas
cada una por separado (Sanyal ef al., 1983).

Al utilizar la combinacion AIA y BA (0.5 mg/l cada uno) se produjeron vigorosos
brotes en numero elevado: adicionando sulfato adenina (10 mg/l) se obtuvieron
mejores resultados con un mejor desarrollo en brotacion de hojas. Sin embargo, se
obtuvo mayor produccion de brotes usando dosis de Beta-sitosterol para el cultivo de
callo y ademas se encontr6 en estudios de regeneracion una relacion entre las
fitohormonas (concentraciones) y la diferenciacion de tejidos del Nim (Sanyal et al.,
1983).

En otro estudio, Drew (1993) obtuvo alrededor de 5 a 10 brotes por explante, usando
medio basico MS, suplementado con citocininas. Por su parte, Muralidharan y
Mascarenhas (1989) observaron que al utilizar cotiledones como explante inicial se
indujo a callo y posteriormente a estructuras bipolares. El cotiledon se puso en un
medio de Gamborg (1985) y complemendado con BA, KN y 2iP (0.5 - 5.0 mg/1) y 20
g/1 de sacarosa. El cultivo en suspencion se incub6 a una temperatura de 27° C.

La primera conclusion que evidencia la induccion a embriogénesis somatica en el Nim
fue demostrado por Shrikhande ef al. (1993) en la India.

Joarder et al. (1993) obtuvieron regeneracion de plantas via embriogénesis somatica
mediante tejido nucelar de la semilla madura e inmadura y cotiledones inmaduros. El
medio de cultivo inicial fue MS y LS (Linsmaier y Skoog, 1965) complementandose
con diferentes concentraciones de citocininas y auxinas por separado y en
combinacion. Se obtuvo la mejor respuesta en términos de induccion y produccion de
a los 40 dias de la siembra del explante en el medio MS con 2.0 mg/l de BA 'y 0.2 mg/l
de ANA.

La embriogénesis somatica del Nim se reporto por Joshi y Thengane (1993) y Joarder
et al. (1993). De acuerdo a los primeros, el tipo de auxinas es fundamental para que
ocurra la embriogénesis; con 2,4-D en combinacion con BA y utilizando explantes de
cotiledones se induce directamente a la embriogénesis somatica; sin embargo, usando
AIA se produce callo e induccion a embriogénesis. Los segundos indican que el medio
basico es un factor decisivo para la produccion de callo, sefialando que el medio LS es
el mas efectivo para producir embriogénesis somatica via callo.
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Cuadro 5. Estudios de cultivo in vitro con Azadirachta indica.

Explante Respuesta Resultados Referencia

Embriones maduros  callo organogénesis Rangaswamy y
Promila, 1972".

Corteza de tallo callo - Sanyal et al., 1981'

Tallo, hoja y yemas callo organogeénesis Jaiswal y Narayan,

axilares 1983’

Cotiledones callo organogénesis Sanyal et al., 1983

Hojas callo organogénesis Schulz, 1984 '

Hojas callo organogénesis Nareyan y Jaiswal,
1985'

Corteza de tallo, hoja callo organogénesis Sanyal y Datta, 1986

Cotiledones callo . Sanyal et al., 1988’

Cotiledones estructures bipolares morfogénesis Muraliddharan y
Mascarenhas, 1989’

Hojas callo organogeénesis Ramesh y Padhya,
1990

Hojas - callo organogeénesis Gautam et al., 1991

Embriones inmaduros germinacion plantas Thigarajan y Murali,,
1993'

Cotiledones callo morfogénesis Nirmala Kumari et
al., 1993’

Nucela y cotiledones callo embriogénesis Joarder et al.,1993'

Yemas axilares raices plantas Josshi y Thangane,
1993'

Yemas axilares raices plantas Drew, 1993'

Tallo callo organogeénesis Mohamed , 1994

Tallo callo organogeénesis Sharry y Abedini,
1995

Yemas apicales callo plantas Rascon et al., 1996

(1) Tomado de Shubhada et al., 1995.

Muralidharan y Mascarenhas (1989) observaron estructuras bipolares en camaras de
incubacion a 27° C en un cultivo en suspencion usando mesas rotatorias. Por otro
lado Shrikhande ef al. (1993) estudiaron el efecto de IAA (0.5 a 5.0 mg/l) solo y en
combinacion con BA y KN (0.2 a 3.0 mg/l) en induccion de callo. De acuerdo a estos
autores, todas las combinaciones con el AIA y KN se induce a callo y a rizogénesis y

la combinacion AIA y BA induce a la compactacion nodular de callo.

La induccion a la embriogénesis somatica se ve afectada por la reduccion de nitrogeno
(Rangaswamy, 1986). Diferentes fuentes de nutrientes provocan la reduccion de
nitrdgeno como son: leche de coco, caseina hidrolizada, mezcla de aminoacidos o

aminoacidos solos ( L- glutamina y L-alanina).
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Shrikhande ef al. (1993) observaron la inducciéon de embriones con diferentes
estructuras bipolares en el medio de MS con AIA (0.5 mg/l) , BA (1.0 mg/l) y 50 g/1
de sacarosa. Otras concentraciones de BA y AIA no originaron una respuesta
adecuada. El fotoperiodo 16/8 horas es necesario para la induccion de callo.

De acuerdo a Muralidharan y Mascarenhas (1989), las estructuras bipolares se
inducen en incubacion de 2 a 3 semanas ya sea en luz u obscuridad. Joarder ef al.
(1993) observaron a mas de 500 embriones en cultivo de tejido nucelar en presencia
de bajas concentraciones (menos de 0.1 mg/l) de BA. En cotiledones inmaduros, el
porcentaje de induccion a embriogénesis se ve aumentado en un medio MS
complementado con 1.0 mg/l de ANA y 0.1 mg/l de GAs.

2.2.2. ADN RECOMBINANTE

En la actualidad se han creado cereales con genes brillantes que resplandecen en la
oscuridad, tabaco con genes de rata que segregan metales duros y salmén con genes
que pueden tolerar bajas temperaturas oceanicas que matarian a cualquier pez. Estos -
experimentos dan una idea de la diferencia entre la moderna manipulacion genética y
los métodos mas tradicionales de reproduccion selectiva que el hombre ha utilizado en
el pasado para modificar plantas, animales y otros organismos (Villalobos, 1995).

Con la reproduccion selectiva, los humanos pueden cruzar un cultivo con otro,
digamos patatas con otra variedad de patatas y, en algunos casos, con patatas
silvestres similares (Villalobos, 1995). Pero los mejoradores tradicionales no pueden
anadir genes virales, de insectos o de animales a las patatas, los cuales han sido
afiadidos ya a las plantas por medio del “ADN recombinante” y otras técnicas
parecidas de manipulacion genética (Goldburg, 1995).

Los cientificos pueden ahora, por lo menos en teoria, tomar cualquier rasgo genético
codificado de un organismo y afadirlo a cualquier otro por muy diferente que sea. Al
eliminar los limites tradicionales de la reproduccion con cruce, las técnicas de
ingenieria genética parecen una bendicion para los cientificos que se dedican a
modificar organismos para ayudar al hombre. Por otro lado, sin embargo, la
manipulacion genética también suscita cuestiones éticas, sociales y medio ambientales
(Goldburg, 1995).

La preocupacion por la manipulacion genética empezo a darse a principios de los afios
setenta poco después de que cientificos de California descubrieran como elaborar
moléculas de ADN recombinante (RADN) utilizando “enzimas de restriccion “ para
cortar y moldear el ADN (Goldburg, 1995).

Algunos cientificos preocupados por la liberacion deliberada de organismos
manipulados genéticamente han advertido sobre las consecuencias de la introduccion
de especies “exoticas”; es decir, las transferidas intencionalmente o no, de una zona
geografica a otra. Muchas de esas introducciones de especies exoticas, como en los
cultivos agricolas y la ganaderia, han resultado muy beneficiosas (Goldburg, 1995;
Villalobos, 1995).
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La introduccion del estornino europeo en los Estados Unidos y del sapo en Australia
ha dado resultados parecidos y ambos se han convertido en serias plagas. Estas
experiencias demuestran con claridad que la introduccion de organismos efectuada
con poca prevision ecologica puede acarrear consecuencias desastrosas. Hay que
reconocer, sin embargo, que introducir especies exoticas no es lo mismo que hacerlo
con organismos transgénicos. La introduccion de un organismo en un nuevo ambiente
es distinto que introducir unos pocos genes en un organismo. Suele argumentarse que
cuando entra un nuevo organismo tiende a convertirse en plaga porque faltan sus
depredadores naturales nativos, patogenos y parasitos. Este argumento no deberia
servir para un organismo manipulado genéticamente reintroducido en el mismo
ambiente donde vive su organismo homoélogo no manipulado, a menos que el
organismo sea manipulado para resistir a sus enemigos naturales (Goldburg, 1995).

Finalmente, los microorganismos pueden transferir sus genes entre diferentes especies,
géneros e incluso reinos de microorganismos; aunque la extension de esta
transferencia de genes esta mucho mas documentada en el laboratorio que en la
naturaleza, los genes manipulados que ofrecen una serie de ventajas selectivas pueden
en teoria extenderse por todo el mundo microbial, haciendo dificil la evaluacion del
impacto a largo plazo de un microorganismo genéticamente manipulado (Goldburg,
1995).
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del Departamento de Fitotécnia perteneciente a la Universidad
Auténoma Chapingo en Chapingo, Estado de México.

3.2. Materiales
3.2.1. Semillas

Las semillas utilizadas para la obtencion de material vegetativo del Nim se
importaron del Centro de Mejoramiento Genético y Banco de Semillas Forestales
de Leon, Nicaragua. Para su germinacion se emplearon 3 tipos de sustratos (tierra
de monte, arena y tezontle), en el vivero del Departamento de Bosques de la
U.A.CH., ubicado a los 19° 29 Latitud Norte y 98° 53, Longitud Oeste a una altura
de 2250 m sobre el nivel del mar. El clima en el area se clasifica como un Cb (Wo)
templado con lluvias en verano y una temperatura media anual de 15.2 °C con una
precipitacion de 636.5 mm anuales (Garcia, 1987).

3.2.2. Explantes o fuentes de explantes

Después de 12 semanas de haber germinado las semillas, de las plantas obtenidas se
tomaron tanto los apices como secciones de tallos con yemas axilares para la
obtencion de explantes y poder establecer la primera etapa del cultivo de tejidos.

3.2.3. Medio de cultivo

Se empled como medio basico las sales inorganicas de Murashige y Skoog (1962)
al 100% (Anexo ) complementados con tiamina (0.4 mg L"), mio - inositol (100
mg L), sacarosa al 3% (aziicar comercial), agar-agar al 0.7 % y se ajust6 a un pH
de 5.7 £ 1. Las sales se agregaron a un matraz Erlenmeyer que contenia agua des-
ionizada en constante agitacion incorporandose los compuestos previamente
pesados conforme al orden del Anexo.
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El medio de cultivo se vaci6 en tubos de ensaye de 25 x 150 mm colocando 15 ml
en cada tubo. Los tubos se taparon y se colocaron en gradillas para su esterilizacion
la cual se realiz6 por 20 minutos en una autoclave a una temperatura de 121 °C y
15 Ib/pulg’® de presion. Posteriormente se dejo solidificar el medio a temperatura
ambiente.

3.2.4. Productos empleados para la desinfeccion de explantes

Producto Concentracion Tiempo (min)
Hipoclorito de sodio 10 % 15
Detergente 4g/ 10
Etanol al 95% 10% 2

Agua des-ionizada y 1
destilada

Acido ascérbico 100 mg/1 30
Acido citrico 150 mg/1 30
Tween 20 3 gotas /1 30

3.3. Métodos

3.3.1. Ensayo de germinacion en Vivero

Se utilizaron 100 semillas para cada sustrato con 5 repeticiones (Cuadro 6) para
conocer la capacidad germinativa de la semilla y a su vez conocer que tipo de
sustrato es el mejor para propagar el Nim. Con este proposito, se utilizaron
charolas de 70 x 50 cm con una altura de 9 cm con los sustratos previamente
esterilizados. No se elimin¢ la cubierta de la semilla y estas fueron sembradas a una
profundidad de 4 cm. En cada tipo de sustrato se evalud el numero de semillas a los
50 dias, con lo cual se calculo el porcentaje de germinacion; también se determino
el porcentaje de semillas muertas o vanas. Después de la germinacion, se realizo
trasplante anticipado (Pimentel, 1996) en bolsa forestal para llevar las plantas a las
areas de crecimiento.
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Cuadro 6. Sustratos utilizados para la germinacion de semillas.

