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RESUMEN

Introduccion: La Moringa es un arbol reconocido por sus
multiples beneficios medicinales, debido a los abundantes
metabolitos secundarios que presenta; los extractos obtenidos in
vivo o in vitro han demostrado efecto en distintas enfermedades.
Objetivo: evaluar el efecto antimicrobiano de extractos etandlicos
de callo no embriogénico (NE) de Moringa oleifera, inducidos
con diferentes combinaciones de los reguladores de crecimiento
2,4-D y BAP, en bacterias de interés clinico. Métodos: De callo
NE obtenido de diferentes combinaciones de 2,4-D y BAP,
se realizaron extractos etandlicos de 5, 7, 10, 15, 20 y 25%. A
partir de estas concentraciones de extracto se determind el
efecto antimicrobiano, evaluando la concentracién minima
inhibitoria “CMI” 6 bactericida “CMB” por microdilucién en 50 pL
de inéculo bacteriano de las cepas E. aerogenes y P.vulgaris,
de manera cualitativa a través de la turbidez del cultivo liquido
y cuantitativamente en unidades formadoras de colonia (UFC)
en cultivo solido, a 37°C a 24 h. Resultados: El mayor efecto
inhibitorio del crecimiento microbiano con CMI de 5%y 7% y CMB
de 10% con todos los extractos en ambas cepas bacterianas,
en particular con extractos de callos inducidos en1 mg/l de 2,4-
D con 0,5y 1 mg/L de BAP y 1,5 mg/L de 2,4-D con 0,5 mg/L
de BAP. Se observo disminucion del numero de UFC a partir de
5% (50 mg/mL), observando desde 10% (100 mg/mL) un efecto
bactericida pronunciado debido a que no se observa crecimiento
en ambas bacterias. Conclusion: La actividad antimicrobiana
de los extractos etandlicos de callo NE a bajas concentraciones,
presenta un elevado potencial biocida para las bacterias
interés clinicos evaluadas, pudiéndose proponer como posibles
alternativas natural para tratamientos de afecciones ocasionadas
por dichos microorganismos y otras cepas con alta resistencia
microbiana.

Palabras clave: Callogénesis, extracto de callo no embriogénico,
metabolitos secundarios, cultivo in vitro.
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ABSTRACT

Introduction: Moringa is a tree recognized for its multiple medicinal
benefits, due to the abundant secondary metabolites it presents;
The extracts obtained in vivo or in vitro have shown an effect on
different diseases. Objective: The objective of this research was
to evaluate the antimicrobial effect of ethanolic extracts of non-
embryogenic (NE) callus of Moringa oleifera, induced with different
combinations of the growth regulators 2,4-D and BAP, on bacteria
of clinical interest. Methods: From NE callus obtained from different
combinations of 2,4-D and BAP, ethanolic extracts of 5, 7, 10, 15,
20 and 25% were made. From these extract concentrations (5-25%)
the antimicrobial effect was determined, evaluating the minimum
inhibitory concentration “CMI” or bactericidal “CMB” by microdilution
in 50 pL of bacterial inoculum of the strains E. aerogenes and P.
vulgaris , qualitatively through the turbidity of the liquid culture and
quantitatively in colony-forming units (CFUs) in solid culture, at
37°C for 24 h. Results: The greatest inhibitory effect on microbial
growth with a MIC of 5% and 7% and a MBC of 10% with all extracts
in both bacterial strains, in particular with callus extracts induced in
1 mg/L of 2,4-D with 0.5 and 1 mg/L of BAP and 1.5 mg/L of 2,4-D
with 0.5 mg/L of BAP. The decrease in the number of CFU was
observed from 5% (50 mg/mL), observing from 10% (100 mg/mL)
a pronounced bactericidal effect due to the fact that no growth is
observed in both bacteria. Conclusion: The antimicrobial activity of
ethanolic extracts of non-embryogenic callus at low concentrations
presents a high biocidal potential for the bacteria evaluated, whose
microorganisms are of great clinical interest. These positive and
promising results could be proposed as possible natural alternatives
for the treatment of conditions caused by these microorganisms and
other strains with high microbial resistance.

Key words: Callogenesis, non-embryogenic callus extract,
secondary metabolites, in vitro culture.

INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la humanidad se ha recurrido
al uso de la medicina tradicional, por medio del empleo de
las plantas medicinales, que son usadas desde tiempos
remotos por pobladores primitivos de manera empirica.
En la actualidad, aun se recurren a las plantas de interés
medicinal por su capacidad de sintetizar una variedad de
compuestos como lo son los metabolitos secundarios,
los cuales son obtenidos por cultivo celular, con el fin
de encontrar nuevos compuestos capaces de resolver
problemas de salud, la mayoria de ellas como consecuencia
de infecciones bacterianas y fungicas.
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Partiendo de lo anteriormente mencionado, dentro de estas
plantas de interés medicinales se encuentra la empirica 2.
En afos recientes se ha demostrado cientificamente que
posee numerosos atributos que se le ha adscrito por ser una
planta de interés investigativo. En relacion a sus multiples
usos, Moringa oleifera es una especie arbdérea conocida
también como “arbol milagroso”. Desde el punto de vista
taxondmico, la Moringa pertenece a la familia Moringaceae,
el cual agrupa un género que comprende 13 especies
donde su investigacion actual sélo es conocida en Moringa
stenopetala, Moringa peregrina y Moringa oleifera. **

