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Resumen

Se evalud la capacidad antioxidante enzimética y no enzimética de raices de S.
rebaudiana bajo condiciones de estrés abidtico. Las raices fueron crecidas bajo
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, tomaron una coloracion verde, suponiendo una
mayor actividad metabdlica. Estas raices se utlizaron en los experimentos
subsecuentes ya que presentaban la capacidad de acumular glucésidos de esteviol
(GE). Los GE (esteviosido, esteviol y isoesteviol) fueron identificados por
espectrometria de masas. Las raices crecieron en matraces en agitacion,
alcanzando una biomasa maxima después de 25 dias (10 gps/L) y una p=0.090 d.
Los mecanismos antioxidante enzimatico y no enzimatico, fueron evaluados bajo
las siguientes condiciones: nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO), perdxido de
hidrégeno (H202) y metil jasmonato (MeJa). La activacion del mecanismo
antioxidante no enzimatico fue considerada con la acumulacion de metabolitos
antioxidantes como fenoles y flavonoides. La adicion de NPs ZnO disminuy6 hasta
un 90% la acumulacién de fenoles totales y en un 63% la actividad de PAL. Por otro
lado, la adicion de H202y MeJa incrementaron la produccion de fenoles un 42% y
63% comparados con el control (421.93 ugecd/MQex) respectivamente, la
acumulacion de flavonoides totales aumento6 10.4 y 6.8 veces con respecto al control
(34.63 pger/Mmgext). Respecto a la capacidad antioxidante enzimatica, la adicion de
NPs ZnO, H20. y MeJa incrementaron la actividad de GPOX 11, 1.02 y 0.84 veces
respectivamente en contraste con los controles (49 pM/gprot*min, 11.49
mM/mgprot*min respectivamente). En el caso de la actividad de CAT, la adicion de
NPs ZnO, H20. y MeJa aumento 2.5, 1.44 y 0.70 veces en comparacion con los
controles (2.09 mM/mgprot*min, 10.08 pM/mgpro*min y 9.90 uM/mgprot*min,
respectivamente). La actividad APX disminuyd en un 56% con respecto al control
debido a la accion de NPS ZnO y un 78% bajo la presencia de H20, y MeJa. Sin
embargo, la actividad de APX se restauré después de 5 dias de condiciones de
estrés. Tomando en cuenta las respuestas antioxidantes enzimaticas y no

enzimaticas, se propuso un posible mecanismo antioxidante del cultivo de raices de
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S. rebaudiana bajo condiciones de estrés abiotico, concluyendo que las raices
tienen la capacidad de responder ante un estrés abidtico.
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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 p=0.090 dt. Enzymatic
and non-enzymatic antioxidant mechanisms were assessed under the following
conditions: zinc oxide nanoparticles (NPs ZnO), H2>O., 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 H202 and MeJa increased the phenols production by 42% and 63% in
comparison to control (421.93 pgece/MQext), respectively, and also increased the
accumulation of total flavonoids by 10.4 and 6.8-fold compared to control (34.63
MOecq/Mgex). Regarding the enzymatic anti-oxidant capacity, the addition of NPS
ZnO, H202, and MeJa increased GPOX activity respectively by 11, 1.02, and 0.84-
fold in contrast to controls (49 pM/gpret*min, 11.49 mM/mgprot*min, respectively). In
the case of CAT activity, the addition of NPS ZnO, H20,, and MeJa increased it
respectively by 2.5, 1.44, and 0.70-fold compared to controls (2.09 mM/mgprot*min,
10.08 pM/mgprot*min and 9.90 uM/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 H202 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. Introduccidén

Stevia rebaudiana es una planta herbacea perteneciente a la familia de las Asteracea,
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 estevidsido (Est) y rebaudiésido 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

citotoxica 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, asi mismo
la produccién de compuestos antioxidantes presentes en la planta, ademas de la adicion
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 activacién del metabolismo secundario (Mittler, 2002).
Sin embargo, poco se sabe de la participacion del mecanismo antioxidante enzimatico y
no enzimatico en S. rebaudiana bajo condiciones de estrés. El cultivo in vitro es una
herramienta biotecnoldgica que permite estudiar los procesos bioquimicos provocados
por factores de estrés, siendo el cultivo in vitro de raices el mas utilizado para este tipo
de estudios. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta antioxidante enzimatica
y no enzimatica bajo el régimen de elicitacion abiodtica en cultivo in vitro de raices de

Stevia rebaudiana.
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2. Antecedentes

2.1 Steviarebaudiana

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbacea perenne, perteneciente a la familia de
las Asteraceas, es nativa de la region de Amambay, al noreste de Paraguay, también se
produce en las zonas limitrofes de Brasil y Argentina (Soejarto, 2002). Hoy en dia, su
cultivo se lleva a cabo en otras regiones del mundo como Canadd, algunas partes de
Asia y Europa (Hossain, 2010; Gardana, 2003). En Japdén y Corea ha sido catalogada
oficialmente como un edulcorante bajo en calorias (Mizutani y Tanaka, 2002; Kim et al.
2002), por lo que en Japon el 41% de los endulzantes consumidos provienen de S.

rebaudiana (Landazuri y Tigrero, 2009).

La importancia comercial de S. rebaudiana se resume en que los GE que la caracterizan,
aparte de resultar hasta 300 veces mas dulces que la sacarosa (Geuns, 2003; Brandle y
Telmer, 2007; Gardana et al. 2010), no son degradados y utilizados como fuente de
energia por el cuerpo ya que no se descompone quimicamente durante el proceso
digestivo. Por ello son aptos para consumo en personas diabéticas, ya que no
incrementan los niveles de azucar 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, acidos grasos, monosacaridos y sales organicas

(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 oxidacion al

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

De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), la diabetes se define como
un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglicemias, productos de
la secrecion de insulina, accion de la insulina, o ambas (ADA, 2010b). Clinicamente la
diabetes se divide en 2 tipos: Tipo I; se desarrolla por la destruccién de las células 8 que
posteriormente llevan a la deficiencia absoluta de la insulina. Tipo Il; resulta de un defecto
progresivo de la secrecion de insulina y una resistencia a la insulina (ADA, 2010b).
Diversos estudios han demostrado que los extractos ademas presentan propiedades
antihiperglucémica (Chen et al. 2006). Los GE estimulan la liberacion de insulina en la
sangre manteniendo los niveles de glucosa bajos, por tanto, se puede plantear como
alternativa de origen natural para la poblacion afectada por la Diabetes (Shivanna et al.
2012).

