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RESUMEN

La respuesta del crecimiento de las raices se encuentra mediado por fitorreguladores que participan en todas
las etapas de crecimiento y desarrollo de la planta. Un adecuado sistema radicular garantiza el anclaje y ab-
sorcién de nutrientes para los procesos metabdlicos requeridos en sus etapas fenolégicas. Las citoquininas
(CK) y auxinas (AIA), son fitorreguladores que desempefian un papel importante en el desarrollo del sistema
radicular. Se ha reportado que las hojas de Moringa oleifera son particularmente ricas en zeatina, por lo que
la aplicacién de sus extractos puede tener efecto en el desarrollo radicular. Para entender de manera detallada
la respuesta de las raices al extracto de Moringa oleifera, se utilizé un sistema in vitro con Arabidopsis thaliana
usando dos condiciones experimentales: (A) semillas germinadas directamente en medio MS con aplicacién
del extracto de Moringa oleifera a diferentes diluciones y (B) plantas germinadas y crecidas por 8 dias en me-
dio MS, sin raices laterales (RL), transferidas a medios con diferentes diluciones del extracto. Los resultados
obtenidos sugieren que (A) la mejor dilucién del extracto basico (KOH 0,05 M) de Moringa oleifera para la
estimulacién de la germinacién se present6 en las diluciones de 1 mL, 1,5 mL y 2,0 mL, al igual que el trata-
miento con trans zeatina ribésido (ZR) con una concentracién 60 uM, (B) el extracto basico de Moringa oleifera
en una relacién 1.5:0.5 (extracto:KOH 0,05 M), fue el mejor tratamiento para el desarrollo de la raiz principal
(RP) y raices laterales (RL). Se necesitan estudios adicionales para determinar la validez de estos resultados
en campo.

Palabras clave adicionales: arquitectura radicular, citoquininas, raiz primaria, raices laterales.
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ABSTRACT

The root growth response is mediated by hormones that participate in all stages of plant growth and development.
A good root system guarantees anchoring and absorption of nutrients for the metabolic processes required in the
developmental stages. Cytokinins (CK) and auxins (AIA) are hormones that play an important role in the develo-
pment of the root system. Moringa oleifera has cytokinins, so the application of their extracts can have an effect on
the development of the root system. In order to understand the root response to the Moringa oleifera extract, we
used an in vitro system with Arabidopsis thaliana and two experiment conditions. (A) Seeds germinated directly
in MS medium with application of the Moringa oleifera extract at different dilutions, which determined how the
primary root (PR) growth was affected. (B) Plants were germinated and grown for 8 days in the MS medium, wi-
thout lateral roots (LR), and transferred to media with different dilutions of the extract. The results showed that
(A) the best dilution of Moringa oleifera base extract (KOH 0.05 M) for the germination stimulation was seen in the
dilutions of 1 mL, 1.5 mL and 2.0 mL, as well as the treatment with trans Zeathine riboside (ZR) with a concen-
tration of 60 uM, and (B) the basic extract of Moringa oleifera in a ratio of 1.5: 0.5 (extract: KOH 0.05 M) was the
best treatment for the development of the primary root (PR) and lateral roots (LR). Further studies are needed to

determine the validity of these results in field.
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INTRODUCCION

El sinergismo de fitorreguladores juega un papel im-
portante en el crecimiento y desarrollo vegetal invo-
lucrando la integracién de sefales ambientales ligado
a un programa genético intrinseco determinando la
morfofisiologfa de la planta (Gray, 2004; Lopez-Bucio
et al., 20083).

Las plantas para su nutricién dependen de la fotosin-
tesis que se produce en las hojas. La raiz es un érgano
heterotréfico, que también depende de la fotosinte-
sis, sin embargo, el proceso de la fotosintesis depende
del agua y minerales captados por la rafz. La planta
siendo sésil, tiene como estrategia explorar el suelo
en busqueda de captacién de nutrientes y agua de-
sarrollando una raiz primaria, la formacién de raices
adventicias y la formacién de pelos radicales confor-
mando la arquitectura de la raiz (Sato y Miura, 2011).

