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RESUMEN

Stevia rebaudiana, es una planta relevante debido a los compuestos bioactivos que
acumula llamados glucésidos de esteviol (GE) y que a su vez le confieren notables
actividades biolégicas para contrarrestar algunas afecciones como la hipertension e
hiperglucemia, también se le atribuyen propiedades anticancerigenas. El objetivo del
presente trabajo experimental fue evaluar el crecimiento de raices transformadas de S.
rebaudiana, en matraz y biorreactor airlift y el efecto en la acumulacién de metabolitos
secundarios. Para lo cual inicialmente se evalud el perfil de crecimiento en matraces
agitados de las lineas transformadas SRSDXS, M5R4 y no transformadas (NT) durante
15 dias. El indice de crecimiento que se obtuvo para M5R4 (4.6+0.41) fue superior
1.53 y 1.39 veces respecto a las lineas no transformadas y SRSDXS. Las lineas no
transformadas y SRSDXS, mostraron la mayor produccion de compuestos fendlicos
después de 15 dias de cultivo (38+1.0" mg AG/g de EF; 32+4.0" mg AG/g de EF) que
fue 1.9 y 1.6 veces mas que la linea M5R4 (20+1.08 mg EAG/g de EF). Para conocer el
desempefio de cada linea, se realizaron cinéticas en matraces agitados durante 30
dias, para las lineas SRSDXS y NT, y 36 dias para la M5R4. La linea M5R4 fue
significativamente superior en acumulacion de biomasa 113.2 £12.45 g PF/L, que fue
1.6 y 1.34 veces més que la linea SRSDXS vy la linea no transformada. Seguidamente,
las lineas de raices transformadas y no transformadas de Stevia rebaudiana se
cultivaron en biorreactores airlift con capacidad volumétrica de 200 mL, utilizando un
disefio experimental tipo cuadrado latino clasico, donde los factores a probar fueron: La
velocidad de aireacion (0.5, 0.8 y 1.0 vwm), la densidad de inoculo (2, 6 y 10 g/L) y el
tipo de raiz (A=SRSDXS, B=No transformadas, C=M5R4). Después de los andlisis de
varianza y post-hoc se determiné que la densidad de inoculo tuvo un efecto significativo
sobre la acumulacion de biomasa (P=0.009). Sin embargo, los demas factores no
fueron significativos sobre las variables de respuesta ya que arrojaron valores de P que
superaron la significancia. Por otro lado, la presencia de glucésidos de esteviol se
sigui6 de manera cualitativa por cromatografia en capa fina (TLC), mostrando la

acumulacion en todos los tratamientos probados.
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ABSTRACT

Stevia rebaudiana, is a relevant plant due to the bioactive compounds that it
accumulates called steviol glycosides (SG), which in turn confer to the plant remarkable
biological activities to counter some conditions such as hypertension and
hyperglycemia, and also anti-cancer properties. The objective of this experimental study
was to evaluate the growth of transformed roots of S. rebaudiana, in flasks and airlift
bioreactors, and assess the effect over the accumulation of secondary metabolites.
Initially it was observed the growth profile in shaken flasks using the transformed lines
SRSDXS, M5R4, and the non-transformed roots (NT) for 15 days. The growth index
exhibited by M5R4 (4.6+0.41) was higher, 1.53 and 1.39 fold, than the one showed by
untransformed lines and SRSDXS. Non-transformed lines and SRSDXS, had the
highest production of total phenolic compounds after 15 days of culture (38+1.0* mg
AG/gFE; 32+4.0" mg AG/gFE) which was 1.9 and 1.6 fold more than the content in line
M5R4 (20+1.08 mg AG/gFE). To know the performance of each root line, growth kinetic
studies were conducted in shaken flasks for 30 days, for the lines SRSDXS and NT,
and 36 days for M5R4. The M5R4 line had significantly higher biomass accumulation,
113.2 +12. 45 g FW/L, which was 1.6 and 1.34 fold more than the biomass accumulated
by SRSDXS and non-transformed lines. Afterwards, transformed and non-transformed
root lines of Stevia rebaudiana were cultivated in airlift bioreactors with volumetric
capacity of 200 mL, using a latin square experimental design, where the factors to be
tested were: the aeration speed (0.5 vwvm, 0.8 vwvm and 1.0 vvm), the inoculum density
(2 g/L, 6 g/L, and 10 g/L) and the type of root (A=SRSDXS, B=untransformed,
C=M5R4). After variance and post-hoc analysis it was determined that the inoculum
density exerted a highly significant effect over the biomass accumulation (P = 0.009).
However the remaining factors were not statistically significant over the responses since
their P values exceeded the significance threshold. On the other hand, the presence of
steviol glycosides were qualitatively followed by thin layer chromatography (TLC),

showing accumulation in all of the treatments tested.
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1. INTRODUCCION

Actualmente las plantas medicinales tienen auge en la biotecnologia, debido a su
estudio y procesamiento han resultado ser fuente de principios activos llamados
metabolitos secundarios; los responsables de ciertas funcionalidades como el sabor, el
aroma y activos quimicos que se utilizan para la formulacion de productos

farmacéuticos, alimenticios y cosméticos (Thiruvengadam et al., 2016).

La planta Stevia rebaudiana nativa de Paraguay, ha sido ampliamente utilizada como
un edulcorante natural en la medicina consuetudinaria, ya que es aproximadamente
300 veces mas dulce que la sacarosa, esto se debe a que sintetiza una familia de
compuestos diterpénicos llamados glucésidos de esteviol (GE) dentro de este grupo se
encuentran de manera predominante el esteviésido y rebaudiosido A. Ademas, que se
ha reportado tienen diversas propiedades terapéuticas: Antihiperglucémica,
antihipertensiva, antiinflamatoria, anticancerigena (Yang et al., 2015).

Con la finalidad de producir los compuestos de interés presentes en Stevia, se ha
hecho uso del cultivo in vitro de 6rganos y tejidos de la planta. Especificamente las
raices transformadas representan una opcién efectiva para aumentar la acumulacion

de biomasa y metabolitos secundarios (Ocho-Villarreal et al., 2016).

Debido a las caracteristicas genéticas, que le confiere la agrotransformacion, las raices
transformadas pueden crecer sin complicacién en diversos sistemas (Habibi et al.,
2018). Los biorreactores son sistemas de crecimiento que permiten el cultivo de raices
a gran escala en condiciones controladas, dado que los esfuerzos de corte sean
reducidos, una opcion viable es el biorreactor airlift (Khan et al., 2018). EIl objetivo de
este trabajo fue evaluar el crecimiento de raices transformadas y no transformadas de
Stevia en biorreactor y el efecto de parametros de operacion en la acumulacion de

metabolitos secundarios.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de Stevia rebaudiana

Stevia rebaudiana es una planta perenne propia de la region tropical de Sudamérica y
de la region de Amambay del noreste de Paraguay, se desarrolla como arbusto y se
propaga de forma asexual para su venta en el mercado (Brandle y Telmer, 2007;
Gantait et al., 2015). En la Fig.1, se puede observar una planta de Stevia rebaudiana

creciendo en un ambito silvestre.

Figura 1. Planta Stevia rebaudiana (Tomado de HACC, 2011).

También conocida como hoja dulce Stevia crece de forma silvestre, puede alcanzar los
65 cm de altura, posee tallos de color verde, empinados y delgados, sus entrenudos
estan finamente cubiertos de pilosidad blanquecina, miden aproximadamente de 2 a 4
cm de largo. Las hojas son pequefias, muestran venacion reticulada primaria y
secundaria. Las raices de Stevia no profundizan en el suelo, sino que se distribuyen
sobre la superficie, son fibrosas, filiformes y perennes. Stevia crece comunmente en
suelos del alto Parana (Ramesh et al., 2007; Angelini et al., 2018). La Tabla 1, muestra

la taxonomia de S. rebaudiana.



Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Stevia rebaudiana. Tomado de Moreno, 2012

Taxonomia de Stevia rebaudiana

Sdper reino Eucaryota
Reino Plantae
Sub reino Tracheobionta
Super division Spermatophyta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Genero Stevia
Especie S. rebaudiana

Por su actividad edulcorante en 1899 fue descrita cientificamente por Moisés Santiago
Bertoni. Stevia rebaudiana inicialmente era conocida como Eupatorium rebaudiana, sin
embargo, en 1905 fue renombrada a Stevia rebaudiana Bertoni (Bertoni,1905;
Barriocanal et al., 2008). El cultivo de estevia se ha extendido y es comuln en paises de
Asia, América y Europa destacando Japon (mercado principal), China, Singapur,
Taiwan, Corea del sur, Tailandia, Malasia, Estados unidos de Ameérica, Canada,
México, Brasil, Indonesia e India. (Brandle et al., 2000; Das et al., 2005; Gantait et al.,
2015) Existen aproximadamente 230 especies del género de Stevia, aunque se ha
reportado que rebaudiana y phlebophylla son las Unicas especies que producen
glucésidos de esteviol y que rebaudiana Bertoni es la especie mas dulce (Kinghorn y
Soejarto, 1985; Brandle y Telmer, 2007). Stevia es principalmente utilizada por sus

aportaciones medicinales.



2.2 Propiedades medicinales de Stevia rebaudiana

El extracto de Stevia se ha utilizado durante varias décadas como un aditivo endulzante
natural y ha sido aplicado en la medicina herbolaria por las poblaciones indigenas de
Ameérica del Sur. Posee propiedad antihiperglucémica, en Sudamérica el extracto de
Stevia se ha utilizado para el tratamiento de la diabetes. Sustituye perfectamente al
azucar debido a las minimas cantidades que se requieren para endulzar, sin aportar
calorias (Gantait et al., 2015). Los extractos de Stevia pueden disminuir los niveles de
glucosa en la sangre, contrarrestando la diabetes mellitus (Barriocanal et al., 2008).
Suzuki et al., (1977) comprobaron en un experimento con ratas, que un tratamiento de
Stevia reduce el nivel de glucosa en la sangre. Curi et al., (1986) en un experimento
realizado a humanos saludables reportaron que los niveles de glucosa en la sangre

redujeron con un tratamiento de extracto acuoso de hojas de Stevia.

Stevia también presenta actividad antibacteriana, con propiedades anti-caries y para la
cardiopatia (Ghanta et al.,, 2007). Es un auxiliar en el control de la hipertension y
obesidad (Gantait et al., 2015). Ademéas de contrarrestar el cancer y la depresion,
también funge como un antiviral (Puri et al., 2012). Se le atribuyen propiedades anti-
inflamatoria y antidiarreica (Lemus-Mondaca et al., 2012). Se han realizado estudios
relativamente amplios que indican que el estevidsido que posee Stevia, no es toxico ni
mutagénico, ni carcinogénico, y que tampoco representa un riesgo sobre la fertilidad
(Gardana et al., 2010). Estudios coadyuvantes demuestran que la ingesta de altas
concentraciones de Rebaudiésido A, no estad relacionada con ningun cuadro de
toxicidad (Abou-Arab et al., 2010). Sin embargo, se piensa que puede ocasionar
reacciones alérgicas a personas que resulten sensibles a la planta, por lo cual no es

recomendado su consumo durante el embarazo (Lemus-Mondaca et al., 2012).

Las hojas de Stevia tienen mayor concentracibn de compuestos fendlicos,
carotenoides, acido ascorbico (vitamina c), clorofilas y compuestos que tienen alta
capacidad antioxidante con beneficios potenciales en la salud, como la reduccién de

algunas enfermedades cronicas (Barba et al., 2014).



2.3 Particularidades de Stevia rebaudiana

2.3.1 Metabolitos secundarios

Se conoce como metabolitos secundarios (MS) a pequefias moléculas orgénicas
generadas por un organismo que presiden del metabolismo primario, que no son
fundamentales para su crecimiento, desarrollo y reproduccion, representan una fuente
importante de principios activos en medicamentos y de productos quimicos. Poseen
propiedades de aromas, saborizantes y estimulantes (Seca y Pinto, 2018).

Los MS segun su ruta biosintética pueden clasificarse en: Alcaloides (Se biosintetizan a
partir de aminoacidos), compuestos fendlicos (Contienen uno o més anillos arométicos
hidroxilados, son biosintetizados en la via del shikimato) y terpenos (Seca y Pinto,
2018). La combinacion de compuestos bioactivos sintetizados en la planta permite que

sea adecuada para uso terapéutico y aditivos alimentarios (Modi y Kumar, 2018).

Los terpenos se forman por la polimerizacién de unidades de isoprenos y esteroides y a
su vez se dividen en seis grupos; monoterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos,
sesquiterpenos y esteroles, dentro de la categoria de los diterpenos se encuentran los
esteviésidos que son de gran importancia a nivel industrial y forman parte de una

familia de compuestos llamados glucésidos de esteviol (Pérez y Jiménez, 2011).

2.3.2 Glucosidos de esteviol

El cultivo de Stevia es de interés debido a las propiedades edulcorantes que posee y al
infimo contenido calérico. Los GE son un grupo de compuestos diterpénicos de alto
poder edulcorante bajo en calorias que son sintetizados en las hojas de Stevia
rebaudiana (Modi y Kumar, 2018). Existen alrededor mas de 30 glucésidos de esteviol
identificados, de los principales el esteviésido y rebaudiésido A, en cantidades mas
bajas se encuentran: esteviolbidsido, rebaudiésido A, B, C, D, E, F y dulcésido (Yang et
al., 2015).

El poder de edulcoracion de Stevia es aproximadamente 300 veces mas que el del
azucar (Gonzalez-Moralejo, 2011). Briedel y Lavieille en 1931 purificaron por primera

vez el extracto de Stevia con el objetivo de producir estevidsido.



