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Introduccion. El Neem es un arbol de la familia de las
melidceas, valioso debido a que sus extractos actian en
los insectos como inhibidores del crecimiento,
disminuyen la fecundidad y la oviposiciéon (1). Dado que
esta especie es de crecimiento lento, técnicas
tradicionales de propagacion resultan en bajos
rendimientos por lo que se busca la propagacion in
vitro. Esta técnica puede ser una alternativa eficaz para
producir masivamente esta especie. De igual manera,
es importante establecer protocolos moleculares que
eventualmente nos permitan realizar eventos de
transformacion genética sobre esta especie.

El objetivo de este trabajo es presentar los avances que
hemos realizado para abordar las problematicas de
propagacion in vitro de neem asi como la construccién
de vectores para la transformacion plastidica entre estos
individuos.

Metodologia. Para la propagacion in vitro, se
colectaron semillas inmaduras de neem en la region de
Acayucan, Veracruz. Después de la colecta, se
procesaron para obtener semillas axénicas, las cuales
fueron sometidas a germinacion en medio MS (2)
adicionado con dicamba (3 mgL™). El material sembrado
se incubd a 28 °C + 2 °C con un foto periodo de 16-8 h
(luz-oscuridad) y se mantuvo su observacion para
evaluar la aparicién de callos y/o brotes adventicios. Por
otro lado, se extrajo y purific6 ADN cloroplastidico
(ADNcl) mediante el método reportado por Daniell et al
(3). El rendimiento y la integridad del ADNcl se evalu6
en un gel de agarosa al 1% y tefiido con bromuro de
etidio de acuerdo a procedimientos moleculares
estandares.

Resultados vy discusion. Nuestros resultados
mostraron que el efecto de dicamba (3 mgL™) en medio
MS favorecié6 la formacién de callos a partir de
embriones cig6ticos después de 8 dias de cultivo (ver
Fig. la). Durante la cuarta semana, se observé la
formacién del tejido calloso, presentando ademas la
formacién de brotes adventicios. Actualmente, nuestros
esfuerzos estan encaminados en la optimizacion del
medio de cultivo para lograr la produccion de embriones
somaticos a partir de estos callos.

Con respecto a la obtencion de ADNcl, este fue
obtenido de acuerdo a lo descrito en la seccién de
metodologia. El resultado de la extraccién puede
apreciarse en la Fig. 1b. Este ADNcl sera utilizado
para amplificar regiones cloroplastidicas parciales
de la zona RI (Repetido invertido), las cuales seran
clonadas en un vector tipo TA para su empleo
posterior.

Fig.1a) Estructura callosa de neem en la cual se
observa formacion de brotes Fig.1 b) ADNcl del neem.

Conclusiones. Se visualiz6 la formacion de callos in
vitro de neem a partir de embriones cig6ticos
obtenidos de semillas inmaduras los cuales fueron
sembrados en un medio de cultivo MS adicionando
dicamba (3 mgL™). Por otro lado, se obtuvo ADNcl de
neem que al juzgar por una apreciacion visual es
adecuado para su utilizacion como templado en la
obtencién de productos de amplificacion de regiones
parciales cloroplastidicas RI.
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