El ndmero de ramificaciones determina el anclaje de
las plantas y, con la densidad de pelos radiculares que
posean, la eficiencia de absorcién de agua y adquisi-
cién de nutrientes (Peret et al., 2009). La arquitectura
de la raiz puede ser afectada por factores que acttan
sobre la modificacién de esta, entre ellos se encuen-
tran los nutrientes minerales, como nitrato, fosfato,
sulfato y hierro, los que dan origen a sefiales que mo-
difican la divisién celular y procesos de diferenciacién
celular en la raiz (Lépez-Bucio ez al., 2003).
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La formacién de drganos y tejidos ocurre por inte-
racciones entre fitorreguladores del crecimiento. Se
ha descrito que las auxinas interactan con las cito-
quininas para regular el crecimiento de la rafz prima-
ria, la formacién de pelos radiculares y de las raices
laterales. De hecho, la combinacién de diferentes
concentraciones de auxinas y de citoquininas en sis-
temas de cultivo de tejidos posibilita la regeneracién
de 6rganos y es la base para la propagacién vegetal in
vitro (Lépez-Bucio et al., 2003). El crecimiento de la
raiz ocurre por la produccién de nuevas células en el
meristemo radicular, que se localiza en la parte més
distal de la raiz protegido por la cofia y es la regién
donde se lleva a cabo la divisién celular. Después de
dividirse, las células pasan a la zona de elongacién
donde aumentan de tamafo antes de diferenciarse.
Las raices laterales surgen a partir de las células del
periciclo, que es un tejido adyacente al sistema vascu-
lar, para formar un nuevo meristemo. Su funcién es
aumentar la superficie de absorcién de la raiz y la ex-
ploracién del suelo (Himanen et al., 2002; Oakenfull
et al., 2002). Los factores como la luz, la temperatura
y la disponibilidad de nutrientes pueden impactar la
divisién, elongacién y diferenciacién celular y de esta
forma regular el crecimiento, actuando como sefales
que operan mediante rutas de transduccién especifi-
cas o bien a través de su interaccién con reguladores
del crecimiento (Lépez-Bucio ez al., 2008).
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Arabidopsis thaliana es una crucifera que gracias a su
reducido tamano, pequefo genoma y facil manipula-
cién genética ha llegado a ser uno de los sistemas mdés
importantes para el estudio de muchos aspectos de
la fisiologia vegetal (Dolan et al., 1993; Koornneef y
Meinke, 2010). Es una planta que en condiciones de
laboratorio podemos utilizarla para conocer en deta-
lle la respuesta de la raiz ante el efecto del extracto
de Moringa oleifera facilitando el analisis. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto de
M. oleifera en la germinacién y desarrollo radicular en
Arabidopsis thaliana.

METODOS

Material bioldgico y obtencidon del extracto de
Moringa oleifera

Se utilizaron hojas de Moringa oleifera colectadas en la
finca Casa Amarilla, Puerto Villamizar, Norte de San-
tander. Para la obtencién del extracto se utilizé la me-
todologia establecida preliminarmente (Ortiz-Rojas y
Flérez, 2008). Se tomaron de 10 g de material liofiliza-
do de hojas de M. oleifera en etanol 80% en agitacién
constante por 24 h en oscuridad, posteriormente el
filtrado obtenido se concentré a presién reducida a
40°C hasta un volumen conocido.

Bioensayo y condiciones de crecimiento

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana L. (eco-
tipo Col-0). Las semillas de cada linea fueron des-
infectadas durante 10 min mediante tratamiento
superficial con etanol al 95% (v/v) y por 5 min con so-
lucién de cloro 20% V/V por 7 min, posteriormente se
lavaron cinco veces con agua destilada y se incubaron
en oscuridad a 4°C durante 24 h en la misma solucién.
Las semillas fueron colocadas en cajas de Petri con el
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) 0,5 x
suplementado con sacarosa al 2% y agar para plantas
(Phytotechnology Laboratorios A111) al 0,7% (p/v).

El pH se ajusté a 5,7 después de la adicién del agar.
Las cajas con las semillas en germinacién se llevaron
a incubacién de manera vertical para favorecer el cre-
cimiento de las raices sobre la superficie del medio
y medir el crecimiento de la raiz primaria. Las con-
diciones de crecimiento fueron: temperatura 28°C,

fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad (Or-
tiz-Castro et al., 2009).

Efecto del extracto de Moringa oleifera sobre el
crecimiento de raices

Se utilizaron dos condiciones experimentales: (A) se
germinaron diez semillas por tratamiento con medio
MS 0.5X con diferentes diluciones del extracto de Mo-
ringa oleifera con KOH 0,05 M respectivamente: 0:2;
1:1; 1,5:0,5; 2:0 (extracto:KOH) y como patrén la ci-
toquinina trans zeatina ribésido (ZR) 60 uM, lo cual
permitié determinar cémo se afectaba el crecimiento
de la raiz primaria, y (B) se germinaron diez semillas
con medio MS 0,5X y se dejaron crecer durante 8 d
después de la germinacién (8 ddg). Estas plantas ca-
recfan de raices laterales, se trasplantaron a cajas de
Petri con medios MS con diferentes diluciones del ex-
tracto de Moringa oleifera con KOH 0,05 M respecti-
vamente: 0:2; 0,5:1; 1:1; 1,5:0,5; 2:0 (extracto:KOH).
Lo anterior permitié evaluar cémo se afectaba el cre-
cimiento de raices primarias y raices laterales previa-
mente formadas, al pasar rdpidamente del medio MS
a medios suplementados con el extracto.

