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Resumen

propiedades, se requiere producirla en grandes cantidades para
satisfacer la demanda industrial, tomando en cuenta que debe contar
con caracteristicas similares, ya que los productos comercializados necesitan
cumplir con un grado de estandarizacion (Swati, G. et al., 2018). En el presente
trabajo se obtuvieron células dediferenciadas de Moringa oleifera mediante
la técnica de propagacion in vitro, para generar una multiplicacion masiva
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de este arbol, induciéndolo a estrés con accion antibidtica. Se adaptd una
técnica de asepsia para explantes de hojas y peciolos de Moringa oleifera
con soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% y etanol al 50%, para
evitar el crecimiento ventajoso de microorganismos dentro del medio de
cultivo. Los explantes fueron colocados en medios basales, elaborados con
medio Murashige y Skoog y Phytagel; se realizaron diez repeticiones de cada
tratamiento variando el tipo de antibidtico y su concentracion en 250 ppm,
400 ppmy 500 ppm. En las técnicas de asepsia, ofrecid mejores resultados el
tratamiento 4, debido a que el 100% de los tratamientos no mostraron dafos
de clorosis o necrosis en los explantes. En el tratamiento con antibidticos el
gue presentd una mayor actividad estimulante fue la clindamicina, obteniendo
el 90% de los tratamientos con callo a una concentracion de 250 ppm.

Palabras clave: Moringa oleifera, Antibidticos, Propagacioén /n vitro, Células
dediferenciadas.

Abstract

Due to the impact that Moringa oleifera has due to its multiple properties, its
required to produce it in large quantities to satisfy industrial demand, taking
into account that it must have similar characteristics, since the products
marketed require compliance with a degree of standardization (Swati, G. et
al., 2018). In the present work, dedifferentiated Moringa oleifera cells were
obtained using the in vitro propagation technique, to generate massive
multiplication of this tree, inducing it to stress with antibiotic action. An
asepsis technique was adapted for explants of leaves and petioles of Moringa
oleifera with solutions of 2% sodium hypochlorite (NaClO) and 50% ethanol,

to avoid the advantageous growth
= of microorganisms within the culture
medium. The explants were placed
in basal media, made with Murashige
and Skoog and Phytagel medium; ten
repetitions of each treatment were
carried out, varying the type of antibiotic
and its concentration at 250 ppm,
400 ppm and 500 ppm. In the asepsis
techniques, treatment 4 offered better
results, because 100% of the treatments
did not show chlorosis or necrosis
damage in the explants. In the treatment
with antibiotics, the one that presented
the greatest stimulating activity was
clindamycin, obtaining 90% of the
treatments with callus at a concentration
of 250 ppm.

Keywords: Moringa oleifera, Antibiotics,

In vitro Propagation, Dedifferentiated
cells.

Introduccién
La Moringa oleifera es un arbol nativo del

sur de Asia, como Pakistan, Afganistan,
India y Bangladesh, perteneciente a la
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familia moringaceae (Pérez, A. et al., 2010);
es resistente a la sequia debido a que crece a
temperaturas de -1°C - 48 °Cy es cultivado en
regiones aridas, asi como en condiciones de
estrés en un rango de pH de suelo entre 4.5
y 8 (Pérez, A. et al., 2010); por lo tanto, hoy
dia se puede encontrar en distintas partes del
mundo, como en América Central, América
del Norte, Filipinas, Camboya, Sudamérica
y las Islas del Caribe (Anwar, F. et al.,
2007). Asimismo, a la Moringa oleifera se le
identifica con una gran variedad de nombres,
dependiendo la regién en la que se encuentre,
como por ejemplo en América Latina es
[lamado arbol rdbano picante, palo tambor,
flor de Jacinto, arbol de perlas, entre otros;
en Filipinas, Malunkai; en Haiti, Ben Oleifere,
etcétera. (Bonal, R. et al., 2012).