M. oleifera es de gran interés a nivel investigativo debido
a su importancia econdmica en cuanto a la alimentacion,
salud, gestion de residuos, purificacion de agua y obtencion
de combustible (biodiesel)., de esta manera es valorada
por sus multiples aplicaciones, incluyendo sus propiedades
antimicrobianas, nutritivas, antioxidantes, antinflamatoria,
expectorante, antibiético, diurético, para el asma, anemia,
diabetes, anticancerigeno, entre otros. 345

Adicionalmente, esta planta esricaen varias sustancias como
glucosinolatos, isotiocianatos, flavonoides, antocianinas,
proantocianidinas y cinamatos. Varios de los compuestos
identificados pueden considerarse nutracéuticos, ya que
son Uutiles tanto en la nutricion como en la salud humana,
que presentan actividad anticancerigena, hipotensiva y en
afios recientes se han generado resultados cientificos que

confirman dichas actividades incluyendo la antimicrobiana.
4,6

Por lo tanto, entre las alternativas naturales, M. oleifera
representa un fuente beneficiosa y aprovechable de
compuestos quimicos unicos, dada la gran diversidad de
metabolitos secundarios en comparacion a los compuestos
sintéticos, los cuales pueden actuar de manera sinérgica
sobre los microorganismos, dificultando de esta forma su
capacidad para generar resistencia al medicamento 72°.
Es por ello que dichos metabolitos podrian ser efectivos y
de innovacion en cuanto a la industria farmacéutica como
principios activos de antibiéticos contra patégenos por
su facil obtencion, extrayéndose a través de solventes
organicos y agua, como acetona, metanol, éteres y
alcoholes, de acuerdo a su composicion quimica y polaridad
intrinseca.®12

Existen numerosas enfermedades causadas por bacterias
que podrian ser combatidas con dichos metabolitos
secundarios, los cuales son muy importantes dada a la
incidencia patégena a escala mundial que puede causar
enfermedades de origen alimentario, asi como infecciones
urinarias, respiratorias, entre otras. Los patégenos causantes
de estas enfermedades, han mostrado resistencia a un
elevado numero de antibiéticos, donde los extractos de
Moringa podrian usarse para ser tratados. '

El cultivo de células vegetales ha surgido como una
alternativa para la obtencion de metabolitos de alto
valor agregado, producidos en las plantas en bajas
concentraciones y para los cuales, no existen procesos
de sintesis quimica conocidos, compuestos con dichas
propiedades se encuentran los metabolitos secundarios
extraidos de explantes de plantas y callos obtenidos in
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vitro de plantas como lo han descrito en Azadirachta indica
4. Aloe vera "%, Zea mays '8, Coffea arabica " entre otros,
observando elevadas actividades antimicrobianas. Siendo
estas alternativas para las investigaciones recientes que
llevan a cabo investigaciones de nuevos compuestos
naturales de facil obtencién, econdmicamente accesibles
con propiedades bactericidas, esto debido a la creciente
demanda de busqueda de nuevos tratamientos y desarrollo
de nuevos antibidticos que hagan frente a la creciente
resistencia de muchas cepas microbianas.

En este sentido, se han realizado extractos de Moringa a
partir de semillas y hojas principalmente, asi como de tallos
y flores, obteniendo resultados satisfactorios en cuanto a
la inhibicion bacteriana, empleando callos de naturaleza
no embriogénica inducidos en cultivos in vitro, en el cual
se puede realizar la extraccién de metabolitos secundarios
capaces de eliminar bacterias. Por ello, es necesario contar
con métodos de propagacion eficientes de M.oleifera,
para obtener plantas élites '® y a partir de estas producir
metabolitos secundarios bajo condiciones controladas
independientemente de los factores abidticos (sequia,
radiacion ultravioleta y altas temperaturas) y bidticos
(patdgenos y plagas), incrementando a su vez el rendimiento
de metabolitos especificos '%2°2'  principalmente como
agentes antimicrobianos. 7#°

Entre los microorganismos de interés clinico se encuentran
Enterobacter aerogenes 'y Proteus vulgaris, bacilos
Gram negativos y anaerobios facultativos pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae. Asi, E. aerogenes no
produce esporas y se asocia principalmente a infecciones
relacionadas con la atencidon sanitaria, transmitidas tanto
por alimentos como en el ambito clinico. Es considerado
un patoégeno oportunista debido a que causa patologias
cuando el huésped se encuentra inmunosuprimido; por ello,
es relevante su investigacion en relacién con las infecciones
alimentarias y nosocomiales, como las afecciones en
diversos tejidos corporales 222, Con respecto a P. vulgatris,
se caracteriza por ser lactosa negativa, movil y productora
de fenilalanina desaminasa. Esta bacteria esta presente
en el tracto intestinal de diversos animales y puede
causar infecciones en el tracto urinario, facilitadas por la
presencia de lipoproteinas, polisacéridos y lipopolisacéridos
caracteristicos en sus membranas celulares, los cuales
promueven su adhesion a los tejidos del hospedador.?425

Por otro lado, las diarreas son un cuadro clinico con una
alta prevalencia de morbimortalidad, especialmente en
grupos de riesgo como nifilos menores de cinco afios e
inmunodeprimidos 5%, Existe poca informacion sobre el
rol de la patogenia que podria involucrar a la flora intestinal
en ciertas condiciones para causar cuadros diarreicos.
Estudios puntuales previos mencionan la presencia de
Proteus mirabilis, P. vulgaris y E. aerogenes en los casos de
diarrea aguda y persistente. 132425