Sustrato Proporcion Cantidad de semillas
(%)
1.- Arena 100 500
2.-Tierra de monte 100 500
3.-Tezontle 100 500

Las variables a evaluar en esta etapa son:
1.- Nimero de semillas germinadas por tratamiento.

2.- % de semillas muertas o vanas.

El disefio experimental empleado durante el ensayo de germinacion fue
completamente al azar con 3 tratamientos y 5 repeticiones cada uno, para un total
de 15 unidades experimentales. Este diseiio se caracteriza porque no es necesario
establecer bloques ya que las unidades experimentales son tan homogéneas que no
se descubren gradientes de variabilidad.

Como en la germinacion se tienen valores de cero y debido a que los datos no se
distribuyen normalmente se utilizo la transformacion de la raiz cuadrada siguiente:

Y 5
2

donde:
Y= Variable de estudio.

2 = Constante de ajuste por la existencia de datos con valor a cero.

El modelo empleado en el analisis de varianza fue:

Yi=pn+ T+ &
donde:
Y;; = Variable respuesta observada.
pn = Efecto general de la media.
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

i = Error experimental correspondiente al i-ésimo tratamiento y a la j-ésima
repeticion.
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Para la comparacion de medias entre tratamientos (sustratos) se empleo la prueba
de Tukey con una significancia de p = 0.05 para cada una de las variables.

3.3.2. Etapa I : Establecimiento del cultivo aséptico
3.3.2.1. Desinfeccion del material vegetativo en laboratorio

De las semillas que germinaron en el vivero se extrajeron los apices y segmentos de
tallo. Dicho material vegetativo se desinfectd introduciéndolo en una solucion con
detergente comercial para poder trasladarlo al laboratorio e iniciar su
desinfestacion. En el laboratorio la desinfestacion se realizo lavando y cepillando
con detergente varias veces los apices y secciones de tallo con yemas axilares y
peciolos de hoja, y colocandose en agitacion en un recipiente con gotas de tween-
20 durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron los indculos con agua
esterilizada y se mantuvieron en solucion antioxidante (acido ascoérbico 100 mg L™
y acido citrico 150 mg L") en un vaso de precipitado hasta el momento de la
siembra.

Antes de la siembra, el material de laboratorio (cajas de petri, pinzas, bisturi y
canulas) se esterilizaron en una autoclave durante 40 minutos a una temperatura de
121 °C y 1 kg/cm® de presién. A 10 minutos antes de la siembra la camara de flujo
laminar se limpio con alcohol al 70% y se puso a funcionar. Todo el material
utilizado en la desinfestacion y siembra del material vegetativo fue asperjado con
alcohol al 70% fuera de la camara de siembra.

3.3.2.2. Siembra in vitro

Se cortaron segmentos de tallo de 1.5 a 2 cm de longitud con 2 yemas axilares cada
uno en las cajas de Petri, sembrando cada segmento en tubos de ensaye de 25 x 150
mm con 15 ml de medio de cultivo. Se taparon con tapones de polipropileno y se
sellaron con parafilm.

Durante el desarrollo de la etapa I de la investigacion, el material in vitro se
mantuvo en el cuarto de incubacién del laboratorio de cultivo de tejidos bajo un
ambiente controlado. La iluminacion fue proporcionada por lamparas fluorescentes
DURO-TEST (LabLine) de 75 W, con un termoperiodo promedio de 26 °C
durante el dia y de 22 a 24 °C durante la noche, sometiendo los explantes a un
fotoperiodo de 16 horas luz (con una intensidad luminosa de 2700-3200 lux) y 8 de
oscuridad.
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El disefio experimental utilizado fue un arreglo factorial 3 x 3 (9 tratamientos) en
un disefio resultado de la combinacion de tres niveles de desinfeccion con
hipoclorito de sodio al 15% y con alcohol al 10%, completamente al azar con 20
repeticiones, para un total de 180 unidades experimentales (Cuadro 7 y 8). El
periodo de incubacion fue de 45 dias tomandose datos semanales. El analisis
estadistico se realizo con los datos obtenidos a los 45 dias de desarrollo.

Cuadro 7. Factores y niveles de estudio de la Etapa I del experimento.

Factores Niveles

tiempo en minutos

hipoclorito de sodio 15% 10,15y 20
alcohol 10% 1,2y3

Cuadro 8. Tratamientos para determinar el mejor sistema de desinfestacion del
explante.

Tratamiento Hipoclorito de sodio Alcohol (10%) Repeticion
(15%) tiempo en min

tiempo en min

1 10 1 20
2 10 2 20
. 10 3 20
4 15 1 20
5 15 2 20
6 15 3 20
i 20 1 20
8 20 2 20
9 20 3 20

La variable a evaluar fue la presencia de contaminacion por hongos o bacterias. Se
realizd un analisis de varianza de una clasificacion por rangos de Kruskal-Wallis
con un disefio completamente al azar . Se utiliz6 la prueba de la Diferencia Minima
Significativa (DMS con una significancia de p = 0.05 para la comparacion de
medias).
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El modelo empleado en el analisis estadistico fue:

Yi=p + H; + A; + HAj + &

donde:

Yijx = Variable respuesta del uso del i-ésimo nivel de exposicion de hipoclorito de
sodio el j-ésimo nivel de exposicion de alcohol, en la k-ésima repeticion.

u = Media general de los factores constantes incontrolables en el experimento.
H; = Efecto del i-ésimo nivel de hipoclorito de sodio.
A; = Efecto del j-ésimo nivel de alcohol.

HA;; = Efecto de interaccion entre el i-ésimo nivel de hipoclorito de sodio y el
j-ésimo nivel de alcohol.

Eiik = Error experimental.

3.3.3. Etapa II : Multiplicacion de brotes

El material resultante de los bioensayos de la etapa I para obtener los explantes
libres de patogenos, se trasplantd a medios de cultivo para promover multiplicacion
de los propagulos. Se utilizaron segmentos de tallos de 1 a 1.5 cm de longitud con
dos o tres yemas axilares.

Durante el desarrollo de esta etapa de la investigacion el material in vifro se
mantuvo en el cuarto de incubacion del laboratorio de cultivo de tejidos, bajo un
ambiente controlado. La iluminacién fue proporcionada por lampara fluorescentes
DURO-TEST (LabLine) de 75 W, a una temperatura promedio de 26 °C durante el
dia y de 22 a 24 °C durante la noche, sometiendo los explantes a una intensidad
luminosa de 2700-3200 lux.

3.3.3.1. Comparacion de citocininas para multiplicacion de propagulos

Se probaron las citocininas Benziladenina (BA), Kinetina y 2,isopentil amino purina
(2ip) en forma aislada, en un rango de concentraciones de 0.0, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0,
mg L. El medio se complementé con la solucién basica del medio MS, 3% de
sacarosa y 0.4% de tiamina.
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En los tres experimentos se utilizd un disefio completamente al azar con cinco
tratamientos y 10 repeticiones para cada tratamiento de citocininas dando un total
de 50 unidades experimentales por experimento (Cuadro 9 y 10). El periodo de
incubacion fue de 45 dias tomandose datos cada 15 dias.

Cuadro 9. Concentracion de citocininas evaluadas en la brotacion de yemas

axilares.
Factores Niveles
mg L™
Benziladenina (BA) 0.0,0.1,0.3,1.0,3.0
Kinetina (K) 0.0,0.1,0.3,1.0,3.0
2, isopentil amino purina (2ip) 0.0,0.1,0.3,1.0,3.0

Cuadro 10. Tratamientos evaluados en la brotacion de yemas axilares.

Tratamiento Ensayo A Ensayo B Ensayo C
BAmgL’ Kinetina mg L™ 2ip mg !

1 0.0 0.0 0.0

s 0.1 0.1 0.1

3 0.3 0.3 03

4 1.0 1.0 1.0

5 3.0 3.0 3.0

Las variables que se evaluaron fueron las siguientes:

a) Numero de brotes (NB)= Se contabilizd el nimero de brotes totales por
explante.

b) Tamafio de brotes (TB) = Tamafio de los brotes en centimetros (promedio por
tubo).

c) Grosor del tallo (GT) = Grosor del tallo en promedio por tubo en milimetros.
d) Numero de yemas (NY) = Se contabiliz6 el nimero de yemas por brote.

e) Formacion de callo (FC) = Se cuantifico el peso fresco de callo formado en g.
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Para evaluar el efecto de las citocininas sobre estas variables se hizo un analisis de
varianza en un disefio completamente al azar para cada factor . Se utilizo la prueba
de Tukey con una significancia de p = 0.05 para la comparacion de medias.

El modelo estadistico empleado fue:

Yi=u+Ti+§&;

donde:

Y;; = Valor observado en la variable respuesta.
n = Efecto general de la media.
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento.

&;; = Error experimental.

3.3.3.2. Comparacion de carbohidratos y nitratos en la multiplicacion de
propagulos

Basandose en las curvas de crecimiento obtenidas manualmente en los
experimentos anteriores, se plantearon experimentos adicionales con el proposito
de evaluar el efecto de diferentes concentraciones de sacarosa y nitratos.

Se utilizo como fuente de carbohidratos a la sacarosa (azlicar de mesa) en tres
concentraciones: 3%, 6% y 9% y se probaron las siguientes concentraciones de
nitratos: al 100%, 200% y 250%. El medio se complemento6 con la solucion basica
del medio MS y tiamina al 0.4%. La toma de datos se realizo cada 15 dias durante
45 dias de incubacion.

En este ensayo se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con una
distribucion factorial completo (3 x 3) con 10 repeticiones dando, un total de 90
unidades experimentales (Cuadro 11y 12).
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Cuadro 11. Niveles de sacarosa y nitratos evaluados en la brotacion de yemas

axilares.
Factores Niveles
(%)
Nitratos 100, 200, 250
sacarosa 3,6,9

Cuadro 12. Tratamientos evaluados en la brotacion de yemas axilares.

Tratamiento Nitratos Sacarosa
(%) (%)

1(testigo) 100
200
250
100
200
250
100
200
250

O 0 9 O »n A W N
© O OV O O O W W w

Las variables que se evaluaron en este ensayo fueron las siguientes:

a) Numero de brotes (NB)= Se contabilizo el nimero de brotes totales por
explante.

b) Tamaiio de brotes (TB) = Tamaiio de los brotes en centimetros.
C) Grosor del tallo (GT) = Se contabilizo en milimetros.

d) Color de las hojas (CH) = Se tomo la coloracion en tres tonos amarillo (1),
verde claro (2) y Verde obscuro (3).

e) Numero de yemas (NY) = Se contabilizo el nimero de yemas por brote.

f) Formacion de callo (FC) = Se contabilizo la cantidad de callo formado en g.
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Para evaluar el efecto de los factores considerados en el ensayo, se hizo un analisis
de varianza en un diseiio completamente al azar con arreglo factorial completo. Se
utilizo la prueba de Tukey con una significancia de p = 0.05 para la comparacion de
medias y para la variable color de hojas se hizo la prueba de clasificacion por
rangos de Kruskal-Wallis. Se utiliz6 la transformacion de la raiz cuadrada ya

mencionada para las variables donde se tuvo valores de cero.

El modelo estadistico empleado en el analisis de varianza fue:

Y= + A; + B + (AB); + &ijx

donde:

Y;ix = Valor de la variable respuesta del uso del i-ésimo nivel de concentracion de
nitratos yj-ésima nivel de concentracion de sacarosa. En la k-ésima repeticion.

pn = Media general de los factores constantes incontrolables en el experimento.
A; = Efecto del i-ésimo nivel del factor fijo de concentracion de nitratos.
B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor de concentracion de sacarosa.

(AB);; = Efecto conjunto del i-ésimo nivel del factor nitratos y el j-ésimo nivel del
factor sacarosa.