En la actualidad, la Moringa oleifera se ha
destacado por contener una gran cantidad
de propiedades y nutrientes que aportan
grandes beneficios a la salud, a la industria
alimenticia, farmacéutica y cosmética, debido
a que se ha demostrado que todas sus
partes cuentan con componentes bioactivos,
que se utilizan en el forraje de animales, en
la produccion de biogds, en productos de limpieza, en la elaboracion de
medicamentos, en la produccion de fertilizantes, y se ha demostrado que es
un excelente floculante de metales pesados, por lo tanto, es una alternativa en
la purificacion de aguas; de igual forma, la corteza y la madera son utiles en
la produccioén de colorantes y cuerdas (Mufoz, J. 2015); ademas, las semillas
contienen aproximadamente 40% de aceite, mejor conocido como aceite
“ben”, utilizado en la produccion de cosméticos (Tabio, D. et a/., 2018 Marfori).
En general, la Moringa oleifera es usada como suplemento alimenticio, ya que
contiene grandes cantidades de vitaminas, como la A, la B (B1, B2, B3, B5,
B6 y B12),la C, la D, la E y la K; cuenta con minerales como potasio, calcio,
fosforo, hierro, selenio, magnesio, triptdéfano y zinc, asi como un alto contenido
de proteinas y aminoacidos esenciales, entre otros compuestos (Nieves, M. y
Aspuri, E., 2011). Por otro lado, se ha utilizado en aplicaciones tradicionales y
en la produccion de medicamentos para el tratamiento de enfermedades de
la piel, insuficiencia respiratoria, padecimientos del oido, infecciones dentales,
problemas de hipertension, diabetes, anemia y tratamiento del cancer.

Por lo anterior, la Moringa oleifera se ha convertido en un arbol de gran
importancia industrial y, por lo tanto, es necesario cumplir con la demanda
de las industrias que comercializan productos derivados de moringa, siendo
la micropropagacion una alternativa para obtener grandes cantidades de
moringa de forma estandarizada y a bajo costo, debido a que es una técnica
utilizada para la obtencidon de clones somaticos y generar plantas completas
con caracteristicas iguales y libres de microorganismos, a partir de células
vegetales cultivadas in vitro (Calva, G.y Pérez, J., 2005). En el presente trabajo,
se obtuvieron células dediferenciadas de Moringa oleifera a partir de la accion
de diferentes antibidticos (cefuroxima, lincomicina y clindamicina), ya que en
estudios realizados se demuestra que al colocar los explantes en estrés con
accion antibiodtica se produce una masa amorfa de células dediferenciadas que
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poseen una capacidad totipotencial, o sea, que forman una planta completa
con caracteristicas iguales a la plantula madre.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La Moringa oleifera se obtuvo de los invernaderos de Xochimilco, ubicado al
sureste de la Ciudad de México, de la cual se utilizaron explanes juveniles de
hojas y peciolos, debido a que los tejidos jovenes tienen mayor resistencia a
la técnica aséptica que el tejido maduro (Magafa, 2016).

Técnica aséptica

Los explantes fueron expuestos a desinfeccién mediante una técnica
aséptica adaptada para el tejido vegetal de la Moringa oleifera (Magafa,
2016; Rodriguez, N. et al., 2016; Mufoz, J., 2015). Cada uno de los explantes
juveniles de hojas y peciolos de Moringa fueron lavados a mano con detergente
comercial, evitando dafos en los tejidos. Posteriormente, se cubrid el vaso
con una gasay se expuso al chorro de agua durante diez minutos; el agua fue
decantada, evitando tocar los explantes, se llevaron a una campana de flujo
laminar horizontal marca Labconco ® (Purifier ™ Clean Bench), previamente
limpia con cloro comercial y alcohol etilico.

Se prepararon diferentes soluciones, las cuales fueron utilizadas en la técnica
de asepsia de los explantes dentro de la campana laminar de flujo horizontal,
como se muestra en la siguiente tabla.

TaBLA 1
SOLUCIONES

Solucién Preparacion

Antibiéticos

Se prepararon 200 ml con agua desionizada de solucién antibidtica en
un matraz Erlenmeyer con 0.003 g de cefalexina, 0.04 g de ampicilina
y 0.04 g tetraciclina; esta solucidn fue esterilizada a 120 °C durante 20
minutos en una olla de presidon marca Presto de aluminio.