Andlisis del crecimiento

El crecimiento de la raiz primaria y raices laterales fue
registrado utilizando una regla graduada en mm para
analizar el crecimiento de la raiz en las condiciones
experimentales B. Se realizé captura de iméagenes del
inicié germinacién en el desarrollo de la raiz principal
para las condiciones experimentales A. Igualmente, se
realizaron capturas de iméagenes para las dos condicio-
nes experimentales en el estudio del sistema radicular
de A. thaliana utilizando un microscopio OXION EU-
ROMEX con cdmara digital CMEX5 y un fotodocu-
mentador UVD.

Andlisis de datos

El disefio estadistico utilizado fue completamente
al azar. Se realizé un anélisis de viarianza (ANOVA)
entre tratamientos y muestreos y se aplicé la prue-
ba de comparacién de Tukey al 5% de probabilidad,
utilizando el programa SAS (Statystical Analysis Sys-
tem). Cada bioensayo consté de cinco tratamientos
con cinco repeticiones por dilucién del extracto. Las
variables en estudio fueron la germinacién de la semi-
lla, longitud de la raiz principal, y nimero de raices
laterales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando las semillas se colocaron a germinar en medio
MS con 0,5 mL de la dilucién del extracto de Moringa
oleifera, se observé que a los 6 d ain no se presentaba
germinacién con respecto al control (Fig. 1F). Por el
contrario, se observé una estimulacién de la germi-
nacién en presencia del extracto en diluciones de 1
mL, 1,5 mLy 2,0 mL, al igual que el tratamiento con
trans zeatina ribésido (ZR) a una concentracién 60
uM (Fig. 1E).

Los bioensayos de germinacién de semillas en medios
MS con el extracto M. oleifera presentaron formacién
de rafz, al igual que el patrén con citoquinina (Fig.
1), confirmando la presencia de citoquininas en estu-
dios cromatograficos de extractos de hoja de M. oleife-
ra (Anjorin et al., 2010). Las CK son fitorreguladores

y

Figura 1. Efecto del extracto de Moringa oleifera en la
germinacion de plantas de A. thaliana en medio
MS. Las semillas se colocaron a germinar con
diferentes diluciones del extracto de moringa y
observadas a los 6 dias después de la siembra.
A) 0,5 mL de extracto + 1,5 mL KOH 0,05 M; B) 1
mL de extracto + 1 mL de KOH 0,05 M; C) 1,5 mL
de extracto + 0,5 mL de KOH 0,05 M; D) 2 mL de
extracto; E) trans zeatina ribésido (ZR) 60 pyM; F)
2 mL KOH 0,05 M. Las imagenes mostradas son
representativas de 16 semillas analizadas para
cada tratamiento.

Rev. Colomb. Cienc. Hortic.

que desempenan un papel esencial en la regulacién
de la citocinesis, el crecimiento y el desarrollo en las
plantas. Tanto la CK como la AIA pueden produ-
cirse en raices y brotes (Aloni et al., 2005; Miyawa-
ki et al., 2004; Nordstrom et al., 2004; Tanaka et al.,
2006). EI estudio molecular y fisiolégico de plantas
han evidenciado los mecanismos de fitorreguladores
que configuran el crecimiento, la diferenciacién y la
arquitectura de los sistemas radiculares. En la sefia-
lizacién de sus interacciones de la raiz principal, jue-
gan un papel importante las citoquininas (CK) junto
con la auxina (4cido indol-3-acético, AIA) y sus inte-
racciones (Coenen y Lomax, 1997; Nordstrom et al.,
2004; Woodward y Bartel, 2005). En estudios de apli-
cacién de extractos de hojas de . oleifera en semillas
de trigo, observaron una mayor emergencia de estas
reduciendo el tiempo de germinacién (Aliet al., 2011).
El tratamiento de semillas de maiz con extractos de
moringa incrementa la capacidad de crecimiento de
las plantas de maiz (Basra et al., 2011), al igual que en
este estudio se presentd una estimulacién de la germi-
nacién con tres diluciones de extractos de M. oleifera
(Fig. 1E).

Las citoquininas (CK) juegan un papel importante
con las auxinas en el crecimiento de la raiz primaria
y raices laterales. Este sinergismo de auxinas/citoqui-
ninas se ha evidenciado en regeneracién de 6rganos
en cultivo de tejidos (Lépez-Bucio et al., 2003). La
presencia de CK en el extracto de /. oleifera, eviden-
cia su participacioén al colocar las plantas germinadas
y crecidas por 8 d en medio MS, sin raices laterales,
transferidas a medios con diferentes diluciones del
extracto (Fig. 2).