&ii = Error experimental.

3.3.3.3. Multiplicacion de callos para obtener embriogénesis

Los mejores tratamientos que formaron callo en la Etapa II, se utilizaron para
montar este experimento que consistio en tomar las mejores masas de células y
someterlas a diferentes tratamientos de reguladores de crecimiento (acido
giberélico, extracto de malta y benziladenina a diferentes concentraciones en un
medio MS solido y un medio MS liquido y observar su respuesta para obtener
embriogénesis.

Para ello se utilizo0 un disefio experimental completamente al azar con una
distribucion factorial 3 x 3 x 5, para un total de 45 tratamientos y 5 repeticiones,
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dando un total de 225 unidades experimentales para medio solido y 225 unidades
experimentales para medio liquido (Cuadro 13).

Cuadro 13. Concentraciones de acido giberélico, extracto de malta y benziladenina
utilizadas en el ensayo factorial para inducir embriogénesis en medio

solido y liquido.
Factores Niveles
mg L’
Acido giberélico 0.0 1.0 5.0
Extracto de malta 0.0 500 1000
Benziladenina 0.0 010310 30

Las variables a evaluar fueron las siguientes:

a) Numero de brotes (FB) = Se contabilizo el nimero de brotes formados por callo

b) Formaciones globulares (FG) = Se contabilizd el nimero de formaciones
globulares por unidad experimental

La toma de datos se realizo cada semana durante 45 dias de incubacion.

Para determinar el efecto de cada uno de los factores involucrados en el disefio
experimental se hizo un analisis de varianza en un disefio completamente al azar con
arreglo factorial completo. Se utilizé la prueba de Tukey con una significancia de
p= 005 para la comparacion de medias. Se utilizo la transformacién de la raiz
cuadrada ya mencionada para las variables donde se tuvieron valores de cero.

El modelo estadistico empleado para medio so6lido y medio liquido fue:

Yin=un + A; + B; + C;+(AB);; + (AC); + (BC); + (ABC);j +&ijix

donde:

Yijx = Valor de la variable respuesta del uso del i-ésimo nivel de concentracion de
acido giberélico, j-ésimo nivel de concentracion de extracto de malta y I-€simo nivel
de concentracion de benziladenina. En el k-ésima repeticion.

u = Media general de los factores constantes incontrolables en el experimento.
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A; = Efecto i-ésimo nivel del factor fijo de concentracion de acido giberélico.
B, = Efecto j-ésimo nivel de factor de concentracion de extracto de malta.
C, = Efecto del 1-ésimo nivel de factor de concentracion de banziladenina.

(AB);; = Efecto del j-ésimo nivel de factor de concentracion de acido giberélico y el
j-ésimo nivel y de concentracion de extracto de malta.

(AC); = Efecto del i-ésimo nivel del factor de concentracion de acido giberélico y
el 1-ésimo nivel de concentracion de benziladenina.

(BC); = Efecto del j-ésimo nivel de concentracion de extracto de malta y el l-ésimo
nivel de concentracion de benziladenina.

(ABC);; = Efecto conjunto del i-ésimo nivel del factor acido giberélico, j-ésimo
nivel del factor extracto de malta y el 1-ésimo factor de benziladenina.

Eii = Error experimental.
3.3.3.4. Germinacion de embriones

De los embriones que se formaron en el ensayo anterior, se utilizaron para montar
este experimento que consistio en ponerlos a germinar en un medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog) solido al 100% y al 50% complementado con 0.4y 0.2% de
tiamina y mio-inositol 100 y 50 mg L' respectivamente, sometiéndolos a diferentes
concentraciones de GA; (0.0, 0.1, 0.3, 1.0, y 3.0) (Cuadro 14).

En este ensayo se utilizo un disefio experimental completamente al azar con una
distribucion factorial (2 x 5) para un total de 10 tratamientos y 5 repeticiones,
dando un total de 50 unidades experimentales. Utilizando 10 embriones por unidad
experimental. La variable a evaluar fue el nimero de germinacion de los embriones
a los 30 dias de incubacion.

Cuadro 14. Concentraciones de acido giberélico y medio de cultivo MS utilizadas
en el ensayo factorial para inducir germinacion de embriones.

Factores Niveles
Medio MS % 50y 100
Acido giberélico mg L’ 0.0,0.1,0.3,1.0y 3.0

Para evaluar el efecto de los factores considerados en el ensayo, se hizo un analisis

de varianza en un disefio completamente al azar con arreglo factorial completo. Se
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utilizo6 la prueba de Tukey con una significancia de p = 0.05 para la comparacion de
medias. Se utilizo la transformacion de la raiz cuadrada ya mencionada para las

variables donde se tuvo valores de cero.

El modelo estadistico empleado en el analisis de varianza fue:

Yij=p + Ai + Bj + (AB); + Gk

donde:

Yiix = Valor de la variable respuesta del uso del i-€simo nivel de concentracion de
medio de cultivo MS yj-ésima nivel de concentracion de acido giberélico. En la k-
ésima repeticion.

u = Media general de los factores constantes incontrolables en el experimento.

A; = Efecto del i-ésimo nivel del factor fijo de concentracion de MS.

B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor de concentracion de acido giberélico.

(AB);; = Efecto conjunto del i-ésimo nivel del factor MS y el j-ésimo nivel del factor
acido giberélico.

Eiix = Error experimental.
3.3.4. Etapa 11l : Enraizamiento de brotes

Los brotes resultantes de la Etapa II (multiplicacion de brotes) se utilizaron para
trasplantarlos a medios de cultivo para enraizamiento. Los brotes se sembraron en
un medio MS basico con citocininas y auxinas. El cultivo se mantuvo en la sala de
incubacion durante 45 dias, tomandose lecturas cada 2 semanas.

Se utilizaron como fuente de citocininas a la benziladenina (BA) y como fuente de
auxinas al acido indolacético (AIA) con concentraciones de 0.0, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0
mg L' en cada caso. El medio de cultivo utilizado fue el de Murashige y Skoog
(MS) complementado con 0.4% de tiaminay 100 mg L' de mio-inositol.
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En esta etapa se utilizo un disefio experimental completamente al azar con una
distribucion factorial completo (5 x 5) con 25 tratamientos y 10 repeticiones, dando
un total de 250 unidades experimentales (Cuadro 15).

Cuadro 15. Concentraciones de benziladenina (BA) y acido indolacético (AIA)
empleados en la fase de enraizamiento de los brotes.

Factores Niveles

mg L
BA 0.0,0.1,0.3, 1.0, 3.0
AIA 0.0,0.1,0.3, 1.0, 3.0

Las variables a evaluar fueron las siguientes:

a) Numero de raices (NR)= Se contabilizo el nimero de raices totales por explante.
b) Longitud de la raiz (LR) = Longitud de las raices en promedio en centimetros.

c) Formacion de callo (FC) = Se contabilizé el peso fresco del callo formado en
gramos.

Para determinar el efecto de la combinacion de reguladores de crecimiento, se
realizd un analisis de varianza en un disefio completamente al azar con arreglo
factorial. Se utilizo la prueba de Tukey con una significancia de p = 0.05 para la
comparacion de medias. Se utiliz0 la transformacion de la raiz cuadrada ya
mencionada para las variables donde se tuvieron valores de cero.

El modelo estadistico empleado fue:

Yij=u + A + Bj + (AB); + &

donde:

Yiix = Valor de la variable respuesta del uso del i-ésimo nivel de concentracion de
benziladenina y el j-ésimo nivel de concentracion de acido indolacético, en la k-
ésima repeticion.

u = Media general de los factores constantes incontrolables en el experimento.

A; = Efecto del i-ésimo nivel del factor fijo de concentracion de Benziladenina.
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B; = Efecto del j-ésimo nivel del factor de concentracion de acido indolacético.

(AB);; = Efecto conjunto del i-ésimo nivel del factor Benziladenina y el j-ésimo
nivel del factor acido Indolacético.

&;i = Error experimental.
3.3.5. Etapa IV : Transplante a suelo de las plantas obtenidas in vitro

Las mejores plantas obtenidas en la etapa III con mayor numero de raices y vigor,
se trasplantaron en bolsa forestal al invernadero controlando todos los factores
ambientales, principalmente la humedad relativa, la temperatura y la intensidad de
luz. El sustrato que se utilizo fue tierra de monte y vermiculita previamente
esterilizados, en una proporcion de 3:1(volumen). Se trasplantaron un total de 50
plantulas a invernadero.

Para evitar posibles contaminaciones se aplicaron riegos con Benlate a 3 g/L™". Las
plantas duraron en invernadero 30 dias para posteriormente dejarlas en un lugar a
condiciones naturales de crecimiento. En este caso solo se determiné el porcentaje
de supervivencia.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ENSAYO DE GERMINACION EN VIVERO E IN VITRO
4.1.1. Germinacion in vitro

Con el propdsito de obtener explante libre de patogenos y de inducir alguna respuesta
organogénica o embriogénica a partir de embriones maduros, se colocaron semillas de
Nim para su germinacion in vitro. Durante 8 meses se aplicaron diferentes técnicas de
desinfestacion del medio de cultivo y de los explantes incluyendo: a) Diferentes tiempos
de exposicion a diferentes concentraciones de alcohol, cloro y gotas de Tween, b) Uso de
hipoclorito de calcio al 3% y al 4% y c) Uso de antibidtico (terramicina 62, 125 y 300
mg/500ml) en la desinfestacion de las semilla. Como los resultados no fueron los
esperados puesto que se presentd contaminacion de hongos y bacterias en un 100 % de
los tubos, se procedio a utilizar Agromicin y Promil en la desinfestacion de la semilla e
igualmente no se tuvo ningun resultado positivo.

Sin embargo, en ninguno de los casos se lograron resultados satisfactorios, debido a
problemas de contaminacion por hongos y bacterias. Por lo tanto no se pudo lograr un
método de desinfestacion adecuado para la germinacion de semilla del Nim in vitro.

4.1.2. Germinacion en vivero

La emergencia de las plantulas se inicio a los 15 dias de sembrada la semilla, en los
sustratos que respondieron mas rapidamente (tierra de monte y arena). A los 45 dias se
complet6 la germinacion en el otro sustrato (tezontle).

De las 1500 semillas que se colocaron a germinar en los diferentes sustratos, solo
germiné el 6%, lo cual indica que el porcentaje de germinacion es sumamente bajo en
esta especie (Figura 8). Lo anterior se debe al bajo porcentaje de viabilidad que tienen las
semillas del Nim; segin Benge (1988), la semilla permanece viable solo durante un
periodo menor a los dos meses; el porcentaje de viabilidad después de 3 semanas de
recolectadas es de alrededor de 18 %.

A pesar del bajo porcentaje de germinacion observado en todos los sustratos el analisis de
varianza mostro que existen diferencias significativas (p=0.05) entre ellos (Cuadro 16). Se
observo que el mayor porcentaje de germinacion (4 %) se registrd en el sustrato de tierra
de monte, reduciéndose al 1% en los otros dos sustratos arena y tezontle (Cuadro 17).
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B Tierra de monte
M Arena

O Tezontle

ONo germinadas

94%

Figura 8. Porcentaje de germinacion de semillas de Nim en vivero.

Cuadro 16. Proceso de analisis de varianza para el ensayo de germinacion.
Proceso de analisis de varianza

Suma de Cuadrados
Fuente de variacion gl cuadrados medios F calculada Pr>F
Sustratos 2 246.93 123.46 23.74 0.0001
Error 12 62.40 5.20
Total 14 309.33

Cuadro 17. Ensayo de germinacion en vivero prueba de Tukey.

Grupos Medias N  Tratamiento

A 12.400 5 1 Tierra de monte
B 4.000 5 2 Arena

B

B 3.600 5 3 Tezontle

Alpha= 0.05 gl= 12 MSE= 5.2 Diferencia Minima Significativa DMS = 3.8477

Medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias significativas.

Los resultados del ensayo de germinacion nos indican que la viabilidad de la semilla
después de 8 semanas de recolectadas es sumamente bajo por lo que la propagacion del
arbol del Nim por medio de semilla es relativamente complicada, sobre todo si la semilla
es de importacion y lleva tiempo el traslado de la semilla del pais de origen a México.
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De acuerdo a los resultados la especie tiene una mayor capacidad de germinacion en un
sustrato como la tierra de monte que presenta una mayor compactacion, obscuridad y
retencion de humedad en relacion con el tezontle y la arena.