Hipoclorito de sodio

Se prepard una solucidén con hipoclorito de sodio comercial al 2% con
agua desionizada, la cual fue esterilizada a 120 °C durante 20 minutos en
una olla de presidn Presto de aluminio

Alcohol etilico

Se formod una solucidn de etanol al 50%, la cual fue preparada dentro de la
campana de flujo laminar horizontal marca Labconco ® (Purifier ™ Clean
Bench), con agua desionizada previamente esterilizada 120 °C durante
20 minutos, en una olla de presion Presto de aluminio.

Antioxidante

Se prepararon 200 ml de solucién de antioxidantes en un matraz
Erlenmeyer con agua desionizada, 0.03 g de acido ascoérbicoy 0.02 g de
acido citrico; ésta fue esterilizada 120 °C durante 20 minutos en una olla
de presiéon Presto de aluminio.
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Dentro de la campana de flujo laminar horizontal marca Labconco ® (Purifier
™ Clean Bench), se introdujeron los explantes previamente lavados en un
vaso de precipitado estéril, junto con 200 ml de solucidn antibiodtica, la cual
se dejo actuar durante 30 minutos en agitacion constante; posteriormente,
se enjuagod con agua desionizada estéril y se afadiod la solucidon de etanol
al 50% preparada dentro de la campana; se dejé durante 20 segundos; se
enjuagd nuevamente con agua desionizada estéril; se agregd la soluciéon de
cloro al 2% vy se dejo actuar por diez minutos; se volvié a enjuagar con agua
desionizada estéril y se llevaron a cabo cuatro enjuagues con la soluciéon de
antioxidantes, en lapsos de un minuto, manteniéndose en agitacion constante.
Esta técnica fue adaptada con base en la revisidon de trabajos realizados
previamente (Barbosa, I. y Chaparro, A., 2011; Bhau, B. y Wakhlu, A., 2007;
Nieves, M. y Aspuri E., 2011; Marfori,, E., 2010).

Solucién de hipoclorito de sodio

Se adaptd una solucién de hipoclorito de sodio para | desinfeccidn de
explantes, debido a que las hojas de Moringa oleifera son pequefias y delgadas,
por lo tanto, pueden ser dafladas con mayor facilidad; se realizaron cuatro
pruebas de tratamiento con dicha solucién, como se muestra en la Tabla 2
para determinar mediante prueba y error la concentracion éptima en la cual
los explantes no presentan alguna enfermedad, como clorosis o necrosis.

TABLA 2
TRATAMIENTOS PARA PRUEBA CON HIPOCLORITO DE SODIO

Acido Ascérbico

Acido Citrico

4% 20 min 10 0.03 g. /200ml 0.02 g./200ml
4% 10 min 10 0.03 g. /200ml 0.02 g./200ml
2% 20 min 10 0.03 g./200ml 0.02 g./200ml
2% 10 min 10 0.03 g. /200ml 0.02 g./200ml

Tecnoldgico de Estudios Superiores de Ecatepec

N
-

TECNCCULTURA 63



N
N

TECNCGCULTURA 63

Medio de cultivo

Se prepararon tres diferentes medios de cultivo, donde se utilizaron 21.2 g/
500 ml de medio basal Murashige y Skoog (SIGMA- ALDRICH ®), 2 gL' de
Phytagel, y se les adiciond un antibidético distinto en cada medio, variando
su concentracion, como se muestra en la Tabla 3. El pH se ajusté a 5.7 3 5.8
con acido clorhidrico IN y con hidréxido de sodio IN. Se prepararon 500 ml
de medio de cultivo para cada sistema, del cual se dosificaron 50 ml en diez
frascos de vidrio de 150 ml; posteriormente, los frascos fueron esterilizados
en una olla de presién Presto de aluminio, a 120 °C, durante 20 minutos.

TABLA 3

CONCENTRACIONES DE TRATAMIENTO DE ANTIBIOTICOS.

