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Resumen 

 

Se evaluó la capacidad antioxidante enzimática y no enzimática de raíces de S. 

rebaudiana bajo condiciones de estrés abiótico. Las raíces fueron crecidas bajo 

fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, tomaron una coloración verde, suponiendo una 

mayor actividad metabólica. Estas raíces se utilizaron en los experimentos 

subsecuentes ya que presentaban la capacidad de acumular glucósidos de esteviol 

(GE). Los GE (esteviósido, esteviol y isoesteviol) fueron identificados por 

espectrometría de masas. Las raíces crecieron en matraces en agitación, 

alcanzando una biomasa máxima después de 25 días (10 gp.s./L) y una =0.090 d-1. 

Los mecanismos antioxidante enzimático y no enzimático, fueron evaluados bajo 

las siguientes condiciones: nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y metil jasmonato (MeJa). La activación del mecanismo 

antioxidante no enzimático fue considerada con la acumulación de metabolitos 

antioxidantes como fenoles y flavonoides. La adición de NPs ZnO disminuyó hasta 

un 90% la acumulación de fenoles totales y en un 63% la actividad de PAL. Por otro 

lado, la adición de H2O2 y MeJa incrementaron la producción de fenoles un 42% y 

63% comparados con el control (421.93 µgECq/mgExt) respectivamente, la 

acumulación de flavonoides totales aumentó 10.4 y 6.8 veces con respecto al control 

(34.63 µgER/mgExt). Respecto a la capacidad antioxidante enzimática, la adición de 

NPs ZnO, H2O2 y MeJa incrementaron la actividad de GPOX 11, 1.02 y 0.84 veces 

respectivamente en contraste con los controles (49 µM/gprot*min, 11.49 

mM/mgprot*min respectivamente). En el caso de la actividad de CAT, la adición de 

NPs ZnO, H2O2 y MeJa aumentó 2.5, 1.44 y 0.70 veces en comparación con los 

controles (2.09 mM/mgprot*min, 10.08 µM/mgprot*min y 9.90 μM/mgprot*min, 

respectivamente). La actividad APX disminuyó en un 56% con respecto al control 

debido a la acción de NPS ZnO y un 78% bajo la presencia de H2O2 y MeJa. Sin 

embargo, la actividad de APX se restauró después de 5 días de condiciones de 

estrés. Tomando en cuenta las respuestas antioxidantes enzimáticas y no 

enzimáticas, se propuso un posible mecanismo antioxidante del cultivo de raíces de 
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S. rebaudiana bajo condiciones de estrés abiótico, concluyendo que las raíces 

tienen la capacidad de responder ante un estrés abiótico. 
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Abstract 

 

The enzymatic and non-enzymatic antioxidant capacities of S. rebaudiana roots 

were assessed under abiotic stress conditions. Roots were grown under 16/8-h light-

dark cycles which conferred them a green coloration and therefore greater metabolic 

activity. These roots were used in subsequent experiments as they had the capacity 

of accumulate Steviol Glycosides (SGs). SGs (stevioside, steviol and isosteviol) 

were identified by mass spectrometry. Root cultures grew in shaken flasks, there 

maximum biomass reached after 25 days (10 gp.s./L) with a =0.090 d-1. Enzymatic 

and non-enzymatic antioxidant mechanisms were assessed under the following 

conditions: zinc oxide nanoparticles (NPs ZnO), H2O2, and methyl jasmonate 

(MeJa). The accumulation of antioxidant metabolites, such as phenols and 

flavonoids, were considered during the activation phase of the non-enzymatic 

antioxidant mechanism. The addition of NPs ZnO reduced by up to 90% the 

accumulation of total phenols and by 63% the PAL activity. On the other hand, the 

addition of H2O2 and MeJa increased the phenols production by 42% and 63% in 

comparison to control (421.93 µgECq/mgExt), respectively, and also increased the 

accumulation of total flavonoids by 10.4 and 6.8-fold compared to control (34.63 

µgECq/mgExt). Regarding the enzymatic anti-oxidant capacity, the addition of NPS 

ZnO, H2O2, and MeJa increased GPOX activity respectively by 11, 1.02, and 0.84-

fold in contrast to controls (49 µM/gprot*min, 11.49 mM/mgprot*min, respectively). In 

the case of CAT activity, the addition of NPS ZnO, H2O2, and MeJa increased it 

respectively by 2.5, 1.44, and 0.70-fold compared to controls (2.09 mM/mgprot*min, 

10.08 µM/mgprot*min and 9.90 µM/mgprot*min, respectively). APX activity decreased 

by 56% relative to control due to the action of NPS ZnO and by 78% under the 

presence of H2O2 and MeJa. However, APX activity was restored after 5 days of 

stress conditions. Considering the enzymatic and non-enzymatic responses, a 

possible anti-oxidant mechanism for S. rebaudiana roots under abiotic stress 

conditions was proposed, concluding that the roots have the ability to respond to 

abiotic stress.
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1. Introducción 

 

Stevia rebaudiana es una planta herbácea perteneciente a la familia de las Asterácea, 

originaria de América del Sur. La importancia comercial de S. rebaudiana radica en que 

los glucosidos de esteviol (GE) presentes en la planta, llegan a ser hasta 300 veces mas 

dulce que la sacarosa (Lemus-Mondaca et al. 2012). Entre los principales GE presentes 

en las hojas de S. rebaudiana se encuentra el esteviósido (Est) y rebaudiósido A (Reb 

A), a los cuales se les han atribuido diferentes propiedades medicinales como: regular 

los niveles de glucosa en sangre y en su estado puro han llegado a presentar capacidad 

citotóxica contra distintos tipos de canceres (Ukiya et al. 2013).   

 

Hasta ahora se han realizado diversos estudios para describir los pasos que sintetizan 

los GE teniendo en cuanta las enzimas y genes que se encuentran implicados, así mismo 

la producción de compuestos antioxidantes presentes en la planta, además de la adición 

de diversos agentes estimulantes denominados elicitores, que alteran el metabolismo 

celular de las plantas, provocando a su vez un desequilibrio entre las especies oxidantes 

y antioxidantes, favoreciendo la activación del metabolismo secundario (Mittler, 2002). 

Sin embargo, poco se sabe de la participación del mecanismo antioxidante enzimático y 

no enzimático en S. rebaudiana bajo condiciones de estrés. El cultivo in vitro es una 

herramienta biotecnológica que permite estudiar los procesos bioquímicos provocados 

por factores de estrés, siendo el cultivo in vitro de raíces el más utilizado para este tipo 

de estudios. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta antioxidante enzimática 

y no enzimática bajo el régimen de elicitación abiótica en cultivo in vitro de raíces de 

Stevia rebaudiana. 
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2. Antecedentes 

 

2.1 Stevia rebaudiana  

 

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbácea perenne, perteneciente a la familia de 

las Asteráceas, es nativa de la región de Amambay, al noreste de Paraguay, también se 

produce en las zonas limítrofes de Brasil y Argentina (Soejarto, 2002). Hoy en día, su 

cultivo se lleva a cabo en otras regiones del mundo como Canadá, algunas partes de 

Asia y Europa (Hossain, 2010; Gardana, 2003). En Japón y Corea ha sido catalogada 

oficialmente como un edulcorante bajo en calorías (Mizutani y Tanaka, 2002; Kim et al. 

2002), por lo que en Japón el 41% de los endulzantes consumidos provienen de S. 

rebaudiana (Landázuri y Tigrero, 2009).  

 

La importancia comercial de S. rebaudiana se resume en que los GE que la caracterizan, 

aparte de resultar hasta 300 veces más dulces que la sacarosa (Geuns, 2003; Brandle y 

Telmer, 2007; Gardana et al. 2010), no son degradados y utilizados como fuente de 

energía por el cuerpo ya que no se descompone químicamente durante el proceso 

digestivo. Por ello son aptos para consumo en personas diabéticas, ya que no 

incrementan los niveles de azúcar en la sangre, ayudando también a las personas con 

problemas de obesidad (Das et al. 2011).  

 

2.1.1 Propiedades medicinales 

 

Los extractos de S. rebaudiana poseen gran cantidad de compuestos con propiedades 

antiinflamatorias (Jayaraman et al. 2008), diuréticas (Kochikyan et al. 2006), 

antihipertensas (Chan et al. 2000), antidiarreica (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009) y 

antitumoral (Chen et al. 2006). Incluyendo compuestos como los labdanos, flavonoides, 

esteroles, triterpenos, clorofilas, ácidos grasos, monosacáridos y sales orgánicas 

(Gardana et al. 2010). La presencia de compuestos con poder antioxidante resulta 
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especialmente interesante puesto que intervienen en el proceso de oxidación al 

reaccionar con los radicales libres y previniendo la oxidación causada por estos radicales.  

 

De acuerdo con la Asociación Americana de Diabetes (ADA), la diabetes se define como 

un grupo de enfermedades metabólicas caracterizadas por hiperglicemias, productos de 

la secreción de insulina, acción de la insulina, o ambas (ADA, 2010b). Clínicamente la 

diabetes se divide en 2 tipos: Tipo I; se desarrolla por la destrucción de las células β que 

posteriormente llevan a la deficiencia absoluta de la insulina. Tipo II; resulta de un defecto 

progresivo de la secreción de insulina y una resistencia a la insulina (ADA, 2010b). 

Diversos estudios han demostrado que los extractos además presentan propiedades 

antihiperglucémica (Chen et al. 2006). Los GE estimulan la liberación de insulina en la 

sangre manteniendo los niveles de glucosa bajos, por tanto, se puede plantear como 

alternativa de origen natural para la población afectada por la Diabetes (Shivanna et al. 

2012).  

 

Por otro lado, el esteviol y sus derivados han demostrado tener capacidad citotóxica 

contra varias líneas cancerígenas como: leucemia (línea celular HL60), pulmón (A549), 

estomago (AZ521) y cáncer de mama en dos líneas celulares (SK-BR-3 y MCF-7) (Paul 

et al. 2012; Ukiya et al. 2013). 

 

2.1.2 Metabolitos secundarios de Stevia rebaudiana  

 

Los metabolitos secundarios (MetS) de las plantas son aquellos compuestos que no son 

esenciales tanto para el crecimiento, como el desarrollo de los organismos, pero 

desempeñan un papel crucial en la interacción de las especies con su entorno, lo cual 

garantiza su supervivencia en el ecosistema (Verpoorte, 2000). 

 

Las hojas de S. rebaudiana poseen MetS principalmente GE. El porcentaje GE en hoja 

(en peso seco) son: esteviósido (Est: 5-10%), rebaudiósido A (Reb A: 2-4%), rebaudiósido 
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C (1-2%) y dulcósido A (0.4-0.7%) (Fig. 1). Est y Reb A son los que dominan el mercado 

(Hearn y Subedi, 2006; Chatsudthipong y Muanprasat, 2009).  

 
 

   

 

Figura 1. Estructura química de los Glucósidos de Esteviol (GE). A) Esteviósido, B) 
Rebaudiósido A, C) Rebaudiósido B, E) Rebaudiósido C, D) Dulcósido A y F) Esteviolbiósido. 
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Uno de los criterios importantes para determinar la calidad de la hoja, es la relación Reb 

A/Est (De Oliveira et al. 2007). En la medida en que esta relación sea igual o mayor de 

1, se obtiene un producto de mejor calidad (mayor potencial edulcorante y menor sabor 

amargo), ya que RebA es más dulce y no tiene sabor amargo (Dacome et al. 2005; 

Carakostas et al. 2008), en comparación con el Est. El contenido de fenoles y flavonoides 

totales en hojas de S. rebaudiana se encuentra entre 55.64-58 mgEAG/gp.s. y 48.29–

60.33 mgER/gp.s., respectivamente (Zeng et al. 2013). 

 

2.2 Biosíntesis de los Glucósidos de Esteviol  

 

Los GE se sintetizan a partir de unidades de acetato del acetil-CoA en la ruta del ácido 

mevalónico (MVA) (Guevara-García et al. 2005) (Fig. 2). El acetil-CoA ingresa al 

cloroplasto y se convierte en isopentenil pirofosfato (IPP) una molécula de cinco carbonos 

denominada como isopreno activo, ya que comienza el alargamiento de la cadena 

terpénica, para luego formase en pirofosfato de geranilgeranilo (un compuesto de 20 

carbonos, que sirve como donador de todos los átomos de carbono de las giberelinas), 

convirtiéndose después en pirofosfato de copalillo (con dos sistemas de anillos) y por 

último en kaureno, un compuesto que tiene 4 sistemas de anillos.  

 

El kaureno es el compuesto donde divergen los GE y las giberelinas; en Stevia, el kaureno 

es convertido en esteviol (espina dorsal de los glucósidos de diterpeno) en el retículo 

endoplásmico; dicho esteviol puede ser glucosilado en el aparato de Golgi, para formar 

los principales edulcorantes como el esteviósido (triglucosilado esteviol) y Rebaudiósido 

A y C (tetraglucosidado steviol) y Duclósido A, los cuales van finalmente a las vacuolas 

(Brandle y Telmer, 2007). 
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Figura 2. Biosíntesis de Glucósidos de Esteviol. Ruta del MVA. Mevalonato-P: mevalonato-
fosfato, Isopentil-PP:  isopentil pirofosfato, DMAPP: dimetilalil difosfato, Farmesil-PP: farnesil 
difosfato, CDP: copalil difosfato, HMPP: 4-Hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato, GGPP: Geranil 

geranil difosfato (Tomado de Wölwer-Rieck et al. 2014). 

 
 
Las enzimas que catalizan el alargamiento de la cadena terpénica son las prenil 

transferasas, de las cuales se han aislado, hasta ahora, el geranil pirofosfato sintasa, 

enzima identificada en plastos que requieren Mg+ o Mn+ como cofactores (Suga y Endo, 

1991; Kim et al. 1996); la farnesil pirofosfato sintasa, que requiere Mg+ como cofactor, se 

localiza en el citoplasma y cataliza la formación del farnesil difosfato (FPP) en dos etapas. 

Por último, la geranil geranil difosfato sintasa (GGPP sintasa), que requiere Mn+ para su 

máxima actividad, se localiza en plastos y forma el geranil geranil difosfato (GGPP) en 

tres etapas. 



 

20 

 

Brandle et al. (2002), clonaron y secuenciaron el gen de Stevia que codifica para la 

enzima copalil difosfato sintasa (CPS), responsable de la conversión de GGPP a copalil 

difosfato (CPP), y afirman que la hidroxilación del ácido kaurenóico en la posición C13, 

es el punto donde diverge la síntesis de GE y las giribelinas. Esta hidroxilación requiere 

de NADPH y oxígeno molecular proveniente de la estoma, y es catalizada por la enzima 

ácida ent-kaurenóico 13-hidroxilasa (Orozco y de Jesús, 2010). 