4.2. ETAPA 1 : Establecimiento del cultivo aséptico
El analisis de varianza mostr6 que al menos uno de los tratamientos resulto
estadisticamente diferente; es decir que existen diferencias entre los tratamientos en el

nivel de contaminacion de los explantes (Cuadro 18).

Cuadro 18. Procedimiento Npar 1 wan en SAS para la prueba de medias de rangos,

Prueba de Wilcoxon (suma de rangos) por variable contaminacion y clasificado por la
variable tratamiento.

Tratamiento con 20 repeticiones cada uno Medias
1 Hipoclorito de sodio al 15% (10 min) y Alcohol al 10% (1 min) 97.0 b

2 Hipoclorito de sodio al 15% (10 min) y Alcohol al 10% (2 min) 160.0 a
3 . Hipoclorito de sodio al 15% (10 min) y Alcohol al 10% (3 min) 83.5 ¢
4 Hipoclorito de sodio al 15% (15 min) y Alcohol al 10% (1 min) 79.0 ¢
5  Hipoclorito de sodio al 15% (15 min) y Alcohol al 10% (2 min) 79.0 ¢
6  Hipoclorito de sodio al 15% (15 min) y Alcohol al 10% (3 min) 79.0 ¢
7  Hipoclorito de sodio al 15% (20 min) y Alcohol al 10% (1 min) 79.0 ¢
8  Hipoclorito de sodio al 15% (20 min) y Alcohol al 10% (2 min) 79.0 ¢
9  Hipoclorito de sodio al 15% (20 min) y Alcohol al 10% (3 min) 79.0 ¢

Prueba de Kruskal-Wallis (Chi-Cuadrada Aproximacion) Alpha = 0.05
No. de datos =180 CHISQ= 12591 gl= 8 Probabilidad > CHISQ = 0.0001

Medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias significativas.

Cuando el tiempo de exposicion del explante al hipoclorito de sodio al 15% fue de 10
minutos y al alcohol al 10% fue de 2 minutos (tratamiento 2), se obtuvo un 90% de
material sin contaminacion; es decir, libre de patogenos. El 10% restante se empezo a
contaminar a los 10 dias de sembrado (Figura 9).

Con la exposicion del explante a hipoclorito de sodio al 15% con un tiempo de 10
minutos y alcohol al 10% con 1 minuto (tratamiento 1), se obtuvo un 50% de
contaminacion a los 5 primeros dias de sembrado el material, principalmente por bacterias
y del 50% restante, el 30% se contamino a los 10 dias de sembrado. A las 3 semanas se
tenia un 20% de material libre de patogenos.
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HIPOCLO-
RITO DE
SODIO AL 16%

Figura 9. Porcentaje de contaminacion en explantes de Nim.

En el tratamiento 3 en el cual se utilizd también el hipoclorito de sodio al 15% con 10
minutos de exposicion y alcohol al 10% con 3 minutos, se presento la contaminacion a
los 5 dias en un 80 % y a los 15 dias restantes las bacterias cubrian el 95 % del total del
tratamiento.

En los tratamientos restantes donde se utilizé hipoclorito de sodio al 15% durante 15 y
20 minutos de exposicion y alcohol al 10% con 3 diferentes tiempos (1,2 y 3 minutos) se
presentd la contaminacion a los S dias en un 80% y a los 15 dias se tenia todo el material
contaminado.

Para poder saber cual o cuales son los tratamientos que nos permiten tener mejor
respuesta respecto a la obtencion de explantes asépticos para la produccion de plantas del
Nim en la primera etapa de cultivo in vitro, se realizé la prueba de Diferencia Minima
Significativa (DMS) para la prueba de comparacion de rangos de Kruskal-Wallis. En el
cuadro anterior podemos observar que los valores con la misma letra no presentan
diferencia significativa, podemos decir entonces que el hipoclorito de sodio al 15 % con
10 minutos de exposicion y al alcohol con un tiempo de exposicion de 2 y 3 minutos son
los factores que nos permiten obtener el explante libre de patogenos.

4.2.1. Caracteristicas de la bacteria contaminante

El problema de contaminacion de los explantes fue principalmente por bacterias; esta se
inicio desde la base del tejido, formandose dentro del medio del cultivo como una capa en
forma de abanico de color grisaceo transparente. En menos de 24 horas de sembrado el
material ya se detectaba la presencia de la bacteria. La forma de tipo abanico se
propagaba en varias direcciones dentro del medio de cultivo y finalmente la
contaminacion se extendia hacia la superficie del medio de cultivo con una apariencia
lechosa a los 7- 10 dias de la siembra.
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4.3. ETAPA 11 : Multiplicacion de brotes
4.3.1. Efecto de las citocininas en la multiplicacion de propagulos

4.3.1.1. Efectos del BA (Benziladenina) en la multiplicacion de propagulos

El analisis de varianza mostr6 que la concentracion de BA en el medio de cultivo afecto
en forma significativa (p = 0.05) el nimero y altura de los brotes, y peso fresco de los
callos originados a partir de los explantes cultivados in vitro, pero no el numero de yemas
ni el grosor del tallo (Cuadro 19 y Figura 10) a los 45 dias de incubacion.

Al analizar la comparacion de medias (Cuadro 19) se observo que los tratamientos de 03
mgL" y0.1mgL" de BA fueron las mejores en cuanto a altura de brotes y gramos de callo;
en el caso del nimero de brotes el mejor tratamiento fue el de 03 mgL" . Siempre que se
noto alguna diferencia entre tratamientos estuvo presente el tratamiento de 03 mgL".

a5 WBA 00 mgh
: 2 3 HMBAO.1mgA
RESPUESTAS DE e OBA 0.3 mgA
ARIABLE ' e - DBA 1.0mgA
LAS V. s 15 l |I| = I I' " WBA 30 mg/
05
0 . 1 i i

No.de Alt.de Grosordel No.de Cantidad
brotes brotes tallo yemas de callo

VARIABLES

Figura 10. Efecto de la concentracion de BA en el medio de cultivo sobre la
multiplicacion de propagulos de Nim.

4.3.1.1.1. Efecto sobre el nimero de brotes

El nimero promedio de brotes en los explantes vari6 desde 0.79 hasta 1.57. A los 45 dias
de incubacion, el mayor nimero de brotes se presentd en el tratamiento 3 que contenia
0.3 mg L' de BA, superando en gran medida al resto de los tratamientos (Figura 10). Al
utilizar concentraciones de BA mayores de 1 mg L™ se observo una inhibicion en el
desarrollo de los brotes, hasta valores similares a los del tratamiento testigo.
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Cuadro 19. Valores promedio de diferentes variables relacionadas con la multiplicacion
de brotes al agregar diferentes concentraciones de BA al medio de cultivo MS al 100% a
los 45 dias de incubacion.

Niveles de BA No. de Altura de Grosor de Numero de Gramos de
mg/L"! Brotes Brotes (cm)  Tallos (mm)  Yemas Callo
TX
1(0.0) 0.790 b 1.400 b 1.300 a 2200 a 1.170 b
2(0.1) 1.050 b 4.000 a 1.300 a 2.800a 1.530 ab
3(0.3) 1.570 a 2.800 a 1.500 a 2.900 a 1.740 a
4 (1.0) 0.790 b 1.400 b 1.300 a 2.200 a 1.740 b
5(3.0) 0.790 b 1.400 b 1.600 a 2.200 a 1.180 b
F calculada 8.87 10.93 0.80 2.98 9.50
Pr>F 0.0001 * 0.0001* 0.5294 NS 0.0687 NS 0.0001 *
Alpha = 0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias significativas.
4.3.1.1.2. Efecto sobre la altura de brotes

Al efectuar la comparacion de medias de Tukey para la variable altura de brotes, se
encontré que a los 45 dias de incubacion los mejores tratamientos fueron el de 0.1 mg L™
con una media de 4 cm y el de 0.3 mg L™ con una media de 2.8 cm de altura y no tienen
diferencias significativas entre ellos. Estos dos tratamientos superaron al testigo y a los
tratamientos con mayor concentracion de BA, que presentaron una media de 1.40 cm
(Cuadro 19). Al parecer concentraciones elevadas de BA inhiben el crecimiento de los
brotes.

4.3.1.1.3. Efecto sobre el tamaiio de callo

Se encontraron diferencias entre los niveles de BA en la formacion y crecimiento del callo
después de 45 dias de incubacion. Al realizar la prueba de Tukey para la comparacion de
medias se obtuvo mayores promedios en los tratamientos de 0.3 y 1.0 mg L™ (con una
media de 1.74 g )y de 0.1 mg L (con una media de 1.53 g ) superando al resto de los
tratamientos con mayor concentracion de BA, lo que indica que a una mayor
concentracion de 0.3 mg L™ existe una inhibicion en la formacion de callo (Cuadro 19).

4.3.1.1.4. Comparacion de medias para nimero de yemas y grosor del tallo
Al realizar el analisis de varianza se observo en estas variables que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos en relacion al testigo (Cuadro 19). La media de

numero de yemas fluctiio entre 2.2 - 2.9 y en el caso de la variable grosor de tallo fluctiio
entre 1.3y 1.6 mm .
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4.3.1.2. Efectos de la kinetina (Furfuril aminopurina) en la multiplicacion de

propagulos

A diferencia de lo ocurrido con BA, el analisis estadistico no mostré (Cuadro 20) que
existieran diferencias significativas (p= 0.05) entre tratamientos en ninguna de las
variables analizadas (numero de brotes, altura de brotes, grosor de tallo, nimero de
yemas y gramos de callo). Sin embargo, si comparamos las medias de respuesta de cada
variable entre los tratamientos de kinetina podemos observar que se obtuvieron buenas
respuestas (Figura 11), y que en general existe una curva de respuesta similar a la de BA
con los mayores valores promedio en los niveles intermedios de kinetina.

RESPUESTAS DE 2]
LAS VARIABLES

35,

251

1.54

0.5+

No.de
brotes

Alt. de Grosor

VARIABLES

EKIN 0.0 mg/
WKINO.1 mg A
OKIN 0.3 mgh
OKIN 1.0 mgh
B KIN 3.0 mgh

No.de Cantidad
brotes deitallo yemas de calio

Figura 11. Efectos de la concentracion de kinetina en el medio de cultivo sobre la
multiplicacion de propagulos de Nim.

Cuadro 20. Valores promedio de diferentes variables relacionadas con la multiplicacion
de brotes al agregar diferentes concentraciones de kinetina al medio de cultivo MS al

100% a los 45 dias de incubacion.

Niveles de No. de Altura de Grosor de Numero de Gramos de
Kinetina mg/L" Brotes Brotes (cm) Tallos (mm) Yemas Callo

TX

1 (0.0) 0.980 a 2.150 a 1.300 a 2400 a 1.300 a
2(0.1) 1.080 a 2.050 a 1.100 a 2.400 a 1.210a
3(0.3) 1.180 a 3.050 a 1.400 a 2.800 a 1.480 a

4 (1.0) 1.440 a 2750 a 1.500 a 2.900 a 1.520 a
5(3.0) 0950 a 2.050 a 1.300 a 2400 a 1.260 a

F calculada 1.54 3.01 0.99 0.52 1.57
Pr>F 0.2056 NS  0.2770 NS 0.4237NS 0.7218 NS 0.1990 NS

NS no significativo

* estadisticamente significativo

Alpha

=0.05

Medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias significativas.
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4.3.1.3. Efectos del 2ip (y,y-Dimethilallylamino purine) en la multiplicacion de
propagulos

El analisis de varianza mostré que la concentracion de 2ip en el medio de cultivo afecto
en forma significativa (p = 0.05) el nimero de brotes y gramos de callo a partir de los
explantes cultivados in vitro, pero no en la altura de brotes, nimero de yemas y grosor de
tallo (Cuadro 21 y Figura 12) a los 45 dias de incubacion.