2.3.2.1 Estevio6sidos

Los estevidsidos son glucésidos diterpenoides, presentes mayormente en las hojas de
Stevia rebaudiana su poder edulcorante es alto, 300 veces mas dulce que el azucar y
es uno de los ocho glucésidos de ent-Kaureno (Barriocanal et al., 2008). La estructura
quimica del esteviosido se dio a conocer en 1952 como un glucésido compuesto por
tres moléculas de glucosa y aglucon esteviol (Wood et al., 1955; Wood y Fletcher,
1956).

2.3.2.2 Rebaudiésidos

Rebaudiésido A, es un polvo cristalino blanco, aproximadamente 180 a 400 veces mas
dulce que el azlcar, de alto valor comercial, la diferencia entre el rebaudiosido y los
esteviosidos, es la existencia de una glucosa, que es cien por ciento natural, y tiene un
aporte caldérico minimo (Jarma et al., 2010). Fue aislado por Kohda et al., (1976), su

actividad edulcorante es superior a la del esteviésido (Barriocanal et al., 2008).

2.3.3 Sintesis de glucosidos de esteviol

La sintesis de GE se lleva a cabo en las hojas y se traslada a diferentes partes,
Pruebas de marcado in vivo con [1 - 13C] glucosa y RMN revelaron que el precursor
principal de esteviol es sintetizado en la via MEP (Metileritrol-4-fosfato) que se ubica en
el plastido. El aglucon esteviol se glucosila por glucosiltransferasas que se encuentran
en el citoplasma. Esteviol cuenta con dos grupos (OH), en C-19 del carboxilo C-4 y en
C-13. El esteviolmonésido se produce por una glucosilacion en el C-13 dada por
UGT85C2. Estudios previos reportaron que la sintesis de GE inicia con una
glucosilacién de 13-hidroxilo del esteviol. Seguido a esto el esteviolmonésido es
glucosidado para la produccién de esteviolbidésido. Se desconoce la identidad de la
UGT (glucosiltransferasa dependiente de difosfato de uridina) involucrada en este paso.
La produccion de estevidsido es dada por UGT74G1 por una glucosilaciéon en C-19. El
rebaudiésido A se produce por esteviésido glucosidado en C-13 por UGT76G1 (Kumari

y Chandra, 2017). En la Fig. 2 se muestra la sintesis de glucésidos de esteviol.



Figura 2. Ruta biosintética de glucdsidos de esteviol (Modificado de Brandle y Telmer, 2007; Kumari y
Chandra, 2017).



2.4 Estrategias biotecnoldgicas de mejora de produccién de metabolitos
secundarios

2.4.1 Cultivo in vitro vegetal

El cultivo in vitro de tejidos vegetales, es una herramienta importante de la
biotecnologia que aprovecha la totipotencia de las células vegetales trata diversas
técnicas con mismos fines; introducir, multiplicar y regenerar material vegetal (Kumar y
Reddy, 2011). Permite la obtencion y regeneracion de plantas que sufren modificacion
genética, o transgénicas, aplicando técnicas de ingenieria genética (Altpeter et al.,
2016).

Se realiza bajo condiciones de crecimiento controladas en medio de cultivo con
nutrientes y un entorno estéril que permite el crecimiento de células 6rganos vy tejidos
vegetales. Fue establecido como cultivo celular in vitro por Gottlieb Haberlandt en 1902
(Das et al., 2018). En la actualidad este tipo de cultivo es de suma importancia en el
ambiente cientifico para la investigacion en plantas. De forma resumida el cultivo in
vitro es una herramienta biotecnolégica que permite la generacioén de plantas libres de
dafo patolégico, en la transformacion de plantas, la multiplicacion vertiginosa de
genotipos de plantas no comunes, y para la produccion de compuestos bioactivos de

interés comercial (Espinosa-Leal et al., 2018).

El cultivo in vitro de brotes y raices representa una alternativa para la produccion de
compuestos naturales de alto valor (Ochoa- Villarreal et al., 2016). Algunos de los usos

del cultivo in vitro de plantas se muestran en la Fig. 3.
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2.4.2 Cultivo in vitro de raices de Stevia rebaudiana

Stevia rebaudiana ha sido estudiada bajo diferentes condiciones para diversos
objetivos. Yamazaki et al., (1991) informaron que las hojas de Stevia poseen
compuestos diterpénicos que son utilizados como edulcorante, la aglicona de los
glucésidos de esteviol (13-hidroxi-ent-acido kaurenoico), es biosintetizada a partir de
acido kaurenoico que es intermediario para la biosintesis de giberelinas, tras la
induccion de raices transformadas con Agrobacterium rhizogenes estudiaron la sintesis
de GE en diferentes sistemas de produccion. Esteviésido y rebaudidésido A son de las
pocas moléculas sintetizadas de plantas que se comercializan debido a sus
propiedades farmacologicas (Philippe et al., 2014). Pandey et al., (2016) generaron
raices transformadas de Stevia por A. rhizogenes para conocer sus potenciales
biosintéticos estudiaron cuatro rizhoclones en luz y oscuridad, dos de ellos acumularon
pigmento fotosintético mayor bajo condiciones de luz la variabilidad inter-clonal permitié
mostrar la sintesis de esteviésido solo en el rizhoclon SRA4 en condiciones de luz.
Idrees et al., (2018), evaluaron la acumulacién de biomasa y la acumulacion de
metabolitos secundarios en cultivos de raices adventicias de Stevia, los cultivos fueron
expuestos a diferentes luces espectrales, la luz violeta proporcioné la mayor
acumulaciéon de biomasa, la luz azul ayud6é a mejorar la acumulacion de metabolitos
secundarios. Fu et al., (2014) establecieron cultivos de raices transformadas de Stevia
para la produccion de acido clorogénico, seleccionaron ocho raices individuales con
una tasa de crecimiento acelerada, el tratamiento tres (t3) tuvo mayor rendimiento de
derivados de acido clorogénico. Alvarado-Orea et al., (2016) evaluaron el crecimiento y
la produccion de estevidsido y rebaudiésido A por la adicion de y la influencia de
nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) en cultivos de raices de S. rebaudiana obtuvieron
gue las raices respondieron a condiciones de estrés generadas por NPs ZnO, esto
provocd un incremento en la concentracion los compuestos. Calderon-Gabriel et al.,
(2016) evaluaron el efecto de tres cepas de Agrobacterium rhizogenes (LB9402, K599 y
AR4) sobre la transformacion de plantulas in vitro de S. rebaudiana para generar
cultivos de raices transformadas utiles para el estudio de la regulacion metabdlica
dentro de la ruta, lograron establecer un protocolo de induccion de raices
transformadas a partir de plantas e hipocatilos in vitro, en el cual se observé que la

cepa LB9402 presentaba mayor virulencia hacia S. rebaudiana, en cuanto al tipo de
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explantes observaron que en la modalidad de planta se obtuvo el mayor nimero de
raices. Mthembu (2017) generé raices transformadas de S. rebaudiana a partir de
explantes de hoja, también realiz6 la sobreexpresion de genes finales UGT71G1 y

UGT76G1 con el objetivo de aumentar la acumulacion de glucésidos de esteviol.

Por su parte Kaur (2018) evaluo la efectividad de las cepas R1000 y R1022 para inducir
raices transformadas de Stevia, optimizando algunos factores. Concisamente, los
estudios reportados de raices de S. rebaudiana se han realizado, con finalidades de
explorar a profundidad su biosintesis, aumentar su potencial para acumular biomasa
bajo condiciones de crecimiento estudiadas, con el objetivo de aumentar la produccion
de sus compuestos bioactivos. La elicitacion en plantas es una herramienta que
también es aplicada para maximizar la acumulacion de compuestos bioactivos

(Madanakumar y Kumaraswamy, 2018).

2.4.3 Elicitacion

La elicitacién es una estrategia que explota el potencial de las plantas para mejorar la
produccion, productividad y rendimientos de metabolitos secundarios en las células
vegetales (Liu et al., 2018). Hace uso de moléculas sefales de naturaleza quimica o
natural, como respuesta a estrés en plantas (Madanakumar y Kumaraswamy, 2018).
Se conoce como elicitor a cualquier tipo de estimulador que puede activarse a traves
de produccion de especies reactivas de oxigeno y de la respuesta hipersensible
(Alvarado-Orea., et al 2016).

El Acido jasménico (AJ), es uno de los elicitores de mayor uso para el mejoramiento en
la produccion de MS; AJ estimuld simultdneamente las rutas metabdlicas de la sintesis
de flavonoides y compuestos fenolicos en callos de O. ficus-indica y O. megacantha
(Camarena-Rangel et al., 2017).

El proceso de elicitacion permite que las moléculas induzcan la produccion de
metabolitos secundarios, siendo un estimulo externo, provoca cambios en las células
de la planta, que conduce a una serie de reacciones lo cual favorece drasticamente la
acumulacién de metabolitos secundarios. Se unen a una proteina receptora en la
membrana plasmatica, donde eventualmente se lleva a cabo la activacién de genes

como una parte de la respuesta de defensa de la planta mediante vias de transduccion
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de sefiales esto conlleva a la sintesis de metabolitos secundarios.
La elicitacibn de cultivos con substancias quimicas ha resultado ser un método
confiable y una herramienta de la biotecnologia util para mejorar la produccion de MS
en cantidades elevadas de metil jasmonato (MJ) y acido salicilico (AS). Se encuentran
documentados como substancias eficaces para el aumento en la produccion de MS;
saponinas triterpenoides en cultivos vegetales, MJ se ha identificado como una
molécula de sefalizacion en estrés bidtico y abidtico, ayuda a la formacion de
compuestos de defensa implicados en vias de transduccion que favorece la induccion
particular de enzimas para la produccion de esas moléculas. AS ha sido ampliamente
estudiado por su intervencion en la resistencia a patdogenos en plantas, como
compuesto clave involucrado en la activacion de respuestas de defensa. Tanto MJ
como SA son utilizados para el mejoramiento de produccion de MS, en un extenso
numero de especies vegetales; cultivo de células en suspension de Catharanthus
roseus, callos de Rosa hibryda, plantulas de Solenostemon scutellarioides, raices
adventicias de Eleutherococcus koreanum, raices transformadas de Glycine max
(Largia et al., 2015).

La elicitacion con nanoparticulas (NPs) es una herramienta emergente en la actualidad.
Las NPs poseen propiedades fisicoquimicas muy particulares, en su morfologia, el
tamafio de poro, area superficial alta. Pueden servir como vehiculo que contenga
herbicida, nanopesticidas o genes, cuyo objetivo es liberar su contenido en los 6érganos
celulares de la planta y potencial para aumentar su metabolismo. Causan cambios
morfoldgicos y fisiolégicos, con efectos positivos y negativos en el crecimiento y

desarrollo de las plantas (Siddiqui et al., 2015).

Para el mejoramiento de la produccion de MS, el uso de NPs es una alternativa. Su
rango de tamafo es de aproximadamente de 1- 100 nm, sus propiedades dependen en
gran medida del método utilizado para su elaboracion. NPs de ZnO y CuO han sido
aplicadas en cultivo de callos de Stevia rebaudiana en sistema in vitro (Javed et al.,
2017). La elicitacion con NPs es una novedosa alternativa, asi como otras estrategias

biotecnoldgicas utiles para el aumento de MS en plantas.
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2.4.4 Ingenieria metabdlica

El sistema metabdlico y el sistema celular forman un todo, lo que consecuentemente
permite que el sistema sea manipulado sin olvidar la eficiencia del bioprocesamiento
general, lo que difiere de la ingenieria genética simple. La ingenieria metabdlica en
plantas implica la modificacion de vias internas para el re direccionamiento de
reacciones enzimaticas involucradas en la producciébn de compuestos. Ademas,
pretende el aumento de compuestos determinados en diversas especies vegetales
productoras normales. Haciendo uso de la manipulacion genética permite la
trasferencia de rutas especificas a otras plantas, o la produccion de nuevos
compuestos. Para cumplir con el objetivo de incrementar la acumulacion de
compuestos se han reportado en general dos enfoques: (1) La implementacion de
técnicas que permiten lograr cambios en la expresion de genes omitiendo algunas
limitaciones; de velocidad en la ruta, suspension de la ruta competitiva y la reduccién
del catabolismo del producto que se busca. (2) También se han realizado experimentos
para cambiar la expresion de los genes reguladores (Kumar, 2015). La sobreexpresion
de genes en algunas especies vegetales de tipo transgénico puede conducir a la

produccion de metabolitos nuevos (He-Xianzhi et al., 2017).

La obtencion de metabolitos secundarios de interés farmacéutico es de suma
importancia, sin embargo, su producciéon es limitada. Debido a que las vias que
sintetizan estos compuestos en la gran mayoria de los casos son enzimaticamente
complejas, se encuentran reguladas por factores ambientales y factores de desarrollo.
Actualmente se han clonado y caracterizado una gran cantidad de genes que codifican
a enzimas biosintéticas, estructurales y constitutivas, algunos factores de transcripcion
y de transporte que intermedian en las vias de sintesis La ingenieria metabdlica
pretende mejorar la produccién de MS, llevando un nuevo enfoque sobre las plantas;

Cultivo celular, plantas heterogéneas y raices transformadas (Tang y Pan, 2017).

2.4.5 Raices transformadas y su proceso de agrotransformacion

Los cultivos de raices transformadas representan una alternativa para cubrir la
demanda de metabolitos secundarios de interés industrial; farmacos, alimentos y
cosmeéticos. Es considerado un sistema biotecnoldgico potencial debido a que presenta

rapido crecimiento, estabilidad genética, y a que exhibe una mayor produccion de
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biomasa y compuestos bioactivos sin la necesidad de recurrir a hormonas de

crecimiento (Thiruvengadam et al., 2016).