En Moringa oleifera las investigaciones reportadas de
actividad antimicrobiana se han realizado en su mayoria en
tejidos foliares y semilla con un 60% y 20% respectivamente,
a su vez en extractos de estos de tipo metanolico, acuoso,
cloroformico, hexanicos, acetonicos, acetato de etilo, entre
otros, inhibiendo bacterias como Bacillus subtilis %78,
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Pseudomonas aeruginosa 2%"?, Staphylococcus aureus
27128 Sarcina lutea %, Klebsiella species %, Shigella shiga
% Salmonella typhi 28, P. fluorescens %, Enterobacter
cloacae *°, P.vulgaris *' y en hongos como Candida albicans
230 Aspergillus niger 28, A. flavus 2% y A.fumigatus 8. En
extractos de callo de explantes foliares sobre B.megaterium,
S.aureus, S.mutans, Lactobacillus acidophilus, L.casei,
E.coli, Enterococcus faecalis, P.vulgaris, M.kristinae y
S.typhi, asi como también con disolventes como hexano,
cloroformo, etil acetato, aceténico y metanol para extraer
los metabolitos secundarios. 27:31:32:33.34.35

En cuanto al extracto etandlico mostraron una mejor
respuesta contra bacterias como Bacillus subtilis, S. aureus
%2 E. coli 3, Paeruginosa y Klebsiella pneumoniae 3"
incluyendo un patégeno fungico Candida albicans 32%. Para
hoja en B. cereus %%, B. subtilis ¥, B. megaterium 283,
K. pneumonia 337, P. vulgaris 3383739 F_ colj 383940414243
P. mirabilis 3378 S. pullorum 3', Sarcina lutea 3¢, Shigella
shinga %, S. sonnei ¥, S. auerus 333638394445 - G typhj 31,3642
Streptococcus pyogenes %2, Enterococcus sp *', Vibrio
parahaemolyticus *°, Enterococcus faecalis * y Yersinia
enterocolitica *'%, asi como para los hongos A. flavus %,
C. albicans %y Pullarium sp *. Para extractos etandlicos
de semilla mostré actividad en E. aerogenes *8, B. cereus
38 E. faecalis %, S. aureus %, 333938404344 F colfj 333536.37.39
P. mirabilis %, K. pneumoniae %, P. aeruginosa 3'35%44 P,
fluorescens %, Sarcina lutea *°, S. pullorum 3%, S. typhi 354,
Shigella shinga ®, S. sonnei 'y Yersinia enterocolitica *, asi
como el crecimiento fungico de C. albicans. 35424

De esta manera, es importante tomar en cuenta el potencial
intrinseco de la Moringa, no solo en lo alimenticio, sino
también en lo médico-farmacéutico. Por ello, en este trabajo
se evaluo el efecto antimicrobiano de extractos, a partir de
células indiferenciadas denominados callo, de naturaleza
no embriogénica (NE), obtenidos en medios de cultivo in
vitro con distintas combinaciones de los reguladores de
crecimiento 2,4-D y BAP, de semilla de Moringa oleifera,
como alternativas positivas y viables, inducidos rapidamente
y con alta biomasa, con un alto rendimiento en la produccion
de metabolitos secundarios acoplado a la actividad
antibacteriana en microorganismos de interés alimenticio y
sanitario como E. aerogenes y P.vulgaris.

MATERIALES Y METODOS

Se empled un disefio de tipo experimental, evaluando el
efecto antimicrobiano de extracto de callo no embriogénico
inducidos en diferentes medios de cultivo, suplementdos
con diferentes concentraciones de los reguladores de
crecimiento 2,4D y BAP.

Material Vegetal: Para la induccién del callo desarrollado por
cultivo in vitro, se utilizé como explante semillas inmaduras
de M. oleifera Lam, extraidas de vainas verdes, las cuales
se colectaron de un ejemplar juvenil, de aproximadamente 3
metros, con condiciones fitosanitarias adecuadas, ubicado
en el Municipio San Diego, Edo. Carabobo-Venezuela. A
partir del mencionado explante, se indujo la formacién de
callo, tipo no embriogénicos (NE), los cuales son masas
de células no diferenciadas, de superficie rugosa y de
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Efecto antibacterial de extractos de Moringa.

color amarillo o marrén, usados para evaluar la accién
antimicrobiana por medio de extractos.

Desinfeccion: En condiciones de asepsia, bajo campana
de flujo laminar horizontal, en agitacion constante (100
rom), se llevd a cabo la desinfeccién de las semillas,
realizando 2 lavados de 2 min c/u con agua destilada
estéril y detergente liquido comercial, luego se lavaron con
alcohol isopropilico al 70% v/v durante 30 seg y con agua
destilada estéril por 1 min, posteriormente se realizd otro
lavado con cloro comercial Nevex® (3,5% v/v de hipoclorito
de sodio) al 20% v/v y Tween 20 (1 gota/10 mL) durante 5
min. Adicionalmente, a fin de eliminar remanentes de cloro
y etanol se hicieron 3 lavados con agua destilada estéril (1
min c/u), las semillas inmaduras se sumergieron luego en
una solucion de cisteina al 1% p/v en agua destilada estéril
durante 30 min para reducir la oxidacién del explante. 4