Al analizar la comparacion de medias (Cuadro 21) se observé que el tratamiento de 0.3
mg L'y 1.0 mg L de 2ip fueron los mejores en cuanto a niimero de brotes y gramos de
callo respectivamente.

35,
3.
RESPUESTAS DE 251
LAS VARIABLES 2] M 2ip 0.0 mg/
W2ip0.1mgA
1.54 E12ip 0.3 mgA
11 O2ip 1.0mgA
0.5+ M 2ip 3.0 mgA

No.de Alt.de Grosordel No.de Cantidad
brotes brotes tallo yemas de calio

VARIABLES

0+

Figura 12. Efecto de la concentracion de 2ip en el medio de cultivo sobre la
multiplicacion de propagulos de Nim.

4.3.1.3.1 Efecto sobre el nimero de brotes

El nimero promedio de brotes de los explantes vari6 desde 0.9 hasta 2.1 a los 45 dias de
incubacion; el mayor namero de brotes se present en el tratamiento 3 que contenia 0.3
mg L™ de 2ip, superando en gran medida al resto de los tratamientos (Figura 12). Al
utilizar concentraciones de 2ip mayores de 1 mg L™ se observé una inhibicion en el
desarrollo de brotes, hasta valores similares a los del tratamiento testigo.
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Cuadro 21. Valores promedio de diferentes variables relacionadas con la multiplicacion
de brotes al agregar diferentes concentraciones de 2ip al medio de cultivo MS al 100% a
los 45 dias de incubacion.

Niveles de 2ip No. de Altura de Grosorde  Numero de  Gramos de
mg/L” Brotes Brotes (cm) Tallos (mm) Yemas Callo

TX

1(0.0) 1.080 b 1.600 a 1.000 a 2.300 a 1350 b
2(0.1) 1.210 b 1.900 a 1.200 a 2.600 a 1420 b
3(0.3) 2170 a 2200 a 1.200 a 3.200 a 1.320 b

4 (1.0) 1.210 b 1.700 a 1.400 a 2.600 a 2730 a
5(3.0) 0.950 b 1.400 a 1.100 a 2.300 a 1.240 b
F calculada 1.54 3.01 0.99 0.52 137
Pr>F 0.2056 * 02770 NS  0.4237NS  0.7218 NS 0.1990 *

NS no significativo

* estadisticamente significativo

Alpha = 0.05

Medias con la misma letra en sentido vertical no presentan diferencias significativas.

4.3.1.3.2. Efectos sobre el tamainio de callo

Se encontraron diferencias entre los niveles de 2ip en la formacion y crecimiento del callo
después de 45 dias de incubacion.. Al realizar la prueba de Tukey para la comparacion de
medias se obtuvo mayores promedios en los tratamientos de 1.0 mg L (con una media
de 2.730 g) superando a los demas tratamientos (Cuadro 21).

4.3.1.3.3. Efectos sobre la altura de brotes, nimero de yemas y grosor del tallo

Al realizar el andlisis de varianza se observo en estas variables que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos en relacion al testigo.

La altura promedio de brotes fluctio entre 1.4 a 2.2 cm, el nimero de yemas por explante
fluctio entre 2.3 - 3.2 y en el caso de la variable grosor de tallo fue entre 1.1y 1.4 cm . A
pesar de que no hubo diferencias significativas, las dosis intermedias entre 0.1y 1.0 mg L

" de 2ip presentaron los mayores valores promedio (Figura 12).
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4.3.2. Efecto de la adicion de carbohidratos y nitratos sobre la multiplicaciéon de
propagulos

4.3.2.1. Numeros de brotes

El analisis de varianza mostré que no hubo un efecto significativo de la concentracion de
sacarosa ni de la concentracion de nitratos o de la interaccion de estos dos factores sobre
el nimero de brotes, en explantes de Nim tomados de plantas jovenes (Cuadro 22 y
Figura 13).

Cuadro 22 . Valores promedio del nimero de brotes en tres niveles de sacarosa y tres
niveles de nitratos a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo general Nitrato Sacarosa Nitrato*Sacarosa
F calculada 0.29 0.38 0.40 0.20

Pr>F 0.9659 NS 0.6878 NS 0.6710 NS 0.9373 NS
Alpha = 0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey
Numero de tratamiento Composicion nitratos sacarosa (%) Medias
1 100 -3 l.11a
2 100 - 6 1.07 a
3 100 -9 131a
4 200 -3 1.11'a
5 200 -6 1.01a
6 200 -9 1.11a
7 250 -3 1.14a
8 250-6 1.21a
9 250 -9 121a

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

No. DE BROTES

B NITRATOS 100%
ENITRATOS 200%
ENITRATOS 250%

SACAROSA SACAROSA SACAROSA
3% 6% 9%

Figura 13. Efecto de tres niveles de sacarosa y tres niveles de nitratos sobre el
numero de brotes a los 45 dias de incubacion.
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En la prueba de medias de Tukey, para los dos factores evaluados no encontramos
diferencias significativas entre medias (Cuadro 22) en ninguna de las variables
consideradas; estas fluctuaron entre 1.01 y 1.31 en el numeros de brotes (Figura 13). Se
puede observar que al utilizar concentraciones altas de sacarosa y nitratos no se logro
incrementar en numero significativo la multiplicacion de brotes del arbol del Nim.

4.3.2.2. Altura de brotes

En el analisis de varianza para altura de brotes tomada en centimetros se observo
diferencias significativas en el efecto individual de los dos factores evaluados, pero no en
su interaccion; de manera general se puede observar diferencias (Cuadro 23 y Figura 14)
por lo cual, por lo menos uno de los nueve tratamientos es diferente.

Cuadro 23. Valores promedio de la altura de brotes (cm) en tres niveles de sacarosa y
tres niveles de nitratos a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo general Nitrato Sacarosa Nitrato*Sacarosa
F calculada 3.06 3.68 5.44 1.56

Pr>F 0.0046 * 0.029* 0.0061 * 0.1929 NS
Alpha = 0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey

Numero de tratamiento Composicion nitratos sacarosa (%) Medias
1 100 -3 140 b
2 100 - 6 145 b
3 100 -9 145 b
4 200 -3 1.60 b
5 200 -6 2.75a
6 200 -9 160 b
7 250 -3 145 b
8 250 -6 2.60 a
9 250 -9 2.05 ab

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

Al realizarse la prueba de Tukey (Cuadro 23) para la comparacion de medias entre los
nueve diferentes tratamientos, se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos, teniéndose tres diferentes grupos de medias. El tratamiento cinco (con 200
% de nitratos y 6 % de sacarosa en el medio de MS) present6 la mejor media con 2.75
cm, en segundo lugar de importancia fue el tratamiento ocho (con 200% de nitratos y 9
% de sacarosa) con una media de 2.60 cm y el tratamiento que presenté menor respuesta
de los nueve, fue el testigo (al 100 % de nitratos y 3 % de sacarosa) con una media de
1.40 cm para la altura de los brotes.
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ALTURA DE
BROTES (cm) 3

251 ENITRATOS 100%
o B NITRATOS 200%

5L B NITRATOS 250%
1

051"

0 b

SACAROSA SACAROSA SACAROSA
3% 6% 9%

Figura 14. Efecto de tres niveles de sacarosa y tres niveles de nitratos sobre la altura de
brotes a los 45 dias de incubacion.

4.3.2.3. Grosor del tallo

Como podemos observar de manera general en el Cuadro 24 y en la Figura 15,
encontramos diferentes respuestas de los dos factores evaluados y podemos inferir que
por lo menos un tratamiento es estadisticamente diferente. Al realizar el analisis de
varianza se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa con el factor sacarosa, no
asi con el factor nitrato ni tampoco con sus interacciones.

Cuadro 24 .Valores promedio del grosor de tallo (mm) en tres niveles de sacarosa y tres
niveles de nitratos a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo general Nitrato Sacarosa Nitrato*Sacarosa
F calculada 2.97 1.61 7.97 1.15

Pr>F 0.0058 * 0.2072 NS 0.0001 * 0.3407 NS
Alpha = 0.05

* Estadisticamente significativo
NS Estadisticamente no significativo

Prueba de medias de Tukey

Numero de tratamiento Composicion nitratos sacarosa (%) Medias
1 100 -3 1.60 ab
2 100 - 6 240 b
3 100 -9 250 b
4 200 -3 1.60 ab
5 200 -6 2.00 ab
6 200 -9 1.90 ab
7 250 -3 1.60 ab
8 250 -6 2.00 ab
9 250 -9 2.70 a

Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas
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GROSOR DEL

TA
LLO (mm) 254 /

ENITRATOS 100%
ENITRATOS 200%
B NITRATOS 250%

24

1.5

1+

SACAROSA SACAROSA SACAROSA
3% 6% 9%

Figura 15. Efecto de tres niveles de sacarosa y tres niveles de nitratos sobre el
grosor del tallo a los 45 dias de incubacion.

En la prueba de Tukey para la comparacion de medias, se obtuvieron 3 grupos de medias
estadisticamente diferentes. El mejor tratamiento fue el nueve (250 % de nitratos y 9% de
sacarosa), obteniéndose una media en grosor de tallo de 2.7 mm superando en gran
medida al resto de los tratamientos (Cuadro 24). Al utilizarse las mayores
concentraciones de sacarosa y nitratos se obtiene el mayor grosor del tallo de los brotes
de Nim.

4.3.2.4. Cantidad de callo

El analisis de varianza mostro6 que existen diferencias significativas en los factores
individuales evaluados sobre la cantidad de callo formado en los explantes a los 45 dias
de incubacion, asi como en la interaccion de nitratos y sacarosa. Por lo cual podemos
deducir que por lo menos uno de los tratamientos es estadisticamente diferente (Cuadro
25 y Figura 16).
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Cuadro 25. Valores promedio de la cantidad de callo (g) en tres niveles de sacarosa y tres
niveles de nitratos a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo general Nitrato Sacarosa Nitrato*Sacarosa
F calculada 17.45 12.58 35.50 10.85

Pr>F 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 * 0.0001 *

Alpha =0.05

* estadisticamente significativo
NS Estadisticamente no significativo

Prueba de medias de Tukey
Nuamero de tratamiento Composicion nitratos sacarosa (%) Medias

1 100 - 3 0.820 ¢
2 100 - 6 0.660 ¢
3 100 -9 0.800 ¢
4 200 -3 0.630 c
5 200 -6 0.550 ¢
6 200 -9 0.710 ¢
7 250 -3 0.700 ¢
8 250 -6 1.400 b
9 250 -9 2.050 a

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

CANTIDAD DE
CALLO (g)

BNITRATOS 100%
| MNITRATOS 200%
'BNITRATOS 250%

SACAROSA SACAROSA SACAROSA
3% 6% 9%

Figura 16. Efecto de tres niveles de sacarosa y tres niveles de nitratos sobre la cantidad
de callo (g) a los 45 dias de incubacion.

Al efectuarse la prueba de comparacion de medias de Tukey entre los tratamientos, se
encontro diferencias significativas entre ellos. Se diferenciaron estadisticamente tres
grupos de medias, pudiendo observar que la concentracion de 250% de nitrato en
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comparacion con las otras 2 concentraciones estimuld de manera significativael desarrollo
de callo; e igualmente para el factor sacarosa al incrementar la concentracion a 6% y 9%
se tiene una respuesta positiva. Los mejores tratamientos fueron el 9 (250% de nitratos y
9% de sacarosa) con una media de 2.05 g de callo, y el tratamiento 8 (250% de nitratos y
6% de sacarosa), estos dos tratamientos superaron al resto de los tratamientos que
fluctuaron entre .630 a .820 g de callo.

4.3.2.5. Numero de yemas

En el Cuadro 26 se puede observa que existen diferencias significativas entre la
interaccion de los factores (nitratos y sacarosa). Por lo cual al menos uno de los
tratamientos evaluados es diferente en la cantidad del nimero de yemas en los brotes del
Nim.