Para el fitomejoramiento de especies vegetales, se realiza la agrotransformacion de
plantas mediante Agrobacterium rhizogenes, que es una bacteria gram negativa
presente en el suelo y que fue identificada en la década de 1930 como causante de la
infeccion o enfermedad de raices transformadas en las plantas. En las lesiones que
presenta la planta, las bacterias se trasladan mediante la quimiotaxis que provoca la
infeccion y en consecuencia la transferencia e integracion de su material genético en el
genoma de la planta. Agrobacterium rhizogenes y Agrobacterium tumefaciens
(causante de la formacion de tejidos tumorales en plantas) con un tamafio de
aproximadamente 200 kb, se consideran ingenieros genéticos con mecanismos propios
completamente naturales por su potencial para exportar e integrar en el genoma de la
planta huésped un fragmento de su ADN presente en un plasmido Ri (Inductor de raiz)

siendo el caso de rhizogenes (Singh et al., 2018).

Cuéndo el T-ADN de Agrobacterium es exportado al genoma de la planta, se activan
los genes de virulencia (vir) (rol A, rol B y rol C) que de forma individual o
conjuntamente estimulan la induccién de raices y la sintesis de compuestos bioactivos

(Habibi et al., 2018). El proceso de agrotransformacion puede observarse en la Fig. 4.

Figura 4. Proceso de transferencia e integracion de T-DNA de Agrobacterium a el genoma de la planta
huésped (Tomado de Wahby, 2007).
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De manera resumida la agrotransformacion comienza cuando Agrobacterium spp
recibe sefiales quimicas (azucares neutros, acidos, hidrocarburos aromaticos mono
ciclicos como la acetosiringona, a-hydroxyacetosiringona, coniferyl alcohol y vainillina; y
algunos monosacaridos neutros o acidos; glucosa y acido glucorénico) de las células
lesionadas en la planta, como respuesta a la virulencia. Los compuestos fendlicos
liberados sirven como conductores de los genes bacterianos. La acetosiringona es un
tipo de compuesto fendlico, es percibida por la proteina sensora VirA. La proteina VirA
es auto-fosforilada después ocurre la transfosforilacion de la proteina VirG, esto genera
la activacidon de transcriptores de los genes vir. Después de que las bacterias invaden
las células de la planta ocurre el procesamiento de plasmido Ri (inductor de raices) o Ti
(inductor de tumores) y de forma sucesiva se lleva a cabo la transferencia e integracion
del T-ADN de la bacteria a la planta (Blanco et al., 2003).

A diferencia de la planta entera, el cultivo de raices transformadas brinda mayores
ventajas, dentro de las ya mencionadas; respecto a la biomasa y acumulacién de
compuestos. Ademas de su facil establecimiento en distintos sistemas de crecimiento:

Placas petri, matraces agitados y biorreactores (Habibi et al., 2018).

2.4.6 Crecimiento en biorreactor

Un biorreactor es un sistema o dispositivo monitoreado que ofrece un entorno estéril y
proporciona la optimizacién de condiciones de cultivo, es utilizado para llevar a cabo
una o diversas reacciones bioquimicas, partiendo de cualquier material biol6gico para
la obtencion de un producto. La configuracién del biorreactor puede afectar de forma
significativa los resultados del cultivo, logrando y controlando el ambiente adecuado
para el crecimiento celular y la produccion de sustancias bioactivas (Eibl y Eibl, 2008;
Georgiev y Weber, 2014).

2.4.6.1 Regimenes de operacion de los biorreactores
Los biorreactores operan en tres modos distintos: Lote (batch), lote alimentado (Fed-

batch) y continuo, el modo de operacién por lote es discontinuo (Rodriguez, 2003).

2.4.6.2 Operacion por lote (Batch)
La operacion por lote o batch se realiza sin intercambio de materia con sus alrededores

excepto en lo que respecta a los gases que se suministran y retiran de manera
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continua (aireacion, produccion de CO: y otros), la operacion por lote es la mayormente
utilizada (Caicedo et al., 1998).

2.4.6.3 Operacion por lote alimentado (Fed- Batch)

Es una técnica que permite la obtencién de altas concentraciones celulares en menor
tiempo, es comunmente utilizada para mejorar la productividad y al mismo tiempo
minimizar los problemas de inhibicion por sustrato y limitaciones de oxigeno disueltos

en cultivos aerébicos (Caicedo et al., 1998).

2.4.6.4 Operacion por sistema continuo
La operacién en continuo da lugar a que parte del producto generado en el cultivo,

abandone el biorreactor disminuyendo asi los efectos de los mecanismos de inhibicion
por producto, la operacién continua tiene varias ventajas en comparacion con los
cultivos discontinuos (Sanches et al., 2002). En la Fig. 5 se muestran los sistemas de

operacion. La geometria, el funcionamiento y modo de operacion en cada reactor varia.

A)

Figura 5. Regimenes de operacién: A) Lote (batch), B) Lote alimentado (Fed batch), C) Continuo
(Modificado de Bradley, 2016).

2.4.7 Biorreactores utilizados en biotecnologia vegetal para el cultivo in vitro de
raices.

Los biorreactores utilizados para el cultivo a gran escala de raices transformadas
pueden ser clasificados en tres tipos: reactores de fase gaseosa, reactores de fase
liquida y reactores hibrido. En lo que compete a los reactores de fase liquida, las raices
se mantienen sumergidas en el medio liquido todo el tiempo. En este tipo de reactores
la transferencia de masa de los medios gaseosos es una limitante de la velocidad,
algunos reactores que pertenecen a esta clasificacion: Airlift, columna de burbujas,
tanque agitado, reactor de flujo convectivo sumergido (Khan et al.,, 2018). Dentro de

esta misma clasificacion de reactores de fase liquida sumergidos, para el cultivo de
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raices transformadas se encuentra también el sistema de inmersion temporal RITA
(Mehrotra et al., 2016).

En los reactores de fase gaseosa como el reactor de lecho de goteo, reactor de fase de
gota, reactor de niebla de nutrientes, las raices son expuestas a una mezcla de aire y
medio liquido. En la manipulacion de esta clase de reactores es importante controlar la
velocidad de suministro de aire. La transferencia de masa en fase liquida de oxigeno y
de algunos nutrientes mejora de manera considerable. Aunque la distribucién uniforme
de las puntas de las raices en un tipo de reactor de fase gaseosa representa un
problema. Es sugerible crecer inicialmente en un sistema de fase liquida hasta que las
puntas de las raices se distribuyan de manera uniforme en toda la matriz de
empaquetamiento y posterior ejecutar el sistema en la fase gaseosa (Khan et al.,
2018). Para un crecimiento adecuado de raices en biorreactor se deben tomar en

cuenta ciertos requerimientos que debe cubrir el sistema a utilizar (Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades deseables en un biorreactor para el crecimiento de raices transformadas.
Modificado de Khan et al.,2018

Caracteristicas del sistema

e Debe imponer un minimo esfuerzo de cizallamiento hidrodinamico

e Debe mantener un ambiente libre de contaminacion

e Silos cultivos son mixotropicos o fototropicos, deberia haber una disposicion eficiente de
la luz y el CO2 para la fotosintesis.

e Deberia proporcionar un ambiente de cultivo homogéneo para la produccién constante y
continua de moléculas bioactivas.

e No debe tener una restriccion en la disponibilidad de nutrientes, asi como el suministro de
nutrientes u oxigeno a la biomasa (sin limitacion de transferencia de masa).

e Se debe considerar el requisito de la matriz de soporte para las raices.
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El comportamiento en biorreactor de ciertos cultivos de raices de especies vegetales

variadas, incluyendo Stevia ha sido evaluado por diversos autores.

A continuacion, en la Tabla 3, se muestran estudios especificos de raices de Stevia

rebaudiana crecidas en biorreactor.

Tabla 3. Cultivo de raices de S. rebaudiana en biorreactor

Tipo de raiz Tipo de biorreactor Referencia
Raices adventicias Sistema de botella de rodillo Reis et al., 2011
Raices adventicias Sistema de botella de rodillo Sanches-Lopes,

etal., 2016
Raices Transformadas Sistema de inmersion temporal (RITA)  Calderén (2018)

(M5R4) y no transformadas

Particularmente los reactores airlift han sido ampliamente utilizados para el cultivo de

raices de diferentes especies de plantas, debido a las primacias de su disefio.

2.4.8 Biorreactor airlift

El sistema airlift utiliza el mismo método de entrada de masa y energia por agitacion
neumadtica, que un reactor de columna de burbujas, con la diferencia de que posee un
tubo de aspiracion que ayuda a separar el flujo hacia arriba y hacia abajo como
componentes del tubo de subida y bajada. La diferencia de densidad del tubo de subida
(elevador) y el extremo inferior facilita que el caldo circule con una mayor turbulencia.
Impone un estrés de corte significativamente bajo a diferencia de un tanque agitado, los
costos operacionales son bajos y la agitacién no genera calor (Khan et al., 2018). En la
Fig. 6, se puede observar un disefio general de un reactor airlift. En la parte inferior de
la jarra del sistema airlift un aireador suministra aire comprimido humedecido con medio
liquido a velocidades relativamente lentas. El reactor estd compuesto por dos camaras;
una superior ancha para el crecimiento y una inferior de menor tamafo para la mezcla.

Puede ser empleado para hacer crecer cualquier tipo de células.
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Figura 6. Biorreactor airlift (Modificado de Khan et al., 2018).

El reactor airlift es una invencién atil para el cultivo de células y fermentaciones. En
cultivos de células vegetales presenta ventajas en la acumulacién de biomasa y MS

debido a sus caracteristicas de disefo.

Utiliza una corriente de gas suave que genera una agitacion ligera que a su vez
favorece a la célula reduciendo el dafio por corte sin tener que utilizar piezas
mecdanicas que dafien los cultivos (Familleti,1987; Sun et al., 2016; Mehrotra et al.,
2016). Ademés, es de importancia referir que los biorreactores airlift se han utilizado de
forma recurrente para el cultivo de raices y produccién de metabolitos secundarios

como puede observarse en la Tabla 4.
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Tabla 4. Cultivo de raices en biorreactor airlift

Especie Tipo de raiz Metabolito secundario Actividad biolégica Aireacion Referencia
Artemisia Raices Artemisinina Contra Plasmodium falciparum, malaria
annua L. transformadas cerebral 1.6 vwm Liu et al., 1998
Beta vulgaris Raices Betacianina Pigmento natural 0.3 vwvm Shin et al., 2002
transformadas
Pueraria Raices Puerarina Hipotérmica, espasmolitica, antiarritmicas (Biorreactor airlift Kintzios et al., 2004
phaseloides transformadas desechable)
Echinacea Raices Acido cicérico, acido Antifungica, antibacterial, antioxidativa y 0.1 vwm Wu et al., 2007
purpurea adventicias caftérico, &cido clorogénico antiviral
Echinacea Raices Derivados de acido caféico Antifungica, antibacterial, antioxidativa y 0.1 vwm Jeong et al., 2009
purpurea adventicias antiviral
Echinacea Raices Acido cicérico Antifingica, antibacterial, antioxidativa y 0.14 vwvm Abbasi et al., 2009
purpurea transformadas antiviral
Hypericum Raices Hipericina Antiviral, anticancerigena, bactericida, 0.1 vwm Wu et al., 2014
perforatum adventicias sedante
Oplopanax Raices Compuestos bioactivos Anticancerigena, anti-inflamatoria, 0.02 vvm Jiang et al., 2015
elatus adventicias (polisacaridos, fenoles antioxidante y analgésica.
,flavonoides)
Panax Raices Antialérgica, antidiabética, 0.02 vwm Song et al., 2017
ginseng adventicias Ginsendsidos anticarcinogénica, anti-inflamatoria,

antienvejecimiento
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3. JUSTIFICACION

Los metabolitos secundarios o productos naturales de origen vegetal son de gran
importancia en las industrias farmacéuticas, cosméticas y alimentarias; estos pueden
ser responsables de aromas, sabores y también ser principios activos para la
elaboracion de farmacos. La planta Stevia rebaudiana es conocida por su capacidad de
producir una familia de compuestos llamados glucésidos de esteviol; que se han hecho
relevantes en la actualidad debido a su poder edulcorante, infimo aporte calorico y a
propiedades terapéuticas como la regulacién de niveles de glucosa en sangre. En
estudios previos del grupo de trabajo de cultivo de células vegetales de la Universidad
del Papaloapan se establecieron cultivos de raices transformadas de Stevia rebaudiana
via agrotransformacion con el objetivo de estudiar su biosintesis y aumentar su
productividad en condiciones controladas. Dichos cultivos han mostrado caracteristicas
deseables desde el punto de vista de bioprocesos como crecimiento acelerado y
produccién de glucosidos de esteviol en cantidades equiparables al cultivo de plantulas.
Los cultivos de raices son uno de los principales cultivos vegetales in vitro que tienen
como peculiaridad crecer adecuadamente en biorreactores de diversas geometrias,
dado que los esfuerzos de corte se mantengan minimizados, consecuentemente las
configuraciones tipo airlift son opciones viables para el estudio de su desempefio en
este sistema de crecimiento. Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo se propone
evaluar el efecto de factores de operacién y condiciones de cultivo para determinar su
efecto en el crecimiento de los cultivos bajo condiciones controladas y de esta manera,
aprovechar el potencial de las raices transformadas de Stevia como una alternativa de

produccién de metabolitos secundarios y particularmente de glucésidos de esteviol.
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4. HIPOTESIS
Las condiciones de crecimiento en biorreactor aumentaran la acumulacion de biomasa
y de metabolitos secundarios en raices transformadas de Stevia rebaudiana

comparadas con las condiciones de cultivo en matraz.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos generales
Evaluar el crecimiento de lineas transformadas y no transformadas de Stevia

rebaudiana y la produccion de metabolitos secundarios en matraces agitados.