 

Richman et al. (1999), proponen que los cambios en la regulación de la expresión de la 

copalilfosfato sintasa (CPS) y el kaureno sintasa (KS) en las hojas de Stevia está 

relacionado con la síntesis y acumulación de altas concentraciones de GE. El hecho de 

que los niveles de expresión sean más altos en tejidos maduros, comparados con los 

tejidos jóvenes de rápido crecimiento, es debido a que el CPS y el KS están altamente 

expresados. Algunos investigadores afirman que los esteviósidos ayudan a rechazar 

ciertos insectos y otros especulan que es un mecanismo detallado para controlar los 

niveles de ácido giberélico. 

 

Wölwer-Rieck et al. (2014), estudiaron la ruta de biosíntesis de los GE en esquejes de S. 

rebaudiana utilizando precursores marcados [5,5- 2H2]-1-desoxi-D xilulosa (d2-DOX) y 

[5,5- 2H2]-ácido mevalónico lactona (d2- MVL), demostrando que ambas vías MEP y MVA 

contribuyen a la biosíntesis de los sesquiterpenos, mientras que los mono- y diterpenos, 

en particular los GE, se forman casi exclusivamente por la vía MEP. Por otro lado, 

diferentes autores han validado que la vía MEP es la ruta que se activa bajo condiciones 

de estrés. Mandal et al. (2015), inocularon plantas de S. rebaudiana con hongos 

micorrízicos arbusculares (AMF) interacciona regulando positivamente once genes 

claves que codifican a enzimas de la vía MEP, mejorando la proporción de Est y Reb A.  

 

Yang et al. (2015), estudiaron la influencia de altas y bajas temperaturas, deshidratación, 

fotoperiodos y diferentes etapas de crecimiento con los niveles de transcripción de quince 

genes implicados en la biosíntesis y el contenido GE, demostrando que los cambios 

ambientales tienen un efecto significativo sobre la producción de GE y los niveles de 
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transcripción. Modi et al. (2014), estudiaron los niveles transcripcionales de los genes 

implicados en la biosíntesis de GE durante el endurecimiento, durante 3 intervalos de 

tiempo (10, 20 y 30 día), de plántulas de S. rebaudiana, observando que los quince genes 

implicados en la formación de los GE de la vía MEP se expresaron a niveles más altos 

en plántulas de 10 días de endurecimiento (estado vegetativo) comparadas con plántulas 

control. El mayor contenido de Est se presentó después de 30 días de endurecimiento, 

sugiriendo que mecanismos reguladores tansducionales y post-traduccionales están 

implicados en la producción de GE. Además, Kumar et al. (2012), estudiaron la expresión 

del gen HDR responsable de la conversión del IPP y DMAPP precursores de la formación 

de GE. Observaron que durante el día la expresión del gen HDR es mayor, 

incrementando la acumulación de los GE, que durante la noche. 

  

2.3 Cultivo in vitro  

 

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una de las aplicaciones de la biotecnología 

moderna que consiste en un conjunto de técnicas que permiten el cultivo en condiciones 

asépticas de órganos, tejidos, células o protoplastos de diversas plantas empleando 

medios nutritivos artificiales (Villalobos y Thorpe, 1991). 

 

El cultivo in vitro tiene diversas ventajas sobre el cultivo convencional de plantas como 

son: obtener sustancias de gran utilidad (como MetS) bajo condiciones controladas, 

independientemente de factores ambientales ya sean bióticos (interacción con 

patógenos) o abióticos (sequía, luz ultravioleta y temperaturas extremas), así como, 

obtener un incremento considerable en el rendimiento de los metabolitos específicos 

(Vanisree y Tsay, 2007). Sus aplicaciones van desde los estudios teóricos sobre fisiología 

y bioquímica vegetal, hasta la obtención de plantas libres de patógenos, la propagación 

masiva, la conservación de germoplasma, el mejoramiento genético y la producción de 

metabolitos primarios y secundarios (Villalobos y Thorpe, 1991; Ramachandra y 

Ravishankar, 2002).  
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Las plantas tienen potencial bioquímico para producir una enorme variedad de 

metabolitos de interés industrial (Misawa, 1994; Alfermann y Petersen, 1995; Fu et al. 

1999; Vanisree y Tsay, 2004). Los compuestos bioactivos de las plantas medicinales son 

la fuente principal para la producción fármacos, agroquímicos, pesticidas, insecticidas, 

saborizantes, colorantes, perfumes y aditivos alimentarios, etc. (Balandrin y Klocke, 1988; 

Zhao et al. 2005). Comúnmente, estos compuestos se obtienen de plantas silvestres, lo 

que involucra una serie de desventajas, su baja y lenta acumulación, ya que está regulada 

espacial y temporalmente; es decir, ocurre en células, órganos y tejidos específicos, 

durante el ciclo de vida de la planta, bajo condiciones estacionales o de estrés (Verpoorte 

et al. 2002). 

 

2.3.1 Cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana  

 

Ahmed et al. (2007), proponen que el cultivo tradicional de S. rebaudiana se dificulta 

porque las semillas de esta especie generan porcentajes de germinación tan bajos que 

su reproducción sexual se convierte en un trabajo poco viable, además de la 

heterogeneidad de las poblaciones en cuanto a características de importancia como los 

niveles de producción de esteviósidos. Su reproducción asexual, lograda a través de 

brotes o estacas, limita las producciones a un número bajo de individuos regenerados. 

La necesidad de obtener poblaciones de S. rebaudiana, morfológica y genéticamente 

uniformes, es un tema que se plantea desde varias décadas atrás, y seguirá 

discutiéndose mientras se encuentre en juego la cantidad y calidad de los compuestos 

(Suárez y Salgado, 2008). Comparado con el cultivo de plantas convencionales, las 

cuales sufren por la limitación de tierra y clima, el cultivo de células y tejidos in vitro es 

una estrategia para la producción de altos niveles de MetS de plantas.  

 

Los cultivos de raíces in vitro son genética y biológicamente más estable, comparado con 

cultivos de células en suspensión, a demás, de mostrar un crecimiento vigoroso en 

medios de cultivo libre de fitoreguladores (Washida et al. 2004; Srivastava et al. 2013). 

Por su grado de especialización y organización celular llegan acumular cantidades de los 
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compuestos de interés comparables al de las plantas (Brandle et al. 1998). Cabe destacar 

que muchas plantas son utilizadas en la medicina tradicional y que las raíces son la 

materia prima de donde se obtienen los compuestos de interés. 

 

Son varios los reportes de cultivo in vitro de raíces de S. rebaudina. Por ejemplo, Reis et 

al. (2017), compararon la morfología de raíces crecidas in vivo con in vitro. Calderón et 

al. (2016), obtuvieron raíces transformadas de S. rebaudiana utilizando 3 sepas de 

Agrobacterium rizógenes (AR-4, LB-9402 y K-599) siendo la cepa LB-9402 la que 

presentó mayor virulencia. Fu et al. (2014), en raíces transformadas de S. rebaudiana, 

identificaron y cuantificaron derivados de ácidos cloragénicos. Reis et al. (2011), 

establecieron cultivos de raíces adventicias de S. rebaudiana en sistema de frasco-

rotatorio en fotoperiodo 16/8 h. Yamasaki y Flores, (1991), reportaron el primer 

establecimiento de cultivo de raíces transformadas en suspensión con Agrobacterium 

rizogenes.  

 

La baja producción o ausencia de biocompuestos en la planta es una de las principales 

limitaciones del cultivo, debido a que los MetS son producidos para proteger la planta de 

insectos, herbívoros y patógenos, o para sobrevivir a otros tipos de estrés biótico o 

abiótico (Zhao et al. 2005). Basados en este principio se han creado estrategias para la 

producción de MetS in vitro; estas incluyen tratamientos con diversos elicitores, factores 

de señalización y estrés biótico/abiótico (Yukimune et al. 1996; Zhao et al. 2005; Zhang 

et al. 2004). 

 

2.4 Estrés biótico y abiótico en plantas  

 

El estrés es el estado en el que las condiciones normales de las plantas varían 

provocando una desestabilización de sus funciones fisiológicas, después existe una 

restauración de las mismas y/o resistencia a las condiciones que provocaron el cambio. 

En algunos casos, cuando el estrés excede el límite de tolerancia y la capacidad de 

adaptarse a él, puede ocurrir daño celular permanente o incluso la muerte de la planta 
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(Lichtenthaler, 1998). Según el origen del estímulo se presenta el estrés biótico, 

provocado por organismos vivos, bacterias o compuestos derivados por su metabolismo, 

o bien el estrés abiótico, que se genera por las condiciones ambientales como la sequía, 

frío, calor, radiación UV, presencia de metales pesados y carencia de nutrientes. 

 

2.5 Elicitación como estrategia para la producción MetS  

 

Un elicitor es cualquier tipo de estimulador, sea este de naturaleza biótico o abiótico, de 

origen exógeno y endógeno, que incrementa la producción de especies reactivas de 

oxígeno y la síntesis de MetS (Mittler, 2002; Edreva et al. 2008).  

 

2.5.1 Nanopartículas (NPs) 

 

Los metales estimulan la biosíntesis de metabolitos secundarios en plantas, aunque los 

mecanismos por los cuales estos metales promueven la acumulación de metabolitos 

secundarios no son claros, la inducción del estrés oxidativo o la generación de ERO por 

estos metales se observa a menudo. Es bien sabido que el efecto en la inducción de la 

síntesis y acumulación de los metabolitos secundarios relacionados con la defensa puede 

generarse tanto en respuesta a los elicitores bióticos como el ataque de herbívoros o de 

patógenos y los elicitores abióticos tales como metales pesados y compuestos 

inorgánicos, así como tensiones osmóticas y salinas.  

 

La nanotecnología (NT) tiene diversas aplicaciones en la agricultura y la biotecnología, 

en las que ya se incorporan a las disciplinas de agronanotecnología y nanobiotecnología; 

estas combinan el procesamiento químico, ciencia de los materiales, ingeniería de 

sistemas y disciplinas ambientales. Las NPs tienen el potencial de ser utilizadas como 

nuevos elicitores eficaces en la biotecnología vegetal para la obtención de la producción 

de metabolitos secundarios (Tabla 1) (Fakruddin et al. 2012).  
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Muchos investigadores han estudiado el rol de las NPs como inductores donde han 

apoyado que las NPs mejoran el nivel de expresión de genes relacionados con la 

producción de metabolitos secundarios (Ghasemi et al. 2015; Yarizade y Hosseini, 2015). 

Sin embargo, realizar investigaciones para dilucidar los efectos de las NPs en los 

mecanismos de producción de metabolitos secundarios en las plantas medicinales.  

 
 

Tabla 1. Efecto de las NPs en la acumulación de MetS (Tomado de Pragati et al. 2016). 

 
 
2.5.2 Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 

 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) se produce predominantemente en células vegetales 

durante la fotosíntesis y la fotorespiración, y en menor medida, en los procesos 

respiratorios interactuando con proteínas y activando diferentes vías de señalización, así 

como factores de transcripción, que a su vez regulan la expresión génica y los procesos 

del ciclo celular. Además del metabolismo fotosintético y respiratorio, la matriz 

extracelular (MEC) juega un papel importante en la generación de H2O2, que regula el 

crecimiento de las plantas, el desarrollo, la aclimatación y las respuestas de defensa 

(Slesak et al. 2007). 

NPs Cultivo MetS Referencia 

Ag 

Salvia miltiorrhiza Tanshinona Zhao et al. 2010 

Bacop amonnieri Fenoles Krishnaraj et al. 2012 

Artemisia annua Artemisina Zhang et al. 2013 

Datura metel Alcaloides tropano Shakeran et al. 2015 

Co 
Artemisia annua Artemisina Ghasemi et al. 2015 

Calendula officinalis Saponinas Ghanati y Bakhtiaran, 2014 

TiO2 

Aloe vera Aloína Raei et al. 2014 

Cicer arietinum 
Contenido de fenoles y 

flavonoides 
AL-Oubaidi y Kasind, 2015 

ZnO Hypericum perforatum Hiperician y hiperforina Shafari et al. 2013 
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El H2O2 se produce en la célula como resultado del metabolismo primario o en respuesta 

a condiciones de estrés biótico o abiótico. Esta molécula es reconocida principalmente 

como tóxica, ya que, logra afectar estructuras celulares. En la última década se ha podido 

demostrar que también logra actuar como una importante molécula de señalización 

involucrada en una cantidad de funciones biológicas entre las que se encuentran 

resistencia a patógenos, reforzamiento de la pared celular, senescencia, fotosíntesis, 

apertura de estomas, elongación, el desarrollo y la muerte celular programada (Kim et al. 

2007), y  ser un modulador importante de respuesta al estrés en plantas, debido a que 

sus niveles se incrementan durante varias condiciones medioambientales adversas 

(Mittler et al. 2004).  

 

La respuesta de adaptación al estrés se puede explicar por la activación de mecanismos 

de defensa que involucran enzimas antioxidantes, factores de transcripción específicos 

al estrés, proteínas especificas, ya sea por calor o por patogénesis, así como el 

incremento en la producción de MetS (Moon et al. 2003). 

 

2.5.3 Metil Jasmonato (MeJa) 

 

Por otro lado, la respuesta de una planta a cualquier estímulo exógeno o endógeno nunca 

es el resultado de la activación de una única ruta de señalización hormonal, sino que es 

la consecuencia de una compleja red de interacciones entre distintas rutas de 

señalización. Una de las rutas que la planta activa es la del ácido octadecanoico, donde 

se sintetizan los jasmonatos, derivados del metabolismo de los ácidos grasos.  

 

La síntesis de los jasmonatos se lleva a cabo principalmente en las hojas, donde son 

liberados los ácidos grasos de la membrana plasmática por acción de las fosfolipasas y 

desaturasas. La lipoxigenasa (LOX) oxigena, oxida y cicla el ácido graso, formado así el 

ácido 12-oxo-fitodienóico (OPDA), principal precursor de los jasmonatos. Posteriormente 

es sometido a 3 ciclos de oxidación para producir el ácido jasmónico (AJ). El AJ es 

exportado al citosol por un mecanismo desconocido donde ocurren las diferentes 
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reacciones metabólicas que darán origen a los distintos jasmonatos (Wasternack, 2007). 

Entre las principales transformaciones del AJ se encuentra la metilación en el carbono 1 

(C1), para producir el compuesto volátil metil-jasmonato (MeJa), el cual está involucrado 

en la señalización entre plantas.  

  

La aplicación de estos elicitores ha demostrado tener un efecto en la síntesis de 

compuestos derivados del metabolismo secundario como lo estudiado por Ali et al. 