Por otro lado, el esteviol y sus derivados han demostrado tener capacidad citotoxica
contra varias lineas cancerigenas como: leucemia (linea celular HL60), pulmén (A549),
estomago (AZ521) y cancer de mama en dos lineas 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
desempefian un papel crucial en la interaccién 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: estevidsido (Est: 5-10%), rebaudiésido A (Reb A: 2-4%), rebaudiésido
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C (1-2%) y dulcosido 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 quimica de los Glucésidos de Esteviol (GE). A) Esteviosido, B)
Rebaudidsido A, C) Rebaudiésido B, E) Rebaudiésido C, D) Dulcosido A y F) Esteviolbidsido.
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Uno de los criterios importantes para determinar la calidad de la hoja, es la relacion Reb
A/Est (De Oliveira et al. 2007). En la medida en que esta relacién sea igual o mayor de
1, se obtiene un producto de mejor calidad (mayor potencial edulcorante y menor sabor
amargo), ya que RebA es méas dulce y no tiene sabor amargo (Dacome et al. 2005;
Carakostas et al. 2008), en comparacion con el Est. El contenido de fenoles y flavonoides
totales en hojas de S. rebaudiana se encuentra entre 55.64-58 mgeac/Qps. y 48.29—

60.33 mger/gps., respectivamente (Zeng et al. 2013).

2.2 Biosintesis de los Glucésidos de Esteviol

Los GE se sintetizan a partir de unidades de acetato del acetil-CoA en la ruta del acido
mevalonico (MVA) (Guevara-Garcia 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 atomos de carbono de las giberelinas),
convirtiétndose después en pirofosfato de copalillo (con dos sistemas de anillos) y por

altimo 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 glucésidos de diterpeno) en el reticulo
endoplasmico; dicho esteviol puede ser glucosilado en el aparato de Golgi, para formar
los principales edulcorantes como el estevidsido (triglucosilado esteviol) y Rebaudiésido
Ay C (tetraglucosidado steviol) y Duclésido A, los cuales van finalmente a las vacuolas
(Brandle y Telmer, 2007).
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Figura 2. Biosintesis de Glucésidos 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 Wélwer-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 formacion del farnesil difosfato (FPP) en dos etapas.
Por dltimo, la geranil geranil difosfato sintasa (GGPP sintasa), que requiere Mn* para su
maxima actividad, se localiza en plastos y forma el geranil geranil difosfato (GGPP) en

tres etapas.
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Brandle et al. (2002), clonaron y secuenciaron el gen de Stevia que codifica para la
enzima copalil difosfato sintasa (CPS), responsable de la conversion de GGPP a copalil
difosfato (CPP), y afirman que la hidroxilacion del acido kaurendico en la posicion C13,
es el punto donde diverge la sintesis de GE y las giribelinas. Esta hidroxilacién requiere
de NADPH y oxigeno molecular proveniente de la estoma, y es catalizada por la enzima

acida ent-kaurenoico 13-hidroxilasa (Orozco y de Jesus, 2010).

Richman et al. (1999), proponen que los cambios en la regulacién de la expresion de la
copalilfosfato sintasa (CPS) y el kaureno sintasa (KS) en las hojas de Stevia esta
relacionado con la sintesis y acumulacion de altas concentraciones de GE. El hecho de
gue los niveles de expresion sean mas altos en tejidos maduros, comparados con los
tejidos jovenes de rapido crecimiento, es debido a que el CPS y el KS estan altamente
expresados. Algunos investigadores afirman que los esteviésidos ayudan a rechazar
ciertos insectos y otros especulan que es un mecanismo detallado para controlar los

niveles de acido giberélico.

Wolwer-Rieck et al. (2014), estudiaron la ruta de biosintesis de los GE en esquejes de S.
rebaudiana utilizando precursores marcados [5,5- ?H]-1-desoxi-D xilulosa (d2-DOX) y
[5,5- 2H]-acido mevalénico lactona (d2- MVL), demostrando que ambas vias MEP y MVA
contribuyen a la biosintesis de los sesquiterpenos, mientras que los mono- y diterpenos,
en particular los GE, se forman casi exclusivamente por la via MEP. Por otro lado,
diferentes autores han validado que la via MEP es la ruta que se activa bajo condiciones
de estrés. Mandal et al. (2015), inocularon plantas de S. rebaudiana con hongos
micorrizicos arbusculares (AMF) interacciona regulando positivamente once genes

claves que codifican a enzimas de la via MEP, mejorando la proporcidén de Esty Reb A.

Yang et al. (2015), estudiaron la influencia de altas y bajas temperaturas, deshidratacion,
fotoperiodos y diferentes etapas de crecimiento con los niveles de transcripcion de quince
genes implicados en la biosintesis y el contenido GE, demostrando que los cambios

ambientales tienen un efecto significativo sobre la produccion de GE y los niveles de
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transcripcion. Modi et al. (2014), estudiaron los niveles transcripcionales de los genes
implicados en la biosintesis de GE durante el endurecimiento, durante 3 intervalos de
tiempo (10, 20 y 30 dia), de plantulas de S. rebaudiana, observando que los quince genes
implicados en la formacion de los GE de la via MEP se expresaron a niveles mas altos
en plantulas de 10 dias de endurecimiento (estado vegetativo) comparadas con plantulas
control. EI mayor contenido de Est se presenté después de 30 dias de endurecimiento,
sugiriendo que mecanismos reguladores tansducionales y post-traduccionales estan
implicados en la produccion de GE. Ademas, Kumar et al. (2012), estudiaron la expresion
del gen HDR responsable de la conversion del IPP y DMAPP precursores de la formacion
de GE. Observaron que durante el dia la expresion del gen HDR es mayor,