Cuadro 26. Valores promedio del nimero de yemas en tres niveles de sacarosa y tres
niveles de nitratos a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo general Nitrato Sacarosa Nitrato*Sacarosa
F calculada 2.96 2.65 2.65 3.25

Pr>F 0.0060 * 0.075 NS 0.075 NS 0.0160 *

Alpha = 0.05

NS no significativo
* Estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey
Niimero de tratamiento Composicion nitratos sacarosa (%) Medias
1 100 - 3 1.600 b
2 100 - 6 1.900 ab
3 100 -9 2.000 ab
4 200 - 3 3.100 a
5 200 -6 1.700 ab
6 200 -9 1.800 ab
7 250 -3 1.700 ab
8 250 -6 1.500 b
9 250 -9 1.700 ab

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

Al realizar la comparacion de medias de Tukey para los factores de estudio, se observo
que para la variable nimero de yemas no tiene importancia significativa el efecto de los
factores nitrato y sacarosa de manera individual, pero si en su interaccion, siendo el mejor
tratamiento el 4 (200 % nitratos y 3 % de sacarosa) con una media de 3.10, superando a
los demas tratamientos que fluctuaron entre 1.5 a 2.0 nimeros de yemas a los 45 dias de
incubacion (Figura 17).
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No.DE YEMAS >°]

'@NITRATOS 100% |
|WNITRATOS 200% |
'INITRATOS 250% |

SACAROSA SACAROSA SACAROSA
3% 6% 9%

Figura 17. Efecto de tres niveles de sacarosa y tres niveles de nitratos sobre el nimero
de yemas a los 45 dias de incubacion.

4.3.2.6. Color de hojas

El analisis de varianza para esta etapa se realizd con la prueba de clasificacion por rangos
de Kruskal-Wallis. En el analisis podemos observar que la probabilidad asociada con la
ocurrencia conforme a Ho de un valor tan grande como H= 14.553, gl = 8 es p< 0.0684 y
ya que esta probabilidad es mayor que el nivel de significacion previamente fijado (a0 =
0.05), aceptamos Ho y concluimos que los tratamientos resultaron iguales, es decir, que
las concentraciones de nitratos y sacarosa no producen diferente coloracion en las hojas,
lo cual nos esta representando explantes del mismo vigor (Cuadro 27).

Cuadro 27. Procedimiento Npar 1 wan en SAS para la prueba de medias de rangos.

Prueba de Wilcoxon (suma de rangos) por variable contaminacion y clasificado
por la variable tratamiento.

Composicion nitratos sacarosa (%) Medias
1 100 -3 39.1a
2 100 -6 43.7 a
3 100 -9 412 a
4 200-3 64.5 a
5 200 -6 36.8 a
6 200 -9 30.0 a
7 250 -3 577 a
8 250 -6 50.6 a
9 250 -9 459 a

Prueba de Kruskal-Wallis (Chi-Cuadrada Aproximacion) Alpha = 0.05
No. de datos=90 CHISQ = 14.553 gl= 8  Probabilidad > CHISQ = 0.0684

Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas
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4.3.3. Multiplicacion de callos para obtener embriogénesis

La realizacion de este ensayo fue en un medio MS al 100% con agar (solido) y sin agar
(liquido). En el medio sin agar no se obtuvo ninguna respuesta para las variables
evaluadas, infiriendo que se debid al control de las temperaturas ya que en las mesas
rotatorias del laboratorio no se cuenta con el equipo necesario para controlar la
temperatura; segun Muralidharan y Mascarenhas (1989) para inducir a estructuras
bipolares en mesas rotatorias es necesario mantener la temperatura constante a 27° C.

4.3.3.1. Numero de brotes

El analisis de varianza mostré que no existen efectos significativos en ninguno de los
factores evaluados individualmente (GA;, BA y extracto de malta) sobre el numero de
brotes formados en los explantes a los 45 dias de incubacion en medio solido, pero si en
la interaccion de GA; y BA (Figura 18 y Cuadro 28), con base a lo anterior se infiere que
por lo menos uno de los tratamientos es diferente .

No. DE BROTES

-
OBA0O, GA300 Mg/

i

BBA 0.1, GA30.0mg/ |
OBA 0.3, GA30.0mg/
OBA 1.0, GA30.0 mg/
MBA 30, GA30.0 mg/
OBA 0.0, GA31.0mg/ |
EBAO.1, GA31.0mg/
WBA 0.3, GA31.0mgh
BBA 1.0, GA31.0mg/
0BA 30, GA31.0mg/
DBA 0.0, GA35.0 mg/
OBA 0.1, GA35.0 mg/l
WBA 0.3 GA350mg/
BBA 1.0, GA350mg/l
M BA 30, GA350 mg/l

EXTRACTO DE MALTA (mg/l)

Figura 18. Efecto de tres niveles de GA;, tres niveles de extracto de malta y 5 niveles de
BA sobre el nimero de brotes a los 45 dias de incubacion.
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Cuadro 28 . Analisis de varianza para la comparacion de tres niveles de GAs, tres niveles
de extracto de malta y cinco niveles de BA para el nimero de brotes a los 45 dias de
incubacién. Prueba de Tukey.

Factores Modelo GA; BA Extracto de GA; * BA*EM
general malta

F calculada 1.20 2.45 1.07 0.70 1.81

Pr>F 0.2022 NS 0.0883 NS  0.3745 NS 0.4581 NS 0.0043 *

Alpha = 0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey
Numero de tratamiento Tratamiento Medias
GAs;- BA-EM. mgL"

1 00-00-00 082 b
2 00-0.1-00 0.96 b
3 00-0.3-00 0.82 b
4 00-1.0-00 0.70 b
5 00-3.0-00 0.70 b
6 1.0-00-00 0.70 b
7 1.0-0.1-00 0.70 b
8 1.0-0.3-00 0.76 b
9 1.0-1.0-00 3.600 a
10 1.0-3.0-00 1.56 b
11 5.0-00-00 2.16 b
12 5.0-0.1-0.0 242 b
13 5.0-0.3-00 0.70 b
14 5.0-1.0-00 222 b
15 5.0-3.0-00 0.70 b
16 00-0.0-500 0.70 b
17 00-0.1-500 0.70 b
18 00-0.3-500 0.70 b
19 00-1.0-500 0.70 b
20 0.0-3.0-500 0.70 b
21 1.0-0.0-500 0.70 b
22 1.0-0.1-500 0.70 b
23 1.0-0.3-500 2.08 b
24 1.0-1.0-500 0.70 b
25 1.0-3.0-500 0.70 b
26 5.0-0.0-500 0.96 b
27 5.0-0.1-500 2.02 b
28 5.0-0.3-500 1.02 b
29 5.0-1.0-500 176 b
30 5.0-3.0-500 1.16 b
31 00-0.0-1000 1.76 b
32 00-0.1-1000 0.70 b
33 00-0.3-1000 0.70 b
34 0.0-1.0-1000 1.62 b
35 0.0-3.0-1000 1.82 b
36 1.0-0.0-1000 0.76 b
37 1.0-0.1-1000 0.82 b
38 1.0-0.3-1000 0.70 b
39 1.0-1.0-1000 0.76 b
40 1.0-3.0-1000 1.96 b
41 5.0-0.0-1000 0.70 b
42 5.0-0.1-1000 1.16 b
43 5.0-0.3-1000 0.70 b
44 5.0-1.0-1000 136 b
45 5.0-3.0-1000 0.70 b

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

Al efectuarse la prueba de comparacion de medias de Tukey, se encontro diferencias
significativas entre los tratamientos. Se diferenciaron estadisticamente dos grupos de
medias siendo la mejor interaccion dada en el tratamiento nueve (1 mg L de GA; , 1 mg
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L'de BAy 0 mg L' de Extracto de malta ) con una media de 3.60 brotes, seguido por el
tratamiento 12 (5.0 mg L™ de GA; y 1 mg L™ de BA) con una media de brotes de 2.42.
(Figura 18 y Cuadro 28). Como podemos observar en los resultados anteriores, la
interaccion de los dos factores (GA; y BA) es importante para que se obtengan un
numero significativo de brotes.

4.3.3.2. Numero de formaciones globulares

De manera general podemos observar en la Figura 19 y en el Cuadro 29 que existen
diferencias significativas entre los tratamientos para la variable evaluada por efecto del
factor GAjz; en cambio las concentraciones de Benziladenina no resultaron
estadisticamente significativas y para la interaccion de los tres factores los tratamientos
estadisticamente significativos son el nueve (con 1.0 mg L™ de GA;, 1.0 mg L' de BA y
0.0 de extracto de malta) y en el tratamiento 23 (con 1.0 mg L' de GA;, 1.0 mg L de
BA y 500 de extracto de malta) que presentaron las mejores respuestas, es decir, que son
las concentraciones mas favorable para la obtencion de proembriones para multiplicacion
del Nim.

No. DE
FORMACIONES
GLOBULARES OBA 00, GA30.0 mgA
] BBAO.1, GA30.0mg/
OBA 0.3, GA30.0 mg/
A= a OBA 1.0, GA30.0 mgA
4 M BA 3.0, GA30.0 mg/
35- DBA 0.0, GA3 1.0 mgh
3% ' WBA 0.1, GA3 1.0 mg/
25 | OBA 0.3, GA3 1.0 mg/
. WBA 1.0, GA31.0mg/
1‘sﬁ[ ! OBA 30, GA3 1.0 mg/
| OBA 0.0, GA350 mg/
1“ QBA 0.1, GA35.0 mg/
as M BA 0.3, GA35.0 mg/
0- 0 o0 1000 MBA 1.0, GA350mg/
EXTRACTO DE MALTA (mgl) MERSS S almg

Figura 19. Efecto de tres niveles de GA3, tres niveles de extracto de malta y 5 niveles de
BA sobre el numero de formaciones globulares a los 45 dias de incubacion.
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En la prueba de medias se observa que el factor acido giberélico es importante para
obtener embriones somaticos principalmente a una concentracién de 1 mg L', la
Benziladenina con 1 mg L™ y el extracto de malta con 500 mg L ™.

Cuadro 29 .Analisis de varianza para la comparacion de tres niveles de GA;, tres niveles
de extracto de malta y cinco niveles de BA para el nimero de formaciones globulares a
los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo GA3 BA Extracto de GA;*BA*EM
general malta

F calculada 1.34 4.65 1.01 0.33 1.25

Pr>F 0.0939 NS 0.0107 * 0.4039 NS 0.7227 NS 0.0026 *

Alpha = 0.05

NS no significativo

* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey

Numero de tratamiento Tratamiento Medias
GA;-BA-EM. mg L’

1 00-00-00 334 b
2 00-0.1-00 0.70 b
3 00-0.3-00 182 b
4 00-1.0-00 0.82 b
5 00-3.0-00 136 b
6 1.0-00-00 1.82 b
7 1.0-0.1-00 136 b
8 1.0-0.3-00 256 b
9 1.0-1.0-00 454a
10 1.0-3.0-00 1.96 b
11 5.0-00-00 0.70 b
12 5.0-0.1-0.0 0.70 b
13 5.0-0.3-00 0.76 b
14 5.0-1.0-00 0.70 b
15 5.0-3.0-00 0.70 b
16 00-0.0-500 0.76 b
17 00-0.1-500 0.76 b
18 00-0.3-500 136 b
19 00-1.0-500 136 b
20 0.0-3.0-500 0.96 b
21 1.0-0.0-500 0.70 b
22 1.0-0.1-500 122 b
23 1.0-0.3-500 434a
24 1.0-1.0-500 0.70 b
25 1.0-3.0-500 0.96 b
26 5.0-0.0-500 0.70 b
27 5.0-0.1-500 0.76 b
28 5.0-0.3-500 0.70 b
29 5.0-1.0-500 1.56 b
30 5.0-3.0-500 2.02 b
31 00-0.0-1000 1.96 b
32 00-0.1-1000 1.96 b
33 00-0.3-1000 1.56 b
34 0.0-1.0-1000 222 b
35 0.0-3.0-1000 262 b
36 1.0-0.0-1000 142 b
37 1.0-0.1-1000 - 1.96 b
38 1.0-0.3-1000 0.76 b
39 1.0-1.0-1000 136 b
40 1.0-3.0-1000 1.96 b
41 5.0-0.0-1000 0.96 b
42 5.0-0.1-1000 0.70 b
43 5.0-0.3-1000 1.56 b
44 5.0-1.0-1000 3.08 b
45 5.0-3.0-1000 122 b

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas
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4.3.4. Germinacion de embriones somaticos

El analisis de varianza mostré que no hubo un efecto significativo de la concentracion del-
medio de cultivo MS, pero si de la concentracion de GAs y de la interaccion de estos
factores se obtuvo como respuestas valores de 0.70 a 1.60 embriones somaticos
germinados de Nim (Cuadro 30 y Figura 20).