(2006), en raíces de Panax ginseng cultivadas en biorreactor, estimularon la producción 

de gingenósidos con la adición de cobre a 5, 10, 25 y 50 µM, observandose que la síntesis 

de saponinas fue estimulada en concentraciones de 5-25 µM de Cu+2, decreciendo a 

partir de los 20 días a 50 µM de Cu+2. Concluyeron que la tolerancia de las raíces de P. 

ginseng al Cu+2 es debido a su capacidad de absorber hasta cierto punto iones metálicos. 

En cultivo de raíces de Podophyllum peltatum, se evaluó la adición de 10, 20 y 30 µM de 

MeJa; la mejor concentración utilizada para el incremento en la producción de 

podofilotoxina fue 20 µM de MeJa, con un incremento en la producción de 2 veces (0.588 

mg/g). Anbazhagan et al. (2008), concluyeron que la adición de MeJa mejora 

notablemente la producción de podofilotoxina. Vera-Reyes et al. (2013), reportaron que 

en raíces de Uncaria tomentosa, la producción de alcaloides oxindol monoterpenicos, 3α-

dihidrocadambina y dolicantósido incrementaron debido al estrés oxidativo provocado por 

la adición de H2O2 la producción reportada fue de 1.7, 2.1 y 2.3 veces más con respecto 

al control, después de 8 días de tratamiento. Además, la adición de BSO-AJ incrementó 

la producción de alcaloides 2 veces más que los cultivos tratados con H2O2. Por otro lado, 

Zaker et al. (2015), compararon el efecto de diferentes elicitores como: extracto de 

levadura, MeJa, nitrato de plata y sorbitol; a distintas concentraciones, sobre la 

producción de criptotanshinona y tanshinona IIA, en cultivos de raíces adventicias de 

Perovskia abrotanoides, obteniendo la mayor producción de criptotanshinona con 

extracto de levadura (200 mg/L) y el nitrato de plata (25 µM) a los 7 días de exposición 

de los elicitores.  
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En el caso de S. rebaudiana ya existen antecedentes de adición de elicitores como lo 

reportado por Gupta et al. (2014), donde evaluaron el estrés inducido por la adición de 

0.10% NaCl y 0.025% Na2CO3 en callos y cultivos celulares de S. rebaudiana, 

incrementaron de 0.27 a 1.43 y 1.57% la producción de GE en callos, después de 15 días 

de la adición y para el caso de las suspensiones celulares incrementó de 1.36 a 2.51 y 

5.14%. Rathore et al. (2014), evaluaron la influencia de diferentes concentraciones (25, 

50, 75, 100 y 125 mM) de NaCl en dos cultivares de S. rebaudiana observando a 75 mM 

el mayor contenido de azúcar soluble 93.54 mg/g y 22.42 mg/gp.f. Álvarez-Robles et al. 

(2016), adicionaron concentraciones de 0.1%, 0.5%, 1.5% y 2.5% de metanol, para 

observar su efecto sobre los compuestos activos de brotes apicales en medio liquido de 

S. rebaudiana, a 0.1% de metanol se obtuvo la producción máxima de Est de 55 µmol eq. 

RebA/gp.s. y de RebA de 10.5 µmol eq. RebA/gp.s. Javed et al. en 2016, observaron en 

plántulas micropropagadas de S. rebaudiana el efecto del crecimiento, producción de GE 

por la adición de NPs ZnO de 0 a 1000 ppm, donde a 1 ppm obtuvieron la mayor 

producción de Reb A y Est de 3.7% y 1.2% comparado con el control (2.1% y 0.58%) 

respectivamente. Montes-Palmeros et al. (2016), evaluaron 3 concentraciones (25, 50 y 

100 µM) de MeJa en plántulas micropropagadas de S. rebaudiana a dos tiempos de 

exposición (1 y 5 días) sobre la producción de GE, encontrando que la mejor 

concentración fue 25 µM de MeJa, ya que incrementó la acumulación de GE y sin 

presentar daño físico a las plántulas.  

 

Un mecanismo de regulación de las plantas para su adaptación ante el estrés abiótico y 

biótico es la alteración del equilibrio celular con un aumento en la concentración de 

especies reactivas de oxigeno (ERO). 

 

2.6 Especies reactivas de oxígeno  

 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son formas reducidas del oxígeno (O2). Son 

moléculas ubicuas que se producen como consecuencia del metabolismo celular (Fujita 



 

29 

 

et al. 2006), y que en condiciones normales son rápidamente metabolizadas (Apel y Hirt, 

2004).  

 

Estas especies resultan de la excitación del oxígeno a su forma activa singulete (1O2) o 

por la transferencia de uno, dos o tres electrones, formando el radical superóxido (O2
-), 

peróxido de hidrógeno (H2O2) o el radical hidroxilo (OH) (Fig. 3).  

 
 

 

 

Figura 3. Generación de ERO por transferencia de electrones o reacción Fenton. 
 
 

Estas especies son biológicamente importantes, ya que son altamente reactivas y pueden 

dañar a biomoléculas como los lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, y 

consecuentemente, las estructuras celulares (Gechev et al. 2006; Moller et al. 2007). 

 

Por otra parte, se han encontrado evidencias de que las ERO también funcionan como 

señales moleculares que median respuestas a varios estímulos (Desikan et al. 2004). 

Entre las especies reactivas del oxígeno, el H2O2 parece ser que realiza el papel más 

importante en la señalización de los cambios estresantes, debido a su elevada estabilidad 

y largo tiempo de vida media. Si el H2O2 sirve como señal al estrés, las fluctuaciones de 

H2O2 en plantas podrían reflejar cambios espaciales y temporales en el ambiente (Hung 

et al. 2005). En apoyo a esta idea, un aumento brusco del estado oxidativo es una 
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respuesta común a estreses abióticos y bióticos (Desikan et al. 2003). La acumulación 

de ERO inducida por estrés ya sea biótico o abiótico es contrarrestado por los sistemas 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos (Fig. 4). Un antioxidante es cualquier 

sustancia que a bajas concentraciones comparadas con las del sustrato oxidable, inhibe 

o disminuye significativamente la oxidación de este sustrato. 

 
 

 

 

Figura 4. Esquema de activación del metabolismo secundario vía estrés oxidativo (Tomado de 
Vera-Reyes et al. 2013). 

 
 
Los antioxidantes enzimáticos están formados por Catalasa (CAT) que elimina H2O2 en 

los peroxisomas, superóxido dismutasa (SOD) que elimina el anión-radical superóxido, 

ascorbato peroxidasa (APX) que elimina H2O2 en diversos compartimentos, el guayacol 

peroxidasa (GPOX) (Moller et al. 2007), glutatión peroxidasa (GPX), glutatión s-
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transferasa (GST), y metabolitos de bajo peso molecular no enzimáticos, tales como 

ascorbato (ASH), glutatión (GSH), α-tocoferol, carotenoides y flavonoides (Mittler et al. 

2004). 

 

2.6.1.1 Antioxidantes enzimáticos  

2.6.1.1.1 Superóxido dismutasa (SOD) 

 

La SOD es la enzima antioxidante intracelular más efectiva que se encuentra presente 

en todos los organismos aeróbicos y en todos los compartimentos subcelulares 

propensos a la acumulación de ERO mediante estrés oxidativo. Es conocido que existen 

varios estreses provocados por el medio ambiente que a menudo conducen al incremento 

en la generación de ERO, donde, SOD es de suma importancia en la tolerancia al estrés 

en plantas y siendo la primera línea de defensa entre los efectos tóxicos de niveles 

elevados de ERO. SOD es la enzima que encabeza el ataque a las ERO debido a que 

remueve rápidamente una de las primeras ERO en ser producidas: el superóxido. La 

SOD dismuta el superóxido (O2
.-), vía oxidación, en oxígeno (O2) y por reducción en 

peróxido de hidrógeno (H2O2). Sin embargo, esta reacción solo convierte una ERO en 

otra y el H2O2 también debe ser destruido (Kliebenstein et al. 1999). 

 

2.6.1.1.2 Catalasa (CAT) 

 

CAT son enzimas indispensables para la desintoxicación de ERO durante condiciones 

de estrés (Garg y Manchanda, 2009). CAT es importante en la remoción de H2O2 

generado en peroxisomas por oxidasas involucradas en la β-oxidación de ácidos grasos, 

fotorespiración y catabolismo de las purinas (Polidoros y Scandalinos, 1999). La CAT es 

una enzima que contiene hierro en su estructura y cataliza la dismutación del H2O2 en 

agua y oxígeno molecular (Arora et al. 2002), fue una de las primeras enzimas en ser 

aislada y obtenida con un alto grado de pureza. Se ha reportado que aparte de reaccionar 

con H2O2, CAT también reacciona con algunos hidroperóxidos tales como peróxido de 

hidrógeno de metilo (MeOH) (Balestrasse et al. 2001).  
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2.6.1.1.3 Ascorbato peroxidasa (APX) 

 

APX se cree que juega el papel más esencial en la eliminación ERO y protegiendo a la 

célula en plantas superiores, algas y otros organismos. El ascorbato peroxidasa (APX) 

está involucrada en la compactación de H2O2 en ciclos de agua-agua y ciclo ascorbato-

glutatión (ASH-GSH) y utiliza ascorbato reducido (ASH) como el donador de electrones. 

Glutatión reductasa (GR) es una enzima potencial del ciclo ascorbato-glutatión (ASH-

GSH) y desempeña un papel esencial en el sistema de defensa contra ERO (Gill y Tuteja, 

2010; Ahmad et al. 2010). La familia de APX consiste en al menos cinco diferentes 

isoformas (Kariola et al. 2005). APX tiene alta afinidad por H2O2 teniendo así un papel 

importante en la reducción de ERO durante el estrés.  

 

2.6.1.1.4 Guayacol peroxidasa (GPOX) 

 

GPOX descompone el ácido indol-3-acético (AIA) y tiene un papel en la biosíntesis de 

lignina y actúa como mecanismo de defensa contra el estrés abiótico en el consumo de 

H2O2. GPOX prefiere los donadores de electrones aromáticos tales como el guayacol 

generalmente oxidan el ascorbato en una tasa del alrededor 1% de guayacol (Asada, 

1999). La actividad de GPOX varía considerablemente dependiendo de la especie de 

planta y las condiciones de estrés. 

 

2.6.1.2 Antioxidantes no enzimáticos  

2.6.1.2.1 Ascorbato-Glutatión 

 

El glutatión se caracteriza por ser el compuesto no protéico más abundante, distribuido 

principalmente en células eucarióticas. Se encuentra en concentraciones milimolares, y 

presenta una alta capacidad de donar electrones. El 90% del glutatión se encuentra 

normalmente en su estado reducido. El glutatión oxidado puede de nuevo ser reducido a 

GSH por acción del glutatión reductasa que utiliza NADPH como poder reductor (Li et al. 

2004). El ciclo del ascorbato-glutatión lo conforman cuatro enzimas, siendo la APX la más 
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abundante dado que esta requiere ascorbato para poder reducir el H2O2 a H2O. El 

monodehidroascorbato (MDHA) requiere nicotina adenina dinucleótido reducido (NADH), 

o bien puede reducirse a ascorbato y dehidroascorbato (DHA) utilizando glutatión 

reducido (GSH) como reductor (Sairam y Tyagi, 2004). 

 

Los mecanismos no enzimáticos están compuestos por moléculas como: pigmentos, 

glutatión, ácido ascórbico y varios MetS. Existen diversos metabolitos secundarios que, 

a través de diversas funciones, pueden estar involucrados en la protección no enzimática 

de las plantas frente al estrés oxidativo (Ramos-Valdivia et al. 2012). 

 

2.6.1.3 Fenoles  

 

Los compuestos fenólicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y reproducción 

de las plantas y actúan como agentes protectores frente a patógenos, siendo secretados 

como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como infecciones, 

radiaciones UV, entre otros. Esta síntesis se da a partir de fenilalanina por la vía del 

Shikimato (Fig. 5), juegan un rol muy importante en las plantas, debido a que regulan el 

metabolismo y síntesis de la lignina (Dixon y Paiva, 1995).  

 
 

 

 

Figura 5. Ruta de Biosíntesis de los Fenilpropanoides (Modificada de Solecka, 1997). 
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En las plantas se encuentran un número considerable de compuestos fenólicos 

(flavanoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, ácidos fenólicos, etc.) (Cai et al. 2006).  

 

2.6.1.3.1 Fenilalanina amonio liasa (PAL) 

 

PAL es la primera enzima en la ruta del metabolismo fenólico y su actividad enzimática 

se activa por condiciones de estrés. Actúa catalizando la L-fenilalanina, que es un 

aminoácido aromático, dirigiendo el flujo de carbono de la vía de Shikimato a las vías del 

metabolismo de fenilpropanoides. Se trata de una vía metabólica secundaria en las 

plantas superiores y algunos otros organismos, involucrada principalmente en los 

mecanismos de defensa (MacDonald y D'Cunha, 2007). Esta reacción es la primera etapa 

de la amplia gama de reacciones que biosíntesis los fenilpropanoides (Jones, 1984). 

 

Se ha demostrado que de la actividad enzimática de PAL puede variar durante las fases 

de desarrollo de planta y condiciones de estrés ya sean bióticos y abióticos a los que este 

expuesta (Dixon y Paiva, 1995; Tomás-Barberán y Espín, 2001), promueve un 

incremento en la concentración de compuestos fenólicos que incluye la formación de 

lignina, flavonoides y ácidos hidroxicinámicos, que son sustratos para enzimas oxidantes, 

tales como polifenol oxidasas (PPO) y peroxidasa (POX).  

 

2.7  Estrés oxidativo en cultivo in vitro  

 

En la literatura existen diferentes trabajos en que estudian el efecto de inductores 

abióticos y/o bióticos y el estallamiento oxidativo. Zhang et al. (2013), en cultivos de raíces 

transformadas de Artemisia annua evaluaron la producción de artemisinina por la adición 

de nanopartículas de plata (NPs Ag), observando que la producción incrementó en las 

raíces tratadas, también indujeron el estrés oxidativo incrementando la actividad de CAT. 