incrementando la acumulacion 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 biotecnologia
moderna que consiste en un conjunto de técnicas que permiten el cultivo en condiciones
asépticas de drganos, 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 bioticos (interaccion con
patdgenos) o abibticos (sequia, luz ultravioleta y temperaturas extremas), asi como,
obtener un incremento considerable en el rendimiento de los metabolitos especificos
(Vanisree y Tsay, 2007). Sus aplicaciones van desde los estudios tedéricos sobre fisiologia
y bioquimica vegetal, hasta la obtencion de plantas libres de patdégenos, la propagacién
masiva, la conservacién de germoplasma, el mejoramiento genético y la produccion de
metabolitos primarios y secundarios (Villalobos y Thorpe, 1991; Ramachandra y
Ravishankar, 2002).
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Las plantas tienen potencial bioquimico 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 produccién farmacos, agroquimicos, pesticidas, insecticidas,
saborizantes, colorantes, perfumes y aditivos alimentarios, etc. (Balandrin y Klocke, 1988;
Zhao et al. 2005). Comunmente, estos compuestos se obtienen de plantas silvestres, lo
gue involucra una serie de desventajas, su baja y lenta acumulacion, ya que esta regulada
espacial y temporalmente; es decir, ocurre en células, 6rganos y tejidos especificos,
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 raices 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 germinacion tan bajos que
su reproduccion sexual se convierte en un trabajo poco viable, ademas de la
heterogeneidad de las poblaciones en cuanto a caracteristicas de importancia como los
niveles de produccién de esteviésidos. Su reproduccion asexual, lograda a través de
brotes o estacas, limita las producciones a un numero bajo de individuos regenerados.
La necesidad de obtener poblaciones de S. rebaudiana, morfolégica y genéticamente
uniformes, es un tema que se plantea desde varias décadas atras, y seguira
discutiéndose mientras se encuentre en juego la cantidad y calidad de los compuestos
(Suéarez y Salgado, 2008). Comparado con el cultivo de plantas convencionales, las
cuales sufren por la limitacion de tierra y clima, el cultivo de células y tejidos in vitro es

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

Los cultivos de raices in vitro son genética y biol6gicamente mas estable, comparado con
cultivos de células en suspensiéon, a demas, de mostrar un crecimiento vigoroso en
medios de cultivo libre de fitoreguladores (Washida et al. 2004; Srivastava et al. 2013).

Por su grado de especializacion y organizacion 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 raices son la

materia prima de donde se obtienen los compuestos de interés.

Son varios los reportes de cultivo in vitro de raices de S. rebaudina. Por ejemplo, Reis et
al. (2017), compararon la morfologia de raices crecidas in vivo con in vitro. Calderon et
al. (2016), obtuvieron raices transformadas de S. rebaudiana utilizando 3 sepas de
Agrobacterium rizogenes (AR-4, LB-9402 y K-599) siendo la cepa LB-9402 la que
presentd mayor virulencia. Fu et al. (2014), en raices transformadas de S. rebaudiana,
identificaron y cuantificaron derivados de acidos cloragénicos. Reis et al. (2011),
establecieron cultivos de raices 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 raices transformadas en suspensién con Agrobacterium

rizogenes.

La baja producciéon 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, herbivoros y patdégenos, o para sobrevivir a otros tipos de estrés biotico o
abiotico (Zhao et al. 2005). Basados en este principio se han creado estrategias para la
produccion de MetS in vitro; estas incluyen tratamientos con diversos elicitores, factores
de sefalizacion y estrés bidtico/abidtico (Yukimune et al. 1996; Zhao et al. 2005; Zhang
et al. 2004).

2.4  Estrés bidtico y abiotico en plantas

El estrés es el estado en el que las condiciones normales de las plantas varian
provocando una desestabilizacion de sus funciones fisiolégicas, después existe una
restauracion de las mismas y/o resistencia a las condiciones que provocaron el cambio.
En algunos casos, cuando el estrés excede el limite de tolerancia y la capacidad de

adaptarse a él, puede ocurrir dafio celular permanente o incluso la muerte de la planta
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(Lichtenthaler, 1998). Segun el origen del estimulo se presenta el estrés bidtico,
provocado por organismos Vivos, bacterias o compuestos derivados por su metabolismo,
o bien el estrés abidtico, que se genera por las condiciones ambientales como la sequia,
frio, calor, radiacién UV, presencia de metales pesados y carencia de nutrientes.

2.5 Elicitacibn como estrategia para la produccion MetS

Un elicitor es cualquier tipo de estimulador, sea este de naturaleza biético o abi6tico, de
origen exdgeno y enddgeno, que incrementa la produccidon de especies reactivas de
oxigeno y la sintesis de MetS (Mittler, 2002; Edreva et al. 2008).

2.5.1 Nanoparticulas (NPs)

Los metales estimulan la biosintesis de metabolitos secundarios en plantas, aunque los
mecanismos por los cuales estos metales promueven la acumulacion de metabolitos
secundarios no son claros, la induccion del estrés oxidativo o la generacion de ERO por
estos metales se observa a menudo. Es bien sabido que el efecto en la induccién de la
sintesis y acumulacién de los metabolitos secundarios relacionados con la defensa puede
generarse tanto en respuesta a los elicitores bidticos como el ataque de herbivoros o de
patdogenos y los elicitores abidticos tales como metales pesados y compuestos

inorganicos, asi como tensiones osmoticas y salinas.

La nanotecnologia (NT) tiene diversas aplicaciones en la agricultura y la biotecnologia,
en las que ya se incorporan a las disciplinas de agronanotecnologia y nanobiotecnologia;
estas combinan el procesamiento quimico, ciencia de los materiales, ingenieria de
sistemas y disciplinas ambientales. Las NPs tienen el potencial de ser utilizadas como
nuevos elicitores eficaces en la biotecnologia vegetal para la obtencion de la producciéon
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 expresién de genes relacionados con la
produccion 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 produccion de metabolitos secundarios en las plantas medicinales.

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

NPs Cultivo MetS Referencia
Salvia miltiorrhiza Tanshinona Zhao et al. 2010
Bacop amonnieri Fenoles Krishnaraj et al. 2012
A9 Artemisia annua Artemisina Zhang et al. 2013
Datura metel Alcaloides tropano Shakeran et al. 2015
Artemisia annua Artemisina Ghasemi et al. 2015
co Calendula officinalis Saponinas Ghanati y Bakhtiaran, 2014
Aloe vera Aloina Raei et al. 2014
Tio: Cicer arietinum Contenido de. fenoles y AL-Oubaidi y Kasind, 2015
flavonoides
Zn0O Hypericum perforatum Hiperician y hiperforina Shafari et al. 2013