Evaluar el crecimiento de lineas transformadas y no transformadas de Stevia

rebaudiana y la produccion de metabolitos secundarios en biorreactor airlift.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar cinéticas de crecimiento en matraz de raices transformadas y no
transformadas de Stevia rebaudiana

e Realizar cinéticas de crecimiento en biorreactor tipo airlift de raices
transformadas y no transformadas de Stevia rebaudiana

e Determinaciéon de la acumulacion de biomasa, semicuantificacion de glucésidos
de esteviol por TLC y cuantificacion de fenoles totales en las muestras de las

cinéticas.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL DEL PROYECTO
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

Se utilizaron raices transformadas de la linea M5R4 y pC1105.1 (SRSDXS),
previamente establecidas en el grupo de trabajo (Calderon-Gabriel et al., 2016), que
portan genes silvestres de Agrobacterium rhizogenes y un T-DNA del vector

pCAMBIA1105.1, respectivamente y raices no transformadas.

7.2 Medios de cultivo

El medio de cultivo que se utilizo para el crecimiento de las raices transformadas de
Stevia rebaudiana es el propuesto por Murashige y Skoog (1962), 2.2 g/L de MS con
vitaminas, adicionado con 20 g/L sacarosa y 2.0 g/L fitagel como agente gelificante.
Después de solubilizados los componentes del medio de cultivo en agua desionizada,
se ajusté el pH a 5.8 para después esterilizarse en autoclave en condiciones
estandares, 15 min a 121°C de temperatura y 120 libras de presion (Calderén- Gabriel,
2018). Para el cultivo de raices no transformadas, el medio que se utiliz6 fue MS 2.2
g/L, sacarosa 20 g/L, adicionado con IBA (Acido indol butirico) 0.5g/L. Se ajusto el pH a
6.0, se distribuyé en matraces y se esterilizé bajo el procedimiento antes mencionado
(Alvarado, 2017). Las raices se inocularon a razén de 1/100 p/v en frascos de cultivo de
125 mL que contenian 25 mL de medio MS. Los cultivos se Incubaron a 25+2°C con
fotoperiodo 16h luz/8 h oscuridad y mantenidos en agitacion orbital de 110 rpm hasta
alcanzar el peso de biomasa fresca necesario para su uso como indculo de cinéticas y

como matraz semilla para los biorreactores. Los subcultivos se realizaron cada 15 dias.

7.3 Evaluacion de las caracteristicas fenotipicas de raices transformadas

Se realizé una evaluacion del cultivo sobre las caracteristicas fenotipicas propias de las
raices transformadas: Excesiva pilosidad, crecimiento acelerado, falta de geotropismo
(Hakkinen y Oksman-Caldentey, 2018).
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7.4 Cinéticas de crecimiento en matraz

Las cinéticas de crecimiento en matraz se tomaron como condiciones de cultivo de
referencia, pero no como comparacion directa con lo observado en el sistema de
biorreactor, donde las condiciones experimentales estuvieron fuera del disefio
experimental principal. Para comenzar estas cinéticas se utilizaron fragmentos
meristematicos de las raices transformadas y no transformadas correspondientes, se
inocularon en los matraces de 125 mL con 25 mL de medio liquido, a razén de 20 g/L
de biomasa fresca. Las cinéticas se extendieron por un tiempo de 30 y 36 dias con
muestreos por triplicado sin reemplazo cada seis dias para el caso de M5R4 y con
muestreos por triplicado cada 10 dias para los casos de SRSDXS y no transformadas
(Kwok y Doran,1995; Garcia et al., 2014). Al momento del muestreo se registré el peso
fresco de la totalidad de la biomasa, se congel6 y conservé a 80°C hasta su posterior
procesamiento, de igual manera se colectaron muestras de 10 mL de medio de cultivo
para determinar el consumo de fuente de carbono por el método de fenol sulfurico
(DuBois et al., 1956).

7.5 Preparacion del biorreactor

Para las cinéticas de crecimiento en biorreactor airlift se ajustaron los volumenes de
aireacion a 0.5, 0.8 y 1.0 vwm. La preparacion de los biorreactores se llevo acabo de la
siguiente manera. Primeramente, se preparé el medio de cultivo suficiente para llenar la
jarra hasta el 70% del volumen nominal del reactor (volumen de operacién).
Posteriormente el biorreactor se preparo, ajustando todos los puertos y sellando las
entradas y salidas de medio de cultivo al pinzar las tuberias correspondientes
(Rodriguez y Orozco et al, 2015). Las salidas de aire no fueron cerradas
herméticamente, no obstante, se mantuvieron aisladas de la humedad del entorno para
evitar el humedecimiento excesivo de las membranas de los filtros de aire (Garcia et
al., 2014). Los biorreactores preparados y llenos de medio de cultivo se esterilizaron en

autoclave con las condiciones de esterilizacion estandares.
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7.5.1 Cinéticas de crecimiento en biorreactor

Los reactores se inocularon utilizando diferentes densidades de inoculo previamente
cultivado bajo las condiciones antes mencionadas, se conecto a la consola de control y
por 7 dias. Las condiciones experimentales se evaluaron utilizando un disefio
experimental del tipo cuadrado latino clasico, es decir que todos los factores son
principales y que sus niveles pueden ser aleatorizados, los factores y niveles

propuestos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Esquema general del disefio experimental de cuadrado latino que se utilizé para las cinéticas de

crecimiento en biorreactor airlift.

Densidad de 0.5 vwvm 0.8 vvm 1vvm
inoculo
2g/L A1) B(4) C(7)
6 g/L B(2) C(5) A(8)
10 g/L C(3) A(6) B(9)

Nota: Los factores a seguir son la velocidad neumética, la densidad de inoculo y el tipo de linea de
raiz es denotado por las letras A: SRSDXS, B: NT, C: M5R4; los numeros identifican a los

tratamientos.

7.5.2 Determinacién de azlcares totales

Con el método fenol-sulfirico propuesto por DuBois et al., (1956) se determind el
consumo de azucares totales. Se realizaron diluciones 1:1000 para los primeros 15
dias y 1:100 para los otros 15 dias. Se tomaron 500 pyL de las diluciones de cada
muestra y se colocaron en tubos de ensayo de 20 mL, a cada tubo se afiadieron 500 pyL
de fenol al 5% v/v, posteriormente se agregaron 2.5 mL de H2SOa4 concentrado y se
dejaron reposar en hielo durante 30 minutos. Los tubos fueron agitados en un vortex.
De manera consecutiva se realizé la lectura de absorbancia de las muestras a una
longitud de 490 nm en un espectrofotometro (Optizen POP UV/VIS, Mecasys). Se
utilizé6 agua desionizada como blanco. La concentracion de azlcares totales fue

calculada con una curva patrén de 0- 130 pg/mL.

26



7.5.3 Determinacidén de parametros cinéticos

Para la determinacion de parametros cinéticos se utilizaron las siguientes ecuaciones

1. indice de crecimiento

IC=x-< ec.1

Dénde:

Xo: Valor de la biomasa inicial

X: Valor de la biomasa en un tiempo determinado

2. Velocidad de crecimiento

Para conocer la velocidad de crecimiento se realiz6 una grafica linealizada de
biomasa respecto al tiempo, de acuerdo a la ecuacién de Monod (Quintero, 1981):

In(x/xy) =Vec*t+x
ec. 2
y =m=* X + b (analogia a la ecuacion de la recta)

Dénde:

Xo: Valor de la biomasa inicial

X: Valor de la biomasa en un tiempo determinado
t: tiempo (d)

Vc: Velocidad de crecimiento

El tiempo de duplicacion (td) indica el tiempo en que el cultivo tarda en duplicar la

biomasa respecto al indculo inicial: 2 Xo.

Con base en la definicion de tiempo de duplicacién, se expresan las siguientes

formulas:

2xq = x9 +Vc*td
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2x9 — xo = Ve *td

td = x,/Vc ec.3

3. Rendimiento de biomasa con base a sustrato

El rendimiento de biomasa con base a sustrato (Yxs), se calculd utilizando la
siguiente ecuacion:

X—X
0 ec. 4

V¥ = So—S

Dénde:

So: Concentracion inicial de la fuente de carbono

S: Concentracion de fuente de carbono en un tiempo determinado

7.6 Determinacion de la productividad de glucésidos de esteviol

7.6.1 Extraccion de GE

Para realizar la extraccion de GE, se utilizé la metodologia de Bondarev et al., (2001)
con ligeras modificaciones. Se tomaron 0.5 g del extracto fresco de raices in vitro de
Stevia rebaudiana, se maceraron con nitrégeno liquido utilizando un mortero con pistilo.
La biomasa se resuspendié en MeOH: Agua (80:20 v/v), en tubos conicos de 15 mL a
peso constante. Consecuentemente se llevé a sonicacion durante 30 minutos, y se
centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos. Se separ6 el sobrenadante y el extracto se
puso a secar a 35°C durante 7 dias, se pesO y se resuspendio en MeOH para su
posterior uso. Ademds, se apartdé una cantidad adecuada de extracto para la

cuantificacion de fenoles totales.

7.7 Cromatografia en capa fina (TLC)

El extracto de raices de S. rebaudiana fue resuspendido en 100ul de MeOH al 80%
(v/v). Se utilizaron placas de silica gel 60 F25, y se puntearon 90 ug de cada extracto.
Se corrid la placa con la fase moévil seleccionada: Acetato de etilo: EtOH: Acetona:
Agua (15:3:6:6, v/viviv) (Londhe y Nanaware, 2013).
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Los estandares que se utilizaron fueron, Rebaudiésido A (Reb A, 1432 Sigma-Aldrich) y
Estevidsido (Est, 50956 Sigma-Adrich). Para el revelado se utiliz6 una solucion de
orcinol al 0.5% (p/v) en MeOH: H2SO4 (95:5 (v/v)) (Dacome et al.,, 2005; Reis et al.,
2011). Después de revelar, utilizando una parrilla de calentamiento las placas se
expusieron a calor durante 25 s, hasta observarse una coloracion morada, tonalidad

caracteristica de compuestos glucosidados.

7.8 Extraccién y cuantificacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Singleton et al. (1999) con ligeras modificaciones. Se resuspendieron los extractos de
raices en metanol: H20 (80:20 v/v) quedando a una concentracion final de 15 mg/mL.
La mezcla de reaccion fue de manera consecutiva: 150 pyL de agua desionizada, 2.5 pL
del extracto preparado, 10 uL de reactivo de folin-Ciocalteu (F9252-Sigma Aldrich) y se
dejé en reposo 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 30 UL de
carbonato de sodio (20% p/v) y se incub6é a 37°C por un lapso de 15 minutos, en
seguida se colocé en hielo durante el mismo tiempo. Las muestras se hicieron por
triplicado. Se realiz6 la lectura de absorbancia a 750 nm (Chaovanalikit y Wrolstad,
2004). La concentracion de fenoles totales, se reportdé en equivalentes de &cido

galico/miligramo de extracto fresco.

7.9 Analisis estadistico
El disefio experimental cuadrado latino fue analizado con el programa MINITAB 16

utilizando un modelo lineal general y analisis post anova (Tukey a=0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Establecimiento de cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana transformadas
SRSDXS y no transformadas en medio liquido

Para la implementacién de los cultivos se tomaron inicialmente raices de plantulas
transformadas DXS y No transformadas de Stevia crecidas en medio semisolido, y se
inocularon en matraces con medio liquido MS %2, adicionado con sacarosa al 2% e IBA
(0.5g/L). En condiciones previamente descritas (7.2). En la Fig. 8. Se muestran los

cultivos de partida para la obtencién de material vegetal.

Figura 8. A) Plantulas in vitro de Stevia rebaudiana linea transformada SRSDXS, y linea no
transformada B) Raices SRSDXS y no transformada en medio liquido.

8.2 Perfil de crecimiento de lineas transformadas M5R4, SRSDXS y no
transformadas

Las lineas transformadas tienen caracteristicas propias como crecimiento acelerado y
excesiva pilosidad por otra parte los cultivos con raices no transformadas crecen sin
estas dos cualidades. Los tres cultivos (NT, M5R4 y SRSDXS) (Fig. 9) fueron incluidos
en el disefio experimental para el escalado en biorreactor. Las lineas han mostrado

diferencias entre sus indices de crecimiento (Tabla 6).
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Figura 9. Cultivos in vitro de raices a) no transformadas (NT), b) linea M5R4 y c) linea SRDXS después
de 15 dias de crecimiento.

Tabla 6. Comparacién de indices de crecimiento en los diferentes cultivos de raices in vitro de Stevia

rebaudiana después de 15 dias.

No transformadas M5R4 SRSDXS
indice de crecimiento 3+0.258 4.6+0.41A 3.3+0.268
Acumulaciéon de 0.8+0.068 1.12+0.10#~ 0.87+0.078

biomasa (gPF)

Nota: Las letras diferentes indican las familias de significancia dentro de la variable de

respuesta de acuerdo a la prueba de Tukey con p<0.05.

El indice de crecimiento calculado para la linea M5R4 fue similar al reportado por
Calderon (2018), 5.46+0.49. No obstante el indice de crecimiento calculado para las
raices no transformadas fue superior al reportado (1.49+0.16), probablemente debido al
efecto positivo que fue crecer en medio MS a la mitad de sales basales con vitaminas,
a diferencia del medio completo que utilizé Calderén (2018), aunque dicho efecto no se

vio replicado para las raices de la linea M5RA4.