Cultivo in vitro de tejidos: Posterior al proceso de
desinfeccién se procedioé a extraer los embriones cigoticos,
con bisturi estéril, retirando las alas de las semillas.
Cuidando las condiciones de esterilidad, se sembraron en
medios solidos, medio MS (1962) “¢ suplementado con las
vitaminas tiamina-HCI (1 mg/L) y piridoxina (0,5 mg/L), los
aminoacidos glicina (2 mg/L) y cisteina-L (100 mg/L), la
sacarosa (azucar de mesa) al 3% p/v, Agar Powder al 0,8%
p/v y los reguladores del crecimiento 2,4-D y BAP, en 19
combinaciones inductoras (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos realizados para la induccion de callo en 19
combinaciones de hormona de 2,4 D con respecto a BAP para la
evaluacion antimicrobiana de los extractos.

Induccién mg/dL
Tratamiento

2,4D BAP
M1 0,3 0,5
M2 0,3 1,0
M3 0,5 0,5
M4 0,5 1,0
M5 1,0 05
M6 1,0 1,0
M7 15 05
M8 2,0 1,0
M9 2,0 05
M10 2,5 1,0
M11 2,5 05
M12 3,0 1,0
M13 3,0 0,5
M14 3,5 1,0
M15 3,5 0,5
M16 4,0 05
M17 4,0 1,0
M18 5,0 05
M19 10,0 1,0

Extracto (Secado y pulverizacion de callos): Ya obtenidos
los callos NE, pasadas las 8 semanas de induccion,
se procedid al secado, en estufa 55°C durante 24h.
Posteriormente, bajo campana de flujo laminar horizontal,
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se procedioé a moler los callos para cada tratamiento, hasta
obtener polvo fino.

Extraccion de metabolitos secundarios con etanol: Para
cada tratamiento de induccion de callo, se pesé 0,5 g de
polvo de callo no embriogénico y se colocaron en tubos de
centrifuga 5 mL, usando como solvente organico etanol al
70% (5 mL de etanol por cada 0,5 g de cada pulverizado
para una concentracion final de 10% p/v). Para facilitar la
interaccion del solvente organico con el polvo del callo, los
tubos se mantuvieron durante 48 h en agitacion (basculante)
continua a 65 rpm. Luego, se centrifugd a 10.000 rpm durante
10 min a fin de separar la fase liquida (sobrenadante) de
la biomasa correspondiente. La fase liquida se trasvasé a
unos tubos de Eppendorf (= 2 mL) que fueron incubados
a 70 °C para la evaporacion del solvente durante 3 horas.
La muestra obtenida (= 1 mL) se resuspendié en DMSO al
0,25% y se preservo hasta su uso, siendo esta la solucién
madre o se consider6 el 100%. A partir de esta solucion
madre de los extractos de callos se realizaron diluciones
(5%, 7%,10%,15%, 20% y 25%) para la evaluacion de la
actividad antimicrobiana. 103349

Preparacion de medios para evaluaciéon bacteriolégica:
Para la evaluacion de la accién antimicrobiana de los
extractos organicos sobre las bacterias E. aerogenes y P.
vulgaris se llevé a cabo la técnica de microdilucion. Para su
realizacién se prepararon los medios para la reproduccion
de las bacterias, el medio el cual constituyé de caldo
nutriente y agar bacterioldgico. Se activaron las cepas
aisladas de P. vulgaris y E. aerogenes resuspendiendo en
caldo puro (caldo nutriente) incubando durante 24 horas a
37° C. Transcurrido el tiempo indicado se elaboré el in6culo
equivalente al patrén de 0,5 de la escala de McFarland como
lectura (en espectrofotometro a 540 nm) 0.100 £ 2 DO que
representa 1,5 x 108 células/mL, para la posterior evaluacion
antimicrobiana. "

Proceso de microdilucion para la determinacién de la
actividad antimicrobiana: Para cada tratamiento (M1 a
M19) se llevé a cabo el proceso de microdilucién. Utilizando
microplacas estériles de 96 pocillos de 375 pL, bajo campana
de flujo laminar horizontal, se colocaron 60 pL de caldo estéril
en todos los pocillos, junto con 20 pL de indculo bacteriano
(excepto en el control negativo), se llevaron a cabo diferentes
volumenes del extracto (para cada tratamiento), de esta
forma lograr las siguientes concentraciones: 5% (40 pL), 7%
(56 pL), 10% (80 pL), 15% (120 pL), 20% (160 uL) y 25
(200 pL). Para los controles se tomo lo siguiente: a) control
negativo, se us6é 100 uL de extracto puro, para determinar
la presencia de microorganismos contaminantes, b) control
positivo, constituy6 del medio de cultivo con la cepa pura sin
extracto, este se utilizé para verificar la viabilidad celular. Lo
anteriormente mencionado, se incubd por 24 h a 37°C.