2.5.2 Peréxido de Hidrégeno (H20)

El peroxido de hidrégeno (H202) se produce predominantemente en células vegetales
durante la fotosintesis y la fotorespiracion, y en menor medida, en los procesos
respiratorios interactuando con proteinas y activando diferentes vias de sefalizacion, asi
como factores de transcripcion, que a su vez regulan la expresion génica y los procesos
del ciclo celular. Ademas del metabolismo fotosintético y respiratorio, la matriz
extracelular (MEC) juega un papel importante en la generacion de H2O», que regula el
crecimiento de las plantas, el desarrollo, la aclimatacion y las respuestas de defensa
(Slesak et al. 2007).
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El H>O se produce en la célula como resultado del metabolismo primario o en respuesta
a condiciones de estrés biotico o abidtico. Esta molécula es reconocida principalmente
como toxica, ya que, logra afectar estructuras celulares. En la tltima década se ha podido
demostrar que también logra actuar como una importante molécula de sefializacion
involucrada en una cantidad de funciones biolégicas entre las que se encuentran
resistencia a patégenos, reforzamiento de la pared celular, senescencia, fotosintesis,
apertura de estomas, elongacion, 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 adaptacion al estrés se puede explicar por la activacion de mecanismos
de defensa que involucran enzimas antioxidantes, factores de transcripcion especificos
al estrés, proteinas especificas, ya sea por calor o por patogénesis, asi como el

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

2.5.3 Metil Jasmonato (MeJa)

Por otro lado, la respuesta de una planta a cualquier estimulo exdgeno o endégeno nunca
es el resultado de la activacion de una unica ruta de sefializacion hormonal, sino que es
la consecuencia de una compleja red de interacciones entre distintas rutas de
sefalizacion. Una de las rutas que la planta activa es la del acido octadecanoico, donde

se sintetizan los jasmonatos, derivados del metabolismo de los &cidos grasos.

La sintesis de los jasmonatos se lleva a cabo principalmente en las hojas, donde son
liberados los acidos grasos de la membrana plasmatica por accién de las fosfolipasas y
desaturasas. La lipoxigenasa (LOX) oxigena, oxida y cicla el &cido graso, formado asi el
acido 12-oxo-fitodienéico (OPDA), principal precursor de los jasmonatos. Posteriormente
es sometido a 3 ciclos de oxidacion para producir el acido jasmoénico (AJ). El AJ es

exportado al citosol por un mecanismo desconocido donde ocurren las diferentes
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reacciones metabdlicas que daran origen a los distintos jasmonatos (Wasternack, 2007).
Entre las principales transformaciones del AJ se encuentra la metilacion en el carbono 1
(C1), para producir el compuesto volatil metil-jasmonato (MeJa), el cual esta involucrado

en la sefalizacion entre plantas.

La aplicacion de estos elicitores ha demostrado tener un efecto en la sintesis de
compuestos derivados del metabolismo secundario como lo estudiado por Ali et al.
(2006), en raices de Panax ginseng cultivadas en biorreactor, estimularon la produccién
de gingendsidos con la adicion de cobre a 5, 10, 25 y 50 uM, observandose que la sintesis
de saponinas fue estimulada en concentraciones de 5-25 uM de Cu*?, decreciendo a
partir de los 20 dias a 50 uM de Cu*2. Concluyeron que la tolerancia de las raices de P.
ginseng al Cu*? es debido a su capacidad de absorber hasta cierto punto iones metalicos.
En cultivo de raices de Podophyllum peltatum, se evaluo la adicion de 10, 20y 30 uM de
MeJa; la mejor concentracion utilizada para el incremento en la produccion de
podofilotoxina fue 20 uM de MeJa, con un incremento en la produccion de 2 veces (0.588
mg/g). Anbazhagan et al. (2008), concluyeron que la adicion de MeJda mejora
notablemente la produccion de podofilotoxina. Vera-Reyes et al. (2013), reportaron que
en raices de Uncaria tomentosa, la produccion de alcaloides oxindol monoterpenicos, 3a-
dihidrocadambina y dolicantosido incrementaron debido al estrés oxidativo provocado por
la adicion de H20: la produccion reportada fue de 1.7, 2.1 y 2.3 veces mas con respecto
al control, después de 8 dias de tratamiento. Ademas, la adicion de BSO-AJ incrementé
la produccion de alcaloides 2 veces mas que los cultivos tratados con H20,. Por otro lado,
Zaker et al. (2015), compararon el efecto de diferentes elicitores como: extracto de
levadura, MelJa, nitrato de plata y sorbitol; a distintas concentraciones, sobre la
produccion de criptotanshinona y tanshinona IlA, en cultivos de raices adventicias de
Perovskia abrotanoides, obteniendo la mayor produccién de criptotanshinona con
extracto de levadura (200 mg/L) y el nitrato de plata (25 uM) a los 7 dias de exposiciéon

de los elicitores.
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En el caso de S. rebaudiana ya existen antecedentes de adicién de elicitores como lo
reportado por Gupta et al. (2014), donde evaluaron el estrés inducido por la adicion de
0.10% NaCl y 0.025% Na.COs en callos y cultivos celulares de S. rebaudiana,
incrementaron de 0.27 a 1.43 'y 1.57% la produccion de GE en callos, después de 15 dias
de la adicién y para el caso de las suspensiones celulares increment6 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 azicar soluble 93.54 mg/g y 22.42 mg/gp+. Alvarez-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 produccion maxima de Est de 55 pumol eq.
Reba/Ops. Y de RebA de 10.5 pmol eq. reva/gps. Javed et al. en 2016, observaron en
plantulas micropropagadas de S. rebaudiana el efecto del crecimiento, produccion de GE
por la adicion de NPs ZnO de 0 a 1000 ppm, donde a 1 ppm obtuvieron la mayor
produccion de Reb Ay 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 uM) de MeJa en plantulas micropropagadas de S. rebaudiana a dos tiempos de
exposicion (1 y 5 dias) sobre la produccién de GE, encontrando que la mejor
concentracion fue 25 uM de MeJa, ya que incrementd la acumulacion de GE y sin

presentar dafio fisico a las plantulas.

Un mecanismo de regulacion de las plantas para su adaptacion ante el estrés abiotico y
bidtico es la alteracion del equilibrio celular con un aumento en la concentracion de
especies reactivas de oxigeno (ERO).

2.6 Especies reactivas de oxigeno

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

moléculas ubicuas que se producen como consecuencia del metabolismo celular (Fujita
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et al. 2006), y que en condiciones normales son rapidamente metabolizadas (Apel y Hirt,
2004).

Estas especies resultan de la excitacion del oxigeno a su forma activa singulete (*0O2) o
por la transferencia de uno, dos o tres electrones, formando el radical superéxido (0O2),

peroxido de hidrogeno (H202) o el radical hidroxilo (OH) (Fig. 3).