Sistemas de 500 ml

Medio MS (9) 21.2 21.2 21.2 21.2 21.2 21.2 21.2 21.2 21.2
Cefuroxima (ppm) 250 400 500 - - - - - -
Lincomicina (ppm) - - - 250 400 500 - - -
Clindamicina (ppm) - - - - - - 200 400 500

Phytagel (g9) 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Frascos totales 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Los experimentos realizados con lincomicina y clindamicina fueron variados
en gotas, debido a la falta de material, por lo tanto, se afladid una gota para
250 ppm, dos gotas para 400 ppm y tres gotas para 500 ppm de ambos
antibioticos.

Siembra de explantes

Los explantes de hojas y peciolos que fueron enjuagados con la solucién de
antioxidantes se tomaron con pinzas de biseccidn estériles y se colocaron
dentro de los frascos con medio de cultivo estéril, cuidando el no dafar al
medio de cultivo ni al tejido vegetal; los frascos fueron tapados y sellados
con parafilm (Laboratory Film).

Todo el material utilizado para sembrar, fue previamente esterilizado a 120

°C durante 20 minutos en una olla de presidon Presto de aluminio, esto para
evitar la contaminacién en el medio de cultivo.
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Condiciones de incubacion

Los frascos fueron incubados a temperatura ambiente, expuestos a un
fotoperiodo constante con ldmparas fluorescentes blancas frias, a 8,86
m mol-1 m-2 PAR, durante 21 dias, para verificar el crecimiento de células
dediferenciadas en los explantes de Moringa oleifera.

RESULTADOS

Técnica aséptica

Se efectuaron cuatro tratamientos con solucién de hipoclorito de sodio,
a diferentes concentraciones y tiempos de accién sobre los explantes
de Moringa, posteriormente se realizaron enjuagues con una solucién de
antibioticos; esto para contrarrestar el dafio causado por el hipoclorito de
sodioy por la solucién de etanol, disminuyendo radicales que hayan quedado
libres con la accién anterior; esto se muestra en la Tabla 4.

TABLA 4
PORCENTAJE DE TRATAMIENTOS DANADOS POR HIPOCLORITO DE SODIO.

Concentracién de Porcentaje
Antioxidantes g/200 mL . de clorosis
. . Tratamientos .
Porcentaje Tiempo O hecrosis
. , (No. Frascos)
Acido Acido en los
Ascorbico Citrico tratamientos
1) 4% 20min. 0.03 0.02 10 100%
2) 4% 10 min. 0.03 0.02 10 70%
3) 2% 20 min. 0.03 0.02 10 20%
4) 2% 10 min. 0.03 0.02 10 0%

Por lo tanto, se observd que los explantes dafados presentaron clorosis,
debido a que iniciaron a tornarse amarillentos y traslucidos, sin embargo, no
se tuvo la presencia de necrosis en los mismos.

En los tratamientos con concentracion al 4% los explantes de moringa tuvieron
un mayor dafo, en comparaciéon con los expuestos a la concentracién de 2%;
el primer tratamiento se establecié con un tiempo de accidén de 20 minutos,
en donde se produjo un daio total en los explantes cultivados in vitro, con las
caracteristicas antes mencionadas; el segundo, con un tiempo de 10 minutos,
el dafo alos explantes disminuyo un 30%; por el contrario, en los tratamientos
con una concentracién del 2%, decrecié notablemente la presencia de clorosis;
asi, los tratamientos con un tiempo de 20 minutos de accidn mostraron un
20% de hojas amarillentas y traslucidas, y en los tratamientos con duracidon
de 10 minutos, se obtuvo un comportamiento favorable, ya que las hojas y
peciolos seguian manteniendo su color y no presentaron cambios. Por lo
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tanto, se utilizé una soluciéon de hipoclorito de sodio al 2%, puesto que es la
concentraciéon donde hubo ausencia de clorosis en los explantes, como lo
sefala el articulo escrito por Posada Pérez, L. et al. (2004).

Accidén antibidtica en cultivo /n vitro de Moringa oleifera.

