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Resumen

Se valid6 la primera etapa de un sistema de
micropropagacion para la especie vegetal M.
oleifera, para lo cual en condiciones de asepsia,
semillas, segmentos nodales y laminas foliares
fueron sometidas a desinfeccion y sembradas
en medio basal MS en cabina de flujo laminar.
La incubacién se realizé en completa oscuridad
a temperatura de 28°C posteriormente se
implementé un fotoperiodo de 16 horas de
luz y ocho de oscuridad (16:8). Se alcanz6 una
germinacion de 26,7% para semillas de las cuales
se tomaron nuevamente explantes sembrados
asépticamente alcanzando un 90% de viabilidad.
Se obtuvieron 34 microbrotes los cuales fueron
sembrados en medio MS sin inoculaciéon de
reguladores de crecimiento. M. oleifera demuestra
ser una especie de alta capacidad de regeneracion
invitroy de promocion de nuevos brotes, al tiempo
que posee una importante tasa de crecimiento
radicular.
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Abstract

The first stage of a micropropagation system
for the M. oleifera plant species was validated.
For this purpose, under asepsis conditions,
seeds, nodal segments and foliar sheets were
subjected to disinfection and seeded in MS basal
medium in laminar flow cabin. The incubation
was performed in complete darkness at 28 ° C
for a photoperiod of 16 hours of light and eight
of darkness (16: 8). A germination of 26.7%
was obtained for seeds from which aseptically
seeded explants were taken again reaching 90%
of viability. Subsequently, 34 micro sprouts were
obtained which were seeded in MS medium
without inoculation of growth regulators. M.
oleifera proves to be a species of high capacity
of in vitro regeneration and of promotion of new
outbreaks, while owning a significant rate of
root growth.

Keywords- Moringa oleifera, micropropagation,
germination, disinfection, contamination.

Introduccion

Moringa oleifera, conocido cominmente como
moringa, es un arbol perteneciente a la familia
Moringaceae, nativo delas regiones meridionales
del Himalaya. Debido a sus cualidades, como
alta tolerancia al calor y resistencia a las sequias
(Olson y Fahey, 2011; Salem, 2016), ademas de
su elevado contenido nutricional y beneficios
terapéuticos (Caceres et al., 1992; Fuglie y Fuglie,
2001; Bonal, Rivera y Bolivar, 2012), ha sido
ampliamente cultivado en todas las regiones
tropicales, subtropicales y semidridas del mundo
(Martin et al., 2013), incluyendo América (Del
Toro, Carballo y Rocha, 2012).

Todas las partes del arbol pueden ser
aprovechadas de diferentes maneras, las
hojas son una fuente de proteinas, calcio,
hierro, vitaminas, aminoacidos y compuestos
antioxidantes, por lo que es usada tanto en la
alimentacion humana como animal (Fuglie,
1999; Fuglie y Fuglie, 2001; Fahey, 2005; Sultana
y Anwar, 2008; Olson y Fahey, 2011; Agramonte
et al.,, 2014; Villarreal, Angulo y Johana, 2014).
Igualmente se emplean como forraje, para el
control de plagasy produccion de biogas (Martin
etal., 2013). Las semillas se han empleado parala
alimentacion, aplicacion enlamedicina (Anwar et
al., 2007; Posmontier, 2011), fertilizante agricola
(Becker, Foild y Makkar, 2001) y en el tratamiento
de aguas (Kardam, 2010; Martin et al., 2013). Su
aceite es utilizado en la industria de perfumes y
cosméticos (Tsaknis et al., 1999), ademdas de su
aplicacién en la produccion de biodisel (Olson
y Fahey, 2011). Debido a sus propiedades y
multiples aplicaciones el cultivo de Moringa
representa una oportunidad potencial para
agricultura sostenible y desarrollo de cultivos
comerciales.