El cultivo SRSDXS no habia sido estudiado previamente, pero resulta interesante que
su indice de crecimiento es intermedio, numéricamente, entre los mencionados
anteriormente, aunque después del analisis de comparacion multiple de medias (Tukey
p<0.5) resulta estadisticamente igual al de las raices no transformadas en las
condiciones actuales de cultivo. EI mismo comportamiento se observé cuando se
agruparon los valores de acumulacion de biomasa. De acuerdo a las caracteristicas de
las raices transformadas era de esperarse que fuera mas alto que el de las raices no
transformadas, pero no se podia asegurar que fuera mas alto que el de la linea M5R4

gue si esta transformada genéticamente.
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La principal causa de las diferencias entre los indices de crecimiento, y por ende de la
acumulacion de biomasa, es la diferencia metabdlica entre cultivos debido a los
eventos Unicos de transformacion que originaron a cada linea de raices (Tzfira y
Citovsky, 2006).

8.3 Efecto de la concentracién del medio de cultivo MS sobre raices
transformadas

Por otro lado, utilizando la linea M5R4, se evalud el efecto de la concentracion del
medio de cultivo MS en el crecimiento de las raices pilosas para definir una
composicion de medio de cultivo para ser utilizada en los estudios cinéticos en
biorreactor. El efecto fue evaluado utilizando tres concentraciones; medio MS; a la
mitad de sales basales con vitaminas, sales completas con vitaminas y sales completas

sin vitaminas, todos adicionados con 20 g/L de sacarosa.

Se determind el indice de crecimiento, acumulacion de biomasa (Tabla 7) y
conductividad eléctrica (Tabla 8), esta ultima determinacion como una medida indirecta
de la cantidad de sales y metabolitos ionizables residuales en el medio de cultivo.

Tabla 7. Comparacion de indices de crecimiento y acumulacion de biomasa de raices M5R4 de Stevia

rebaudiana a 6 dias en diferentes medios de cultivos.

Concentracion de medio de cultivo indice de Acumulacion de biomasa
crecimiento (gPF)

Mitad de sales MS con vitaminas 0.88+0.072 0.94+0.024

Sales completas de MS con vitaminas 0.02+0.00° 0.51+0.018

Sales completas de MS sin vitaminas 0.06+0.00° 0.53+0.048

Nota: Las letras diferentes indican las familias de significancia de acuerdo a la prueba de Tukey con
p<0.05.

El tratamiento que causo6 la mayor acumulacion de biomasa de la linea transformada
fue el de medio MS a la mitad de sales con vitaminas y fue significativamente mejor a
los otros tratamientos: indice de crecimiento de 0.88+0.07, 44 y 14.7 veces mas; y
acumulacion de biomasa 0.94 + 0.02 gPF, 1.84 y 1.77 veces, comparados a sales

completas con vitaminas y sales completas sin vitaminas respectivamente.
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Cui et al.,, (2010) evaluaron el crecimiento de raices adventicias de Hypericum
perforatum durante cinco semanas, en diferentes diluciones de medio: MS a mitad de
sales basales, MS a un cuarto de sales basales, MS a tres cuartos de sales basales,
MS completo y MS 2x; y observaron el mayor incremento en la biomasa en MS a mitad
de sales basales. Resultados similares a los de este estudio fueron encontrados por Yu
et al., (2001) utilizando raices adventicias de ginseng (Panax ginseng) reportaron que
el medio MS a mitad de sales basales fue la mejor condicion para el crecimiento de las
raices y la productividad de ginsendsidos; adicionalmente, en un estudio utilizando
raices adventicias de Echinacea la utilizacion de medio MS a mitad de sales también
fue la mas adecuada para la acumulacion de biomasa y metabolitos (Wu et al., 2006).
Una de las principales explicaciones para este efecto de la fuerza de las sales del
medio de cultivo es que altas concentraciones de sales, en numerosos sistemas
vegetales, inhiben el crecimiento muy probablemente debido a un bajo potencial de
agua que a su vez inhibe la absorcion de agua y minerales del medio de cultivo (Cui et
al., 2010).

Las raices transformadas M5R4 no mostraron cambios fisiolégicos aparente después
del tiempo de incubacion, no se observé oxidacion del tejido ni reduccion de la
coloracion verde de las raices (Fig. 10). Por otro lado, el menor valor de conductividad
medido fue en el medio MS a mitad de sales basales con vitaminas (Tabla 8). Este
valor se redujo 18.3% comparado a la medida inicial de conductividad, seguido de la
caida en conductividad del medio MS con sales completas sin vitaminas (12.8%) y
sales completas de MS con vitaminas (3.4%). Esto sugiere, que los cultivos creciendo
en la condiciéon de mitad de sales de MS tienen una tasa mayor de consumo de sales y
componentes en el medio de cultivo que se ve reflejada en los aumentos de
acumulacion de biomasa mostrados anteriormente. El medio de cultivo MS a mitad de
sales con vitaminas mostré un mayor consumo de nutrientes (indirectamente de la
medicion de conductividad) aproximadamente 5.4 veces mas que el medio con sales
completas de MS con vitaminas y 1.42 veces mejor que el medio con sales completas

de MS sin vitaminas de acuerdo a los analisis estadisticos.
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Figura 10. Raices de Stevia después de 6 dias de crecimiento en a)
mitad de sales de MS con vitaminas, b) Sales completas de MS con
vitaminas y c¢) Sales completas de MS sin vitaminas. La figura
muestra biomasa de tres unidades experimentales.

Tabla 8. Conductividad eléctrica inicial y final de las raices transformadas M5R4 de Stevia rebaudiana en

diferentes concentraciones de medio MS después de 6 dias de cultivo.

Concentracion de medio de C?ﬂdyctlyl.cjgd Conductividad Reduccion
cultivo eléctrica inicial eléctrica final (mS/cm) porcentual en
(mS/cm) conductividad (%)
Mitad de sales MS con
o 3.184+0.12 2.60+0.01 18.34
vitaminas
Sales completas de MS con
o 6.20+0.18 5.99+0.02 3.4¢
vitaminas
Sales completas de MS sin
6.13+0.26 5.35+0.21 12.88

vitaminas

Nota: Las letras diferentes indican las familias de significancia de acuerdo a la prueba de Tukey con
p<0.05.

Los valores de acumulacion de biomasa e indice de crecimiento observados fueron
superiores en la condicion de medio MS a la mitad de sales con vitaminas, de acuerdo
a lo observado también con los datos de conductividad que fueron significativamente

menores (Tukey p<0.05) a los de las otras condiciones indicando una correlacién entre
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el consumo de las sales del medio y el aumento de la biomasa. Estas condiciones de
crecimiento seran usadas en los posteriores experimentos cinéticos en matraz y

biorreactor.

8.4 Cinéticas de crecimiento, conductividad, y consumo de sacarosa de las lineas
NT, m5R4 y SRSDXS en matraz.

8.4.1 Cinética M5R4

Del pasado experimento se encontré una posible correlacién entre el crecimiento y la
reduccion de la conductividad del medio de cultivo. Dado que los experimentos
cinéticos en biorreactor estan planeados para realizarse como crecimiento el lote y a la
dificultad de obtener una muestra significativa de la biomasa de raices en el reactor, se
planteé realizar una cinética de crecimiento en matraz usando nuevamente la linea
M5R4 que permitiera estudiar la relacion entre estas variables respuesta y, de ser
posible tener una manera indirecta de estimar la acumulacion de biomasa en el reactor
a través de la medicion de conductividad con un nivel aceptable de incertidumbre. El
estudio cinético en matraz tuvo como principal finalidad generar el perfil de
conductividad vinculado al crecimiento y la definicion de periodos de seguimiento para

los estudios en biorreactor.

Asi, para el experimento cinético de crecimiento se inocularon matraces con 0.5 gPF de
raices M5R4 en matraces de 125 mL con un volumen de medio de 25 mL durante 42
dias y se muestrearon 3 matraces cada 6 dias. Las raices se desarrollaron de manera
satisfactoria en el medio establecido en el experimento anterior, mostrando coloracién
verde y ausencia de oxidacion. Adicionalmente a la determinacién de biomasa se
realiz6 la medicion de conductividad en el medio de cultivo de cada unidad

experimental para obtener los perfiles mostrados en la Fig. 11.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de raices transformadas M5R4 y perfil de conductividad eléctrica en
el medio de cultivo.

El perfil de acumulacion de biomasa siguié el comportamiento tipico de curva
sigmoidea que indica una fase de adaptacién, una fase de crecimiento lineal y la
desaceleracion del mismo para llegar a la fase estacionaria. El perfil de crecimiento fue
muy similar a lo reportado por Calderon (2018) para este mismo cultivo. EI maximo
valor de acumulacion de biomasa obtenido en este estudio fue 113.2+12.45 gPF/L, muy
similar a los 128.3+14.1 gPF/L reportado por Calderén (2018). Adicionalmente a lo
anteriormente reportado por el grupo de trabajo, en este estudio se encontr6 que el
perfil de conductividad eléctrica es, de manera aproximada, inversamente proporcional
al de la acumulacion de biomasa. En la Fig.11, puede observarse que durante los
primeros dias de cultivo se tienen los mayores valores de conductividad y estos van
disminuyendo de manera proporcional conforme aumenta la biomasa, hasta
mantenerse estables en los Ultimos dias de cultivo, y que corresponde con los tiempos
en los que el cultivo alcanza la fase estacionaria de crecimiento. En el trabajo de
Calderdn (2018) se determino el perfil de consumo de sacarosa y resulta interesante
gue la comparacion de ese perfil con el de conductividad determinado en este trabajo
siguen aproximadamente el mismo comportamiento sigmoidal inverso al del
crecimiento, no obstante se observa un mejor ajuste del comportamiento de la
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conductividad con el crecimiento que lo observado para el consumo de sacarosa que
tuvo una tendencia muy lineal durante los primeros 18 dias de cultivo en el trabajo de
Calderdn (2018).

Uno de los parametros mas usados para estimar el crecimiento de un cultivo vegetal es
el consumo de sacarosa, sin embargo, la conductividad tiene también un gran potencial
de estimar correctamente el crecimiento. Las mayores dificultades encontradas para
usarla con esta finalidad han sido los factores que afectan a la correlacion entre
crecimiento y conductividad; por ejemplo, el metabolismo de la especie vegetal que se
estudia y las densidades de in6culo usadas, sobre todo en suspensiones celulares
(Kwok y Doran,1995). Para muchas especies se ha visto que las relaciones
comunmente son complejas, aunque por lo general se ha encontrado que una variacion
de biomasa (Ax) es proporcional con una variacion de conductividad (AC) (Suresh et
al., 2004).

Cabe mencionar que el tipo de correlaciones utilizadas también son variables, por
ejemplo, se pueden usar correlaciones logaritmicas, de inversos, de variaciones (A) y
correlaciones lineales directas. Tal es el caso del comportamiento observado para la
relacion de la conductividad y el crecimiento de raices de Stevia rebaudiana donde se
encontré una correlacion lineal inversa con un alto grado de correlacion (r>=0.94)
superior a las demas correlaciones (Fig. 12), similar a lo reportado por Condori et al.
(2010) en raices transformadas de cacahuate donde su correlacién alcanzé un indice
r’=0.98.
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Figura 12. Correlacion entre la conductividad y la acumulacién de biomasa de raices transformadas de
S. rebaudiana.

Los resultados encontrados sugieren que la ecuacion de correlacion permitird hacer
estimaciones confiables de la acumulacion de biomasa en los siguientes experimentos
en biorreactor, ademas de ser una alternativa rapida a la determinacion de fuente de
carbono. Sivakumar et al., (2010) evaluaron el crecimiento de raices transformadas de
A. hypogaea durante 20 dias donde el nivel de conductividad disminuy6 a 2.18 mS, y
se relacion6 con el aumento de biomasa. Jeong et al., (2009) estudiaron el
comportamiento de cultivos de raices adventicias de Echinacea purpurea en
biorreactores airlift para producir derivados de acido caféico que son de importancia
farmacéutica y terapéutica, observaron un aumento en la biomasa de hasta 10 veces,
mencionaron que hubo una relacién entre la concentracién de biomasa, la sacarosa y
la tasa de consumo de iones, encontraron que con una densidad de inoculo de 7g/L y
una velocidad de aireacion de 0.1 vvm son las adecuadas para la acumulacion de
biomasa y la produccion de metabolitos secundarios de los derivados de acido caféico
evaluados, la concentracion mas alta fue la de acido cicérico (26.64mg/g Peso seco).
Liu et al.,, (2006) realizaron la induccion de raices transformadas de Echinacea
purpurea para la produccién de derivados de acido caféico, evaluaron su crecimiento y
observaron en el dia 40 que la medida de conductividad disminuy0 y la acumulacion de
biomasa incrementdé con 12.2 g/L, también en el dia 45 para ambos factores

respectivamente.
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Pavlov et al., (2005) estudiaron el crecimiento de raices transformadas de Beta vulgaris
L. para la produccion de betalainas y observaron un aumento en la acumulacion de
biomasa de 1,4 g/ mL a los 12 dias de cultivo y a su vez una disminucion de la

conductividad eléctrica.

Durante el seguimiento de la cinética el pH se mantuvo relativamente acido entre 4-6,
con un pH inicial de 5.8 (Fig.13). Durante los dias 24 a 42 la concentracion de iones
hidronio disminuyd, por lo tanto, el pH se hizo menos acido esto podria deberse a un
cambio metabdlico en el cultivo y a la utilizacion de algunos de acidos organicos
producidos en la fase inicial del crecimiento (dia 1-18) este es un comportamiento que

comunmente presenta un sistema vegetal (Kaur y Pati, 2018).