Huerta-Heredia et al. (2009), incrementaron la producción de alcaloides oxindol 

monoterpenicos (AOM) y de 3-α-dihidrocadambinal (DHC) con la adición de H2O2 en 

raíces de Uncaria tomentosa, además observaron el incremento de la actividad 
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enzimática de peroxidasas aumentando la concentración de H2O2. En cultivos de 

suspensiones celulares de Salvia miltiorrhiza, Dong et al. (2010), estudiaron el efecto a 

elicitación con ácido salicílico (AS) encontrando que incrementa la acumulación de 

compuestos fenólicos como fenilalanina amonio liasa (PAL), tirosina aminotransferasa 

(TAT) y la actividad enzimática de SOD, CAT y GPOX. Ali et al. (2008), en cultivos de 

raíces Panax ginseng, en sistema de biorreactores evaluaron la adición de CO2, 

disminuyendo la acumulación de ginsenósidos, por lo contrario, obtuvieron un incremento 

tanto en la actividad enzimática y no enzimática. Ali et al. (2006), en cultivos de raíces en 

biorreactor de Panax ginseng indujeron la actividad antioxidante y la producción de 

saponinas con cobre (Cu) a diferentes concentraciones, demostrando la existencia del 

estallamiento oxidativo. Ali et al. (2005a), a escala biorreactor en cultivos de raíces de 

Panax ginseng aumentaron la concentración de CO2 encontrando que hubo un 

incremento en la concentración de fenoles y flavonoides. Ali et al. (2005b), indujeron la 

respuesta del sistema antioxidante en cultivo en biorreactor de raíces de Panax ginseng 

modificando los niveles de O2. La producción de ginsenósidos se incrementó, así como 

la actividad antioxidante enzimática. 

 

En S. rebaudiana, se han reportado los siguientes trabajos de estrés oxidativo, Javed et 

al. (2016), observaron en plántulas micropropagadas de S. rebaudiana, el efecto en la 

actividad antioxidante por la adición de NPs ZnO de 0 a 1000 ppm, donde a 1 ppm 

obtuvieron la mayor producción de fenoles (4.67 mgEqAG/mgExt). Álvarez-Robles et al. 

(2016), adicionaron concentraciones de metanol (0.1%, 0.5%, 1.5% y 2.5%) en brotes de 

S. rebaudiana, el mayor contenido de fenoles de 90.32 μmolEqAG/gp.s. con 1.5% de 

metanol. Desai et al. (2015), observaron la fitotoxicidad de la adición de diferentes 

concentraciones de NPs ZnO (50, 100, 200, 400 y 1000 mg/L) en plántulas in vitro de S. 

rebaudiana, encontrando que la maquinaria antioxidante enzimática fue actividad, 

encontrando que con 1000 mg/L se presentó la mayor actividad de CAT y SOD, mientras 

que para GPOX la mejor actividad fue con 100 mg/L. Rathore et al. (2014), evaluaron la 

influencia de NaCl (25, 50, 75, 100 y 125 mM) en dos cultivares de S. rebaudiana, 

observando que a 75 mM se obtuvo el mayor contenido de fenoles totales (22.42 mg/gp.f.).  
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3. Justificación  

 

En cultivos de tejidos vegetales se ha demostrado que el estrés provocado ya sea por 

elicitores bióticos o abióticos estimulan la producción de especies reactivas de oxígeno, 

desencadenando una cascada de señalización comandada por el peróxido de hidrogeno 

(H2O2), provocando un desequilibrio entre las especies oxidantes y antioxidantes, 

favoreciendo así la producción de MetS. Ese aumento de MetS puede ser utilizado 

fisiológicamente por el cultivo vegetal como una estrategia antioxidante para recuperar el 

equilibrio oxidativo. El cultivo in vitro de raíces es atractivo biotecnológicamente como un 

sistema órgano diferenciado que permite estudiar las respuestas bioquímicas a factores 

de estrés y a partir de estas proponer estrategias que potencialicen la producción de 

MetS. La planta S. rebaudiana es de amplio interés ya que ha demostrado importantes 

beneficios en la salud. Diferentes estrategias de producción se han implementado como 

el establecimiento de cultivos in vitro de raíces en suspensión. Sin embargo, en cultivos 

in vitro de raíces de S. rebaudiana no existen reportes de la participación del estrés 

oxidativo y su regulación. Conociendo todo lo anterior, es importante estudiar el efecto la 

participación de los sistemas antioxidantes enzimático y no enzimático, en respuesta al 

estrés para obtener información de los procesos bioquímicos que se desarrollan en S. 

rebaudiana. 
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4. Hipótesis  

 

La respuesta de los sistemas antioxidantes enzimático y no enzimático en cultivo in 

vitro de raíces de Stevia rebaudiana se activará por elicitación abiótica. 

 

 

 

5. Objetivo General 

 

Evaluar el crecimiento, la respuesta antioxidante enzimática y no enzimática en cultivos 

in vitro de raíces de Stevia rebaudiana bajo el régimen de elicitación abiótica.  

 

 

6. Objetivos Específicos 

 

6.1.1 Obtener un cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana. 

 

6.1.2 Estudiar el efecto de la adición de inductores abióticos sobre el crecimiento, 

producción de compuestos antioxidantes y la capacidad antioxidante enzimática en 

cultivos in vitro de raíces de Stevia rebaudiana. 

 

6.1.3 Relacionar el papel del estrés oxidativo y la respuesta antioxidante en cultivo in 

vitro de raíces de Stevia rebaudiana. 
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7. Metodología 

 

La presente investigación se llevó a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo 

de Células Vegetales de la Universidad del Papaloapan.  

 

7.1 Material vegetal 

 

El material vegetal utilizado fueron plántulas micropropagadas de S. rebaudiana 

establecidas en el Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del 

Papaloapan. Las raíces provenientes de medio semisólido se separaron de la plántula 

para su posterior establecimiento en medio líquido (Alvarado-Orea et al. 2014). 

 

7.2 Establecimiento de raíces en medio liquido  

 

Se colocaron explantes de las raíces de las plántulas en matraces Erlenmeyer de 125 mL 

conteniendo 50 mL de medio MS a la mitad (Murashige y Skoog, 1962), suplementado 

con 2% (p/v) de sacarosa y 0.5 mg/L de ácido indolbutirico (IBA). El pH del cultivo se 

ajustó a 6.3 previo a la esterilización a 121 ºC por 15 min. Las raíces se mantuvieron en 

oscuridad y en fotoperiodo 16/8 luz/oscuridad a 25 ± 2 ºC a 110 rpm de agitación orbital. 

Para el mantenimiento de la línea de cultivo in vitro de raíces se realizaron subcultivos 

cada 15 días. 

 

7.3 Extracción e identificación de Glucósidos de Esteviol (GE)  

7.3.1 Extracción de Glucósidos de Esteviol (GE) 

 

Para llevar a cabo la extracción de GE a partir de raíces in vitro de S. rebaudiana se siguió 

la metodología reportada por Bondarev et al. (2001), modificada. La biomasa se liofilizó, 

se pulverizó, utilizando un mortero con pistilo y los GE se extrajeron de forma sucesiva 

dos veces con metanol: H2O (80:20 v/v), en una relación de 10 mL por cada gramo de 
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biomasa, se sónico por 30 min. Posteriormente, se centrifugó por 15 min a 3500 rpm, el 

sobrenadante de la extracción sucesiva se aforo a 5 mL, se separó una alícuota de 0.5 

mL para la cuantificación de fenoles totales, todas las muestras se concentraron hasta su 

peso constante. 

 

7.3.2 Extracción en fase solida (SPE) 

 

La extracción en fase solida se realizó con cartuchos Strata C18-E de 100 mg/mL, 

siguiendo la metodología de Wöelwer et al. (2010). Los cartuchos se limpiaron con 

metanol (6 mL) y se acondicionaron con H2O (6 mL). La preparación de la muestra se 

realizó resuspendiendo los extractos crudos en 200 µL de acetonitrilo: H2O (80:20 v/v) y 

se llevó a 10 mL con H2O, centrifugando a 3500 rpm por 15 min y fue recuperado el 

sobrenadante. Posteriormente, el sobrenadante se pasó por el cartucho de SPE, se lavó 

con H2O (10 mL) y acetonitrilo: H2O (20:80 v/v) (10 mL) y se secó por 15 min a flujo de 

aire. Los GE fueron eluidos con acetonitrilo: H2O (80:20 v/v) (4 mL). Se llevó a sequedad 

para su posterior análisis.  

 

7.3.3 Cromatografía en capa fina TLC 

 

Los extractos de raíces de Stevia rebaudiana fueron resuspendidos en metanol: H2O 

(80:20 v/v), con ayuda de micropipetas, se aplicaron en la placa de sílica gel 60 F254 sin 

dañar la superficie. Se utilizaron como estándares el Reb A (1432-Sigma Aldrich), Est 

(50956-Sigma Aldrich) y ácido clorogénico (00500590-Sigma Aldrich). Para la separación 

del Est y Reb A en las placas, se utilizaron 3 fases móviles: acetato de etilo: etanol: 

acetona: H2O (15:3:6:6 v/v/v/v) (S1 y S1´) (Londhe y Nanaware, 2013), cloroformo: MeOH: 

N-propanol: H2O (5:6:1:4 v/v/v/v) (S2) y N-butanol: ácido acético: H2O (8:1:1 v/v/v) (S3). 

Las placas se tiñeron con 3 soluciones reveladoras: orcinol 0.5% en metanol: ácido 

sulfúrico (95:5 v/v) (R1), ácido fosfomolíbdico diluido (R2) y anisaldehído (R3), seguido de 

un calentamiento de 2 a 4 min (Dacome et al. 2005; Reis et al. 2011). La identificación de 



 

40 

 

los GE y fenoles de las muestras se comprobó por comparación de los factores 

empleados (Rf) de los estándares Est, Reb A y Ácido Clorogénico. 

 

Para determinar el Rf se utilizó la siguiente ecuación: 

 

 

Donde: 

Lc = Longitud que recorrió cada compuesto, desde la zona de punteo de la muestra hasta 

la altura alcanzada. 

Ls = Longitud que recorrió el disolvente desde la zona de punteo hasta el frente del 

solvente. 

 

Para la separación de los fenoles se utilizó la fase móvil (S2) acetato de etilo: ác. fórmico: 

ác. acético: H2O (100:11:11:27 v/v/v/v) y se observaron a una longitud de onda de 254 

nm dando una coloración azul fluorescente (Wagner y Bladt, 1996). El ácido clorogénico 

en las muestras se identificó con la comparación del Rf con el estándar.  

 

7.3.4 Espectrofotometría de masas 

 

La identificación de los GE por espectrofotometría de masas se llevó a cabo de acuerdo 

con la metodología descrita por Shafii et al. (2012). Las fracciones de los extractos 

obtenidas por SPE se suspendieron en metanol: agua (80:20 v/v) a una concentración de 

1 mg/mL, con respecto al peso seco de la fracción del extracto, después se llevaron a 30 

ppm en metanol grado masas y se inyectaron por infusión directa al equipo de 

espectrometría de Masas LCQ Fleet ion trap LC/MSn (ThermoScientific) a 10 µL/min.  
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7.4 Cinética de crecimiento 

 

Las raíces in vitro de S. rebaudiana se inocularon al 2% (p.f./v) en matraces Erlenmeyer 

de 125 mL con 50 mL medio de cultivo MS a la mitad (Murashige y Skoog, 1962), 

suplementado con 2% (p/v) de sacarosa y 0.5 mg/L de IBA. La toma de muestra se llevó 

a cabo cada tercer día, separando la biomasa del medio del cultivo y secándola con papel 

filtro. Para la determinación del peso seco la muestra se liofilizó hasta llegar a peso 

constante 

 

7.4.1 Índice de crecimiento  

 

El índice de crecimiento (IC), se determinó mediante la ecuación: 

 

 
Donde: 

IC= Índice de crecimiento. 

Pf = Valor del peso seco al final o toma de muestra durante el experimento. 

Pfi
 = Valor del peso seco al inicio del experimento. 

 

7.5 Cuantificación de Fenoles totales 

 

Para determinar fenoles totales (FT) se realizó de acuerdo con la metodología descrita 

por Singleton et al. (1999), modificada. Los extractos se resuspendieron en metanol: H2O 

(80:20 v/v) teniendo una concentración final de 50 mg/mL. La mezcla de reacción 

consistió en 100 µL de extracto, 1 mL de Folin-Ciocalteu (10%) (F9252-Sigma Aldrich), 

800 µL de carbonato de sodio (NaHCO3) (1M) (230952-Sigma Aldrich). Se incubó por 60 

min a temperatura ambiente y la absorbancia fue leída a 765 nm en un espectrofotómetro 

(UV/VIS Optizen pop). Se realizó una curva de calibración (ver Anexo), utilizando 
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catequina como estándar (C1251-Sigma Aldrich) y la concentración de fenoles totales, 

se expresó en equivalentes de catequina/miligramo de extracto seco.  

 

7.6 Cuantificación de Flavonoides 

 

La cuantificación de flavonoides totales se realizó de acuerdo con la metodología descrita 

por Dewanto et al. (2002). Los extractos fueron resuspendidos en metanol: H2O (80:20 

v/v) teniendo una concentración final de 50 mg/mL. La mezcla de reacción consistió en 

125 µL de extracto, 375 µL de etanol, 25 µL cloruro de aluminio (AlCl3) (10%) (237078-

Sigma Aldrich), 25 µL acetato de potasio (CH3CO2K) (1 M) (P3542-Sigma Aldrich) y 700 

µL H2O. Se incubó por 30 min a oscuridad y la absorbancia fue leída a 415 nm en un 

espectrofotómetro (UV/VIS Optizen pop). Se realizó una curva de calibración (ver Anexo), 

utilizando rutina (78095-Sigma Aldrich). La concentración de flavonoides totales fue 

expresada en equivalente de rutina/miligramo de extracto. 

 

7.7 Experimentos de elicitación  

7.7.1 Nanopartículas de óxido de Zn (NPs ZnO) 

 

Las NPs ZnO fueron donadas por el Depto. de plásticos en la agricultura, Centro de 

Investigación en Química Aplicada, Saltillo, Coah. Estas se agregaron a matraces 

Erlenmeyer 125 mL con 50 mL de medio de cultivo líquido en concentraciones finales de 

5 ppm (T1) y 15 ppm (T2), los medios de cultivo después de adicionar las NPs ZnO se 

sonicaron durante 30 min. El pH del medio del cultivo se ajustó a 6.3 previo a esterilizarse 

y se esterilizaron a 120 °C por 15min. A cada matraz se agregó 2% (p.f./v) de raíces. La 

toma de muestra se realizó a los 5 días después de la adición de NPs ZnO. Los 

experimentos se llevaron a cabo por triplicado. 
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7.7.2 Peróxido de Hidrogeno (H2O2) 

 

Se inocularon matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio de cultivo líquido con 2% de 

raíces (p.f./v). A los 10 días de crecimiento se adició dos concentraciones de peróxido 

de hidrógeno (250 µM y 500 µM), la toma de muestra se realizó los días 1, 3 y 5 

posteriores a la adición. El experimento se llevó a cabo por triplicado. 