Para constatar el crecimiento o no de microorganismos, se
realizé una prueba cualitativa que constd de la turbidez del
medio, empleando un asa de platino calibrada, se inoculd
10 pL de cada tratamiento en tubos de ensayos con 1 mL
de caldo de cultivo. A su vez se realizé pruebas cuantitativas
inoculando 50 yL de cada tratamiento en las placas con
agar nutriente, utilizando la técnica de siembra en superficie
con la espatula de Drigalski. Incubandolos por 24 h a 37°C.
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Transcurrido el tiempo se evalu6é el numero de unidades
formadoras de colonia (UFC), asi como la turbidez de
cada uno de los tubos, estableciéndose para las 2 cepas
bacterianas con el extracto por cada tratamiento (M1-M19)
determinando la concentracion minima inhibitoria (CMI)
que determina el efecto bacteriostatico y la concentracion
minima bactericida (CMB). 50515253

Evaluacion de pureza de los cultivos: Ademas de los
controles positivos y negativos de las microdilucion, también
se efectuaron evaluaciones microscopicas de las cepas,
con el fin de comprobar la pureza de los cultivos entre ellas
tincion Gram y pruebas bioquimicas respectivas a cada
cepa.

Con respecto a las concentraciones finales de los extractos
de cada tratamiento (M1-M19), se comprobaron que estos
no tuviesen actividad antimicrobiana, es decir, que no
existiese posibles excedentes del etanol y que estos habian
sido totalmente evaporados, en el proceso de obtencion de
la solucién madre del extracto puro (100%), que no tuviese
dicho efecto antimicrobiano. Adicionalmente, se efectuaron
ensayos con diluciones de una solucidon sin polvo de callo
NE de M. oleifera, evidenciandose crecimiento microbiano
de todas las cepas y en las concentraciones.

Evaluacion de la accion antimicrobiana de los extractos
etandlicos sobre Enterobacter aerogenes y Proteus
vulgaris: Para determinar las diferencias entre extractos,
el ndmero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
corresponde a la evaluacion cuantitativa, en funciéon de
cada extracto etandlico (M1-M19). Asi, pues se realizaron
cinco réplicas para cada tratamiento, con el objetivo de
tener repetibilidad de los resultados. Se utilizd6 una prueba
de ANOVA de dos vias, para evaluar las diferencias entre
los tratamientos aplicados en funcién de sus efectos sobre
las cepas y extracto y una prueba de Tukey para evaluar
cudl extracto es diferente otro. Estas pruebas se realizaron
usando el paquete estadistico PAST 3.11, 2016.

RESULTADOS

La actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos
de callo no embriogénico (NE) en funcion de la cepa del
microorganismo, tanto en el medio liquido como en el
solido incubadas a las 24 horas, mostraron una respuesta
diferencialmente significativa, donde pareciesen tener
una mejor respuesta inhibitoria en P. vulgaris que en E.
aerogenes (Figura 1). Sin embargo, en ambos hubo la misma
respuesta inhibitoria, al lograrse observar la disminucion en
el nimero de UFC a medida que aumenta la concentracion
del extracto (Figura 2), obtenido en todas las combinaciones
de reguladores de crecimiento en la induccién de callo
(M1-M19) (Tabla1). La CMI se consideré como la menor
concentracion del extracto de M. oleifera capaz de inhibir el
crecimiento de los microorganismos de prueba después de
24 horas. De manera general la mayoria de los extractos de
cada tratamiento presentaron efecto antimicrobiano en las
concentraciones, desde el 7% en algunas y a partir de 10 y
15% en la mayoria, coincidiendo con el analisis de ANOVA
de dos vias realizadas, tanto en P. vulgaris como para E.
aerogenes, observandose una inhibicién del crecimiento en
ambas cepas en cada uno de los extractos (Figura 2).
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Sin embargo, al comparar los extractos con la prueba de
Tukey, no se percibe una diferencia entre extractos con 0,5
y 1 mg/L de BAP. No obstante, en P. vulgaris los extractos
obtenidos de callo inducido con 2,5 mg/L de 2,4-D con
0,5y 1 mg/L de BAP (M11 y M12) y en E. aerogenes con
los extractos de callo inducidos en 0,3 mg/L de 2,4-D con
0,5y 1 mg/L de BAP (M1 y M2) y 1,5 mg/L de 2,4-D con
0,5y 1 mg/L de BAP (M7 y M8), mostraron diferencias
significativas. Asimismo, en ambas bacterias los extractos
obtenidos de callo NE de medios de inducciéon con mayores
concentraciones de la auxina 2,4-D (M18: 5 mg/L; M19: 10
mg/L) fueron significativamente diferentes y mas eficientes
en el efecto antimicrobiano (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la concentracion del extracto sobre el crecimiento
de E. aerogenes y de P. vulgaris, 5% (50 mg/mL),10% (100 mg/mL),
15% (150 mg/ mL) y 20% (200 mg /mL). Los tratamientos fueron
divididos en grupos: tres grupos de 5 y uno de 4 para facilitar la
evaluacion del comportamiento del efecto antimicrobiano por los
tratamientos. Las barras en las cajas representan el error estandar.
Las letras son las diferencias significativas: letras iguales no hay
diferencias significativas, mientras que letras diferentes si las hay.
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La tendencia general observada, fue que a medida que
aumentaba la concentracion del extracto etandlico (5-25%),
se inhibia el crecimiento de E. aerogenes, siendo el extracto
de 5% el menos efectivo, mientras que 20% y 25% fueron los
mas efectivos para contrarrestar el crecimiento bacteriano
(CB). Por lo tanto, cuando se evalu6 la efectividad de los
extractos en la inhibicion del crecimiento de E. aerogenes,
dentro de cada extracto en funcién del medio de induccién
de callo NE (Tabla 1), las tendencias observadas fueron que
el extracto 10% no tiende a mostrar diferencias significativas
con 5% que es el menos efectivo, aunque tampoco con los
otros de 15% (Figura 1).