La importancia de la micropropagacién de la
moringa radica esencialmente en comprender
mejor sus caracteristicas de crecimiento bajo
estas condiciones, la conservacién de la especie
ha sido altamente explotada, ademas de permitir
la mejora de sus propiedades nutricionales
obtenidas bajo este método a diferencia del
cultivo convencional (Saini et al.,, 2012). Se ha
descrito el cultivo in vitro de M. oleifera a partir de
segmentos nodales o por semillas (Stephensony
Fahey, 2004; Islam et al., 2005; Steinitz et al., 2009;
Marfori, 2010; Saini et al., 2012; Agramonte et
al., 2014; Matos et al.,, 2016). El presente trabajo
presentd los procesos de investigacion aplicada
en la Tecnoacademia Manizales como parte
de la formacién efectuada en el marco de la
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estandarizacién de un sistema de cultivo in vitro
de M. oleifera a partir de explantes y semillas, a
las que posteriormente se le aplicaron procesos
fitoquimicos.

Materiales y Métodos
Material vegetal

Se colectaron semillas en plantas adultas de M.
oleifera de campo, la cuales se seleccionaron
de acuerdo a la uniformidad en tamafo, sin
evidencia de malformaciones o dafios a nivel
de la corteza, ausencia de humedad y de
insectos colonizando las vainas. Cada una de
estas fue empacada en un recipiente plastico
limpio y debidamente rotulado y trasladado
al laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Tecnoacademia Manizales. Adicionalmente, se
colectaron tallos jévenes de las mismas plantas
de los cuales se sembraron segmentos nodales
y laminas foliares mediante propagacion in vitro.
Este material fue colectado ocho horas antes
con el fin de evitar la deshidratacidon excesiva,
empacado en recipientes plasticos herméticos,
rotulados y transportados.

Establecimiento de medio de cultivo
desinfeccion de material vegetal.

Se preparé medio basal MS-04,4 gr/L (Murashige
y Skoog, 1962), 30 gr/L de sacarosa, 8 gr/L de
agar-agary 0,5 gr/L de carbén activado. El medio
fue ajustado a pH de 5,7 a 5,8 mediante la adicion
de una solucién de hidréxido de sodio (NaOH)
1.5 N empleando un pH metro SI Analytics Lab
855 . Posteriormente, se sometié a esterilizacion
en autoclave Tuttnauer a 121°C durante 15
minutos. Se dispuso de 30 mL de medio de
cultivo en frascos para compota, 10 mL en cajas

Petriy 6 mL en tubos de ensayo pequefios, este
procedimiento se realizé bajo cabina de flujo
laminar y en presencia de llama, cerrando cada
recipiente y sellandolo con papel Parafilm.

Entre tanto que gelificaba el medio por
enfriamiento, se procedid a la desinfeccion
de las semillas, lo cual consistié inicialmente
en remocion de la testa para acelerar la
germinacion, luego lavado con agua jabonosa
7% (v/v)deconcentraciondesoluciéndetergente
manteniendo la agitacion constante durante
15 minutos. Posteriormente se sumergieron
en alcohol (EtOH) al 70% (v/v) durante un
minuto, hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%
(v/v) adicionado con dos gotas de una solucién
tensoactiva y disolvente de grasas (Tween 80)
en 100 ml por seis minutos (figura 1-C), luego
tres lavados con agua desionizada estéril y
sumersion en 100 mL de 4cido ascérbico a 200
ppm como antioxidante, por ultimo secado en
papel filtro estéril.

En la desinfeccion de hojas y tallos
correspondiente a segmentos nodales se
realizé el mismo proceso, solo que se redujo la
concentracién de NaClO a 3% (v/v) a fin de evitar
fitotoxicidad. Antes de la siembra se realizaron
cortes con pinzas y tijeras estériles en trozos de 1
cm? aproximadamente evitando la presencia de
la nervadura central.

Las siembras se realizaron de manera aséptica,
las semillas fueron sembradas en frascos para
compota con 30 mL de medio, los tallos y
ldminas foliares en medio similar en tubos de
ensayo Y cajas Petri con 6 mLy 10 mL de medio
respectivamente (figura 2). Para ninguno de
los cultivos se empled tratamiento hormonal.
Todas las siembras se mantuvieron en oscuridad
continua y temperatura aproximada de 28°C
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hasta la germinacién, luego se sometieron
a fotoperiodo de 16:8 (16 horas luz y 8 de
oscuridad) con luzblanca de tubos fluorescentes.

