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RESUMEN

Moringa oleifera L. se considera una planta perenne que posee cualidades nutricionales excepcionales. Esta
especie es muy rica en proteinas, vitaminas y minerales; es por ello que resulta un complemento importante
en la alimentacion humana y animal. Entre los fines estratégicos de Cuba se encuentra su introduccion a
escala comercial, pero no existe suficiente disponibilidad de plantas para su siembra en campo. La propagacion
in vitro de esta especie pudiera ayudar a resolver la creciente demanda de material vegetal de plantacion. El
objetivo de este trabajo fue obtener plantas in vitro de Moringa oleifera L. var. ‘PKM criolla’ a partir de
segmentos nodales. En la fase de establecimiento con 1.5% de Hipoclorito de sodio (NaClO) se obtuvieron
los valores mas altos de nimero de yemas brotadas con baja contaminacién microbiana y necrosis de los
explantes. En la fase de multiplicacion el mayor coeficiente de multiplicacion se logré cuando en el medio de
cultivo se adicion6 2.22 pM de 6-bencilaminopurina. Se definieron las condiciones de cultivo para establecer
y multiplicar in vitro la Moringa oleifera L. como herramienta Util para futuros planes de propagacion in vitro de
esta especie.
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Obtention of Moringa oleifera Lam. cv. ‘PKM criolla’ in vitro plants
from nodal segments

ABSTRACT

Moringa oleifera L. is considered a perennial plant that has exceptional nutritional qualities. This species is
very rich in protein, vitamins and minerals; that is why it is an important complement to the food and feed.
Among the strategic goals of Cubais its introduction on a commercial scale, but there is insufficient availability
of plants for planting in the field. The in vitro propagation could help to solve the growing demand for planting
material. The objective of this work was to obtain in vitro plants of Moringa oleifera L. var. ‘PKM criolla’ from
nodal segments. In the establishment phase with 1.5% sodium hypochlorite the highest values of number of
sprouted buds with low microbial contamination and necrosis of the explants were obtained. In the multiplication
stage the largest multiplication coefficient was achieved when at the culture medium was added 2.22 uM 6-
benzylaminopurine. Growing conditions were defined to establish and in vitro multiplication of Moringa oleifera
L. nodal segments as a useful tool for future in vitro propagation of this specie.
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INTRODUCCION En los ultimos afios en Cuba se aprecia un

florecimiento y ‘redescubrimiento’ de M.

Moringa es el Unico género de la familia
Moringaceae. Este comprende 13 especies, las
cuales son arboles de climas tropicales y
subtropicales. La especie mas utilizada es
Moringa oleifera Lamk (Steinitz et al., 2009). Se
le conoce como Paraiso francés y otros
nombres comunes, tales como: Acacia, Ben'y
Palo jeringa, asi como Tilo francés y Tilo
americano y se utilizan principalmente las flores
como tilo (Roig, 1991).

oleifera. Esta es una planta con reconocido
contenido alimenticio, con innumerables
caracteristicas nutritivas y terapéuticas, por lo
cual pudiera ser considerada como uno de los
alimentos que contribuyen al bienestar y a la
prevencion de enfermedades por sus efectos
antioxidantes. Es apremiante ampliar su cultivo,
utilizacion y consumo racional, no solo por sus
propiedades, sino también como parte de un
estilo de vida sano, sobre todo muy degustada
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por animales de los campos cubanos como
chivos, ovejos y ganado vacuno, por citar
algunos (Bonal et al., 2012).

Muchas de las trece especies de Moringa son
conocidas por encontrarse en peligro de
extincion, sin embargo, la especie M. oleifera
es ampliamente cultivada y puede ser utilizada
para desarrollar técnicas de micropropagacion
gue puedan ser aplicables a los miembros més
amenazados de este género (Stephenson y
Fahey, 2004).

En este sentido, se han desarrollado técnicas
de cultivo in vitro para Moringa con el objetivo
de asegurar el mantenimiento de germoplasma
(Crosby y Craker, 2007) y propagacion rapida
(Sainiet al., 2012).

Varios autores han descrito la
micropropagacion de M. oleifera a partir de
segmentos nodales o por semillas (Stephenson
y Fahey, 2004; Islam et al., 2005; Steinitz et al.,
2009; Marfori, 2010; Saini et al., 2012). Sin
embargo, se requiere estandarizar los
protocolos para cada variedad de interés.