La poca diferencia de los resultados entre extractos al 5% y
10% en cuanto a la actividad antimicrobiana, contrasta con
la evidente efectividad inhibitoria evidenciadas al observar
los resultados con extractos al 10 y 15%. Asi en P. vulgaris,
se obtuvo similar respuesta inhibitoria en los tratamientos de
induccion con con 1 mg/L de 2,4-D con 0.5 mg/Ly 1 mg/L
de BAP (M5, M6) y con 1 mg/L de 2,4-D con 0.5 mg/L de
BAP (M7), donde en el 7% hubo total actividad inhibitoria
(Figura1).

En el caso de E. aerogenes, el extracto 5, 7 y 10% parecen
no ser efectivo, siendo los mejores el de 25% seguido del
de 20% y 15 %. Los tratamientos de induccion que tuvieron
mejor respuesta (CMB) fueron 0,3 mg/L de 2,4-D con 0,5y
1 mg/L de BAP (M1, M2), 1 mg/L de 2,4-D con 0,5y 1 mg/L
de BAP (M5, M6), 1,5 mg/L de 2,4-D con 0,5 mg/L de BAP
(M7), 2,5 mg/L de 2,4-D con 1 mg/L de BAP (M12), 4 mg/L
de 2,4-D con 0,5 mg/L de BAP (M16) y 10 mg/L de 2,4-D con
1 mg/L de BAP (M19) (Figura1).

En cuanto a la evaluacién antimicrobiana para P. vulgaris,
(Figura 1) se veran diferentes letras, que representan las
diferencias significativas entre los extractos dentro de cada
tratamiento de induccién (Tabla 1). Cabe destacar que a
medida que aumenta las concentraciones dentro de los
tratamientos la respuesta inhibitoria es menor, es decir, a
mayores concentraciones de combinacion de 2,4 D con
BAP, las actividades antimicrobianas de los extractos de
estos son ineficientes, tales como el M18 (5 mg/L de 2,4-D
con 1 mg/L de BAP) y M19 (10 mg/L de 2,4-D con 1 mg/L
de BAP.

Al evaluar la efectividad de los extractos en la inhibicion
del crecimiento de P. vulgaris dentro de cada tratamiento
de induccion (Tabla 1), se observaron algunas diferencias
significativas entre ellos (Tukey p<0,06). Sin embargo,
de manera general, no hubo diferencias significativas
del extracto al 5% con el resto de los extractos, siendo
este el menos efectivo en todas las combinaciones de
reguladores de crecimiento. De esta manera, a medida que
aumenta la concentracion del extracto etandlico se inhibe
el crecimiento de P. vulgaris (Figura 1), observandose una
actividad inhibitoria efectiva, asi como también actividad
bacteriostatica con una muy baja frecuencia en los
tratamientos al 10%.

Para extracto al 5% hubo crecimiento en todos los
tratamientos de inducciéon de callo NE (Tabla 1), no
mostrando diferencias significativas entre los tratamientos
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siendo tan efectiva como las demas concentraciones de los
tratamientos. De manera que, a mayores concentraciones
del extracto (15, 20 y 25%), donde hubo poco o nulo
crecimiento bacteriano, evidenciandose las mejores
respuestas inhibitorias (Figura 2).

De tal manera, que de los 19 tratamientos inductores de
callo NE, 12 mostraron actividad inhibitoria a partir del 10%,
donde 5 de estos tratamientos las CMI fueron al 5% y 7%
a diferencia de E. aerogenes, obteniendo asi, actividades
apropiadas en cuanto a su efectividad para inhibir el CB, los
cuales fueron 1 mg/L de 2,4-D con 0,5y 1 mg/L de BAP (M5
y M6), 1,5 mg/L de 2,4-D con 0,5y 1 mg/L de BAP (M7 y M8),
3 mg/L de 2,4-D con 0,5y 1 mg/L de BAP (M13y M14) y 4
mg/L de 2,4-D con 1 mg/L de BAP (M17). Por otra parte, se
evidencioé con 2,5 mg/L de 2,4-D con 1 mg/L de BAP (M12)
una actividad bacteriostatica donde se aprecio crecimiento
de bacterias, siendo esta concentracion la menos efectiva
para esta cepa (Figura 2).

E.aerogenes

Evulganis

Figura 2. Representacion general de la accion del extracto etandlico
sobre el crecimiento de E. aerogenes y P. vulgaris. Control positivo
(C+), controles negativos de cada extracto (C-). Extracto 5% (50
mg/mL), extracto 10% (100 mg/mL), extracto 15% (150 mg/mL). El
extracto 20% (200 mg/mL) y 25% (250 mg/mL).