Posteriormente, de las plantulas germinadas,
se seleccionaron aquellas que presentaran
mayor tasa de crecimiento desarrollo radicular
y foliar (figura 1-D a la G), las cuales en
condiciones asépticas con la ayuda de pinzas
y bisturi quirdrgico estériles se disecaron a fin

de obtener los apices, los cuales nuevamente
fueron sembrados en medio de cultivo similar
al medio de siembra inicial (figura 1- H). El
crecimiento se detecté aproximadamente a
las dos semanas, por lo cual, bajo condiciones
estériles se separaron los nudos obtenidos y se
procedié a subcultivar en medio MS basal sin
suplementacion (figura 1-l). Se aplicé analisis
estadistico completamente descriptivo.
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Figura 1. A. Semillas de moringa. B. Remocion de cuticula de semillas previa a su desinfeccion. C.
Desinfeccién de semilla en NaClO. D. Germinacion de semilla. E. Elongacién de tallo en fotoperiodo. F.
Crecimiento radicular de plantula. G. Desarrollo foliar de plantula. H. Segmento nodal extraido de planta
micropropagada. I. Microbrotes de pléantula micropropagada.

Fuente: Los autores.

Figura 2. Siembra de segmentos nodales de M. Oleifera en tubos de ensayo con medio basal MS.
Fuente: Los autores




Revista Nova Vol 3 (Colombia) Diciembre de 2017 . .

Resultados y Discusion

El crecimiento de las plantulas se vio
caracterizado por hojas de color blanquecino y
tallo delgado lo cual fue cambiando a un color
verde intenso y tallo engrosado al ser expuestas
de manera continua a fotoperiodo.

Se detect6 tasas de crecimiento en varias de las
siembras razén de 1 cm diario alcanzando una
altura de 10 cm en 15 dias, aunque esta tasa
de crecimiento no fue constante para todas las
siembras. En adicion, se observé un 26,7% de
germinacion enlas semillas (Figura 1-D) las cuales
brotaron solo hasta cuatro semanas después
de la siembra y 0% de viabilidad de segmentos
axilares y ldminas foliares. Los porcentajes
de contaminacion fueron elevados donde el
28,9% corresponde a hongos filamentosos,
bacterias o mixta en semillas, 89,5% por hongos
especialmente y concomitante con fenolizacién
en segmentos nodales y 17,1% por bacterias
mayormente en laminas foliares. El restante
de los explantes no tuvo actividad alguna de
crecimiento.

De doce plantulas germinadas (26,7%) de
manera exitosa, se seleccionaron cuatro que
presentaron cualidades de crecimiento ideales,
de estas se obtuvo siete segmentos apicales.
No se observé contaminaciéon y se tuvo una
viabilidad del 90%. De estos siete segmentos
se obtuvo 34 nudos o microbrotes los cuales no
presentaron crecimiento al ser subcultivados.

Un sistema de cultivo in vitro exitoso implica
condiciones asépticas adecuadas y un
procedimiento de desinfeccion de material
vegetal efectivo, al tiempo que se permita el
bienestar de los tejidos sometidos evitando

fitotoxicidad. Adicionalmente, en el caso de la
siembra de semillas de M. oleifera, es importante
la remocién de la testa para estimular la
germinacion. Adicionalmente, se ha evidenciado
que tiempos de exposicion mayores de
semillas en presencia de EtOH 70% y NaClO a
concentracién de 15% reduce la contaminacion
y aumenta la tasa de germinacién hasta del 56%
(Artiga, 2012), 80% (Muhoz, 2015), siendo para
estos autores mayor porcentaje comparado con
el presente estudio.