 

7.7.3 Metil Jasmonato (MeJa) 

 

Se inocularon matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio de cultivo líquido con 2% de 

raíces (p.f./v). A los 10 días de crecimiento se adicionaron dos concentraciones de metil 

jasmonato (250 y 500 µM). El metil jasmonato (392707-Sigma Aldrich) fue disuelto en 

etanol y esterilizado en frío con filtros de nylon de 0.48 M previo a su uso (Mathew y 

Sankar, 2012). La colecta se realizó los días 1, 3 y 5 posteriores a la adición. El 

experimento se realizó por triplicado. 

 

7.8 Actividad enzimática 

7.8.1 Extracción y cuantificación de la actividad enzimática  

 

Las raíces se congelaron y pulverizaron con ayuda de nitrógeno líquido, después se 

agregó una solución amortiguadora (Tabla 2), se probaron dos tipos de pH, para poder 

determinar cuál proporcionaba la mayor actividad enzimática por su comparación en 

geles de actividad (ver Anexo). El extracto se mezcló cuidadosamente. Se centrifugó a 

10000 rpm durante 10 min. Todo se realizó a 4 °C. La proteína total se cuantificó por el 

método de Bradford, (1976) (500-0205 Vigorad), utilizando como estándar albúmina de 

suero de bovino (BSA) (500-0209 BioRad). 
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Tabla 2. Solución amortiguadora para la extracción de enzimas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
7.8.1.1 Actividad enzimática de APX (EC: 1.11.1.11) 

 

La actividad de APX se cuantificó por el método de descrito por Nakato y Asada, (1987), 

siguiendo la descomposición del H2O2 dependiente del ascorbato. La mezcla de reacción 

consistió en tomar extracto crudo de proteínas, solución amortiguadora de Na2HPO4 50 

mM pH 7, EDTA 0.1 mM, Ascorbato 0.1 mM y H2O2 0.1 mM. Se leyó a 290 nm al 

espectrofotómetro (UV/VIS Optizen pop). La actividad de APX fue calculada utilizando el 

coeficiente de extinción del ascorbato (2.8 M cm-1) y se expresó como µM/gprot*min. 

 

7.8.1.2 Actividad enzimática de CAT (EC: 1.11.1.6) 

 

La actividad de CAT se realizó de acuerdo con el protocolo descrito por Aebi, (1984). La 

mezcla de reacción consistió en una solución amortiguadora de Na2HPO4 100 mM a pH 

6.8, 25 mM de H2O2 y extracto enzimático. La disminución de la absorbancia debido al 

agotamiento del H2O2 fue leída a 240nm en un espectrofotómetro (UV/VIS Optizen pop). 

La actividad de CAT se calculó usando el coeficiente de extinción de H2O2 (40 M cm-1) y 

expresada como µM/gprot*min. 

 

 

 

Enzima Buffer de extracción  

APX, CAT, GPX y PAL 

 

NaPO4 100 mM a pH 7, 1% PVPP, 

1 mM EDTA  

APX, CAT, GPX y PAL 

 

NaPO4 100 mM a pH 7, 1% PVPP, 

1 mM EDTA y 5 mM ascorbato 
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7.8.1.3 Actividad enzimática de GPOX (EC:1.11.1.7)  

 

La actividad enzimática de GPOX, se cuantificó por la oxidación del guayacol utilizando 

el método propuesto por Pütter, (1971). La mezcla de reacción contenía extracto crudo 

de proteínas, solución amortiguadora de Na2HPO4 100 mM pH 6, 25 mM H2O2 y 25 mM 

guayacol. La absorbancia fue leída a 470 nm en un espectrofotómetro (UV/VIS Optizen 

pop). La actividad enzimática se determinó como la cantidad de proteína necesaria para 

oxidar 1 µmol de guayacol por minuto. 

 

7.8.1.4 Actividad enzimática de PAL (EC: 4.3.1.5) 

 

La actividad enzimática de PAL se cuantificó utilizando la metodología descrita por Fritz 

et al. (1976). La mezcla de reacción consistió en extracto enzimático, una solución 

amortiguadora de Tris-HCl pH 8.5 150 mM, H2O desionizada y como sustrato 2 mM de 

fenilalanina. La absorbancia se leyó a 270 nm (UV/VIS Optizen pop). La actividad de PAL 

fue calculada con el coeficiente de extinción de ácido cinámico (19.73 mM cm-1) y fue 

expresada como µM/gprot*min. 
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8. Resultados y Discusión 

 

8.1 Establecimiento del cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana  

 

El cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana fue iniciado con explantes de raíces 

provenientes de cultivos de plántulas crecidas en medio semisólido, éstas se cortaron 

separándolas de la parte aérea de la plántula y fueron colocadas en matraces que 

contenían medio liquido de MS a la mitad suplementado con 2% de sacarosa y 0.5 g/L 

de IBA (Fig. 6), bajo dos regímenes lumínicos: 1) oscuridad y 2) fotoperiodo 16/8 h. 

 
 

 
 

Figura 6. Establecimiento del cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana. A) Raíces de 
plántulas en medio semisólido y B) Cultivo de raíces en medio líquido. 

 
 
Se observó que la coloración entre los dos cultivos de raíces fue diferente; las que se 

encontraban en oscuridad se observaron incoloras y las raíces en fotoperiodo se tornaron 

de color verde (Fig. 7). Esto puede deberse a la capacidad intrínseca de los plástidos a 

diferenciarse a cloroplastos en las raíces, o al menos ciertas regiones de raíces de 

algunas plantas han mostrado conversión de amiloplastidos a cloroplastos (Kirk y Tilney 

- Bassett, 1978).  

B A 
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Figura 7. Raíces in vitro de Stevia rebaudiana A) Oscuridad y B) Fotoperiodo. 

 
 

Las raíces, in vivo o in vitro, pueden llegar a ser verdes cuando se cultivan bajo luz, esta 

capacidad varia ampliamente entre especies de plantas (Torrey y Clarkson, 1975). Flores 

et al. (1988), concluyeron que cultivos de raíces transformadas, especialmente de la 

especie Asterácea, son capaces de tomar coloración verde. Flores et al. (1993), 

evaluaron la morfología fotosintética de cultivos de raíces de B. sulphureus y A. 

oppositifolia por microscopia de luz y microscopio electrónico de transición (TEM), 

observando que las raíces de A. oppositifolia mantuvieron su anatomía de raíz típica. Los 

plástidos que se encuentran en las células corticales de ambas especies tienen tilacoides 

diferenciados y granos de almidón que son, en general, muy similares a los cloroplastos 

que se encuentran en las hojas. En contraste, los plástidos de las células corticales de 

las raíces cultivadas en la oscuridad permanecieron en gran medida indiferenciados y en 

algunos casos se formaron gránulos de almidón.  

 

En las plantas, los genes implicados en la fotosíntesis se codifican por separado en los 

núcleos y plástidos, y por lo tanto se requiere la cooperación estrecha entre estos dos 

genomas para el desarrollo de los cloroplastos funcionales. Sin embargo, se sabe muy 

poco sobre el potencial fotosintético de la raíz, las condiciones que favorecen su 

expresión, o cuán extendido está su capacidad metabólica.  

 

  

A B 
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8.2 Análisis químico de los metabolitos secundarios presentes en las raíces in 

vitro de S. rebaudiana  

 

Con el fin de conocer el perfil metabólico del cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana 

en TLC, se probaron diferentes fases móviles.  

 

8.2.1 Cromatografía en capa fina (TLC) 

 

Para la identificación de GE de los extractos metanólicos de raíces in vitro de S. 

rebaudiana, se utilizaron 3 fases móviles: acetato de etilo: etanol: acetona: H2O (15:3:6:6 

v/v/v/v) (S1 y S1´); para las cuales se utilizaron dos reveladores diferentes: orcinol 0.5% 

(R1) (Fig. 8A) y ácido fosfomolíbdico diluido (R2) (Fig. 8B), las otras dos fases móviles 

fueron cloroformo: MeOH: N-propanol: H2O (5:6:1:4 v/v/v/v) (S2) (Fig. 8C) y N-butanol: ác. 

acético: H2O (8:1:1 v/v/v) (S3) (Fig. 8D), reveladas con Anisaldehido (R3). Cabe destacar 

que de las muestras 1 y 2 de las Fig. 8C y D se puntearon 16 μg y 48 μg de extracto 

respectivamente. Además, que son precisamente en estos dos cromatogramas donde se 

observa una mayor definición en las bandas correspondientes al Est y Reb A comparadas 

con los estándares.  

 

Por otro lado, también se realizó un cromatograma para la identificación de compuestos 

fenólicos (Fig. 9) de los extractos metanólicos de las raíces in vitro de S. rebaudiana, para 

la cual se utilizó la siguiente fase móvil: acetato de etilo: ác. fórmico: ác. acético: H2O 

(100:11:11:27 v/v/v/v) (S4). Teniendo en el carril 1 y 3 extractos de raíces in vitro de S. 

rebaudiana y en el carril 2 el estándar ácido clorogénico. Por otra parte, se aprecian otras 

dos bandas en la parte superior del cromatofolio, donde los Rf calculados son de 0.8 y 

0.9, compradas con los Rf reportados, probablemente se trata de ácido iso-clorogénico, 

ácido ferúlico o ácido cafeico, respectivamente (Wagner y Bladt, 1996). 
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Figura 8. Identificación de GE en extractos de raíces in vitro de S. rebaudiana. A) 1-Muestra, 2-
Est y 3-Reb A. B) 1-Est y 2-Muestra. C y D) 1-Reb A, 2-Est, 3-Muestra y 4-Muestra. 

 
 

 
 

Figura 9. Identificación de compuestos fenólicos en extractos de raíces in vitro de S. 
rebaudiana. 1 y 3, Extracto de raíces. 2, ácido clorogénico. 

D C 

B A 

1   2    3 1        2  

1   2   3   4 1   2   3   4 

          1      2     3   



 

50 

 

Los Rf obtenidos tanto para la identificación de GE como para los compuestos fenólicos 

fueron comparados con los obtenidos con los estándares, presentados en la Tabla 3. 

 
 
Tabla 3. Rf de los extractos metanólicos del cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana utilizando 

las fases: S1, S1’, S2, S3 y S4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Rf comparado con lo reportado por Wagner y Bladt, (1996). 

 
 
8.2.2 Identificación de GE por espectrometría de masas  

 

Se demostró la capacidad de producción de GE en el cultivo in vitro de raíces de S. 

rebaudiana por espectrometría de masas mediante la identificación de los iones 

moleculares y sus patrones de fragmentación correspondientes, como se muestra en la 

Fig. 10 y Tabla 4. En la Fig. 10A se observa el ión molecular [M-H]- = 803 correspondiente 

al Est, además, se confirmó su identificación por comparación con el espectro de 

fragmentación del estándar Est (S3572-Sigma Aldrich) (Fig. 11).  

 

Mientras que el ión molecular [M-H]- = 317 de la Fig. 8B, puede corresponder a esteviol 

o isoesteviol, esto de acuerdo con lo reportado con Shafii et al. (2012) y Gardana et al. 

(2010). Además, fue tentativamente identificado el ión molecular [M-H]- = 641 que puede 

corresponder al esteviolbiósido o rubusósido (Tabla 4). 

Compuesto 
Rf 

S1 

Rf 

S1´ 

Rf 

S2 

Rf 

S3 

Rf 

S4 

Rf  

estándar 

Reb A  

Est 

Ác. Clorogénico 

Ác. 

Isoclorogénico 

Ác. cafeico 

Ác. ferúlico 

0.31 

0.4 

0.4 

- 

- 

- 

0.58 

0.60 

0.28 

0.29 

0.22 

0.30 

- 

- 

0.47 

0.8* 

0.9* 

0.9* 

0.31 

0.4 

0.47 

- 

- 

- 
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Figura 10. Espectros de GE producidos en cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana obtenidos 
por la técnica de infusión directa en metanol. A) Est y B) esteviol o isoesteviol. 

 

 

 

Figura 11. Espectro del Est obtenido por la técnica de infusión directa a 5 ppm en metanol. 

A 

B 
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Cabe señalar que en la metodología estándar de inyección por infusión directa al 

espectrómetro de masas normalmente se inyectan 5 ppm en base al peso seco del 

extracto.  

 

En este caso para lograr identificar los GE en el extracto de raíz fue necesario inyectar a 

30 ppm por lo que se deduce que la producción de GE es baja. Es probable que, por este 

motivo, trabajos anteriores no reportaron presencia de GE en cultivos in vitro raíces de 

S. rebaudiana (Yamasaki y Flores 1991; Reis et al. 2011; Fu et al. 2014). Este es el primer 

reporte que demuestra la producción de GE en cultivo in vitro de raíces S. rebaudiana. 

 
 

Tabla 4. Identificación de GE en cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana. 

 

[H-H]- = Ion molecular en modo negativo. 
MSn (MS2, MS3 y MS4) = Espectrometría en múltiples etapas.  

 
 
8.3 Cinética de crecimiento  

 

Para llevar a cabo la cinética de crecimiento, se inocularon con 2% de peso freso (gp.f./v) 

de raíces, matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio liquido descrito en el 

apartado 6.2. La cinética se realizó durante 25 días. En la Fig. 12, se muestra la cinética 

de crecimiento de las raíces in vitro de S. rebaudiana, donde se encontró que la máxima 

Ion 
molecular 

[H-H]- 
MS2 MS3 MS4 Compuesto Fuente 

Parte de la 
planta 

803 

641; 

624; 
461; 
317 

479; 

413; 
521; 
593 

317 Esteviósido 
Gardana et 

al. 2010; Pól 
et al. 2007 

Hojas de S. 
rebaudiana 

317 

249; 
273; 
299; 
231 

180; 

113; 
205 

- 
Esteviol o 
isoesteviol 

Gardana et 
al. 2010; 

Shafii et al. 
2012 

Hojas de S. 
rebaudiana 

641 - - - 
Esteviolbiósido 
o rubusósido 

Gardana et 
al. 2010 

Hojas de S. 
rebaudiana 
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biomasa obtenida fue a los 20 días con 10.24 gp.s./L, teniendo una velocidad de 

crecimiento de 0.090 d-1 y un tiempo de duplicación de 7.61 días. El incremento en la 

biomasa fue 5.6 veces mayor con respecto al inóculo inicial.  

 
 

 

 

Figura 12. Cinética de crecimiento del cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana. 