Cuadro 30. Valores promedio del numero de embriones germinados en dos
concentraciones de MS y cinco niveles de GAs a los 30 dias de incubacion. Prueba de
Tukey.

Factores Modelo general MS % GA; (mgL™) MS*GA;

F calculada 4.62 0.02 3.29 7.10

Pr>F 0.0003 * 0.8982 NS 0.0201* 0.0002 *

NS no significativo * estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey

Numero de tratamiento Composicion MS% GA; (mgL™) Medias

1 50-0.0 0.700 b
2 50-0.1 0.820 ab
3 50-0.3 0.760 b
4 50-1.0 1.480 a
5 50-3.0 1.600 a
6 100-0.0 0.700 b
7 100-0.1 0.700 b
8 100-0.3 0.820 ab
9 100 - 1.0 0.700 b
10 100 - 3.0 0.700 b

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

GERMINACION
DE EMBRIONES > B GA30.0 mgh
- BGA30.1 mg/
: OGA30.3mgn
1 OGA31.0mgn
HE EGA33.0mgh
MS 50% MS 100%
MEDIO DE CULTIVO

Figura 20. Efectos de las concentraciones MS y GA; en la germinacion de
embriones somaticos de Nim a los 30 dias de incubacion.

En la prueba de medias de Tukey en los dos factores evaluados encontramos diferencias
entre medias (Cuadro 30 y Figura 20) y estas fluctuaron entre 0.70 a 1.60 en el nimero
de embriones germinados. Se puede observar que al incrementar la concentracion de GA;
se incrementa la germinacion de los embriones y asi mismo, la interaccion de GA; con la
concentracion del medio de cultivo MS (50%) favorece la germinacion.
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4.4. Etapa III : Enraizamiento de brotes

4.4.1. Numero de raices

El analisis de varianza mostro que la concentracion de acido indolacético (AIA) tuvo un
efecto significativo (p = 0.05) sobre el nimero promedio de raices formadas en los brotes
de Nim cultivados in vitro, después de un periodo de incubacion de 45 dias. Sin embargo,
la concentracion de BA vy la interaccion de los dos factores anteriores no tuvieron un
efecto significativo en la variable.

En los resultados podemos observar que las concentraciones de 1.0 y 3.0 mg L™ de AIA
favorecieron el desarrollode un mayor numero de raices, manifestandose como el mejor
tratamiento para inducir rizogénesis un tratamiento con 3.0 mg L' de AIAy 0.1 mg L™
de BA, con una media de 2.38 de numero de raices por explante. (Figura 21 y Cuadro
31).

Como podemos observar al aumentar la cantidad de AIA se incrementa la respuesta de
rizogénesis. Esto coincide con el trabajo de Shrikhande et al. (1993), quienes encontraron
que al utilizar combinaciones de AIA desde 0.5 a 5.0 mg L™ se induce un gran niimero
de raices en explantes de Nim.

También Mohamed (1994), usando secciones de tallos con yemas axilares y un medio MS
al 100% y complementado con 9.8 mg L™ de AIA obtuvo rizogénesis.

No.DE RAICES 25
5 [mBA 00 mg/
'@BA 0.1 mg/ |
15 OBA oamgnl‘
g OBA 10mgh|
, | @BA 30 mgh
05+
AIA AIA AIA AIA AIA
00 0.1 03 10 30

mg/ mgh mg/ mg/l mg

Figura 21. Efecto de cinco niveles de BA y cinco niveles de AIA sobre el nimero de
raices a los 45 dias de incubacion.

78



Cuadro 31. Valores promedio para la comparacion de cinco niveles de BA y cinco niveles
de AIA sobre el nimero de raices a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo BA AIA BA*AIJA
general

F calculada 2.27 0.71 7.49 1.35

Pr>F 0.0011 * 0.5871 NS 0.0001 * 0.1698 NS

Alpha = 0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey
Nimero de tratamiento Tratamiento Medias
BA-AIA (mgL™)

1 00-0.0 0.700 b
2 0.1-0.0 0.860 b
3 0.3-0.0 1.230b
4 1.0-0.0 0.730b
5 3.0-0.0 0.730 b
6 00-0.1 1.780 b
7 0.1-0.1 0.760 b
8 03-0.1 0.890 b
9 10-0.1 0.830b
10 30-0.1 0.700 b
11 00-03 0.700 b
12 0.1-03 0.700 b
13 03-03 0.700 b
14 1.0-03 1.570 b
15 30-03 1.220b
16 00-10 1.650b
17 0.1-10 1.260 b
18 03-1.0 2.140 ab
19 1.0-1.0 2220 a
20 30-1.0 1.780 b
21 00-3.0 2.040 ab
22 0.1-3.0 2380 a
23 03-30 1.800 b
24 1.0-3.0 1.610b
25 3.0-3.0 0.890 b

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas

4.4.2. Longitud de las raices

Durante el periodo de incubacion se presentaron diferencias en la longitud de raices por
efecto del factor AIA con concentraciones de 1.0 y 3.0 mg L™ donde se presentaron la
mayor longitud de raices, manifestandose como el mejor tratamiento el veinte (3.0 mg L™
de BAy 1.0 mg L™ AIA) con una media de 1.53 cm de longitud de la raiz (Cuadro 32 y
Figura 22).
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Cuadro 32. Valores promedio para la comparacion de cinco niveles de BA y cinco niveles
de AIA sobre la longitud de las raices a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo BA AIA BA*AIA
general

F calculada 1.39 0.42 0.0108 0.3225

Pr>F 0.1145 NS 0.0.7960 NS 0.0108 * 0.3225 NS

Alpha =0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey
Numero de tratamiento Tratamiento Medias
BA-AIA (mgL™)

1 0.0-0.0 0.700 b
2 0.1-0.0 1.160 b
3 0.3-0.0 0.830 b
4 1.0-0.0 1.230 ab
5 3.0-0.0 1.030 b
6 0.0-0.1 1.150 b
7 0.1-0.1 0910 b
8 0.3-01 0930 b
9 1.0-0.1 0930 b
10 3.0-0.1 0.700 b
11 0.0-03 0.700 b
12 0.1-03 0.700 b
13 0.3-0.3 0.700 b
14 1.0-0.3 0.640 b
15 3.0-0.3 0.640 b
16 0.0-1.0 0.670 b
17 0.1-1.0 1.060 b
18 0.3-1.0 1.340 ab
19 1.0-1.0 1.220 ab
20 3.0-1.0 1530 a
21 0.0-3.0 1.370 ab
22 0.1-3.0 1.220 ab
23 0.3-3.0 1.400 a
24 1.0-3.0 1.100 b
25 3.0-3.0 0.620 b

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas
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. 1.6,
RAICES (cm) ! S —
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'BBAO.1 mgh |
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Figura 22. Efecto de cinco niveles de BA y cinco niveles de AIA sobre la longitud de las
raices a los 45 dias de incubacion.

4.4.3. Gramos de callo

Al realizar el analisis de varianza encontramos que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los factores evaluados individualmente (BA y AIA), ni tampoco se
presentd para su interaccion. Al realizar la prueba de medias de Tukey no se encontraron
diferencias entre tratamientos (Figura 23 y Cuadro 31).

caNTIDADDE  ©67
CALLO (g) 05+

HWBA 00 mg/
BBA 0.1 mgh

0.41

OBA03mgh
031 OBA10mgA |
0.21 (WBA30mg! |

01 ¢

0+

Figura 23. Efecto de cinco niveles de BA y cinco niveles de AIA sobre la cantidad de
callo a los 45 dias de incubacion.
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Cuadro 33. Valores promedio para la comparacion de cinco niveles de BA y cinco niveles
de AIA sobre la cantidad de callo a los 45 dias de incubacion. Prueba de Tukey.

Factores Modelo BA AlA BA*AIA
general

F calculada 0.02 1.65 0.37 1.03

Pr>F 0.4373 NS 0.1631 NS 0.8269 NS 0.0.4266 NS

Alpha = 0.05

NS no significativo
* estadisticamente significativo

Prueba de medias de Tukey
Numero de tratamiento Tratamiento Medias
BA-AIA (mgL™")
1 0.0-0.0 0.100 a
2 0.1-0.0 0.370 a
3 03-0.0 0.480 a
4 1.0-0.0 0.490 a
) 3.0-0.0 0.520 a
6 0.0-0.1 0.510 a
7 0.1-0.1 0.600 a
8 03-0.1 0.480 a
9 1.0-0.1 0.510 a
10 3.0-0.1 0.470 a
11 00-03 0.540 a
12 0.1-03 0470 a
13 03-03 0.530 a
14 1.0-03 0.600 a
15 30-03 0.580 a
16 00-1.0 0.530a
17 01-10 0.540 a
18 03-10 0.570 a
19 10-1.0 0430 a
20 30-1.0 0340 a
21 0.0-3.0 0.100 a
22 0.1-3.0 0.510a
23 03-3.0 0.510 a
24 1.0-3.0 0.450 a
25 30-3.0 0.450 a

Alpha = 0.05. Medias con la misma letra vertical no presentan diferencias significativas
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Figura 24. Embriogénesis en Nim: La barra de referencia utilizada representa 100 pm .a) cc: células de callo friable;
p: proembrion. b) ce: células embriogénicas; fg: formacion globular. c) e: embrion somatico; co: células de callo
oxidado. d) Embrion en etapa torpedo: pc: procambium; mf: meristemo fundamental; hc: hojas cotiledonares f)
Células de callo con embriones. g) Brote y raiz de embriones.
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4.5. Etapa IV : Trasplante a suelo de plantas obtenidas in vitro

Las plantulas obtenidas in vitro fueron transplantadas a bolsas de polietileno de tamafio
forestal conteniendo una mezcla de 70% de tierra de monte y 30% de Peat moss. Para
conservar una alta humedad relativa en el medio que rodea a la planta, a cada maceta se
le coloco una bolsa de polietileno transparente. Las plantas cubiertas con polietileno
fueron mantenidas durante un periodo 30 dias; diez dias después del trasplante, las bolsas
de polietileno fueron perforadas para que las plantas fueran adaptandose a menor
humedad relativa. Después de 20 dias de trasplante al suelo, las plantas fueron llevadas a
condiciones de invernadero con 50% de sombra, pero la meceta aun conservaba la
cubierta de polietileno. Al Transcurrir diez dias de que se trasladaron las plantas a
invernadero, les fue eliminada la cubierta de polietileno y continuaron en condiciones de
media sombra. Se tomaron datos de altura de planta, nimero de hojas y porcentaje de
supervivencia de las plantas. Sin embargo, a estos datos no se le realizo ningin analisis
estadistico.

Del grupo inicial de 50 plantas que se trasplantaron a suelo, la supervivencia a los 50 dias
fue del 60%; esto debido principalmente a la alta humedad relativa en el medio ambiente
creado por la bolsa de polietileno, lo que provocd una alta incidencia de enfermedades
fungosas. Ademas de perforar las bolsas que cubrian a cada maceta, para reducir la
incidencia de enfermedades fue necesario descubrir por completo las macetas diariamente
por lapsos de una hora aproximadamente, como forma de ventilacion, cubriéndola
posteriormente. La ventilacion es una practica comun en invernaderos que se realiza para
disminuir la incidencia de enfermedades que son provocadas por ambientes con alta
temperatura y humedad. Esta practica de manejo permitié la supervivencia de 30 plantas
del grupo original (Cuadro 34).

Cabe mencionar que para controlar la incidencia y crecimiento de fungosis se estuvo
asperjando cada tercer dia el fungicida Benlate a una concentracién de 1.0 mg L
durante 25 dias.

Cuadro 34. Caracteristicas de plantas de Nim obtenidas in vitro 50 dias después del
periodo de aclimatacion.