Radical

superoxido ..
P lon peré6xido

102 302 e 02.- e 022_

Oxigeno singulete Dioxigeno
H 2H"
Fe?*
—- .
HOZ HZOZ Reaccién Fenton OH

Peréxido de

Radical perhidroxilo hidrdgeno

Figura 3. Generacion de ERO por transferencia de electrones o reaccion Fenton.

Estas especies son biolégicamente importantes, ya que son altamente reactivas y pueden
dafar a biomoléculas como los lipidos, proteinas y acidos nucleicos, Yy

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
sefiales moleculares que median respuestas a varios estimulos (Desikan et al. 2004).
Entre las especies reactivas del oxigeno, el H2O> parece ser que realiza el papel mas
importante en la sefializacion de los cambios estresantes, debido a su elevada estabilidad
y largo tiempo de vida media. Si el H20> sirve como sefial al estrés, las fluctuaciones de
H20: en plantas podrian 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 comun a estreses abidticos y bioticos (Desikan et al. 2003). La acumulacion
de ERO inducida por estrés ya sea biético o abiotico es contrarrestado por los sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Fig. 4). Un antioxidante es cualquier
sustancia que a bajas concentraciones comparadas con las del sustrato oxidable, inhibe

o disminuye significativamente la oxidacion de este sustrato.

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

Los antioxidantes enzimaticos estan formados por Catalasa (CAT) que elimina H20; en
los peroxisomas, superdxido dismutasa (SOD) que elimina el anién-radical superéxido,
ascorbato peroxidasa (APX) que elimina H20- en diversos compartimentos, el guayacol
peroxidasa (GPOX) (Moller et al. 2007), glutation peroxidasa (GPX), glutation s-
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transferasa (GST), y metabolitos de bajo peso molecular no enzimaticos, tales como
ascorbato (ASH), glutation (GSH), a-tocoferol, carotenoides y flavonoides (Mittler et al.
2004).

2.6.1.1 Antioxidantes enzimaticos
2.6.1.1.1 Superoxido dismutasa (SOD)

La SOD es la enzima antioxidante intracelular mas efectiva que se encuentra presente
en todos los organismos aerdbicos y en todos los compartimentos subcelulares
propensos a la acumulacion de ERO mediante estrés oxidativo. Es conocido que existen
varios estreses provocados por el medio ambiente que a menudo conducen al incremento
en la generacion de ERO, donde, SOD es de suma importancia en la tolerancia al estrés
en plantas y siendo la primera linea de defensa entre los efectos toxicos de niveles
elevados de ERO. SOD es la enzima que encabeza el ataque a las ERO debido a que
remueve rapidamente una de las primeras ERO en ser producidas: el superoxido. La
SOD dismuta el superéxido (O27), via oxidacion, en oxigeno (O2) y por reduccion en
peroxido de hidrégeno (H202). Sin embargo, esta reaccion 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 desintoxicacion de ERO durante condiciones
de estrés (Garg y Manchanda, 2009). CAT es importante en la remocién de H20O:
generado en peroxisomas por oxidasas involucradas en la 3-oxidacion de acidos grasos,
fotorespiracion y catabolismo de las purinas (Polidoros y Scandalinos, 1999). La CAT es
una enzima que contiene hierro en su estructura y cataliza la dismutacién del H20, en
agua y oxigeno 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 H>02, CAT también reacciona con algunos hidroperoxidos tales como peréxido de
hidrogeno 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 més esencial en la eliminacion ERO y protegiendo a la
célula en plantas superiores, algas y otros organismos. El ascorbato peroxidasa (APX)
esta involucrada en la compactacion de H20:z en ciclos de agua-agua y ciclo ascorbato-
glutation (ASH-GSH) y utiliza ascorbato reducido (ASH) como el donador de electrones.
Glutation reductasa (GR) es una enzima potencial del ciclo ascorbato-glutation (ASH-
GSH) y desempefia 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 H>O teniendo asi un papel
importante en la reduccion de ERO durante el estrés.

2.6.1.1.4 Guayacol peroxidasa (GPOX)

GPOX descompone el acido indol-3-acético (AlA) y tiene un papel en la biosintesis de
lignina y actia como mecanismo de defensa contra el estrés abiotico en el consumo de
H20,. GPOX prefiere los donadores de electrones aromaticos tales como el guayacol
generalmente oxidan el ascorbato en una tasa del alrededor 1% de guayacol (Asada,
1999). La actividad de GPOX varia considerablemente dependiendo de la especie de

planta y las condiciones de estrés.

2.6.1.2 Antioxidantes no enzimaticos
26.1.2.1 Ascorbato-Glutation

El glutation se caracteriza por ser el compuesto no protéico mas abundante, distribuido
principalmente en células eucaridticas. Se encuentra en concentraciones milimolares, y
presenta una alta capacidad de donar electrones. ElI 90% del glutation se encuentra
normalmente en su estado reducido. El glutation oxidado puede de nuevo ser reducido a
GSH por accién del glutation reductasa que utiliza NADPH como poder reductor (Li et al.

2004). El ciclo del ascorbato-glutation lo conforman cuatro enzimas, siendo la APX la mas
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abundante dado que esta requiere ascorbato para poder reducir el H.O2 a H2O. El
monodehidroascorbato (MDHA) requiere nicotina adenina dinucleétido reducido (NADH),

o bien puede reducirse a ascorbato y dehidroascorbato (DHA) utilizando glutation
reducido (GSH) como reductor (Sairam y Tyagi, 2004).

Los mecanismos no enzimaticos estdn compuestos por moléculas como: pigmentos,
glutatién, acido ascorbico y varios MetS. Existen diversos metabolitos secundarios que,
a través de diversas funciones, pueden estar involucrados en la proteccién no enzimatica

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

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y reproduccion
de las plantas y actian como agentes protectores frente a patdégenos, siendo secretados
como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como infecciones,
radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da a partir de fenilalanina por la via del
Shikimato (Fig. 5), juegan un rol muy importante en las plantas, debido a que regulan el

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

Figura 5. Ruta de Biosintesis de los Fenilpropanoides (Modificada de Solecka, 1997).
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En las plantas se encuentran un numero considerable de compuestos fendlicos

(flavanoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, &cidos fendlicos, etc.) (Cai et al. 2006).