Figura 13. Medida de pH durante la cinética de crecimiento de raices transformadas M5R4.
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Evaluando la concentracion de sacarosa en el medio (Fig.14), se observé que en los
primeros 18 dias hubo un consumo lineal moderado del sustrato, y en el dia 24 la
concentracion de sacarosa llegé hasta 9.11 g/L, a partir del mismo hasta finalizar la
cinética se mantuvo un perfil lineal de consumo, 4.22 g/L. El rendimiento con base a
sustrato fue de Yxs = 4.974 g biomasa/g azucares consumidos. Un comportamiento
similar al reportado por Calderén (2018) que obtuvo un Yxs= 5.589 g biomasa/g

azucares consumidos.

Figura 14. Correlacién de consumo de fuente de carbono con el crecimiento de raices de Stevia
rebaudiana M5R4.
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8.4.2 Cinética de crecimiento de la linea transformada SRSDXS

Raices de la linea SRSDXS previamente transformada por Jiménez-Brigada (2017),
fueron escindidas de plantulas y crecidas en medio liquido bajo condiciones antes
descritas (Apartado 7.2). Se evalud el comportamiento cinético a nivel matraz en un
lapso de 30 dias, periodo que permitiera conocer un poco del sistema en esta
condicion de cultivo, similar al tiempo utilizado por Calderéon (2018). En la Fig.15 se
observa un comportamiento cinético relativamente normal, salvo que no muestra una
fase de adaptacion, probablemente debido a los tiempos de muestreo utilizados. El
crecimiento fue lineal durante los primeros 20 dias hasta que se alcanz6 el maximo
crecimiento registrado al dia 20. Al mismo tiempo, se corroboro la correlacion inversa
existente entre la biomasa y la conductividad eléctrica que disminuyé de 3 a 1.326
mS/cm. La cinética de los cultivos SRSDXS, tuvo comportamiento similar al
observado en las raices transformadas M5R4.

Figura 15. Cinética de crecimiento y conductividad en el medio del cultivo de raices transformadas

SRSDXS.
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El consumo de sacarosa tuvo un comportamiento lineal hasta el dia 20 de cultivo
(Fig.16) y a partir de ese punto hubo un repunte en el consumo hasta llegar a la
estabilizacion alrededor de 2.25 g/L remanentes. El rendimiento con base a sustrato
de las raices transformadas SRSDXS fue de Yx/s = 1.43 g de biomasa/g azlcares

consumidos.

Figura 16. Acumulacion de biomasa y consumo de sacarosa en la cinética de raices transformadas
SRSDXS.

Durante el tiempo de cinética el pH se mantuvo en el espectro acido, entre 4-6, con un
pH inicial de 5.8 (Fig.17). En el dia 10 el pH llegé al valor mas bajo, 4.0, que coincide
con la etapa de crecimiento lineal del cultivo e indicando una actividad metabdlica
intensa debido al consumo de la fuente de carbono y su transformacion en éacidos

organicos; este comportamiento es relativamente normal.
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Figura 17. pH y acumulacién de biomasa durante la cinética de crecimiento de raices transformadas
SRSDXS.

8.4.3 Cinética de crecimiento de la linea NT

Las raices no transformadas, fueron escindidas de plantulas y crecidas en medio
liguido bajo las condiciones previamente descritas (Apartado 7.2) y se llevaron a
cinética en matraz en un periodo de 30 dias, mismo tiempo que se consider6 para la
cinética anterior. Como puede observarse en la Fig.18 los cultivos tuvieron un
comportamiento normal, con una fase de adaptaciéon de los primeros dias (0-9),
mostrando su etapa de crecimiento de los dias 10 a 20, alcanzandose
aproximadamente 84 gPF/L de acumulacién maxima. A partir de este punto se alcanz6
la fase estacionaria de crecimiento. Ademas, se encontr6 una correlacion de la
conductividad eléctrica con el aumento de biomasa similar a la encontrada en las
cinéticas anteriores, donde hubo una reduccion constante hasta llegar a un valor final
de 0.982 mS/cm.
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Figura 18. Cinética de crecimiento y conductividad en el medio del cultivo de raices no transformadas.

El consumo de sacarosa se muestra en la Fig. 19 y tuvo un comportamiento lineal
hasta el dia 20 de cultivo en el cual llego a 1.45 g/L de azlcar residual. El
rendimiento con base a sustrato de la linea no transformada fue de Yws = 2.93 g de

biomasa/g azlUcares consumidos.
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Figura 19. Acumulacion de biomasa y consumo de sacarosa en la cinética de raices no transformadas.

La concentracién de iones hidronio se mantuvo acida entre 4.5-6 con un pH inicial de
5.8 (Fig. 20), en el dia 10 la medida fue menos acida 4.5, debido probablemente al

cambio metabolico.

Figura 20. Medida de pH durante la cinética de crecimiento de raices no transformadas.
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Los cultivos evaluados permitieron la determinacion de algunos parametros cinéticos,

como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros cinéticos de cultivos in vitro de Stevia rebaudiana

Cultivos Xo (g PF/L) Xmax (g Ic \Y/e Td Yxis
PF/L)
Raices no 0.5 84+4.00 3.2 0.067 7.41 2.93
transformadas
Raices 0.5 70.8+0.40 2.54 0.036 13.73 1.43
transformadas
SRSDXS
Raices 0.5 113.2+12.45 4.66 0.051 9.80 4.97
transformadas
M5R4

Nota: Xo: Biomasa inicial: Xmax: Biomasa maxima alcanzada; Ic: Indice de crecimiento Vc: Velocidad de

crecimiento; Td: Tiempo de duplicacion; Yxs: Rendimiento de biomasa con base a sustrato

En lo que respecta a la acumulacion de biomasa la linea transformada M5R4 fue
significativamente superior a los otros cultivos: indice de crecimiento de 4.66, 1.83 y
1.46 veces mas, respecto a las raices SRSDXS y NT; en cuanto a la acumulacién de
biomasa 113.2 + 12.45 g PF/L, 1.6 y 1.34 veces mayor en comparacion a las raices
transformadas SRSDXS y no transformadas respectivamente. Yamazaki et al., (1991)
evaluaron el crecimiento de dos lineas transformadas de S. rebaudiana donde una de
ellas alcanzé un peso fresco 3.3 veces mayor respecto al otro cultivo. Fu et al., (2014)
analizaron ocho lineas transformadas de Stevia, solo una fue superior, la mayor
acumulacion de biomasa fue en los dias 24-27 y alcanzé 150 gPF/L que fue 48 veces
mayor respecto al inoculo inicial cercanamente similar a lo obtenido por la linea
transformada M5R4. Pandey et al., (2016) determinaron el potencial de crecimiento de
diez rizhoclones, solo uno designado como SRA4 mostrd un crecimiento superior en el
dia 60 de cultivo. Alvarado (2017) evaluo el perfil cinético de raices no transformadas
de Stevia rebaudiana y determind que la acumulacién maxima de biomasa fue a los 20
dias con 90 g PF/L con una velocidad de crecimiento de 0.09 d, cabe mencionar que
utilizé una concentracion de sales diferente en el medio. Por otro lado, Calderén (2018)
estudié la linea M5R4 ddénde la acumulacion de biomasa fue de 128 g PF/L, sin

embargo, los resultados obtenidos fueron mayores a lo reportado por Alvarado (2017) y
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muy acercado a lo reportado por Calderén (2018), esto muestra la superioridad en
cuanto al potencial de acumulacion de biomasa de la linea transformada M5RA4.
Mthembu (2017) estudio la capacidad de iniciar el cultivo de raices vellosas con dos
cepas de rhizogenes de manera preliminar (A4T y LBA9402) después de dos o tres
semanas de la inoculacion se observd que la cepa LBA9402 produjo mas raices
vellosas por explante ademas de crecer con mayor vigor que la cepa A4T. Kumari y
Chandra, (2017) determinaron el crecimiento de biomasa de raices transformadas de
S. rebaudiana durante 21 dias, la biomasa maxima alcanzada fue de 527.33 = 0.35 mg.
Kaur (2018) evaluaron el crecimiento de raices transformadas de Stevia, la produccién
de biomasa tuvo un aumento de 7.5 veces en comparacion con las raices no
transformadas. Por lo tanto, a partir de los estudios reportados y retomando los
resultados obtenidos de las cinéticas, la linea transformada M5R4 demuestra tener el
mejor potencial de crecimiento respecto a las otras lineas evaluadas en este estudio.
Dado que los cultivos de lineas transformadas exhiben mayor produccion de biomasa,
mayor ramificacién y crecimiento acelerado en contraste la linea SRSDXS no mostré el
perfil que se esperaba por ser una linea transformada, esto podria deberse desde la
induccién ya que las cepas utilizadas para la infeccién pueden variar en su capacidad

para producir raices vellosas (Kumari y Chandra, 2017; Mthembu, 2017).

En general los cultivos de raices transformadas son una alternativa para la produccion
masiva de raices en menor tiempo sin la necesidad de utilizar reguladores de

crecimiento y para obtener altas cantidades de metabolitos secundarios.
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8.4.4 Cinéticas de crecimiento, conductividad, consumo de sacarosay pH de las
lineas NT, M5R4 y SRSDXS en biorreactores airlift

En el presente estudio se evallo el crecimiento de raices de Stevia rebaudiana en
biorreactores airlift en régimen de lote, en ddénde el sistema es agitado
neumaticamente; permitiendo la circulacion del oxigeno y el contacto directo del medio
con el cultivo. El experimento se ejecuto6 siguiendo un disefio experimental de cuadrado
latino (3x3) con tratamientos numerados como se muestra en la seccidn de
metodologia. Se hizo uso de este disefio para evaluar el comportamiento de los
diferentes cultivos de raices de Stevia a las diferentes velocidades de aireacion y

densidades de inoculo propuestas.

En el tratamiento 1 (Fig. 21 A), cultivo de raices transformadas SRSDXS con una
densidad de inoculo de 2 g/L y una velocidad de aireaciéon de 0.5 vwm, se observo
elongacion de los meristemos apicales durante el tiempo de cinética, asi como la

formacion de callosidades en algunos meristemos (Fig. 21B).

Figura 21. A) Inoculo inicial de raices SRSDXS en el reactor airlift B) Raices SRSDXS al final de la
cinética.
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En relacion a la biomasa, se obtuvo una acumulacion final de 2.85 g PF/L que fue
1.425 veces mayor respecto al inoculo inicial. La conductividad eléctrica disminuyd
de 3.13 a 2.70 mS/cm. La concentracion final de sacarosa llegé a 15.19 g/L y el
rendimiento con base a sustrato de este tratamiento fue de Yws = 0.17 g de
biomasa/g azucares consumidos. El pH inicial fue de 5.8 y la medida final se
estabilizd6 en 4.5, la concentracion de iones hidronio en el medio tiende a variar
durante el crecimiento, debido a los cambios metabdlicos que experimenta la célula
(Shibli et al., 1999) (Fig. 22). En términos generales, las raices crecieron y los

parametros tuvieron comportamientos relativamente normales.

Figura 22. Parametros evaluados en el tratamiento 1 (A). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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Eltratamiento 2 (B), cultivo de raices no transformadas con una densidad de inoculo de

6 g/L y una velocidad de aireacion de 0.5 vvm, mostré oxidacion ligera y callosidad (Fig.

23 B) misma que se adjudica al estado de cultivo del inoculo inicial (Fig. 23 A), también

pudo observarse elongacién de los meristemos apicales al concluir la cinética.

Figura 23. A) Inoculo inicial de raices no transformadas en el reactor airlift B) Raices no transformadas al

final de la cinética.

La biomasa alcanz6 una acumulacion final de 8.57 g PF/L que resultdé 1.429 veces
mayor que el inoculo. La conductividad eléctrica disminuyé de 3.13 a 2.57 mS/cm. La
concentracion final de sacarosa llegé a 18.41 g/L. El rendimiento con base a sustrato
de este tratamiento fue de Yxs = 1.61 g de biomasa/g azucares consumidos. El pH
disminuyo de 5.8 a 4.9 (Fig. 24). En términos generales, las raices crecieron y los

demas parametros tuvieron comportamientos relativamente normales.
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Figura 24. Pardmetros evaluados en el tratamiento 2 (B). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 3 (C) cultivo de raices transformadas M5R4 con una densidad de inoculo

de 10 g/L a una velocidad de aireacion de 0.5 vwm, se muestra en la Fig. 25. Presento

ligera oxidacion y se pudo observar la elongacion de meristemos apicales pasados los

7 dias de cultivo.

Figura 25. A) Inoculo inicial de raices M5R4 B) Raices M5R4 al final de la cinética.

En cuanto al crecimiento de biomasa el cultivo alcanzé una acumulacion méaxima de
14.28 g PF/L, 1.428 veces mayor que el inoculo inicial. La conductividad eléctrica se
redujo de 3.13 a 2.67 mS/cm. La concentracion de sacarosa final llego a 17.29 g/L.
El rendimiento con base a sustrato de este tratamiento fue de Yxs = 1.58 g de
biomasa/g azucares consumidos. Con respecto al pH en el medio, hubo disminucién
gue mantuvo el valor en el rango acido de la escala, con una medida final de 4.0
(Fig. 26).
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Figura 26. Parametros evaluados en el tratamiento 3 (C). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 4 (B), raices no transformadas con una densidad de inoculo de 2 g/L a
una velocidad de aireacion de 0.8 vwm, se muestra en la Fig. 27. Este tratamiento
produjo elongacion de los meristemos apicales pasados los 7 dias de cultivo y
callosidad proveniente del inoculo inicial.

Figura 27. A) Inoculo inicial de raices no transformadas B) Raices no transformadas al término de la
cinética.