En esta condicién experimental, las respuestas del
crecimiento de raices de A. thaliana ante el extracto
de M. oleifera demuestra el efecto del extracto en las
cuatro diluciones trabajadas, presentando desarrollo
de la raiz principal (RP) y raices laterales (RL) con
respecto al control. Las plantas de 8 ddg germinadas
y crecidas en MS 0.5x transferidas a medios MS con
una relacién de dilucién de extracto aumento progre-
sivamente la rafz primaria desde la dilucién 0,5 hasta
1,5 y, presentandose una disminucién en la mayor di-
lucién correspondiente a 2,0 (Fig. 3A). La mayor lon-
gitud de la raiz principal se evidencié en la dilucién
1,5:0,5 (extracto:KOH).

En cuanto al ndmero de raices laterales, se presentd
una correlacién directa al aumentar la cantidad de
extracto. Sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas entre el control y las diluciones de 0,5 y
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Figura 2. Efecto del extracto de hoja de Moringa oleifera en la raiz de A. thaliana con raices laterales, transferidas del medio
MS a medios suplementados con extracto de hoja de M. oleifera. Las plantas de 8 d después de germinadas y creci-
das en MS 0,5X se transfirieron a medios MS con diferentes diluciones de extracto de M. oleifera en KOH 0,05 M y
se dejaron crecer por 5 d mas. A) Control MS; B) 0,5:1; C) 1:1; D) 1,5:0,5; E) 2:0.

1,0 (Tab. 1B). El mayor nimero de RL, se mostr6 en
la dilucién con 2,0 mL del extracto de M. oleifera de
(Tab. 1B), pero esta presenté una disminucién de la
longitud de la RP con respecto a la dilucién anterior
de 1,5 (Tab. 1A). Se revela en el estudio de la relacién
de RP y RL, que el mejor tratamiento en el desarrollo
de la arquitectura de la raiz es la dilucién del extracto
de hojas de M. oleifera en KOH 0,05 M en una relacién
1,5:0,5 (extracto:KOH 0,05 M).

Cuando se refiere al crecimiento y diferenciacién de la
arquitectura radicular, se debe mencionar la senaliza-
cién de fitorreguladores como son citoquininas (CK)
y auxinas (AIA) (Bangerth et al., 2000; Nordstrom et
al., 2004; Woodward y Bartel, 2005). Las células de

una pldntula tanto en raiz como en el brote son capa-
ces de sintetizar CK. Los resultados obtenidos sugie-
ren la posible participaciéon de compuestos como CK
que regulan positivamente el desarrollo y promueven
el crecimiento de la raiz (Howell e al., 2003; Rahayu
et al., 2005). Los extractos de hoja de moringa, son
ricos en zeatina, una citoquinina que actta junto con
otros compuestos y minerales como un excelente po-
tenciador de crecimiento.

Los resultados de este estudio contribuyen al cono-
cimiento de los efectos benéficos de los extractos
de hoja de moringa. Preliminarmente se describié
su efecto positivo en cultivos de frijol y rdbano. La
aplicacién en campo podria permitir la formacién de

Tabla 1.

tratamiento 5, 2 mL de extracto.

Prueba de comparacion de Tukey al 5% de probabilidad. A) Longitud de la raiz principal (RP) y B) niimero de raices la-
terales (RL) de plantas de A. thaliana crecidas en diluciones del extracto de /M. oleifera en KOH 0,05 M. Tratamiento 1,
control negativo; tratamiento 2, 0,5 mL de extracto; tratamiento 3, 1 mL de extracto; tratamiento 4, 1,5 mL de extracto;

Tukey
agrupamiento
A 27.8400 5 4
B 18.68000 5 5
A C 15.0200 5 3
D 10.8400 5 2
E 4.9800 5 1

Tukey
agrupamiento
A 5.6000 5 5
B 3.8000 5 4
B D|C 2.6000 5 3
D|C 1.8000 5 2
D|C 1.0000 5 1

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0,05).
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sistemas radiculares mas robustos en el crecimiento y
desarrollo de cultivos, mejorando la captacién de agua
y elementos esenciales, optimizando los recursos dis-
ponibles en el suelo, incrementando la produccién y
disminuyendo los costos de produccién del cultivo.

CONCLUSIONES

El extracto de Moringa oleifera estimula la formacién
de la raiz principal y raices laterales en Arabidopsis
thaliana.

La aplicacién de extractos de plantas como M. oleffera,
pueden estimular el crecimiento y desarrollo de culti-
vos, abre nuevas perspectivas para su aplicacién en la
agricultura.
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