26.1.3.1 Fenilalanina amonio liasa (PAL)

PAL es la primera enzima en la ruta del metabolismo fendlico y su actividad enzimatica
se activa por condiciones de estrés. Actla catalizando la L-fenilalanina, que es un
aminoé&cido aromatico, dirigiendo el flujo de carbono de la via de Shikimato a las vias del
metabolismo de fenilpropanoides. Se trata de una via metabdlica secundaria en las
plantas superiores y algunos otros organismos, involucrada principalmente en los
mecanismos de defensa (MacDonald y D'Cunha, 2007). Esta reaccion es la primera etapa
de la amplia gama de reacciones que biosintesis los fenilpropanoides (Jones, 1984).

Se ha demostrado que de la actividad enzimatica de PAL puede variar durante las fases
de desarrollo de planta y condiciones de estrés ya sean bidticos y abioticos a los que este
expuesta (Dixon y Paiva, 1995; Tomas-Barberan y Espin, 2001), promueve un
incremento en la concentracion de compuestos fendlicos que incluye la formacion de
lignina, flavonoides y acidos hidroxicinamicos, 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
abioticos y/o bidticos y el estallamiento oxidativo. Zhang et al. (2013), en cultivos de raices
transformadas de Artemisia annua evaluaron la produccion de artemisinina por la adicién
de nanoparticulas de plata (NPs Ag), observando que la produccion incrementé en las
raices tratadas, también indujeron el estrés oxidativo incrementando la actividad de CAT.
Huerta-Heredia et al. (2009), incrementaron la produccién de alcaloides oxindol
monoterpenicos (AOM) y de 3-a-dihidrocadambinal (DHC) con la adicion de H202 en

raices de Uncaria tomentosa, ademas observaron el incremento de la actividad
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enzimatica de peroxidasas aumentando la concentracion de H>O»2. En cultivos de
suspensiones celulares de Salvia miltiorrhiza, Dong et al. (2010), estudiaron el efecto a
elicitacion con &cido salicilico (AS) encontrando que incrementa la acumulacion de
compuestos fendlicos como fenilalanina amonio liasa (PAL), tirosina aminotransferasa
(TAT) y la actividad enzimatica de SOD, CAT y GPOX. Ali et al. (2008), en cultivos de
raices Panax ginseng, en sistema de biorreactores evaluaron la adicion de COg,
disminuyendo la acumulacién de ginsendsidos, por lo contrario, obtuvieron un incremento
tanto en la actividad enzimatica y no enziméatica. Ali et al. (2006), en cultivos de raices en
biorreactor de Panax ginseng indujeron la actividad antioxidante y la produccién de
saponinas con cobre (Cu) a diferentes concentraciones, demostrando la existencia del
estallamiento oxidativo. Ali et al. (2005a), a escala biorreactor en cultivos de raices de
Panax ginseng aumentaron la concentracion de CO: encontrando que hubo un
incremento en la concentracion de fenoles y flavonoides. Ali et al. (2005b), indujeron la
respuesta del sistema antioxidante en cultivo en biorreactor de raices de Panax ginseng
modificando los niveles de O». La produccion de ginsendsidos se incremento, asi como

la actividad antioxidante enzimatica.

En S. rebaudiana, se han reportado los siguientes trabajos de estrés oxidativo, Javed et
al. (2016), observaron en plantulas micropropagadas de S. rebaudiana, el efecto en la
actividad antioxidante por la adicion de NPs ZnO de 0 a 1000 ppm, donde a 1 ppm
obtuvieron la mayor produccion de fenoles (4.67 mgeqac/Mgex). Alvarez-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 pmolegac/gps. con 1.5% de
metanol. Desai et al. (2015), observaron la fitotoxicidad de la adicion de diferentes
concentraciones de NPs ZnO (50, 100, 200, 400 y 1000 mg/L) en plantulas in vitro de S.
rebaudiana, encontrando que la maquinaria antioxidante enzimatica fue actividad,
encontrando que con 1000 mg/L se presentd la mayor actividad de CAT y SOD, mientras
gue 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.+).
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3. Justificacion

En cultivos de tejidos vegetales se ha demostrado que el estrés provocado ya sea por
elicitores bioticos o abioticos estimulan la produccion de especies reactivas de oxigeno,
desencadenando una cascada de sefializaciébn comandada por el peroxido de hidrogeno
(H202), provocando un desequilibrio entre las especies oxidantes y antioxidantes,
favoreciendo asi la produccion de MetS. Ese aumento de MetS puede ser utilizado
fisiologicamente por el cultivo vegetal como una estrategia antioxidante para recuperar el
equilibrio oxidativo. El cultivo in vitro de raices es atractivo biotecnolégicamente como un
sistema organo diferenciado que permite estudiar las respuestas bioquimicas a factores
de estrés y a partir de estas proponer estrategias que potencialicen la produccion de
MetS. La planta S. rebaudiana es de amplio interés ya que ha demostrado importantes
beneficios en la salud. Diferentes estrategias de produccién se han implementado como
el establecimiento de cultivos in vitro de raices en suspension. Sin embargo, en cultivos
in vitro de raices de S. rebaudiana no existen reportes de la participacion del estrés
oxidativo y su regulacion. Conociendo todo lo anterior, es importante estudiar el efecto la
participacion de los sistemas antioxidantes enzimatico y no enzimatico, en respuesta al
estrés para obtener informacion de los procesos bioquimicos que se desarrollan en S.

rebaudiana.
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4. Hipotesis

La respuesta de los sistemas antioxidantes enzimatico y no enzimético en cultivo in

vitro de raices de Stevia rebaudiana se activara por elicitacién abiética.

5. Objetivo General

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

in vitro de raices de Stevia rebaudiana bajo el régimen de elicitacion abidtica.

6. Objetivos Especificos

6.1.1 Obtener un cultivo in vitro de raices de Stevia rebaudiana.
6.1.2 Estudiar el efecto de la adicion de inductores abidticos sobre el crecimiento,
produccion de compuestos antioxidantes y la capacidad antioxidante enzimatica en

cultivos in vitro de raices de Stevia rebaudiana.

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

vitro de raices de Stevia rebaudiana.