La biomasa alcanzé una acumulacién maxima de 3.57 g PF/L, 1.785 veces mas que el
inoculo inicial. La medida de conductividad eléctrica disminuyo de 3.13 a 1.32 mS/cm.
Similar a los resultados obtenidos por Jeong et al., (2009), en raices adventicias de
Echinacea purpurea cultivadas en biorreactor airlift aireado a 0.1 vvm donde la
conductividad en el medio disminuyé desde la primera semana de cultivo y tuvo
correlacion con la acumulacion de biomasa. La concentracion final de sacarosa llego a
17.08 g/L. El rendimiento con base a sustrato de este tratamiento fue de Yxs=0.53 g
de biomasal/g azlcares consumidos. En relacion al pH en el medio, tuvo cierta

disminucién que sigue siendo acida, con una medida final de 4.7 (Fig. 28).
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Este tratamiento generd la mayor cantidad de biomasa y la mayor disminucion de

conductividad eléctrica de entre todos los tratamientos.

Figura 28. Parametros evaluados en el tratamiento 4 (B). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 5 (C) cultivo de raices transformadas M5R4 con una densidad de inoculo
de 6 g/L y una velocidad de aireacion de 0.8 vwm, como puede observarse en la Fig.

29. Las raices sufrieron una ligera oxidacion y el crecimiento de meristemos apicales.

Figura 29. A) Inoculo inicial de raices transformadas M5R4 B) Raices transformadas M5R4 al término de
la cinética.

La biomasa del cultivo alcanzé una acumulacion maxima de 7.85g PF/L, 1.30 veces
mayor respecto al inoculo inicial. La conductividad eléctrica disminuy6 de 3.13 a 2.29
mS/cm. La concentracion de sacarosa final se establecié en 12.58 g/L En relacion al pH
en el medio, tuvo cierta disminucion que sigue siendo &cida, con una medida final de
4.2 (Fig.30).
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Figura 30. Parametros evaluados en el tratamiento 5 (C). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 6 (A) cultivo de raices transformadas SRSDXS con una densidad de

inoculo de 10 g/L y una velocidad de aireacion de 0.8 vwvm, como puede observarse en

la Fig. 31. Las raices sufrieron oxidacion severa y durante el tiempo de cultivo fue

visible el crecimiento de los meristemos apicales.

Figura 31. A) Inoculo inicial de raices transformadas SRSDXS B) Raices transformadas SRSDXS al
término de la cinética.

La biomasa alcanzé una acumulacién maxima de 12.14 g PF/L, 1.214 veces mayor
gue el inoculo inicial. La medida de conductividad eléctrica disminuyo de 3.13 a 2.69
mS/cm. La concentracion de sacarosa llego a 18.51 g/L, el rendimiento con base a
sustrato de este cultivo fue de Yws= 1.43 g de biomasa/ g de azucares consumidos.

En relacion al pH la medida final fue de 3.7 (Fig. 32).
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Figura 32. Parametros evaluados en el tratamiento 6 (A). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 7 (C) cultivo de raices transformadas M5R4 con una densidad de inoculo

de 2 g/L y una velocidad de aireacion de 1 vvm, como puede observarse en la Fig. 33.

Las raices no sufrieron oxidacién y se observd el crecimiento de los meristemos

apicales.

Figura 33. A) Inoculo inicial de raices transformadas M5R4 B) Raices transformadas M5R4 al término de

la cinética.

La biomasa alcanzé una acumulacion maxima de 2.85 g PF/L, que fue 1.425 veces
mayor respecto al inoculo inicial. La medida de conductividad eléctrica aument6 de
3.13 a 4.99 mS/cm. Este resultado concuerda con hallazgos previos de Shibli et al.,
(1999) en cultivos de brotes de papa, pera y almendra la conductividad eléctrica del
medio aumento al transcurrir el tiempo y atribuyeron que el aumento podria ser el
resultado de la perdida de agua y en consecuencia el incremento de la acumulacion

de mas sales en el medio de cultivo.

La concentracion de sacarosa llego a 18.49 g/L, el rendimiento con base a sustrato
de este cultivo fue Yws= 0.56 g de biomasa / g de azucares consumidos. Con

respecto al pH la medida final fue de 4.1 (Fig. 34).
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Figura 34. Parametros evaluados en el tratamiento 7 (C). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 8 (A) cultivo de raices transformadas SRSDXS con una densidad de

inoculo de 6 g/L y una velocidad de aireacion de 1 vwm, como puede observarse en

la

Fig. 35. Las raices sufrieron oxidacion y se observo el crecimiento de los meristemos

apicales durante el tiempo de cultivo.

Figura 35. A) Inoculo inicial de raices transformadas SRSDXS B) Raices transformadas SRSDXS al
término de la cinética.

La biomasa alcanzé una acumulacion maxima de 8.57 g PF/L, 1.429 veces mayor
respecto al inoculo inicial. La medida de conductividad eléctrica disminuy6 de 3.13 a
2.21 mS/cm. La concentracion de sacarosa final llego a 12.92 g/L. Yws= 0.36 g de
biomasa/g de azucares consumidos. Respecto al pH la medida final fue de 3.6.
Algunos resultados de estudios previos indican que la disminucion de iones
hidrogeno decrece durante la asimilacion de amoniaco, y que la medida de pH
sugiere de manera especifica las etapas de crecimiento; en la fase estacionaria del
cultivo puede presentarse un pH de 6.5 a 7.0 (Jeong et al., 2009). Jeong et al.
Afadieron que el aumento de las lecturas de pH en la etapa tardia de crecimiento en
cultivos en biorreactor de raices adventicias de E. purpurea estaban relacionadas con
el consumo casi total de nutrientes en el medio y la acumulacion de metabolitos
secundarios. Sin embargo, dado que el tiempo de crecimiento del presente

experimento fue de 1 semana de cultivo y que solo se monitorearon los puntos
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iniciales y finales, no se tiene un perfil amplio del pH para hacer mayores

comparaciones (Fig.36).

Tiempo

Figura 36. Parametros evaluados en el tratamiento 8 (A). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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El tratamiento 9 (B) cultivo de raices no transformadas con una densidad de inoculo de
10 g/L y una velocidad de aireaciéon de 1 vwvm, como puede observarse en la Fig. 37.
Las raices sufrieron oxidacién y se observo el crecimiento de los meristemos apicales

durante el tiempo de cultivo.

Figura 37. A) Inoculo inicial de raices no transformadas B) Raices no transformadas al término de la
cinética.

La biomasa alcanz6é una acumulacién maxima de 13.57 g PF/L, que fue 1.357 veces
més que el inoculo inicial. La medida de conductividad eléctrica disminuy6 de 3.13 a
1.94 mS/cm. La concentracion final de sacarosa llego a 12.09 g/L, el rendimiento con
base a sustrato de este cultivo fue de Yws= 0.45 g de biomasa /g de azucares
consumidos. Un hallazgo similar fue reportado por Jeong et al., (2009) en cultivos de
raices adventicias de Echinacea purpurea crecidas en biorreactor airlift donde la
concentracion de sacarosa disminuyd durante el periodo de crecimiento, con una
fuerte caida de 5 a 1.35 % después de la semana 1 de cultivo. En lo que respecta al
pH la medida final fue de 5.2 (Fig. 38). El cultivo crecido en correlacion con los

parametros evaluados en el sistema.
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Tiempo

Figura 38. Parametros evaluados en el tratamiento 9 (B). TO: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica
(mS/cm), Sacarosa (g/L) y Tf: Biomasa (g PF/ L), Conductividad eléctrica (mS/cm), Sacarosa (g/L).
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Dado el régimen de operacion utilizado se logré solo la determinacion de algunos
parametros cinéticos de los cultivos; el indice de crecimiento y el rendimiento de

biomasa con base a sustrato (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas de los cultivos comparados creciendo en biorreactor airlift durante 7 dias.

Tratamiento Densidad de Flujo de Biomasa Sustrato IC Rendimiento
inoculo (g/L) aireacion final residual Y/xs (9/9)
(vvm) (gPFI/L) (g/L)
T1(A) 2g/L 0.5 2.85 15.19 0.42 0.17
T2(B) 6 g/L 0.5 8.57 18.41 0.42 1.61
T3(C) 10 g/L 0.5 14.28 17.29 0.42 1.58
T4(B) 2g/L 0.8 3.57 17.08 0.78 0.53
T5(C) 6 g/L 0.8 7.85 12.58 0.30 0.25
T6(A) 10 g/L 0.8 12.14 18.51 0.21 1.43
T7 (C) 2 g/L 1.0 2.85 18.49 0.42 0.56
T8 (A) 6 g/L 1.0 8.57 12.92 0.42 0.36
T9 (B) 10 g/L 1.0 13.57 12.09 0.35 0.45

Nota: A: Raices SRSDXS, B: Raices no transformadas, C: Raices M5R4

Después de los andlisis de varianza para cada una de las variables de respuesta que
fueron consideradas: biomasa, consumo de sacarosa, y produccion de fenoles se
observo que el unico factor que tuvo un efecto significativo fue la densidad de in6culo
(Anexo 2), particularmente sobre la acumulacién de biomasa con un valor de P = 0.009
y no tuvo efecto sobre la acumulacién de fenoles con un valor de P=0.067 (a=0.05)
presentada en la siguiente seccion. Los restantes factores (tipo de cultivo y velocidad
de aireacion) no tuvieron efectos significativos sobre las variables de respuesta ya que

se obtuvieron valores de P superiores a la significancia (Anexo 3, 4).

Dicho lo anterior, existen factores que influyen sobre el crecimiento y la productividad
de los metabolitos secundarios, como la densidad de inoculo (Kanokwaree y Doran,
1997). En el presente disefio experimental se evaluaron tres densidades: 2 g/L, 6 g/L y
10 g /L de PF (Tabla 5). Los cultivos en biorreactor que alcanzaron una biomasa final
superior en comparacion a los demas fueron iniciados con una relacion de inoculo de
10 g /L de raices transformadas y no transformadas (T3 (C) 14.28 gPF/L, T6 (A) 12.14
gPF/L, T9 (B) 13.57 g PF/L respectivamente).

Otro factor que puede influir en el crecimiento de raices en un sistema de biorreactor
airlift es la velocidad de aireacion, que a su vez tiende a favorecer la transferencia de
oxigeno (Sajc et al., 2000). En este estudio se evaluaron tres velocidades: 0.5 vwm, 0.8

vvm y 1.0 vvm, los resultados obtenidos reflejan que las tasas de aireacion utilizadas
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no tuvieron efecto significativo sobre la acumulacion de la biomasa, sin embargo, se
pudo observar que las raices aireadas a 0.8 vwm y 1.0 vwvm presentaron oxidacion
como reflejo de dafio en el tejido. Esto pudiera ser debido a la perdida de oxigeno, CO:2
y etileno que forman una composicion de gases primordiales en el cultivo in vitro
vegetal y que pueden tener efectos fisioldgicos significativos sobre el crecimiento
celular y la produccion de MS, ya que no todas las especies responden de forma
positiva a este tipo de estrés (Jeong et al., 2006). Ademas, se ha reportado en diversas
especies vegetales que bajas tasas de aireacion (0.1-0.3 vvm) son adecuadas para el
crecimiento éptimo de la raiz y la produccion de compuestos bioactivos (Shin et al.,
2002; Jeong et al., 2009). También se evalu6 el desempefio de diferentes lineas de
raices, transformadas y no transformadas, y evaluar su influencia sobre la acumulacién
de biomasa, se utilizaron las lineas transformadas M5R4 (C), SRSDXS (A) y la linea no
transformada de fenotipo silvestre (B). Los resultados determinaron que el tipo de raiz
no influyd significativamente en la acumulacion de biomasa, esto muy probablemente
debido al corto periodo de la cinética. Calderén-Gabriel (2018) y Jiménez-Brigada
(2018) reportaron diferencias en la velocidad de crecimiento de los cultivos evaluados
en este estudio, linea M5R4 y SRSDXS respectivamente, en tiempos de cultivo
superiores a 15 dias. Probablemente la falta de efecto del tipo de cultivo en este
experimento, con las mismas lineas, se debid a que los cultivos no pudieron pasar de la
fase de adaptacion durante el periodo de 7 dias de cultivo, comportamientos similares
fueron observados por los autores antes citados.

Por otro lado, el comportamiento de un cultivo crecido en biorreactor puede variar
segun el tipo de sistema y especie de planta. Estan reportados estudios de raices de
diferentes especies crecidas en sistemas airlift; Liu et al., (1998) reportaron que los
cultivos de raices de Artemisia annua en biorreactor airlift mostraron crecimiento rapido,
y que alcanzaron el peso maximo y la produccién de artemisinina en el dia 20 de
cultivo, también estudiaron el efecto de la velocidad de aireacién (0.4 a 1.6 vwm) sobre
el crecimiento y la acumulacion de artemisinina en los cultivos de raices transformadas,
los cuales aumentaron con la elevacion de flujo de aire, por lo que utilizaron tasas de
aireacion altas para obtener la maxima produccion de biomasa y artemisinina, y
afadieron que las posibles razones de los resultados obtenidos en A. annua se debe a
que el aumento del flujo de aire mejora la transferencia de nutrientes del medio y el
abastecimiento de oxigeno dentro de los cultivos de raices en la etapa de crecimiento
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tardia. Shin et al., (2002) reportaron que cultivos de raices transformadas de Beta
vulgaris crecidas en biorreactor airlift tipo cono durante 15 dias, alcanzaron su biomasa
maxima seca. También probaron el efecto de distintas tasas de aireacién sobre el
crecimiento y la acumulacion de betacianina en las raices, donde la acumulacién de
betacianina fue mayormente afectada que el rendimiento celular, y la mayor cantidad
se obtuvo en los cultivos aireados a 0.3 vwm. Estudios como los citados anteriormente
muestran, al igual que los obtenidos en este trabajo, que los cultivos vegetales
responden de manera diferente a las condiciones de cultivo en biorreactor, pero existen

efectos positivos sobre el crecimiento y acumulacion de metabolitos.