Por su alta demanda y comercializacién es
necesario impulsar el cultivo de esta especie y
las técnicas biotecnoldgicas pueden contribuir
a esta estrategia del pais con la
micropropagacion de variedades especificas
en dependencia de su utilidad. En este trabajo
se empled lavariedad ‘PKM criolla’, la cual es
muy utilizada para satisfacer la alta necesidad
de plantas para la alimentacién del ganado
vacuno y ovino. Por los precedentes antes
descritos es que este trabajo tuvo como
objetivo obtener plantas in vitro de Moringa
oleifera L. var. ‘PKM criolla’ a partir de
segmentos nodales.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron plantas de Moringa oleifera L. var.
‘PKM criolla’ procedentes del Banco de plantas
donantes del Instituto de Biotecnologia de las
Plantas (Figura 1 A) cultivadas en recipientes
de cultivo con un sustrato que contenia humus
de lombriz y zeolita en proporcién 3:1 (v/v) en
casa de cultivo. Las plantas fueron rociadas
una vez por semana con una soluciéon de
Benlate® (1 g | ) durante 21 dias.

Biotecnologia Vegetal Vol. 14, No. 4, 2014
Establecimiento in vitro de yemas axilares

Se tomaron segmentos nodales que cada uno
contenia un fragmento de peciolo con unayema
axilar (Figura 1B). Posteriormente, se
sumergieron en agua corriente y detergente
comercial a razén de 5-7 g I'. Se lavaron varias
veces durante 3 a 5 minutos con un cepillo de
cerdas finas y se enjuagaron varias veces.

Seguidamente, se colocaron 10 explantes por
frasco estéril (500 ml de capacidad) y se les
realiz6 una primera desinfeccién superficial con
una solucién de alcohol (70%) durante un
minuto. A continuacion se determiné el efecto
de la inmersién de los segmentos nodales
durante 20 minutos en una soluciéon de
hipoclorito de sodio (NaClO) (1.0, 1.5 vy
2.0%). A cada tratamiento de desinfeccion se
le afiadi6 Tween 20 a razén de 1.0 ml I1. Se
enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril.

Los segmentos nodales con una yema axilar
se colocaron sobre medio de cultivo con sales
MS (100%) (Murashige y Skoog, 1962). El pH
del medio fue ajustado a 5.8 y se esterilizé en
autoclave a 121°C con una presion de 1.1 kg
cm2 durante 15 minutos. A cada tubo de ensayo
se le afadieron 10 ml de medio de cultivo. Se
emplearon 10 tubos de ensayo por tratamiento
y el experimento se repitié tres veces. Los
explantes fueron colocaron en camaras de
crecimiento de luz solar a 26 + 2°C.

Las evaluaciones se realizaron de forma visual
y diaria durante 25 dias de cultivo para
determinar el tiempo de brotacion de las yemas
axilares (dias), se cuantific6 el namero de
yemas axilares brotadas por tratamiento, asi
como se observaron las posibles afectaciones
por contaminaciéon microbiana en cada uno.

Multiplicacion de brotes

Para multiplicar los brotes se adicionaron al
medio de cultivo MS varias concentraciones de
6-bencilaminopurina (BA) (0.44, 2.22, 4.44 y
6.66 uM) y se solidificé con agar al 0.7% (m/v)
(Plant agar, Duchefa).

Se colocaron seis explantes por frasco de
cultivo que contenia 30 ml de medio de cultivo.
Se utilizaron 10 frascos por tratamiento y el
experimento se repitié tres veces.
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Después de 4 semanas de cultivo, se midié
la longitud de los brotes (cm), se cuantificé
el nUmero de brotes por explante y se
calcul6 el coeficiente de multiplicacion por el
nimero de brotes obtenido por segmento
nodal inicial.

Las variables evaluadas fueron analizadas
mediante el paquete estadistico SPSS PASW
Statistic 18 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Serealizaron pruebas de comprobacion de los
supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza Yy las medias se compararon mediante
la prueba de Tukey para p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con los tratamientos de desinfeccion
ensayados se logr6 disminuir la incidencia de
contaminantes microbianos. La aplicacién
de NaClO al 1.5% produjo el mayor nimero
de yemas brotadas con baja contaminacién
microbiana y necrosis (Tabla 1).