DISCUSION

Recientemente, los cultivos celulares se han utilizado parala
produccion de varios grupos de metabolitos secundarios. La
cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos
se evalua habitualmente mediante alguna de las variantes
de los métodos de dilucién. Estos métodos se basan en
la determinacion del crecimiento del microorganismo en
presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano,
que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o
agar) 5. A través del método de microdilucién se evidencid
la disminucion en numero de UFC en las cepas de E.
aerogenes y P. vulgaris tanto en medio sélido como liquido
con la adicién del extracto realizado con el solvente organico
utilizado el cual fue el etandlico.
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En este estudio el extracto de etanol de callo NE, presenté
una gran efectividad debido a que se observo actividades
tanto bactericida como bacteriostatica en las cepas
evaluadas, logrando un efecto antimicrobiano total a partir
del 10% (100 mg/mL), evidencidndose un efecto bactericida
a mayores concentraciones, independientemente del
tratamiento inductor. Esta concentracién es inferior a la
referida por otros investigadores, utilizando el método de
difusion en agar pasadas las 24 h de cultivo de semillas
42 donde reportan CMI de 150 mg/L, 200 mg/L y 400 mg/L
para el extracto etandlico de semillas de M. oleifera 32%
mostrando una alta actividad inhibitorias y antagonicas
contra E. aerogenes a 150 mg/mL y 200 mg/ mL. Otros
investigadores han hecho menciéon que la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) de 200 mg /mL para etanol y 400
mg /mL para el extracto acuoso. 2830.314043:44,54,55,56,57

De la misma manera han hecho referencia de que el
extracto de etanol de M. oleifera tiene una fuerte actividad
antimicrobiana y un efecto inhibidor, por ejemplo, en P.
vulgaris donde en 20 % y 40% si demostré serlo, mientras
que en 5% y 10% no fue inhibidor *2. En definitiva y acorde
a estudios previos citados, el resultado de este estudio
demostré que M. oleifera es una fuente potencial de agentes
antimicrobianos contra algunas bacterias patégenos, en
este caso de interés clinico.

Con relacion a esto, los ensayos de evaluaciéon
antimicrobiana de extractos de Moringa, se han realizado a
partir de tejidos foliares y/o de semillas secadas y molidas,
asi como con el método de difusion en discos "%, sin inducir
callos o inducirlos a partir de estos, encontrandose diferentes
resultados en funcion del tipo érgano vegetal y solvente de
extraccion 283040414344, 84 " sjendo esta investigacion pionera
al emplear callo de naturaleza no embriogénica crecidas en
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento
(0,3; 0,5; 1;1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 5; 10 mg/L de 2,4 D con
respecto a 0,5 y 1 mg/L de BAP) como material para la
obtencion del extracto para la evaluacion antimicrobiana
sobre cepas como E. aerogenes y P. vulgaris.

Es importante reafirmar que la mayoria de los estudios se
han realizado con extractos obtenidos a partir de hojas,
flores, semillas y tallo de M. oleifera, usando solventes
organicos como el etanol, acetona %, cloroformo 596061
alcohol, metanol, diclorometanol, hexanicos 293, tal como se
menciona en la literatura citada en dicha investigacion., la
mayoria se ha realizado a partir de hojas 323435, seguidas de
semillas 3%%:83 flores 46, frutos %, y actualmente de callos
obtenidos in vitro 4%, Ademas de ser los solventes mas
utilizados para la extraccion de metabolitos secundarios, las
investigaciones sefialan la mayor efectividad comparando
un solvente u otro %, siendo el etanol y el metanol los mas
comunes y los mas efectivos, ya que diversos autores
califican el extracto etandlico como el que posee una
mayor capacidad para extraer metabolitos con accién
antimicrobiana, como se reporta en el presente trabajo, el
cual presentd un gran efecto en las dos bacterias estudiadas.

Sin embargo, el uso de callo que son masas de células
indiferenciadas inducidas in vitro, provee rapidamente
material para la obtencion de extractos con un alto
rendimiento de metabolitos secundarios antimicrobianos,
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independientemente de las condiciones agroecoldgicas
y estacionales del cultivo %. En este sentido, el uso de
extractos etanodlicos de callo NE de explantes foliares
Moringa oleifera, inducidos con 1 mg/L de 2,4-D con 2
mg/L de BAP, ejercié un efecto bactericida al 10% con P.
aeruginosa y E. coli, 25% en S. aureus, mientras que el
efecto funguicida en C. albicans, fue al 10%. 7

Por otro lado, no han establecido, ni encontrado diferencias
significativas entre el tipo de extracto, concentracion y
efecto sobre la cepa a estudiar, por ello en este estudio
se analizaron los resultados a través de las pruebas
estadisticas mencionadas. Los reguladores del crecimiento
también pueden influir en el contenido en fenoles y, por
tanto, probablemente en la actividad antibacteriana de
los extractos. Por otra parte, no soélo es la naturaleza del
solvente, sino también se deben a las propiedades de la
Moringa de acuerdo a sus respuestas antimicrobianas, pues
son numerosos los metabolitos secundarios en la semilla
de M. oleifera que son extraidos y que poseen efectos
inhibitorios sobre el crecimiento, resistencia y actividad de
bacterias Gram positivas y Gram negativas. ¥

Ahora bien, es importante sefalar que los microorganismos
pueden desarrollar paralelamente otros mecanismos de
resistencia como la produccion de B-lactamasas y de esta
manera alcanzar niveles de resistencia que suelen ser
clinicamente relevantes ®. En estas cepas la actividad
B-lactamasa y pérdida de porinas (OmpF) son factores que
contribuyen a las resistencias, pero no son mecanismos
suficientes para explicar el fenotipo de resistencia.