Si bien, los métodos de desinfeccién de semillas
de M. oleifera varian en concentraciones vy
tiempos de tratamiento, las proporciones del
medio de cultivo son semejantes entre los
autores (Saini et al. 2012; Mufioz, 2015; Salem,
2016), por lo cual, es verificada la efectividad del
medio basal MS para llevar a cabo el cultivo in
vitro de esta especie al inducir la produccion de
brotes (Stephenson y Fahey, 2005; Mufioz, 2015).
Por otra parte, para la induccién de brotes o
nudos a partir de laminas foliares y segmentos
nodales, es importante la presencia de
citoquinas como la Né-benciladenina (BA) que
es un estimulante mitético para tejidos no
meristemdaticos y de auxinas como el acido
1-naftalén acético (ANA) que promueve el
crecimiento y diferenciacién celular y vitaminas
como el myo-inositol el cual es constituyente
fundamental de membranas bioldgicas (Tirado y
Perea, 2011; Ramirez et al. 2012). En este estudio
no se emplearon reguladores hormonales de
crecimiento ni adicién de vitaminas, por lo cual,
es deducible la ausencia de desarrollo en estos
explantes ni tampoco en los 34 subcultivos de
nudos o microbrotes. Saini et al. (2012), hallaron
que la aplicacién de 4,44 uM de BA permite un
optimo desarrollo de segmentos nodales lo cual
fue verificado posteriormente por Agramonte
et al. (2014). También se han descrito efectos
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favorables de BA y AIA en cultivos a partir de
semillas en otras especies (Pedroza-Manrique,
2009). Salem (2016), realizaron la propagaciéon
de semillas de M. oleifera empleando 5 uM de BA
obteniendo crecimiento de plantulas de 5 cm
después de cuatro semanas.

Segmentos nodales y ldminas foliares son
mas sensibles a los procesos de desinfeccion,
ya que entre menos tiempo de exposicion
a EtOH 70% y NaClO, habrd mayor indice de
contaminacién pero habrd mayor porcentaje
de viabilidad de explantes, entre tanto, que
mayor tiempo habra una pérdida significativa
de superficie biolégicamente activa en los
explantes, en especial si estos proceden de
explantes jévenes (Magana n.d.). Agramonte
et al. (2014), reportaron que el tratamiento de
NaClO al 1,5% (v/v) permiti6 mayor numero
de brotes y al 2% menos contaminacién pero
indujo necrosis de tejidos, Matos et al. (2016)
con NaClO al 2% durante nueve minutos obtuvo
menor tasa de germinacién pero también menor
contaminacién que los tratamientos de cinco
y siete minutos, resultados similares fueron los
hallados por Artiga (2012).

Se evidenci6 que el carbén activado en
concentracién de 0,5 gr/L favorece el desarrollo
radicular tras la germinacién de semillas
de M. oleifera, lo cual concuerda con Pedroza-
Manrique (2009), ademas se evidencia menor
presencia de fenolizacidon en segmentos nodales.

Conclusiones

M. oleifera es una especie rustica con alta
capacidad de regenerar y multiplicar nuevos
brotes, al tiempo que posee una importante
tasa de crecimiento radicular. Sin embargo, tal

capacidad se ve afectada drasticamente a causa
de fendmenos de contaminacion sea flingica o
bacteriana. Ante esto, es importante la correcta
desinfeccion del material vegetal ya que es el
principal factor de fracaso en la labor de cultivos
in vitro. Por lo tanto, se debe contar con un plan
de bioseguridad estricto en el cual se puedan
controlar diferentes factores contaminantes:
biolégicos, quimicos y fisicos que puedan afectar
la viabilidad del material micropropagado.

La sumersién de explantes en acido ascorbico y
la presencia de carbén activado en el medio de
cultivo juegan un papel importante al controlar
la fenolizacion y estimular el crecimiento
del tejido vegetal, ademas, de tener efecto
sinérgico con varios reguladores de crecimiento
y diferenciacion celular, especialmente para
segmentos nodales.

El desarrollo de un sistema de micropropagacion
deM.oleiferaimplicalaaperturaaotrosfrentesde
investigacién, como la exploracién fitoquimica
de sus constituyentes, disponibilidad de material
vegetal viable y sano para emprendimiento es
sistemas silvopastoriles, alimentacion humana 'y
animal, manejo de aguas y biomateriales.

En procedimientos posteriores de micro-
propagacién de M. oleifera se pretende
incrementar los tiempos y concentraciones en
las fases del tratamiento de desinfeccién, esto
es aplicable especialmente en semillas al ser
resistentes; para explantes como segmentos
nodalesylaminas foliares solo se modificarian los
tiempos a fin de evitar fitotoxicidad. En adicién,
se pretende evaluar los efectos de reguladores
como BA, ANA y myo-inositol.
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