 
 
Reis et al. (2011), determinaron la productividad de cultivos de raíces in vitro crecidas en 

sistema de botella rodada y como esto dependía de la densidad del inóculo. Las biomasas 

iniciales fueron: 0.2, 0.3, 1.0, 2.0 y 4.0 g, la densidad óptima de inóculo fue de 0.2 g, ya 

que permitió un mejor desarrollo de las raíces, donde se alcanzó entre las semanas 4 y 

5 su máximo crecimiento, siendo 13 veces más con respecto al inóculo inicial. En el 2013, 

Mathur y Shekhawat, evaluaron la dinámica de crecimiento en cultivos celulares de S. 

rebaudiana durante 28 días, demostrando que al día 14 de crecimiento, el cultivo alcanzó 

su máximo crecimiento, siendo 4.6 veces mayor con respecto al inóculo (10% v/v), 

teniendo un tiempo de duplicación de 26.35 h. Por otro lado, Fu et al. (2014), en cultivo 

in vitro de raíces transformadas de S. rebaudiana observaron que su máxima 

acumulación de biomasa fue entre los días 24-27, alcanzando 22.2 gp.s./L, 48 veces más 

comparado al inóculo. Por último, Min et al. (2007), señaló que altas densidades de 

inóculo resulta en un crecimiento pobre debido a que las raíces adventicias alcanzan 
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rápidamente su fase estacionaria, lo que limita la disponibilidad de oxígeno y nutrientes 

y por lo tanto afecta la producción de metabolitos secundarios.  

 

Nuestros resultados demuestran tener una buena productividad en cuanto al crecimiento 

con respecto al inóculo inicial, obtuvimos la mitad de la biomasa comparado con lo 

reportado por Fu et al. (2014), tomando en cuenta que sus cultivos de raíces eran 

transformadas, las cuales muestran un crecimiento vigoroso en medio libre de 

fitohormona. 

 

8.4 Elicitación abiótica en cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana  

8.4.1 Efecto de la adición de NPs ZnO en la actividad antioxidante no enzimática 

8.4.1.1 Cuantificación de fenoles totales  

 

Se cuantificó la acumulación de fenoles totales por efecto de la adición de NPs ZnO en 

el cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana, se observó que el contenido de fenoles en 

el control fue de 188.22 μgECq/mgExt, mientras que a 5 y 15 ppm disminuyeron su 

acumulación alrededor del 55% y 90%, respectivamente (Fig. 13). Javed et al. (2016), 

observaron en plántulas micropropagadas de S. rebaudiana, que con la adición de 1 ppm 

NPs ZnO se obtuvo la mayor producción de fenoles 4.67 µgEqAG/mgExt. Comparando 

nuestros resultados con los obtenidos por Javed et al. (2016), se podría suponer que la 

concentración adicionada a los cultivos in vitro de raíces de S. rebaudiana fue muy 

elevada y que los fenoles pudieron haber actuado como el primer mecanismo de defensa 

de la planta. 

 

Krishnaraj et al. (2012), evaluaron el efecto de la adición de 10 ppm de NPs Ag sobre el 

contenido de fenoles totales en plántulas de Bacopa monnieri (Linn.) cultivadas en 

hidroponía bajo fotoperiodo (16 h luz/8 h oscuridad) durante 30 días. El análisis del 

contenido de fenoles totales en las plantas tratadas con NPs Ag cambió hacia el 

metabolismo secundario incrementando acumulación de fenoles con respecto al tiempo, 

siendo la raíz la que presentaba un mayor contenido de fenoles totales comparada con 
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las hojas y tallo. Además, una reducción en los niveles de proteínas y carbohidratos 

después del décimo día de tratamiento coincidió con un aumento significativo en el 

contenido fenólico. Tales respuestas se han reportado en plantas bajo estrés por metales 

pesados, así como de patógenos. En la mitigación del estrés por metales pesados, se ha 

descrito que los derivados fenólicos actúan como quelantes metálicos y como 

antioxidantes, reduciendo la formación de ERO.  

 
 

 

 

Figura 13. Efecto de la adición de NPs ZnO en la acumulación de Fenoles totales intracelular en 
cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana. La adición del elicitor se realizó al tiempo cero, la 

toma de muestra se realizó 5 días posteriores a la adición. A) Producción de Fenoles totales y 
B) Raíces de S. rebaudiana a los 5 días a la exposición a NPs ZnO.    

 

AL-Oubaidi y Kasid, (2015), demostraron el aumento de la producción de metabolitos 

secundarios (compuestos fenólicos y flavonoides) en callos de Cicer arietinum expuestos 

a diferentes concentraciones de NPs TiO2 (0.5, 1.5, 3, 4.5 y 6 mg/L). Los resultados 

revelaron que las concentraciones de 4.5 y 6 mg/L estimularon mayormente la producción 

de estos metabolitos.  

 

Se ha demostrado que la adición de NPs altera el metabolismo secundario en plantas 

incrementando la producción de ERO el cual se lleva a cabo mediante estallamiento 

oxidativo, así mismo diversos estudios han puesto en evidencia que las plantas tratadas 

con NPs incrementan la producción de compuestos fenólicos y que estos actúan como 
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moléculas antioxidantes contrarrestando la producción de ERO (Marslin et al. 2017). 

Similar a lo anterior reporta Huerta-Heredia et al. (2009), donde evaluaron la estimulación 

de MOA y DHC por la adición de diferentes concentraciones (200, 800 y 1000 µM) de 

H2O2 provocando estallamiento oxidativo en cultivos raíces de U. Tomentosa. 

Incrementaron la producción de MOA un 56% comparado con el control con la adición de 

800 y 1000 µM de H2O2, sin embargo, en raíces tratadas con 800 y 1000 µM de H2O2 la 

acumulación de DHC se redujo comparadas con el control un 30-40%. La disminución de 

DHC podría estar relacionada con un papel de protección en las raíces de U. tomentosa 

al ser oxidada por la presencia de H2O2. 

 

Con lo anterior es posible sugerir que los resultados mostrados en la reducción en la 

acumulación de fenoles por la adición de NPs ZnO a los cultivos in vitro de S. rebaudiana, 

estos compuestos podrían ser las primeras moléculas en ser oxidadas como respuesta 

del mecanismo antioxidante no enzimático provocado por el estrés oxidativo. Algunos 

estudios también han demostrado que el tratamiento de plantas y microorganismos 

fotosintéticos con NPs producen una mayor producción de compuestos fenólicos 

(Comotto et al. 2014; Ghorbanpour y Hadian, 2015; Večeřová et al. 2016), y que podrían 

actuar como antioxidantes para la depuración las ERO (Franklin et al. 2009). 

 

8.4.1.2 Actividad enzimática  

 

Por efecto del estrés oxidativo se observó un aumento en la actividad enzimática y los 

procesos que producen H2O2 y O2
 - o debilitando la función de los sistemas antioxidantes, 

permitiendo la formación de ERO más oxidantes como OH-. Entre los metales pesados, 

Fe2+ y Cu1+ que se producen normalmente en las células, puede reaccionar con H2O2 y 

OH que se forma a través de la reacción de Haber-Weiss. Una de las principales 

consecuencias de acción de los metales pesados es incrementar la producción de ERO, 

que por lo general daña órganos celulares tales como membranas, ácidos nucleicos, 

pigmentos y cloroplastos (Maksymiec, 2007). Por lo anterior se determinó la actividad 

enzimática perteneciente al sistema antioxidante.  
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En la Fig. 14 se muestra la actividad de GPOX, CAT, APX y PAL, donde se observa que 

la actividad de GPOX (Fig. 14a), incrementa conforme se aumentó la concentración de 

NPs ZnO, hasta 11 veces para T2 comparado con el control (49 ± µM/gprot*min). Mientras 

que, la actividad de CAT (Fig. 14b) incrementó 2.5 veces más para T2 (2.09 ± 

mM/gprot*min). Se ha demostrado que el principal efecto de muchos metales pesados 

puede ser el resultado de una mayor actividad de la NADPH oxidasa que está 

parcialmente relacionado con el aumento en la formación de O2
-. Por otro lado, la 

actividad de APX (Fig. 14c) disminuyó hasta 1.24 veces con la adición de 15 ppm NP 

ZnO. La actividad de PAL (Fig. 14d) se muestra que con el incremento en la 

concentración del elicitor disminuyó su actividad en 41% y 63% para T1 y T2 

respetivamente, comparadas con el control (59 ± µM/gprot*min), teniendo congruencia con 

los datos de fenoles totales anteriormente descritos.  

 
 

 

 

Figura 14. Efecto de las NPs ZnO en cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana a los 5 días de 
exposición en la actividad de A) GPOX, B) CAT, C) APX, D) PAL. 
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Desai et al. (2015), observaron la fitotoxicidad de la adición de diferentes concentraciones 

de NPs ZnO (50, 100, 200, 400 y 1000 mg/L) en plántulas in vitro de S. rebaudiana, 

encontrando que la maquinaria antioxidante enzimática fue activada, con 1000 mg/L 

obtuvieron la mayor actividad de CAT y SOD, mientras que para POX, la mejor actividad 

se presentó con 100 mg/L. Resultados similares fueron reportados por Schützendübel et 

al. (2002), en raíces de Populus× canescens donde indujeron el estrés oxidativo por la 

adición de cadmio (Cd) donde a las 48 h pierden por completo la actividad de APX a una 

concentración de 50 µM de Cd, asociándolo al incremento en la acumulación de H2O2. 

Piqueras et al. (1999), sugiere que la estimulación de un estrés oxidativo y la inhibición 

de enzimas antioxidantes son el resultado de la excesiva acumulación de H2O2.  

 

Mirzajani et al. (2014), reportaron la adición de NPs Ag en raíces O. sativa presentaron 

un incremento en la actividad de SOD, APX y glutatión-S-transferasa (GST). De igual 

forma, Tripathi et al. (2017), estimularon con NPs Ag las actividades de SOD y APX 

significativamente, por lo contrario, inhibieron el glutatión reductasa (GR) y el DHAR en 

plántulas de Pisum sativum L. Por otro lado, Dimkpa et al. (2012), en raíces de trigo, la 

actividad de catalasa (CAT), otra enzima que protege a las células del daño oxidativo fue 

elevada significativamente tras el tratamiento con 500 mg/kg NPs CuO. Además, en 

plantas de maíz germinadas y cultivadas en suelos modificados con 400 y 800 mg/kg de 

NPs CeO2 mostraron un aumento en la acumulación de H2O2 dependiente de la 

concentración después de 10 días, pero al día 20 no mostró ninguna diferencia. Un patrón 

similar se observó en el incremento de las actividades de CAT y APX que contrarrestan 

la peroxidación lipídica en las plántulas de maíz tratadas con NPs CeO2 (Zhao et al. 

2012).  

 

Los resultados obtenidos por la adición de NPs ZnO a las raíces in vitro de S. rebaudiana 

coinciden con lo reportado en otros sistemas, donde la adición de NPs inducen al 

estallamiento oxidativo activando el mecanismo de defensa antioxidante enzimático. Sin 

embargo, las actividades de PAL junto con la producción de fenoles disminuyeron con el 
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incremento de las concentraciones de NPs ZnO, podría sugerirse que esta enzima pudo 

haber estado activa en las primeras horas de la adición de las NPs llevando a cabo la 

síntesis de fenoles para poder usarlos como moléculas antioxidantes y contrarrestar el 

estrés oxidativo. Por otro lado, se ha demostrado que altas concentraciones de metales 

pesados pueden inhibir el ciclo del ascorbato-glutatión, suponemos que por esta razón la 

actividad de APX disminuyó con el incremento en la concentración de NPS ZnO. 

 

8.4.2 Efecto de H2O2 en cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana.  

8.4.2.1 Crecimiento  

 

Se adicionaron 250 y 500 μM de H2O2 a las raíces de S. rebaudiana, al quinto día de 

exposición en ambas concentraciones se vio afectado considerablemente el crecimiento 

(Fig. 15a). Disminuyendo un 34% para 250 μM y un 41% para 500 μM con respecto al 

control (7.02 gp.s./L). 

 
 

 
 

Figura 15. Efecto en el crecimiento por la adición de H2O2 en cultivos in vitro de raíces de S. 
rebaudiana. La adición del elicitor se realizó a los 10 días de crecimiento, la cosecha se realizó 
con 1,3 y 5 días de exposición al H2O2. A) Control (■), cultivos elicitados con 250 µM de H2O2 

(♦) y cultivos elicitados con 500 µM de H2O2 (▲), B) cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana a 

los 5 días de exposición a H2O2. 
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donde con 800 y 1000 μM perdieron un 25% de crecimiento desde el 5 to día de 

exposición. Dunan et al. (2007), evaluaron en plántulas de Arabidopsis a varios 

compuestos que incrementan la actividad de las ERO, además de las consecuencias que 

estas tienen en el desarrollo de la raíz, demostrando que un exceso de H2O2 puede llegar 

a reducir considerablemente su crecimiento. Rojo y Delgado, (2010), encontraron que la 

adición de 1 y 5 mM de H2O2 en plántulas in vitro de Solanum tuberosum L. redujo la 

longitud del brote en un 15.03 y 34.64% con respecto al control (6 mm). Resultados 

similares fueron presentados por Pnueli et al. (2003), demostrando que la acumulación 

de H2O2 en plantas de Arabidopsis sp. inhibió el crecimiento y desarrollo vegetal, 

sugiriendo que el incremento de H2O2 intracelular activa la expresión de factores de 

transcripción involucrados en el control del crecimiento. 

 

8.4.2.2  Actividad antioxidante no enzimática  

8.4.2.2.1 Cuantificación de fenoles, flavonoides totales y PAL  

  

Los resultados de la acumulación de fenoles totales en raíces de S. rebaudiana por efecto 

de la adición de H2O2 (Fig. 16a), demuestran que, al día 1 se obtuvo la mayor 

acumulación de fenoles, a 250 µM incrementó 0.35 veces más que el control (546.09 

µgECq/mgExt), por lo contrario, a 500 µM de adición exógena de H2O2, la acumulación de 

fenoles totales fue incrementando teniendo su máxima acumulación al día 5 con 0.42 

veces más que el control (421.93 µgECq/mgExt). Por otro lado, la producción de flavonoides 

totales (Fig. 16b) en raíces expuestas a 250 µM, su máxima acumulación fue al día 5 con 

10.4 veces más que el control (34.63 µgER/mgExt) mientras que, a 500 µM de H2O2 su 

mayor producción fue al tercer día con 4.13 veces más comparado con el control (57.40 

µgER/mgExt). La actividad de PAL (Fig. 16c) presentó un comportamiento similar que la 

producción de fenoles y flavonoides totales, siendo el día 5 donde se observó que para 

250 y 500 µM incrementó 3 y 2.5 veces más su actividad con respecto al control (5.49 

μM/mgprot*min). 
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Figura 16. Efecto de la adición de H2O2 en cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana en la 
acumulación de A) Fenoles, B) Flavonoides totales y C) la actividad de PAL a los 1, 3 y 5 días 

de exposición. 