Se cultivaron hojas y peciolos como explantes de Moringa oleifera, con la
accion de tres diferentes antibidticos (lincomicina, clindamicina y cefuroxima),
con los cuales se realizaron 10 tratamientos de cada uno y se dejaron actuar
durante 20 dias, con los siguientes resultados.

TABLA 5

OBTENCION DE CALLOS EN TRATAMIENTOS /N VITRO DE MORINGA OLEIFERA.

Antibidticos

Concentraciones

250 ppm (1 gota) 400 ppm (2 gotas) 500 ppm (3 gotas)

Lincomicina 20% 40% 0%
Clindamicina 90% 70% 0%
Cefuroxima 20% 0% 0%

El antibidtico clindamicina es un derivado de la lincomicina; ambos pertenecen
al grupo de las lincosamidas, lo cual explica el por qué las dos mostraron una
mayor presencia de callos, en comparacion con la cefuroxima, que pertenece
al grupo de las cefalosporinas.

Accidn con lincomicina

Los tratamientos con Lincomicina presentaron una mayor formacion de células
dediferenciadas, a una concentracién de 400 ppm, el doble de lo producido
a menor concentracion (250 ppm); en cambio, la concentracidon de 500 ppm,
no mostrd presencia de callos y el explante cobrd una tonalidad amarillenta
y sin rigidez en su consistencia (ver Tabla 5).

Accion con clindamicina

Los tratamientos con clindamicina ofrecieron una excelente adaptacion, al
darse una estimulacion en la generacion de células dpices (raices y callos) en
los extremos de los explantes con un 90% de produccidn en los frascos, a una
concentracion de 250 ppm; asimismo, se obtuvo un 70% de produccién de
callos en los frascos, a una concentracion de 400 ppm, sin embargo, a 500
ppm no hubo presencia de callos, aungue en los meristemos se apreciaba
la presencia diminuta de una masa amorfa, de color amarillento vy, por
consiguiente, las hojas también fueron invadidas (Figura 5).
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Accion con cefuroxima

En los tratamientos realizados con cefuroxima se obtuvieron Unicamente
dos frascos con crecimiento de células apicales, a una concentracion de 250
ppm, ya que las hojas y peciolos se encontraban con un tono amarillento-
transparente.

DISCUSION
Accidén antibidtica

La produccién de callos de Moringa oleifera fue estimulada por los tres
antibioticos embebidos en cada medio de cultivo. La adiciéon de clindamicina
produjo un mayor brote de callos a una concentraciéon de 250 ppm y de
400 ppm, seguido de lincomicina a 400 ppm; de igual forma, se observd
un crecimiento nulo a 500 ppm en los tres tratamientos con diferentes
antibidticos, y una baja produccién de callos en el tratamiento con cefuroxima
a una concentracion de 250 ppm. Por lo anterior, se comprueba que los
antibidticos podrian ser utilizados como reguladores de crecimiento,
debido a que estimulan la proliferacion de células dediferenciadas, como
lo menciona Turrialba Catie (1987), quien explica la existencia compuestos
generalmente sintéticos que actluan como reguladores de crecimiento,
debido a que retrasan o inhiben los procesos fisioldgicos o bioquimicos,
como los antibidticos. En este caso, se utilizan dos grupos de antibidticos, el
primero son las lincosamidas (clindamicina y la lincomicina) la cuales actuan
inhibiendo la sintesis proteica de la células, afectando a los ribosomas, aunque
aun se desconoce el mecanismo de accidn, el cual favorece la generacion de
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células dediferenciadas; en estudios realizados han demostrado que existen
antibidticos que también poseen la capacidad de inhibir la sintesis proteica que
estimulan la generacion de callos, como es el caso del cloranfenicol, descrito
por Bhau, B. y Wakhlu, A., 2001, quienes seflalan que al adicionar 100 mg de
cloranfenicol en el medio de cultivo, se favorecio la callogénesis. Asi también,
se observa que de las dos lincosamidas utilizadas, la clindamicina tuvo un
mayor efecto, debido a que la clindamicina es un compuesto derivado de la
lincomicina, ya que dicho compuesto se mejoré adicionando cloro, en vez de
un grupo hidroxilo (Sanchez, L., et al.,, 2004); por ello, se supone que el cloro
actua provechosamente en el crecimiento de la Moringa oleifera. Von Uexkull,
H.R. (1991) menciona que las plantas absorben el cloro de forma rapida y que
es utilizado en la activacion de enzimas y logrando un mayor beneficio en el
crecimiento de la planta.