No. de plantas No. de plantas Altura de No. de
trasplantadas después de la planta en hojas en
aclimatacion promedio promedio
(cm)
50 30 8.7 9

Después de 30 dias de la etapa de aclimatacion las caracteristicas de las plantas que
sobrevivieron mostraron que hubo poco crecimiento durante este periodo. De hecho, el
crecimiento de tallo durante los 30 dias de aclimatacion fue menor al obtenido durante los
dias anteriores de la etapa de enraizamiento i» vitro , ocurriendo poco crecimiento de raiz
y formacion de nuevas raices primarias. Al final del periodo de aclimatacion, se observo
la absicion de las hojas inferiores. Torres (1989) menciona que el retraso en crecimiento
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durante los primeros dias de aclimatacion de las plantas obtenidas in vifro, puede ser
debido a que estas plantas usan una gran cantidad de energia para adaptarse a un nuevo
ambiente y que la fijacion de CO, a través de la fotosintesis es menor al CO, liberado.
Ademas, esto puede ser debido que al transferir a las plantas a condiciones naturales sea
dificil inducir un buen funcionamiento radicular, que tiende a ser sustituido por nuevas
raices. Ademas de que las hojas tienen menos cera cuticular y no hay un control efectivo
de apertura y cierre de estomas.

4.6. Metodologia para el cultivo in vitro del arbol del Nim

Con base a los resultados de las diferentes etapas del estudio efectuado, la propagacion in
vitro del arbol del Nim usando microestacas se puede obtener de la siguiente manera:

1. Los explantes se toman de las ramas de los arboles jovenes en cualquier fecha de afo;
después de cortados los explantes se colocan en agua jabonosa (4 g L™ ) durante el
traslado al laboratorio.

2. Los explantes deben desinfectarse lavandose con jabon y agua corriente y se ponen
en agitacion en un recipiente con gotas de Tween-20 durante 30 minutos.
Posteriormente se desinfestan con hipoclorito de sodio al 15% por 10 minutos y en
alcohol al 10% durante 2 minutos y finalmente se enjuagan con agua destilada por 5 a
6 minutos y se transfieren a cajas de petri esterilizadas para la siembra.

3. Para multiplicar los explantes se siembran en un medio que consiste en: MS al 100%
adicionando BA al 0.3 mg L. La multiplicacién celular en la base del explante se
observa a las dos semanas de incubacion.

4.- Los brotes se transfieren para inducir la rizogénesis a un medio que contenga la
siguiente composicion quimica: MS al 100%, 0.1 mg L™ de BA y 3.0 mg L de AIA.
La aparicion de raices se presenta a los 10 dias de incubacion, teniéndose plantas
completas a los 30 dias de sembrado el explante. Durante el periodo de incubacion se
mantuvo un fotoperiodo de 16/8 horas, con una intensidad luminosa de 2700 a 3200
lux y una temperatura de 26 °C.

5.- Se transfieren las plantas in vitro a condiciones de invernadero controlandose
principalmente la humedad relativa. Se recomienda asperjar con un fungicida la planta
y el sustrato desde el primer dia de trasplante. En esta ultima etapa la planta
permanece aproximadamente 30 dias en invernadero.

6.- Se obtiene la regeneracion de plantas a las 14 semanas, desde que se establece el
cultivo aséptico hasta la salida de la planta del invernadero .
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Figura 25. Etapas del cultivo in vitro de Azadirachta indica A. Juss.: a) Establecimiento
aséptico del explante y desarrollo de la yema axilar. b) Multiplicacion de propagulos , c)

Enraizamiento y desarrollo de los explantes. d) Aclimatacion de plantas in vifro en
invernadero.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

Se logré establecer una metodologia adecuada para el cultivo del arbol del Nim in vitro,
obteniéndose de 110 a 120 plantas por 10 explantes sembrados en 14 semanas, desde la
siembra del explante hasta la obtencion de planta aclimatada al medio ambiente.
Potencialmente se puede obtener a partir de un explante (yema axilar) de Nim 100,000
plantas en un afio.

La multiplicacion de brotes se puede llevar acabo en presencia de 0.5 mgL"y 1.0 mg L
de BA..

También se puede obtener embrigénesis somatica del Nim con una respuesta muy
favorable debido al efecto de GA; en células de callo.

Para obtener rizogénesis es necesario complementar el medio de cultivo con 0.1 mg L™
de BAy3.0mgL" de AIA.

Para la aclimatacion de las plantas se observd que es de suma importancia mantener el
arbol libre de patogenos y el controlar el exceso de humedad por medio de periodos
cortos de ventilacion, por lo menos durante la primera semana de aclimatacion.

Cuando las plantas obtenidas in vitro fueron transplantadas del medio de cultivo a
macetas con sustrato para su aclimatacion, se obtuvo un 60 % de sobrevivencia de
plantas.

La regeneracion de planta del Nim in vitro es por la via de explantes de tallo, ya que por
via semilla no fue posible debido al alto indice de presencia de contaminancion
especialmente bacterias.

La multiplicacion in vitro es una metodologia valiosa para la reproduccion de dicha
especie en cualquier época del aflo.
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Capitulo 6

RECOMENDACIONES

Se debe realizar un manejo fitosanitario de las semillas del Nim después de su cosecha
para evitar su pudricion, que provoca problemas de contaminacion por bacterias en la
etapa de establecimiento aséptico de los explantes.

De preferencia se debe trabajar con semillas de 2 a 3 semanas de cosechadas para
evitar bajos porcentajes de germinacion

Cuando se realice la propagacion de Nim via in vitro seria recomendable que los
explantes se obtuvieran de los arboles con las mejores caracteristicas deseables para
reproducir como son altura, produccion de semillas, grosor del tallo, resistencia a
plagas y enfermedades etc.

Las partes vegetativas de donde se van a obtener los explantes deben trasladarse
inmediatamente al laboratorio e introducirlos a un medio liquido con detergente para
disminuir el problema de contaminacion.
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Cuadro 35. Especies de artropodos afectados por los derivados del Nim (Jacobson, 1986).

Ortépteros
Chapulines, cucarachas, langostas
Cucaracha oriental
Cucaracha alemana
Cucaracha americana
Chapulines

Grillo de campo
Langosta del desierto
Langosta migratoria
Langosta roja
Saltamonte variegado

Blata orientalls

Blatella germanica
Periplaneta americana
Melanoplus ssp

Gryllus pelsinvanicus
Shistocerca gregaria y S. ssp
Locusta migratoria
Nemadacris septemfasciata
Zonocerus variegatus

Homopteros

Pulgones, escamas, chicharritas
Salta hoja de algodén
Escama amarilla

Escama roja de california
Mosca blanca

Mosca blanca algodonesa
Pulgdn de los citricos
Pulgén de la cana

Pulgdn de la mostaza
Pulgdn de los citricos
Pulgdn del algodén
Pulgén del frijol

Pulgén verde

Salivazo blanco

Salta hoja de la berengena
Salta hoja del algodén
Silido de los citricos

Amrasca devastans

A. citrina

Aonlidiella auranti
Bemicia tabaci
Aleurotrixx floccocus
Aphis citricola
Melanaphis sacchari
Lilphapis erysime
Toxoptera auranti
Aphis gossypii
Rhopalosiphum maildls
Myzus persicae
Sogatella furcifera
Jacobiella fascialis
Empoasca acialis, Elybica y E. fabae
Diaphorina citri

Coledépteros ]
Mayates, picudos, escarabajos
Barrenador de granos
Conchuela del frijol

Coto rrita punteada

Cotorrita verde o diabrotica
Enrollador del hoja del arroz
Escarabajo

Escarabajo coccinelido
Escarabajo crismelido
Escarabajo de frutas secas
Escarabajo de algodén
Escarabajo de follaje
Escarabajo dorado de la papa
Escarabajo galerucido

Gorgojo confuso
Mayate plano de los granos

Mayate rojo

Picudo de la raiz del arroz
Picudo de los granos
Picudo del maiz

Pulga de la hoja

Pulga saltona

Rhyzoperta dominica
Epilachna varivestis
Diabrotica undecimpuctata
D. baltealta
Chiridia bipunctata
Schematiza cardiae
Henosepilachna v.
Agelasica alni
Carpophilus hemipterus
Myllocerus sp
Ooteca beniggseni
Leptinotarsa descemlineata
Madurasia oscurella
Tribolium castaneum y T. confusus
Crytolestes ferrigenus
Aulocophora foveicollis
Echinocnemus oryzae
Oryzaephilus osurinamensis
Sitophilus oryzae y S. zeamais
Podagria sp.
Epitrix fuscula
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continuacion.

Lepidopteros

Mariposas, palomillas
Gusano peludo

Gusano bellotero

Gusano cogollero

Gusano cortador

Gusano de la cera

Gusano de la hoja y la vaina
Gusano del ombligo
Gusano del fruto del tomate
Gusano flota

Gusano medidor

Gusano verde del tabaco
Mariposa azul

Mariposa de las flores
Mariposa del arroz
Mariposa del mediterraneo
Mariposa del repollo

Cuadro 35. Especies de artropodos afectados por los derivados del Nim (Jacobson, 1986)

EFuproctis lunata
Helicoverpa zea
Spodoptera frugiperda
Feltia subterranea
Galleria mellonela
Antigastra catalaunalis
Amyelois transitella
Keiferia [ycopersisiella
Spodoptera eridiana
Trichoplusia ni
Manduca sexta
Euchysops enejus
Homoesoma electellum
Corcyra cephalonica
Epestia Kuheniella y E. cautella
Pieris brasicae

Dipteros

Moscas y mosquitos
Mosquito

Minador de hojas

Minador de la hoja de hortalizas
Minador del frijol

Mosca

Mosca de agalla de arroz
Mosca de la fruta

Mosca de la fruta del caribe
Mosca del frijol

Mosca del melén

Mosca voladora

Mosca voladora axzul

Aedes togol y Culex
Phytomiza ilicis
Liriomyza sativae
Melanagromyza abtusa
Musca domestica
Orseolia orizae
Anastrepha ludens
A. suspensa
Ophiomya phascoli
Dacus curcubitae
Phomia sp
Calliphora vicina

Mosquita de la fruta Drosophila melanogaster
Hymenopteros

Avispas, hormigas, abejas

Abeja Apis melifera

Hormiga de la madera Formica polyctena
Minador de la hoja Fenus pusilla

Mosca de la mostaza Athalia lugens

Trips
Trips de las flores
Tripido del arroz

Frankiniella occidentalis
Stenchaetothips biformis

Acaros

Arana roja de los citricos
Acaro

Acaro

Panonychus citri
Tetranychus cinnabarius
Tetranychus urticae
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Cuadro 35. Especies de artropodos afectados por los derivados del Nim (Jacobson, 1986)

continuacion.

Nematodos
Nematodo de quiste en la soya

Heterodera glycine

Nematodo de agalla Meloidogyne incognita
Nematodo de la raiz Melodogine javanica
Nematodo Pratylencus brachyurus
Nematodo Tylenchus filiformis
Hongos

Ahogamiento de las plantulas Sclerotium rolfsii
Costra negra de la papa Rhizotonhia solani
Marchitez en hortalizas Fusarium oxysporum
Marchitez del jitomate Fusarium Jycopersici

Tizdn foliar del frijol

Alternaria tenuis

Crustaceos
Ostiones
Ostracodo

Hetorocypris luzonensis
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Cuadro 36. Composicion del medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962).

Nombre del compuesto Formula Concentracion
(sales inorganicas) (mgL™)
MACROELEMENTOS

Nitrato de amonio NH,NO; 1650
Nitrato de potasio KNO; 1900
Cloruro de calcio CaCL,.2H,O 440
Sulfato de magnesio MgS0,.7H,O 370
Fosfato acido de potasio KH,PO, 170
MICROELEMENTOS

Ioduro de Potasio KI 0.83
Acido borico H;BO; 6.2
Sulfato de manganeso MnSO4+H,O 16.90
Sulfato de zinc ZnS0,.7TH,0 8.6
Molibdato de sodio Na,MO0,.2H,0 0.25
Sulfato cuprico CuS0,.5H,0 0.025
Cloruro de cobalto CoCL.6H,0O 0.025
SOLUCION DE FIERRO

Sulfato ferroso FeSO,. 7H,0O 27.8
Acido etilendinitrilotetracetato disodico Na, EDTA 37.24