37



7. Metodologia

La presente investigacion se llevé 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 plantulas micropropagadas de S. rebaudiana
establecidas en el Laboratorio de Cultivo de Células Vegetales de la Universidad del
Papaloapan. Las raices provenientes de medio semisélido se separaron de la plantula

para su posterior establecimiento en medio liquido (Alvarado-Orea et al. 2014).
7.2 Establecimiento de raices en medio liquido

Se colocaron explantes de las raices de las plantulas 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 acido indolbutirico (IBA). ElI pH del cultivo se
ajusto a 6.3 previo a la esterilizacion a 121 °C por 15 min. Las raices se mantuvieron en
oscuridad y en fotoperiodo 16/8 luz/oscuridad a 25 + 2 °C a 110 rpm de agitacion orbital.
Para el mantenimiento de la linea de cultivo in vitro de raices se realizaron subcultivos

cada 15 dias.

7.3 Extraccién e identificacion de Glucésidos de Esteviol (GE)
7.3.1 Extracciéon de Glucésidos de Esteviol (GE)

Para llevar a cabo la extraccion de GE a partir de raices in vitro de S. rebaudiana se sigui6
la metodologia reportada por Bondarev et al. (2001), modificada. La biomasa se liofiliz,
se pulverizd, utilizando un mortero con pistilo y los GE se extrajeron de forma sucesiva

dos veces con metanol: H20 (80:20 v/v), en una relacion de 10 mL por cada gramo de
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biomasa, se sonico por 30 min. Posteriormente, se centrifugd por 15 min a 3500 rpm, el
sobrenadante de la extraccion sucesiva se aforo a 5 mL, se separé una alicuota de 0.5
mL para la cuantificacion de fenoles totales, todas las muestras se concentraron hasta su

peso constante.

7.3.2 Extraccion en fase solida (SPE)

La extraccion en fase solida se realizd6 con cartuchos Strata Cis-E de 100 mg/mL,
siguiendo la metodologia de Woelwer et al. (2010). Los cartuchos se limpiaron con
metanol (6 mL) y se acondicionaron con H>O (6 mL). La preparacion de la muestra se
realizé resuspendiendo los extractos crudos en 200 L de acetonitrilo: H2O (80:20 v/v) y
se llevé a 10 mL con H20, centrifugando a 3500 rpm por 15 min y fue recuperado el
sobrenadante. Posteriormente, el sobrenadante se paso por el cartucho de SPE, se lavo
con H20 (10 mL) y acetonitrilo: H20 (20:80 v/v) (10 mL) y se sec6 por 15 min a flujo de
aire. Los GE fueron eluidos con acetonitrilo: H20 (80:20 v/v) (4 mL). Se llevo a sequedad

para su posterior analisis.

7.3.3 Cromatografia en capafina TLC

Los extractos de raices de Stevia rebaudiana fueron resuspendidos en metanol: H>O
(80:20 v/v), con ayuda de micropipetas, se aplicaron en la placa de silica gel 60 F2s4 sin
dafar la superficie. Se utilizaron como estandares el Reb A (1432-Sigma Aldrich), Est
(50956-Sigma Aldrich) y acido clorogénico (00500590-Sigma Aldrich). Para la separacién
del Est y Reb A en las placas, se utilizaron 3 fases moviles: acetato de etilo: etanol:
acetona: H>O (15:3:6:6 v/vivilv) (S1y S1) (Londhe y Nanaware, 2013), cloroformo: MeOH:
N-propanol: H20 (5:6:1:4 viviviv) (S2) y N-butanol: &cido acético: H20 (8:1:1 v/viv) (S3).
Las placas se tifieron con 3 soluciones reveladoras: orcinol 0.5% en metanol: acido
sulfurico (95:5 v/v) (R1), acido fosfomolibdico diluido (R2) y anisaldehido (R3z), seguido de

un calentamiento de 2 a 4 min (Dacome et al. 2005; Reis et al. 2011). La identificacion de
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los GE y fenoles de las muestras se comprobd por comparacién de los factores

empleados (Rf) de los estandares Est, Reb Ay Acido Clorogénico.

Para determinar el Rt se utilizo la siguiente ecuacion:

Donde:

Lc = Longitud que recorrié cada compuesto, desde la zona de punteo de la muestra hasta
la altura alcanzada.

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

solvente.

Para la separacion de los fenoles se utilizo la fase movil (S2) acetato de etilo: ac. féormico:
ac. aceético: H2O (100:11:11:27 v/viviv) y se observaron a una longitud de onda de 254
nm dando una coloracion azul fluorescente (Wagner y Bladt, 1996). El acido clorogénico

en las muestras se identificé con la comparacion del Rf con el estandar.

7.3.4 Espectrofotometria de masas

La identificacion de los GE por espectrofotometria de masas se llevo a cabo de acuerdo
con la metodologia 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 concentracion de
1 mg/mL, con respecto al peso seco de la fraccion del extracto, después se llevaron a 30
ppm en metanol grado masas y se inyectaron por infusion directa al equipo de

espectrometria de Masas LCQ Fleet ion trap LC/MS" (ThermoScientific) a 10 yL/min.
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7.4 Cinéticade crecimiento

Las raices 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 llevo
a cabo cada tercer dia, separando la biomasa del medio del cultivo y secandola con papel
filtro. Para la determinacion del peso seco la muestra se liofilizd hasta llegar a peso

constante

7.4.1 Indice de crecimiento

El indice de crecimiento (IC), se determindé mediante la ecuacion:

Donde:
IC= indice de crecimiento.
P: = Valor del peso seco al final o toma de muestra durante el experimento.

P = Valor del peso seco al inicio del experimento.

7.5 Cuantificacién de Fenoles totales

Para determinar fenoles totales (FT) se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita
por Singleton et al. (1999), modificada. Los extractos se resuspendieron en metanol: H>O
(80:20 v/v) teniendo una concentracién final de 50 mg/mL. La mezcla de reaccién
consistié en 100 uL de extracto, 1 mL de Folin-Ciocalteu (10%) (F9252-Sigma Aldrich),
800 pL de carbonato de sodio (NaHCOs3) (1M) (230952-Sigma Aldrich). Se incubo por 60
min a temperatura ambiente y la absorbancia fue leida a 765 nm en un espectrofotdmetro

(UVIVIS Optizen pop). Se realiz6 una curva de calibracion (ver Anexo), utilizando
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catequina como estandar (C1251-Sigma Aldrich) y la concentracién de fenoles totales,

se expreso6 en equivalentes de catequina/miligramo de extracto seco.