 
 

Javed et al. (2017), estudiaron el efecto del estrés provocado por la adición exógena de 

10 y 20 mM de H2O2 a plántulas de S. rebaudiana con un tiempo de exposición de 6 h. 

La mayor acumulación de fenoles y flavonoides totales fue observada con 10 mM de 

H2O2, demostrando que S. rebaudiana tiene la capacidad de sobresalir del estrés con la 

ayuda de estas moléculas antioxidantes. Arencibia et al. (2012), indujeron el estrés 

oxidativo en plántulas de caña micropropagadas en biorreactores de inmersión temporal, 

con la adición de H2O2 a diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 50 mM), observando que 

con la aplicación de 5 mM de H2O2 incrementó la producción de compuestos fenólicos. 
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Hao et al. (2014), estudiaron el efecto de la adición de ácido salicílico (AS) y H2O2 a 

suspensiones celulares de Salvia miltiorrhiza, la adición de 10 mM de H2O2 indujo la 

actividad de PAL y la producción de ácido rosmarínico. Diferentes investigaciones 

demuestran que las plantas tienen un sistema de respuesta a los elicitores, incluyendo 

activación de enzimas y la producción de metabolitos secundarios, los cuales no solo 

están regulados por las vías de señalización, sino también por un cross-talk de moléculas 

señal (Wang et al. 2011; Guo et al. 2014). El AS induce a la producción de H2O2 que a 

su vez puede promover la actividad de PAL y la producción de metabolitos secundarios, 

siendo el H2O2 un segundo mensajero en la traducción de señales cuando se aplica AS. 

Algunas enzimas antioxidantes, genes y metabolitos funcionan como principales 

protectores ante el estrés oxidativo en plantas. Guo et al. (2014), adicionaron AS a 

cultivos de celulares de Salvia miltiorrhiza, donde incrementaron la acumulación de ácido 

salvianólico B, demostraron que el AS puede incrementar los niveles de H2O2 y que existe 

una relación entre el AS y H2O2 ya que pudiera funcionar como un segundo mensajero 

para la producción de MetS. La inhibición de la producción de H2O2, demostró que no 

hubo una disminución significativa, proponiendo un mecanismo entre Ca2+, óxido nítrico, 

la activación de factores de transcripcionales y de genes, AS y ERO de señalización 

pudieran estar involucrados para producir una cantidad considerable de H2O2 basal para 

cubrir las necesidades de la célula.  

 

8.4.2.3 Actividad antioxidante enzimática  

 

Para evaluar el mecanismo de defensa antioxidante enzimático de las raíces de S. 

rebaudiana expuestas a H2O2, se cuantificó la actividad de GPOX, CAT y APX, enzimas 

que contrarrestan la formación de ERO. La mayor actividad de GPOX (Fig. 17a) se 

observó al día 5 para las dos concentraciones 250 y 500 µM de H2O2 con 1.02 y 0.61 

veces más comparados con el control (11.49 mM/mgprot*min). Para la actividad de CAT 

(Fig. 17b) la mayor actividad se obtuvo al día 3 con 0.50 y 1.44 veces más comparado al 

control (10.08 μM/mgprot*min) para 250 y 500 µM, respectivamente. Por otro lado, la 

actividad de APX (Fig. 17c), en los primeros 3 días disminuyó en un 26% para 250 µM 
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mientras que para 500 µM perdió un 78% de su actividad, pero al día 5 su actividad fue 

parecida al control (295.24 μM/mgprot*min) en ambas concentraciones.  

 
 

 

Figura 17. Efecto del H2O2 en cultivos in vitro de raíces de S. rebaudiana a los 1, 3 y 5 días de 
exposición en la actividad de A) GPOX, B) CAT, C) APX. 
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funciones río arriba o abajo en la red de traducción de señales ayudando a la planta a 

mejorar su adaptación al estrés estimulando una mayor actividad de enzimas 

antioxidantes en plantas. Srivastava y Srivastava, (2014), evaluaron el estrés hídrico 

(100, 200 y 300 mL de agua) y el control (400 mL de agua) en ejemplares de S. 

rebaudiana durante 40 días, encontrando que las actividades de POX y CAT 

incrementaron en las plantas moderadamente y ligeramente (200 y 300 mL de agua) 

comparado con el control donde la actividad de ambas enzimas disminuyó gradualmente. 

Cingoz et al. (2014), expusieron callos de Digitalis a concentraciones crecientes de H2O2 

(0-10 mM) durante 6 horas, teniendo la mayor actividad enzimática tanto para CAT y SOD 

en callos que contenían en el medio 10 mM de H2O2. Huerta-Heredia et al. (2009), 

observaron el incremento de la actividad enzimática de POX y SOD, con forme 

aumentaban la concentración de H2O2 de 6 y 2 veces más, respectivamente. Tang et al. 

(2009), asperjaron de 50, 100 y 200 mM de H2O2 a hojas de Catharanthus roseus, a 100 

mM de H2O2 la actividad de POX incrementó 5 veces más que el control 2 horas después 

de la aplicación. De igual forma, Ali et al. (2005a), indujeron la respuesta del sistema 

antioxidante enzimático en cultivo en biorreactor de raíces de Panax ginseng modificando 

los niveles de O2 (30, 40 y 50%). La producción de ginsenósidos incrementó a niveles de 

40% de O2, así como la actividad antioxidante de enzimas como SOD, POX, CAT, APX, 

glutatión reductasa (GR) y glutatión S transferasa (GST). No obstante, al incrementar el 

O2 a 50% disminuyó tanto la producción de ginsenósidos como la actividad antioxidante 

de APX, glutatión reductasa GR y GST glutatión peroxidasa (GPX) y dehidroascorbato 

reductasa (DHAR).  

 

Ali et al. (2008), en cultivos de raíces Panax ginseng, en sistema de biorreactores 

avaluaron la adición de CO2 disminuyendo la acumulación de ginsenósidos, por lo 

contrario, hubo un incremento en la actividad enzimática y no enzimática, por lo que la 

planta tiene la capacidad para tolerar el estrés inducido. Por otro lado, Rivera-Contreras 

et al. (2016), sometieron ecotipos Brachypodium distachyon a estrés por inundación 

durante 24 h, la tinción de hojas con nitroblue tetrazolium (NBT) y diaminobencidina 

(DAB) indicó presencia de O1
2- y H2O2 respectivamente. Resultados similares se 
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observaron cuando se cuantificó la absorbancia de formazán (O1
2-) y la oxidación Amplex 

Red (H2O2), sugiriendo que un factor determinante para la tolerancia por inundación en 

los ecotipos de Brachypodium distachyon estudiados es la gestión coordinada del estrés 

oxidativo. Por otro lado, Liu et al. (2010), estudiaron la respuesta al estrés osmótico por 

la adición Polietilenglicol (PEG) y H2O2 en dos variedades de Cucumis sativus y su efecto 

sobre la actividad antioxidante enzimática. La combinación de H2O2+ PEG aumentó la 

actividad antioxidante enzimática de Mn-SOD, GSH-Px, CAT, GPX, APX, MDHAR, DHAR 

y GR y los antioxidantes AsA y GSH, concluyendo que el H2O2 exógeno puede inducir 

tolerancia al estrés osmótico en hojas de pepino aumentando la actividad antioxidante y 

disminuyendo la peroxidación lipídica hasta cierto punto, y protegiendo así la 

ultraestructura de la mayoría de las membranas. La adición de H2O2 activó el mecanismo 

antioxidante enzimático y no enzimático de las raíces, lo que puso en evidencia que el 

sistema fue capaz de defenderse contra el estrés abiótico evitando daños celulares 

provocados por la excesiva producción de ERO, de igual forma aumentó la acumulación 

de metabolitos secundarios antioxidantes, como fenoles y flavonoides que también se 

encuentran involucrados en la disminución de ERO. 

 

8.4.3 Efecto de MeJa en cultivo in vitro raíces de S. rebaudiana. 

8.4.3.1 Crecimiento 

 

En la Fig. 18a se puede observar el efecto de la adición de dos concentraciones de MeJa 

sobre el crecimiento de las raíces. Para 250 µM disminuyó 42% su crecimiento, mientras 

que para 500 µM 43% comparado con el control (7.03 gp.s./L). Las raíces elicitadas con 

MeJa (Fig. 18b) presentaron una coloración café, que podría ser un indicador de daño en 

el tejido. 

 

Este mismo efecto de inhibición en el crecimiento por la adición por algún derivado de los 

jasmonatos ya se había visto, como lo reportado por Staswick et al. (1992), en semillas 

germinadas de Arabidopsis thaliana, donde observaron que la raíz primaria al estar 

expuesta a 0.1 µM de MeJa inhibió su crecimiento en un 50%. Huerta-Heredia et al. 
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(2010), evaluaron la adición de 200 µM de AJ en tres diferentes etapas (inicio, 

exponencial y desaceleración) del crecimiento en cultivos de raíces de Uncaria 

tomentosa. Cuando la adición se realizó durante el inicio y la fase exponencial de 

crecimiento, la biomasa e índice de crecimiento de los cultivos no se vio afectada. Sin 

embargo, la adición de AJ en la fase de desaceleración de crecimiento afectó tanto la 

viabilidad como el crecimiento de las raíces en un 14%. Asimismo, las raíces y el medio 

de cultivo cambiaron a un color café oscuro debido probablemente a la producción de 

compuestos fenólicos.  Ali et al. (2007), observaron el efecto de la adición 200 µM de 

MeJa, durante 9 días de exposición al elicitor, en raíces de Panax ginseng cultivadas en 

biorreactor, donde al día 9 el crecimiento disminuyó 10% comparado con el control. Jeong 

et al. (2005), utilizaron como elicitor ácido salicílico (AS) y ácido acetilsalicílico (AAS) en 

concentraciones de 0-10 mM y 0-5 mM respectivamente, en raíces transformadas de P. 

ginseng, como resultado obtuvieron que después de 3 días de exposición al elicitor las 

raíces inhibieron su crecimiento (7%) con 0.1 mM de AS comparado con el control (0.84 

gp.s./matraz), por otro lado, las raíces elicitadas con 1 mM de AS también presentaron un 

decremento del 45% en el crecimiento con respecto al control (0.77 gp.s./matraz).  

 
 

 

 
Figura 18. Efecto en el crecimiento por la adición de MeJa en cultivos in vitro de raíces de S. 

rebaudiana. La adición del elicitor se realizó a los 10 días de crecimiento, la cosecha fue a los 5 
días de exposición al MeJa. A) Control (●), cultivos elicitados con 250 µM de MeJa (▲) y 

cultivos elicitados con 500 µM de MeJa (■); B) Cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana a los 5 

días a la exposición a MeJa.  
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8.4.3.2 Actividad antioxidante no enzimático 

8.4.3.2.1 Cuantificación de Fenoles, Flavonoides totales y PAL 

 

La acumulación de fenoles totales en raíces de S. rebaudiana por efecto de la adición de 

MeJa se observa en la Fig. 19a. Con la adición de 500 µM desde el día 3 incrementó la 

producción de fenoles hasta 0.47 veces más, comparado con el control (463.94 

µgECq/mgExt). Mientras que con la adición de 250 µM, la acumulación de fenoles totales 

aumentó al quinto día un 0.63 veces más, con respecto al control (421.93 µgECq/mgExt).  

 

Para flavonoides totales (Fig. 19b) en los primeros 3 días puede apreciarse que no hubo 

una variación entre los controles y las muestras tratadas con MeJa, aunque para 250 µM 

al día 5 la acumulación de flavonoides incremento 6.8 veces más comparado con el 

control (34.63 µgER/mgExt), para la exposición con 500 µM, la producción de flavonoides 

decayó 63%. La actividad de PAL (Fig. 19c) puede correlacionarse con la acumulación 

de fenoles y flavonoides, se observó que la mayor actividad la presentó al día 5 donde a 

250 µM, fue 2.57 veces más alta que el control (5.48 μM/mgprot*min) y para 500 µM 

aumentó 1.45 veces más con respecto al control que se correlaciona con una 

acumulación de compuestos fenólicos. 

 

Neelam et al. (2014), evaluaron el metabolismo fenólico en plantas de Catharanthus 

roseus crecidas en invernadero, tratadas con 100 mM de cloruro de sodio (NaCl), 0.05 

mM AS y 100 mM NaCl+. Siendo las plantas tratas con AS las que presentaron mayor 

presencia de compuestos fenólicos solubles y contenido de lignina total en hoja y raíz. 

Dong et al. (2010), elicitaron con 3, 6, 12, 22 y 25 mg/L de AS, cultivos de células de 

Salvia miltiorrhiza durante 7 días de exposición, las mejores concentraciones para la 

acumulación de compuestos fenólicos (ácido salvianólico B y ácido cafeico) fueron 6 y 22 

mg/L teniendo su pico máximo de producción a las 8 h. En cultivos de suspensiones 

celulares de Salvia miltiorrhiza, Dong et al. (2010), estudiaron el efecto de la elicitación 

con AS, incrementaron la acumulación de compuestos fenólicos con concentraciones de 

AS de 6.25 a 22.5 mg/L, concluyeron que la PAL es clave en la biosíntesis del ácido 
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salvianólico B y el ácido cafeico. La inducción de la síntesis de fenilpropanoides bajo las 

condiciones de estrés es el resultado de la transcripción de genes que codifican las 

enzimas de esta vía.  

 
 

 

Figura 19. Efecto de la adición de MeJa en cultivo in vitro de raíces de S. rebaudiana en la 
acumulación de A) Fenoles totales, B) Flavonoides totales y C) PAL a los 1, 3 y 5 días de 

exposición. 

 

 

Por otro lado, Ali et al. (2007), elicitaron con 200 µM de MeJa y AS, raíces de Panax 

ginseng cultivadas en biorreactor durante 9 días. Se registró un aumento significativo en 
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el contenido de fenoles totales y flavonoides y actividad de DPPH a los 5, 7 y 9 días de 

tratamiento, las plantas tratadas con AS mostraron mayores incrementos que las 

elicitadas con MeJa. Los aumentos paralelos de los niveles de fenoles y flavonoides y la 

actividad de DPPH indicaron que la mayor actividad para contrarrestar la producción de 

radicales libres podría deberse al aumento de los niveles de compuestos fenólicos 

inducidos por los tratamientos de MeJa y AS. Deduciendo que los compuestos fenólicos 

y otros compuestos antioxidantes pueden reducir los efectos nocivos de las condiciones 

de estrés y, por tanto, prevenir el desarrollo de muchos tipos de daño fisiológico. Además, 

las raíces tratadas con MeJa indujeron a una mayor actividad de PAL que las elicitadas 

con AS, sin embargo, el contenido de fenoles fue mayor en las raíces tratadas con AS. 