Wu et al., (2014) observaron que una densidad de inoculo de 5.0 g/L y una velocidad
de aireacién de aireacion de 0.1 vvm eran condiciones adecuadas para la produccion
de hipericina. Retomando los resultados obtenidos del comportamiento de los factores
utilizados en el presente experimento, estos proponen que una densidad de inoculo de
10 g/L de peso fresco es apropiada para la acumulacion de biomasa. Ademas, que fue
el Unico factor que tuvo un efecto significativo particularmente sobre la acumulacién de

biomasa.

En términos generales los cultivos transformados y no transformados en los
biorreactores airlift mostraron crecimiento, sin embargo, debido a que fue un periodo de
crecimiento corto no se obtuvo un perfil cinético amplio del comportamiento de las
raices que permitiera realizar una comparacion con los cultivos crecidos en matraces
agitados. Se considera, que bajo condiciones de crecimiento optimizadas como la
densidad de inoculo de 10 g/L, velocidades de aireacion menores a 0.5 vwm y un
tiempo de crecimiento relativamente amplio puede mejorar de forma significativa los

rendimientos de biomasa y acumulacion de MS en las raices de Stevia.
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8.5 Acumulacion de fenoles totales en raices transformadas M5R4, SRSDXS
y no transformadas de Stevia rebaudiana.

Con fines comparativos se determing la acumulacion de compuestos fenodlicos
en extractos de raices transformadas y no transformadas crecidas en matraz,

después de 15 dias de cultivo (Tabla 11).

Tabla 11. Contenido de fenoles en cultivos en matraz de raices transformadas M5R4, SRSDXS y

no transformada de Stevia rebaudiana a 15 dias.

Tipo de raiz Contenido de Fenoles totales (mg AG/g EF)
M5R4 20+£1.08
SRSDXS 32+4.0 A

No transformada

38+1.0 A
Nota: La denotacion de letras representa la agrupacién dada por Tukey

p>0.05 (n=3), “A” fue el cultivo que fue diferente significativamente y con

mayor efecto.

Por otro lado, se realiz6 la cuantificacion de fenoles de los tratamientos de raices

cultivadas en biorreactor a 7 dias.

Tabla 12. Contenido de fenoles totales de tratamientos de raices transformadas M5R4 (C),

SRSDXS (A) y no transformadas de Stevia rebaudiana (B) en reactor airlift.

Tratamiento Contenido de Fenoles totales
(mg AG/g EF)
T1(A) 5.94+0.01A
T2(B) 26.99+0.02*
T3(C) 25.89+0.03*
T4(B) 11.3740.01*
T5(C) 26.27+0.01*
T6(A) 20.49+0.04*
T7(C) 11.72+0.02*
T8 (A) 34.18+0.03*
T9 (B) 24.01+0.01*

Nota: Las letras A, B, C son las familias que arroja Tukey, donde las

medias que no comparten la misma letra son diferentes
significativamente, y dénde la agrupacion A es la que tiene mayor efecto
(Tukey p < 0.05 (n=3)).
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En los cultivos en matraz a 15 dias, las raices no transformadas acumularon 8+1.0
mg AG/g EF de fenoles siendo 1.18 y 1.9 veces mas respecto a las lineas
SRSDXS y M5R4, lo cual indica que probablemente las condiciones de cultivo
induzcan condiciones de estrés mas severas sobre los cultivos no transformados
gue sobre los transformados. Resultados dénde el entorno de crecimiento influyo
sobre la acumulacion de metabolitos secundarios fueron observados por
Weremczuk-Jezyna et al., (2016), en raices transformadas de Dracocephalum
forrestii donde una composicién de medio suplementado con 3% de sacarosa y un
periodo de cultivo de 30 dias mostrd la mayor produccion de compuestos fendlicos
respecto a la linea sin transformar. Por otra parte, la luz puede también influir
sobre el comportamiento de cultivos vegetales. Idrees et al., en 2018 reportaron
gue la mayor acumulacion de fenoles (6.56 mg AG/g-PS) en raices adventicias de
Stevia rebaudiana ocurrié con una luz espectral azul a diferencia de las otras. En
lo que respecta a la temperatura. Kumari y Chandra, (2017) informaron que una
temperatura de 25 + 2°C fue Optima para el incremento de biomasa y no afecto de
manera significativa la acumulacion de metabolitos secundarios en cultivos de
raices transformadas de Stevia rebaudiana. En relacién a la agitacion, el oxigeno
disuelto en cultivos vegetales es de suma importancia para el crecimiento de tejido
y la acumulacion de compuestos bioactivos sin embargo en el caso de raices
transformadas de Brugmansia candida los cultivos que no fueron sometidos a
agitacidon mostraron mayor desempefio para la produccién de alcaloides que los
cultivos agitados (Pitta-Alvarez y Giulietti, 2001). Referente a las cinéticas en
reactor, como se menciond en la seccion anterior, no hubo diferencias
significativas en la acumulacién; sin embargo, la linea SRSDXS en el tratamiento
T8 (A) tuvo una mayor acumulacion de compuestos fendlicos 34.18 +0.03 mg
AG/g EF que fue 1.66 y 5.75 respecto a T6 (A), T1(A). Para la linea M5R4 el T5(C)
produjo la mayor cantidad de fenoles 26.27+0.01 mg AG/g EF que fue 1.01y 2.24
veces mas que el T3(C); T7(C). Concerniente a la linea no transformada el T2 (B)
acumul6é 26.99+0.02 mg AG/g EF 1.12, 2.37 veces mayor que T9 (B) y T4 (B).
Calderdn (2018) reportd que los cultivos de raices de Stevia en medio semisoélido

acumularon la mas alta concentracion de fenoles totales (0.72 + 0.15 mg
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ECqg/mgExtr), afiadié que los cultivos no transformados en sistema de crecimiento
RITA y los cultivos transformados M5R4 crecidos en matraces agitados no
tuvieron diferencia significativa en la acumulacién de fenoles. Los cultivos en
matraz, no transformados acumularon mayor cantidad de fenoles y los cultivos
transformados tuvieron una acumulacion de compuestos fendlicos mayor en
biorreactor. Alvarado (2017) informé que el contenido de fenoles en raices de S.
rebaudiana desde el dia de cultivo 1 aumenté 0.35 veces mas que el cultivo
control (546.09 pgece/Mgex)) cabe mencionar que adicion6 H202. Y al aumentar la
concentracion incremento la acumulacion de fenoles en el dia 5 de cultivo que fue
0.42 veces mas respecto al control (421.93 ugecd/Mgex). Realizando una
comparacion de las lineas utilizadas, el contenido de fenoles totales fue con la
linea SRSDXS del tratamiento T8 (A) 34.18 +0.03 mg AG/g EF que es 1.26 y 1.30
veces superior que los tratamientos que produjeron mas; linea no transformada T2
(B) 26.99+0.02 mg AG/g EF; linea M5R4 T5(C) 26.27+0.01 mg AG/g EF.

En lo que respecta a otras especies y el efecto de factores similares sobre
acumulacion de metabolitos de interés, Kintzios et al., (2004) obtuvieron una
acumulacion mayor (p <0.00001) de puerarina en los cultivos de tres semanas de
raices transformadas de Pueraria phaseoloides en biorreactor airlift de 2.5 L que
fue 200 veces més que en cultivos de matraces agitados. Wu et al., (2007)
determinaron que las raices adventicias de Echinacea purpurea cultivadas en
biorreactores airlift a escala piloto aireados a 0.1 vwvm no presentaron disminucién
en la produccién de biomasa ni en la productividad de los derivados de acido
caféico en comparacion con los cultivos en biorreactor airlift de 20 L. Jeong et al.,
(2009) encontraron en cultivos de raices adventicias de Echinacea purpurea
cultivadas en reactor airlift durante 7 semanas de cultivo, que una densidad de
inoculo de 7 g/L PF y una velocidad de aireacion de 0.1 vwm era ideal para una
acumulacion optima de biomasa y de compuestos fendlicos y flavonoides. Abbasi
et al., (2009) evaluaron el comportamiento de cultivos de raices transformadas de
Echinacea purpurea en biorreactor airlift con una velocidad de aireacion de 0.14
vvm y concluyeron que era la adecuada para la acumulacién de biomasa y

produccion de acido cicorico. Cui et al., (2013) encontraron que algunas de las
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condiciones Optimas para la generacion de biomasa y la produccion de
compuestos derivados de &cido caféico en cultivos de raices adventicias de
Echinacea angustifolia en biorreactor airlift es; una densidad de inoculo de 7 g/L

PF y una velocidad de aireacién de 0.1 vvm.
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8.6 Perfiles de acumulacion de Glucoésidos de esteviol por TLC

El seguimiento de los glucosidos de esteviol de las muestras provenientes de los
cultivos en matraz y en biorreactor se realiz6 hasta el momento de manera
cualitativa por cromatografia en capa fina. Se puede observar en las imagenes 39
y 40 la presencia de compuestos glucosidados con una distintiva coloracion

morada en las regiones de migracion de los compuestos estandares.

Figura 39. Cromatografia en capa fina de extractos de raices de Stevia en matraz Carril A:
Estandar de esteviosido B: Estandar de rebaudiésido C: Extracto de NT D: Extracto de M5R4 E:
Extracto de SRSDXS.

Figura 40.Cromatografia en capa fina de extractos de raices de Stevia en reactor. Carril A:
Estandar de estevidsido, B: Estandar de rebaudiésido, C: Extracto de M5R4 (T- 3), D: Extracto de
M5R4 (T-5), E: Extracto de M5R4(T-7), F: Extracto de NT (T-2), G: Extracto de NT (T-4), H:
Extracto de NT (T9), I: Extracto de SRSDXS (T-1), J: Extracto de SRSDXS (T-6), K: Extracto de
SRSDXS (T8).

73



Solo se pudo determinar cualitativamente la presencia de glucosidos de esteviol
en las muestras, sin embargo, la calidad en la definicion de las placas
cromatograficas y/o la calidad de los extractos no permiti6 hacer una

cuantificacion.

Resultados como los reportados por Jiang et al., (2015) usando raices adventicias
de Oplopanax elatus cultivadas en biorreactor airlift tipo bal6n, tuvieron un
comportamiento superior en el crecimiento de biomasa y en la acumulacion de
compuestos bioactivos en comparacion con cultivos sélidos y en matraz agitado
en el dia 40 de cultivo. Ademas, Song et al., (2017) reportaron que en raices
adventicias de Panax ginseng crecidas en un biorreactor airlift de 5 L, mantenido
con una velocidad de aireacion de 0.02 vvm, el contenido de ginsendsidos

aumento en el dia 9 de la fermentacion.
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9. CONCLUSIONES

Las raices transformadas crecieron significativamente mejor en medio MS a mitad
de sales basales con vitaminas respecto a las otras condiciones cuando se

comparo6 su acumulacion de biomasa, indice de crecimiento y conductividad.

De los tratamientos en biorreactor se obtuvo efecto significativo con el factor de
densidad de inoculo sobre la acumulacion de biomasa y ligeramente sobre la
produccion de fenoles, mientras que los demas factores resultaron ser no

significativos.
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10. RECOMENDACIONES

Hacer adecuaciones al disefio de reactor para evitar la pérdida de medio y la
presurizacion del contenedor, para tener mejor control sobre la contaminacion que

permita realizar cinéticas mas largas.
Las modificaciones propuestas son las siguientes:

Disefiar e implementar sellos que mantengan firmemente cerrados los reactores y

gue soporten presiones minimas internas de aire correspondientes a 2 vvm.

Modificar las tapas de los biorreactores para aumentar el diametro del puerto de

venteo y separarlos del puerto de toma de muestra.

Reducir la longitud de los tubos de toma de muestra.
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11. PERSPECTIVAS
Cuantificar los glucésidos de esteviol de los extractos obtenidos de los
tratamientos en matraz y en biorreactor por HPLC o espectrometria de masas.

Validar los efectos encontrados en este estudio usando un sistema de biorreactor

airlift implementando los cambios de disefio sugeridos en este estudio.

Probar diferentes configuraciones en biorreactor, como biorreactor agitado con

canastilla o de nebulizacion.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Curva patron de sacarosa

Anexo 2. Andlisis de varianza

Tabla de Andlisis de varianza de los factores: Tipo de cultivo, velocidad de aireacion y densidad de

inoculo, sobre la acumulacion de biomasa.

Fuente GL SC MC F P
Tipo de cultivo 2 0.015 0.007 0.54 0.650
Velocidad de aireacion 2 0.015 0.007 0.54 0.650
Densidad de inoculo 2 3.08 1.541 106.69 0.009
Error 2 0.02 0.014

Total 8 3.14
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Anexo 3. Andlisis de varianza

Tabla de Analisis de varianza de los factores: Tipo de cultivo, velocidad de aireacién y densidad de

inoculo, sobre la acumulacién de Fenoles.

Fuente GL SC MC F P
Tipo de cultivo 2 1.79 0.89 0.04 0.960
Velocidad de aireacion 2 29.14 14.57 0.67 0.598
Densidad de inoculo 2 601.45 300.73 13.87 0.067
Error 2 43.37 21.69

Total 8 675.75

Anexo 4. Andlisis de varianza

Tabla de Analisis de varianza de los factores: Tipo de cultivo, velocidad de aireacién y densidad de

inoculo, sobre el consumo de sacarosa.

Fuente GL SC MC F P
Tipo de cultivo 2 2.49 1.25 0.06 0.944
Velocidad de aireacion 2 12.44 6.22 0.30 0.770
Densidad de inoculo 2 16.02 8.01 0.38 0.723
Error 2 41.75 20.88

Total 8 72.70
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