La brotacion de las yemas axilares comenzé
a partir de 15 dias de cultivo (Figura 1C).
Aunque en cuanto a la contaminacién
microbiana no hubo diferencias significativas
con el tratamiento con 2% de NaClO, el
mayor nimero de yemas necrosadas fue con
esta concentracion lo cual ha sido descrito
en investigaciones anteriores. Por ejemplo,
autores como Borges et al. (2004) y De Feria
et al. (2007) informaron en Guadua
angustifolia y en Phalaenopsis,
respectivamente, que los mayores
porcentajes de muerte en yemas
desinfectadas con NaClO, coincidieron con
los tratamientos de mayor concentracién
(2.0 y 3.0%). Ellos plantearon que
concentraciones mayores eliminaron la
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contaminacién microbiana pero ocasionaron
dafios al material vegetal.

En este ensayo se demostré la accion como
agente desinfectante del NaClO que es uno
de los mas usados en los procesos de
desinfeccion en la fase de establecimiento
de muchos cultivos, aunque los resultados
dependen del tipo de material vegetal, el
tiempo de desinfeccion y las concentraciones
empleadas. En este sentido, Steinitz et al.
(2009) emplearon el tratamiento con NaClO
al 1.0% durante 20 minutos para la
desinfecciébn de semillas para el
establecimiento in vitro de tres especies de
Moringa y el 100% mostré contaminacion
bacteriana.

Las concentraciones de 6-BAP empleadas
en la fase de multiplicacién tuvieron un efecto
positivo sobre el numero de brotes por
explante, la longitud de los tallos y el
coeficiente de multiplicacién (Tabla 2). Con
la adicién de 2.22 uM al medio de cultivo
semisolido de multiplicacion se obtuvieron
3.12 brotes por explante y el coeficiente de
multiplicacién resulté ser el mas alto. Con
esta seleccién se logré una proliferacion de
brotes con rapido crecimiento y un nimero
mayor de plantas.

La concentracion de 6-BAP seleccionada en
este experimento estd por debajo de la
referida por otros autores. Por ejemplo,
Stepheson y Fahey (2004) utilizaron 4.44 uM
de 6-BAP para la induccion de brotes, Islam
et al. (2005) emplearon de 4.44 - 6.66 uM,
asi como Xiang et al. (2007) encontraron que
la combinacién de 2.66 uM de 6-BAP y 0.54
UM de &cido naftalenacético (ANA) fue la
mejor opcién para la induccion de brotes.

Tabla 1. Efecto del Hipoclorito de sodio en la desinfeccion de yemas axilares de segmentos
nodales de plantas de Moringa oleifera L. var. ‘PKM criolla’ después de 21 dias de cultivo.

Concentracion de No. de yemas

No. de yemas No. de yemas

NaClO (%) (v/v de axilares axilares axilares
cloro libre) brotadas contaminadas necrosadas

1.0 54 b 45 b 0.1 a

15 8.2 a 14 a 0.4 a

2.0 6.0 b 10 a 30 b

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren por prueba de Tukey p<0.05
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Tabla 2. Efecto del 6-BAP en multiplicacion de explantes de Moringa oleifera

L. var. ‘PKMcriolla'.

Tratamiento Longitud de los No. Brotes Coef.
6-BAP (M) tallos (cm) /explante Multiplicacion
0.44 2.36a 247 ab 240 ab
2.22 2.04 a 3.12 a 3.10 a
4.44 1.70 b 180 b 185 b
6.66 110 b 1.30 b 1.03 b

Medias con letras desiguales en una misma columna difieren por prueba de
Tukey p<0.05

Figura 1. Plantas in vitro de Moringa oleifera.L. var. ‘PKM criolla’ (A) Plantas donantes de la
casa de cultivo. (B) Segmentos nodales con una yema axilar en medio de cultivo semisélido
MS. (C) Yemas axilares brotadas después de 21 dias de cultivo. (D) Brotes después de 4
semanas en medio de cultivo semisodlido MS con 2.22 uM de 6-BAP.

En este trabajo se pudo demostrar que es
posible obtener plantas in vitro de Moringa
oleifera L. var. ‘PKM criolla’ a partir de
segmentos nodales. Se lograron las
condiciones en la fase de establecimiento y
multiplicacion que permiten introducir
material vegetal élite con caracteristicas
deseables para la propagacion comercial
de esta especie ya sea para el uso
humano o animal, asi como para la
produccién de metabolitos secundarios por
el alto potencial genético que posee esta
especie para fines farmacéuticos. Esto es
una ventaja ya que se puede aplicar estas

condiciones de cultivo para otros genotipos
de la misma especie que tengan gran
importancia y aplicacion econémica.
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