Estos resultados parecen sugerir que tanto MeJa como el AS actúan como moléculas de 

señalización causando cambios específicos en los niveles de expresión génica que 

activan la actividad de PAL y la síntesis fenólica diferencialmente. La actividad de PAL 

no sólo induce la acumulación de compuestos fenólicos, sino que también desempeña 

un papel importante en la defensa de las plantas. 

 

8.4.3.3 Actividad antioxidante enzimática 

 

Debido a la adición de MeJa al cultivo de raíces in vitro de S. rebaudiana se activó el 

mecanismo antioxidante enzimático. La enzima GPOX (Fig. 20a) al día 5 presentó su 

máxima actividad con 0.45 y 0.84 veces para 250 µM y 500 µM, respectivamente 

comparado con el control (11.48 μM/mgprot*min). Entretanto, CAT (Fig. 20b) al día uno 

incrementó su actividad en ambas concentraciones 250 y 500 µM de 0.70 y 0.42 veces 

más, con respecto al control (9.90 μM/mgprot*min). Sin embargo, para el día 5 su actividad 

cayó 40% y 38% para 250 y 500 µM, respectivamente. Por otro lado, la actividad de APX 

(Fig. 20c), al día 3 disminuyó un 26% y 78% de su actividad en ambas concentraciones 

de MeJa, observándose para el día 5 que su actividad enzimática fue restablecida (295.24 

μM/mgprot*min) en ambas concentraciones. 
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Figura 20. Efecto del MeJa en cultivos in vitro de raíces de S. rebaudiana a los 1,3 y 5 días de 
exposición en la actividad de A) GPOX, B) CAT, C) APX. 

 
 

Dwivedi et al. (2016), indujeron el estrés por la adición de fluoruro a diferentes 

concentraciones (1 mM, 3 mM, 5 mM, 7 mM y 1 M) a cultivos in vitro de callos de S. 

rebaudiana, siendo a 3 mM donde se vio la máxima actividad enzimática de SOD, CAT y 

APX, pero con el incrementó de la concentración de fluoruro la actividad de estas enzimas 

fue disminuyendo, demostrando que hubo una respuesta enzimática antioxidante ante el 

aumento de ERO inducido por el fluoruro. Ali et al. (2005), adicionaron 200 μM de MeJa 

a cultivos de raíces de Panax quinquefolium durante diferentes tiempos de exposición (3, 

5 y 9 días), se indujo fuertemente la actividad de GPOX, mientras que la actividad de CAT 

decreció con el del tiempo, la actividad de APX permaneció inactiva durante los 9 días de 
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tratamiento. Por otro lado, MeJa disminuyó la actividad de monodeshidroascorbato 

reductasa (MDHAR), glutatión reductasa (GR), glutatión S transferasa (GST) y las 

actividades del glutatión peroxidasa (GPX). Sin embargo, se indujo la actividad de GR 

después de 9 días de los tratamientos MeJa. El Ascorbato oxidasa (AO), los contenidos 

de la ASC y la relación ASC/DHA aumentaron después del tratamiento con MeJa, pero 

el contenido de DHA disminuyó. También se indujeron la actividad de lipoxigenasa (LOX) 

así como el incremento del contenido de H2O2. El decline de la actividad de CAT es 

indicativo de la inactivación de los genes CAT por la adición de MeJa. GPX y GST 

proporciona protección a la célula de la planta mediante la eliminación de H2O2, MeJa 

inhibió GST y GPX, lo que es indicativo de la inactivación de ambas enzimas. Esto puede 

deberse a los efectos tóxicos de la elevada tasa de rotación de H2O2 o la acción de ERO, 

lo que perjudica las actividades enzimáticas de las plantas tratadas con MeJa.   

 

APX descompone el H2O2 en H2O, la inhibición de la actividad de APX puede deberse al 

efecto directo de la toxicidad inducida por MeJa sobre la proteína enzimática. Muchos 

han informado de que la actividad de APX es inducida por los cambios ambientales e 

inactivada por la generación de ERO. La disminución de la actividad MDHAR indicó la 

formación de radicales MDHA, generando así más DHA, que son perjudiciales para la 

célula vegetal. El AO es conocido por catalizar la oxidación de ascorbato a DHA con la 

reducción concomitante de O2 molecular y agua. El Ascorbato, desempeña un papel 

importante en el metabolismo antioxidante, aumentó debido a la mayor actividad de 

DHAR con MeJa aumentando los niveles de ascorbato. Después de la aplicación de 

MeJa, la relación ASC / DHA se elevó debido a un aumento en la cantidad de ASC con 

una disminución significativa de DHA. El estrés por MeJa llevó a una disminución 

significativa en la actividad de GR, pero se recupera después de 9 días. El papel de GR 

en la eliminación de H2O2, en células vegetales ha sido bien establecida en la vía 

ascorbato-glutatión, el aumento de GR en las raíces tratadas con MeJa después de 9 

días, podría haber dado lugar a un mayor grupo de GSH, que posteriormente aumentaron 

el contenido de ASC reducido. Parece que bajo MeJa, el H2O2 fue eliminado por mayor 

nivel de contenido de ASC y los niveles inducidos de actividad DHAR. Sugiriendo que 
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para eliminar las ERO aparte de GST, GPX, CAT y MDHAR, las actividades de SOD y 

POX y la ASC reducido y alta relación ASC/DHA se caracterizó por una tendencia 

creciente después del tratamiento MeJa, que podría resultar potencialmente en la 

reducción del daño a la membrana y la protección de las plantas contra el daño oxidativo. 

 

Ali et al. (2006), indujeron estrés oxidativo con la adición de 200 μM de MeJa y AS, a 

cultivos de raíces de Panax ginseng. Los resultados presentan que la actividad de SOD 

fue inhibida en las raíces tratadas con MeJa, la actividad de CAT se vio fuertemente 

afectada tanto por MeJa como por AS, las actividades de APX y GST fueron mayor con 

MeJa que con AS, los contenidos de ascorbato (ASC) y el estado redox de 

ASC/ASC+DHA y de glutatión fueron mayor con la adición de AS que con MeJa, las 

actividades de monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa 

(DHAR), GPOX, glutatión peroxidasa (GPx) y glutatión reductasa (GR) fueron inducidas 

en las raíces tratadas con AS. Concluyendo que las alteraciones provocadas en el 

mecanismo antioxidante enzimático provocado por la adición de MeJa y el AS pueden 

prevenir el estrés oxidativo causado por el incremento en la formación de O2−. Ali et al. 

(2007), reportaron que la adición de 200 μM AS a cultivo de raíces de Panax ginseng 

indujeron significativamente la producción de ácido clorogénico y quercetina 

dependientes de las actividades de POX comparados con el control, sin embargo, al día 

9 disminuyeron pero manteniendo sus niveles por encima del control, indicando que una 

baja actividad de peroxidasas podría ser el resultado de un bajo porcentaje de 

lignificación en raíces de P. ginseng y esto también fue evidente por la poca actividad de 

cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) a los 9 días.  

 

Los polifenoles, como flavonoides y fenilpropanoides presentes en las vacuolas y el 

apoplastos, pueden metabolizar el H2O2 como donador de electrones para las 

fenolperoxidasas. Este cambio da lugar a la formación de los respectivos radicales 

fenoxilo, que pueden regenerarse mediante una reacción no enzimática con ascorbato. 

De este modo, se ha sugerido en U. tomentosa y C. roseus que los alcaloides vacuolares, 

las peroxidasas y los derivados fenólicos pueden funcionar como eliminadores de 
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peróxido hidrógeno (Vera-Reyes et al. 2015; Ferreres et al. 2011), ahora bien, los fenoles 

y flavonoides también pueden ser utilizados para metabolizar el H2O2, pidiéndose explicar 

porque disminuyó la actividad de APX en las raíces de S. rebaudiana desde el punto de 

vista de metabolitos, desde el enzimático es probable que exista una inactivación de los 

ciclos, debido a la adición de MeJa, sugiriendo que la planta haya utilizado como 

mecanismo de defensa las moléculas con alto poder antioxidante como es el caso del 

ascorbato disminuyendo las altas concentraciones de H2O2, explicándose porque al inicio 

de la elicitación con MeJa la actividad de APX se vio disminuida así también muy 

probablemente el ciclo del ascorbato-glutatión. Suponiéndose que una vez que la planta 

encontró el equilibrio entre las moléculas oxidantes y antioxidantes la función de la APX 

se restableció. La tolerancia al estrés está estrechamente relacionada con la eficacia de 

las enzimas antioxidantes y se conoce que estas enzimas y metabolitos antioxidantes 

aumentan bajo diversas tensiones ambientales (Mittler, 2002), además no solo están 

regulados por las vías de señalización, sino también por un cross-talk de moléculas señal 

(Wang et al. 2011; Guo et al. 2014).  

 

Con base a los resultados anteriores se propone un posible mecanismo antioxidante para 

los cultivos in vitro de raíces de S. rebaudiana expuestas a estrés abiótico (Fig. 21).  
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Figura 21. Posible mecanismo antioxidante en cultivo in vitro de raíces de Stevia rebaudiana bajo estrés. Calcio (Ca2+), 
oxígeno (O2), radical superóxido (O2 

-), peróxido de hidrogeno (H2O2), agua (H2O), Catalasa (CAT), superóxido dismutasa 
(SOD), ascorbato peroxidasa (APX), el guayacol peroxidasa (GPOX), glutatión oxidado (GSSH), glutatión (GSH), 

dehidroascorbato (DHA), ácido salicílico (AS), fenilalanina amonio liasa (PAL), fenoles y flavonoides (F), radical fenoxilo 

(Fo), ácido jasmonico (AJ), metil jasmonato (MeJa) y nano partículas de óxido de zinc (NPs ZnO). 
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9. Conclusión  

 

La elicitación abiótica activó los sistemas antioxidantes enzimáticos y no 

enzimáticos en cultivos in vitro de raíces de Stevia rebaudiana. 
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10. Recomendaciones 

 

Cuantificar la producción de GE en las raíces de Stevia rebaudiana tratadas con los 

diferentes inductores abióticos y evaluar su efecto. 

 

 

Evaluar enzimas antioxidantes involucradas en el ciclo ascorbato/glutatión, así 

como las relaciones de los compuestos involucrados en el mecanismo antioxidante.  

 

 

Bloquear mecanismo de señalización que pudieran encontrarse involucrados con la 

biosíntesis de los GE tales como H2O2, Jasmonatos, AS y canales de calcio para 

aprobar o rechazar su participación. 
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11. Anexos  

 

 

 

Figura 22. Curva de calibración de catequina para la cuantificación de Fenoles totales. 

 

 

 

Figura 23. Curva de calibración de rutina para la cuantificación de Flavonoides totales. 
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11.1 Geles nativos  

 

Para poder observar las isoformas de la actividad enzimática se realizaron geles de 

acrilamida del 7% al 12% como lo describe Laemmli, (1970). 

 

11.1.1 Gel de actividad de APX 

 

Se utilizó un gel de acrilamida al 10%, donde se corrieron las muestras a evaluar a 

80 V y 4 ºC. Terminada la electroforesis, se incubó el gel en una solución que 

contenía una solución amortiguadora 50 mM de fosfatos a pH 7 y 2 mM de ascorbato 

durante 20 min, transcurrido el tiempo el gel fue lavado y se incubó de nuevo en 

solución amortiguadora 50 mM de fosfatos a pH 7.4 mM de ascorbato y 0.1 mM de 

H2O2 por 20 min. El gel se lavó con una solución amortiguadora de 50 mM de 

fosfatos a pH 7, y se agregó 28 mM de tetrametiletilendiamina (TEMED) y 0.3 mM 

de NBT, se incubó hasta que el gel se tornó oscuro y se observaron zonas 

acromáticas donde se localizaron la banda de la APX (Mittler et al. 1993). 

 

11.1.2 Gel de actividad de CAT 

 

Las proteínas extraídas de las raíces de Stevia rebaudiana se separaron en un gel 

nativo de acrilamida 5% corrido a 80 V y 4 ºC. El gel de actividad se realizó siguiendo 

el método descrito por Woodbury et al. (1971). Con 50 mM de H2O2 por 10 min y fue 

revelado con una solución al 2% de FeCl3 y 2% de K3FeCN6 por 10 min. La catalasa 

reveló su ubicación por barrido de H2O2, causando bandas transparentes en el gel.  

 

11.1.3 Gel de actividad de Guayacol Peroxidasa  

 

Se utilizó un gel de poliacrilamida al 7% que se corrió a 80 V a 4 ºC. Para el revelado 

se siguió la metodología de Pütter, (1971). El gel se sumergió durante 5 min en una 

solución de 50 mM de H2O2. El H2O2 se retiró y el gel se lavó con agua, después 
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fue colocado en una solución 20 mM de guayacol. Las bandas pertenecientes a las 

isoformas de peroxidasas se tiñeron de color rojizo. 

 

11.1.4 Gel de actividad de SOD 

 

Las proteínas extraídas de las raíces in vitro de Stevia rebaudiana se separarán en 

un gel nativo (condiciones no desnaturalizantes) de poliacrilamida 10% con una 

corriente de 50 V y 4 °C. La actividad enzimática se vio después de la electroforesis, 

el gel se incubó en una solución compuesta de Riboflavina 28 µM, TEMED 28 mM 

preparados en buffer de KPO4 32 mM, pH 7.8 durante 30 min en agitación, después 

se sustituirá la solución por otra que contenía NBT 2 mM preparado en buffer de 

KPO4 36 mM y se incubará durante 30 minutos bajo luz fluorescente de 40 watts. 

La actividad enzimática se observará como bandas acromáticas en el fondo azul 

intenso del gel (Beauchamps y Fridovich, 1971). 

 
 

Tabla 5. Evaluación de geles de actividad de cultivo in vitro de raíces de Stevia 
rebaudiana. 

 

Enzima  Gel  Especificaciones  

CAT 

 

1 isoforma  

5% de acrilamida  

Activación y tinción del gel  

H2O2 50 mM 

2% FeCl3  

2% K3FeCN6  

GPOX 

 

2 isoformas 

7% de acrilamida 

Activación y tinción del gel 

H2O2 50 mM 

Guayacol 20 mM 
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APX 

 1 isoforma 

10% acrilamida 

Activación y tinción del gel 

BPi 50 mM + Ascorbato 2 mM 

BPi 50 mM + Ascorbato 4 mM 

+ H2O2 2 mM 

BPi + TEMED 28 mM + 

NBT 0.3 mM 

SOD 

 4 isoformas 

12% acrilamida 

Activación y tinción del gel 

Bpi 36 mM pH 7.8 + NBT 2 mM 

Bpi 36 mM pH 7.8 + TEMED  

28 µM + Riboflavina 28 mM 
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