El segundo, son las cephalosporinas (Cefuroxima) que ofrecen una baja
produccion de células de 250 ppm y no muestran crecimiento a 400 y 500
ppm, por lo tanto, se define que tienen un efecto inhibitorio en el desarrollo
de la Moringa oleifera a concentraciones arriba de 250 ppm. No obstante,
estudios realizados anteriormente, demuestran que algunos B-lactdmicos
son estimuladores en el crecimiento de células dediferenciadas. Borrelli,
G. y colaboradores, en 1992, mencionaron que la adicion de cefotaxima a
50 ppm y 100 ppm aumentd el crecimiento de la planta de creso, y que al
adicionar 200 ppm de cefotaxima en el medio de cultivo, se tuvo un efecto
téxico para la planta, Con lo anterior, podemos definir que la cefuroxima tiene
una mayor produccion de callos a una concentracion menor de 200 ppm,
ya que el crecimiento se inhibe al aumentar la concentraciéon. Por otro lado,
Honford, P. y Newbury, H., 1992, mencionan que tanto la penicilina, como la
carbenicilina son compuestos B-lactamicos, los cuales generaron un aumento
en la produccion de callos a 250 ppm, incluso mayor que el tratamiento
control; asi también, analizaron sus estructuras moleculares y definieron
que en la descomposicidn de estos antibidticos, se obtiene PAA de la bencil
penicilina y PAA o PMA de la cabenicilina, aumentando la concentracion de
auxinas en el medio, estimulando el crecimiento celular, ya que las auxinas
son consideradas como reguladoras naturales de crecimiento en las plantas,
gue en conjunto con las citocininas (hormonas naturales en plantas) inducen
la elongacidn de tallos, promueven la division celular y cuando hay una mayor
concentracion de auxinas que de citocininas en el medio, se promueve la
generacion de callos; por lo tanto, en el trabajo escrito por Honford, P. vy
Newbury, H. (1992) se obtuvo una mayor formacion de células dediferenciadas
en el medio a concentraciones altas de estos antibidticos.

Se requieren mas estudios para comprobar si existen otros antibidticos que
al descomponer su estructura, forman auxinas o algun otro regulador de
crecimiento que justifique que los antibidticos estimulan el crecimiento de
células dediferenciadas, sin la necesidad de utilizar hormonas.

CONCLUSIONES

En la técnica aséptica, los explantes de Moringa oleifera no mostraron necrosis.
Se utilizé el tratamiento 4 con una concentracion al 2% de hipoclorito de sodio,
con un tiempo de accidn de 10 minutos, el cual ofrecié excelentes resultados,
ya que los diez tratamientos estuvieron en ausencia de clorosis y necrosis; en
cambio, los tratamientos a una concentracién del 4% provocaron un mayor
dafo a los explantes, debido a la presencia de clorosis, siendo el tratamiento
1 el que presentd clorosis en su totalidad.
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La adicion de antibidticos en el medio de cultivo para la generacidn de
callos en la Moringa oleifera mostré que de los tres antibidticos utilizados, la
clindamicina produjo una mayor actividad estimulante, aungue se desconoce
su mecanismo de accidén en el crecimiento de células dediferenciadas, pero se
podria deducir que posiblemente brinda una mayor facilidad en la absorciény
accion, debido al cloro que contiene en su estructura, ya que es considerable
la diferencia en la produccidén de callos entre la clindamicina y lincomicina.
Asimismo, se generd un bajo numero de brotes de callos con la cefuroxima,
debido a que a concentraciones mayores de 200 ppm se inhibe el crecimiento
de las células dediferenciadas de Moringa oleifera.
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