En cuanto a la susceptibilidad de las bacterias Gram
negativas se tiene que la inhibicion de enzimas por los
compuestos fendlicos, provocan la interrupcién de la
produccién de energia en la membrana plasmatica de estas
bacterias 8, pues como bien se conoce que la presencia
de la membrana de lipopolisacaridos en dichas bacterias la
hace impermeables a moléculas exégenas. 07"

En relacién a los mecanismos de resistencias, estudios
hacen mencién que los genes ampC han sido descubiertos
en plasmidos de varias especies de Enterobacteriaceae
. Estos genes ampC son probablemente derivados de
genes cromosomicos ampC de C. freundii, E. cloacae y M.
morganii, aislamiento de estos, se han visto que producen
grandes cantidades de B-lactamasa AmpC, confiriendo
resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido,
cefamicinas, penicilinas y combinaciones de inhibidores de
B-lactamasas. 7273747576

Actualmente la produccion de enzimas constituye el principal
mecanismo de resistencia a los B-lactamicos, sobre todo
en las bacterias Gram negativas, particularmente en la
familia Enterobacteriaceae y pueden ser de codificacion
cromosémica o plasmidica ™ y producen generalmente
niveles insignificantes de esta enzima. Sin embargo, a
pesar de ello contribuyen a la resistencia intrinseca de estas
especies "#7>76 si bien los incrementos en la resistencia a
B-lactamicos por alteraciéon en la permeabilidad suelen ser
moderados.
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Sin duda alguna conocer estos mecanismos a futuro sirven
de orientacion para futuras investigaciones en la evaluacion
de extractos ya sea a partir de explantes o callos NE in vitro
7677.787980 Todo ello es de crucial importancia porque muchos
microorganismos representan un problema para la salud
publica, tanto por el aumento de los costos del tratamiento,
como por el grado de las complicaciones infecciosas y la
resistencia de los patdgenos a los antibiéticos como es el
caso de las bacterias mencionadas anteriormente

De tal manera se ha afirmado que Moringa oleifera posee
un porcentaje de inhibicion de crecimiento de bacterias
Gram positivas y Gram negativas de 85% 7. Asimismo, se
ha demostrado que el extracto de semillas posee aun mayor
poder bactericida por la presencia de proteinas catidnicas
de bajo peso molecular (MOCP) evidenciando que 10 mL
del extracto al 5% lentifica a nivel maximo el crecimiento
bacteriano 882, aunado que en otros estudios in vitro se
indico actividad antimicrobiana con poder bactericida con los
extractos etandlicos y metandlicos de semillas de Moringa
sobre especies patdgenas, tales como S. aureus, E. coliy V.
cholerae ™. A su vez observd que la formacién de biofilms
de S. aureus y P. aeruginosa habia sido inhibido hasta en un
83%, al enfrentarse a flavonoides extraidos de semillas de
M. oleifera. 7:78.7°

Adicionalmente, la actividad antimicrobiana de los extractos
esta relacionada a los solventes organicos de los mismos,
por lo cual, es probable que se deba a flavonoides,
compuestos fendlicos y saponinas extraidos con solventes
de alta polaridad, como etanol, metanol o agua . En este
sentido, los extractos etandlicos de Moringa en este estudio
fueron de color café claro, color atribuido principalmente a
compuestos tipo flavonoide. 88

Por lo tanto, la respuesta encontrada en este trabajo para
ambas bacterias Gram negativas, se debid probablemente
a la presencia de los metabolitos similares en los extractos,
asumiendo la ausencia de mecanismos Uunicos que
caractericen a la especie para la defensa contra metabolitos
de origen externo, sugiriendo que los principios activos
extraidos con etanol del callo no embriogénico derivado
de semillas, pueden jugar un rol significativo en la accién
inhibitoria contra bacterias clinicamente importantes.

CONCLUSIONES

Al evaluar la accién antibacteriana de los extractos etandlicos
de callos no embriogénicos de Moringa oleifera inducidos con
distintas combinaciones de los reguladores de crecimiento
2,4-D y BAP, en E. aerogenes y P. vulgaris mediante la
técnica de microdilucién, se determiné que a 5% del extracto
de callo derivado de cualquier combinacion inductora, se
muestra un claro efecto inhibitorio, siendo mas efectiva la
actividad antibacteriana en cualquier concentracion de los
extractos (5, 10, 15, 20 y 25%) en P. vulgaris, coincidiendo la
mayor actividad inhibitoria en ambas cepas bacterianas con
los medios de induccién suplementados con 1 mg/L de 2,4-D
con 0,5y 1 mg/Lde BAPy 1,5 mg/L de 2,4-D con 0,5 mg/L de
BAP. Sin embargo, para P. vulgaris, independientemente de
la concentracion del extracto, la mejor respuesta inhibitoria
se logré principalmente con la induccion con 0,3 mg/L de
2,4-D con 0,5y 1 mg/L de BAP, 1 mg/L de 2,4-D con 0,5
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mg/L de BAP, 1,5y mg/L de 2,4-D con 0,5 mg/L de BAP, 1,5
y mg/L de 2,4-D con 1 mg/L de BAP, 3 mg/L de 2,4-D con 0,5
y 1 mg/L de BAP y por ultimo con 4 mg/L de 2,4-D con 0,5
y 1 mg/L de BAP. Finalmente, a partir de 10% del extracto
etandlico de cualquier medio de induccion, se observa el
efecto bactericida. Por lo tanto, recomendamos continuar
con las evaluaciones antimicrobianas con los extractos de
callo no embriogénico mas efectivos en otras bacterias
Gram positivas y Gram negativas, a fin de plantear posibles
alternativas naturales para afecciones ocasionadas por
dichos microorganismos y otras cepas con alta resistencia
microbiana.
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