7.6 Cuantificacion de Flavonoides

La cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 de acuerdo con la metodologia descrita
por Dewanto et al. (2002). Los extractos fueron resuspendidos en metanol: H.O (80:20
v/v) teniendo una concentracion final de 50 mg/mL. La mezcla de reaccion consistio en
125 uL de extracto, 375 pL de etanol, 25 pL cloruro de aluminio (AICI3) (10%) (237078-
Sigma Aldrich), 25 pL acetato de potasio (CH3CO2K) (1 M) (P3542-Sigma Aldrich) y 700
ML H20. Se incubo por 30 min a oscuridad y la absorbancia fue leida a 415 nm en un
espectrofotometro (UV/VIS Optizen pop). Se realizé una curva de calibracion (ver Anexo),
utilizando rutina (78095-Sigma Aldrich). La concentracion de flavonoides totales fue

expresada en equivalente de rutina/miligramo de extracto.

7.7 Experimentos de elicitacion
7.7.1 Nanoparticulas de 6xido de Zn (NPs ZnO)

Las NPs zZnO fueron donadas por el Depto. de plasticos en la agricultura, Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada, Saltillo, Coah. Estas se agregaron a matraces
Erlenmeyer 125 mL con 50 mL de medio de cultivo liquido 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 ajusté a 6.3 previo a esterilizarse
y se esterilizaron a 120 °C por 15min. A cada matraz se agrego6 2% (p.f./v) de raices. La
toma de muestra se realizé a los 5 dias después de la adicion de NPs ZnO. Los

experimentos se llevaron a cabo por triplicado.
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7.7.2 Peréxido de Hidrogeno (H20,)

Se inocularon matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio de cultivo liquido con 2% de
raices (p.f./v). A los 10 dias de crecimiento se adicié dos concentraciones de peréxido
de hidrégeno (250 pM y 500 pM), la toma de muestra se realiz6 los dias 1, 3y 5

posteriores a la adicion. El experimento se llevo a cabo por triplicado.

7.7.3 Metil Jasmonato (MeJa)

Se inocularon matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio de cultivo liquido con 2% de
raices (p.f./v). Alos 10 dias de crecimiento se adicionaron dos concentraciones de metil
jasmonato (250 y 500 uM). El metil jasmonato (392707-Sigma Aldrich) fue disuelto en
etanol y esterilizado en frio con filtros de nylon de 0.48 uM previo a su uso (Mathew y
Sankar, 2012). La colecta se realiz6 los dias 1, 3 y 5 posteriores a la adicion. El

experimento se realizo por triplicado.

7.8 Actividad enzimatica

7.8.1 Extraccion y cuantificacion de la actividad enzimatica

Las raices se congelaron y pulverizaron con ayuda de nitrogeno liquido, después se
agrego una solucién amortiguadora (Tabla 2), se probaron dos tipos de pH, para poder
determinar cual proporcionaba la mayor actividad enzimética por su comparacién en
geles de actividad (ver Anexo). El extracto se mezclé cuidadosamente. Se centrifugd a
10000 rpm durante 10 min. Todo se realiz6 a 4 °C. La proteina total se cuantificé por el
método de Bradford, (1976) (500-0205 Vigorad), utilizando como estandar albumina de
suero de bovino (BSA) (500-0209 BioRad).
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Tabla 2. Solucién amortiguadora para la extraccion de enzimas.

Enzima Buffer de extraccion
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 EDTAy 5 mM ascorbato

7.8.1.1 Actividad enzimética de APX (EC: 1.11.1.11)

La actividad de APX se cuantificd por el método de descrito por Nakato y Asada, (1987),
siguiendo la descomposicion del H.O2 dependiente del ascorbato. La mezcla de reaccion
consistioé en tomar extracto crudo de proteinas, solucion amortiguadora de Na>:HPO4 50
mM pH 7, EDTA 0.1 mM, Ascorbato 0.1 mM y H202 0.1 mM. Se ley6o a 290 nm al
espectrofotometro (UV/VIS Optizen pop). La actividad de APX fue calculada utilizando el

coeficiente de extincion del ascorbato (2.8 M cm™) y se expresé como pM/gprot*min.

7.8.1.2 Actividad enzimatica de CAT (EC: 1.11.1.6)

La actividad de CAT se realiz6 de acuerdo con el protocolo descrito por Aebi, (1984). La
mezcla de reaccidn consistié en una soluciéon amortiguadora de Na,HPO4 100 mM a pH
6.8, 25 mM de H20- y extracto enzimatico. La disminucion de la absorbancia debido al
agotamiento del H2O2 fue leida a 240nm en un espectrofotémetro (UV/VIS Optizen pop).
La actividad de CAT se calcul6 usando el coeficiente de extincion de H202 (40 M cm™) y

expresada como PM/gprot*min.
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7.8.1.3 Actividad enzimética de GPOX (EC:1.11.1.7)

La actividad enzimatica de GPOX, se cuantifico por la oxidacion del guayacol utilizando
el método propuesto por Pltter, (1971). La mezcla de reaccidén contenia extracto crudo
de proteinas, solucion amortiguadora de NazHPO4 100 mM pH 6, 25 mM H202 y 25 mM
guayacol. La absorbancia fue leida a 470 nm en un espectrofotometro (UV/VIS Optizen
pop). La actividad enzimatica se determiné como la cantidad de proteina necesaria para

oxidar 1 pumol de guayacol por minuto.

7.8.1.4 Actividad enzimatica de PAL (EC: 4.3.1.5)

La actividad enzimatica de PAL se cuantificé utilizando la metodologia descrita por Fritz
et al. (1976). La mezcla de reaccion consistio en extracto enzimatico, una solucion
amortiguadora de Tris-HCI pH 8.5 150 mM, H20 desionizada y como sustrato 2 mM de
fenilalanina. La absorbancia se ley6 a 270 nm (UV/VIS Optizen pop). La actividad de PAL
fue calculada con el coeficiente de extincién de acido cindmico (19.73 mM cm?) y fue

expresada como pPM/gpret*min.
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8. Resultados y Discusion

8.1 Establecimiento del cultivo in vitro de raices de Stevia rebaudiana

El cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana fue iniciado con explantes de raices
provenientes de cultivos de plantulas crecidas en medio semisélido, éstas se cortaron
separandolas de la parte aérea de la plantula y fueron colocadas en matraces que
contenian medio liquido de MS a la mitad suplementado con 2% de sacarosa y 0.5 g/L
de IBA (Fig. 6), bajo dos regimenes luminicos: 1) oscuridad y 2) fotoperiodo 16/8 h.

A B

Figura 6. Establecimiento del cultivo in vitro de raices de Stevia rebaudiana. A) Raices de
plantulas en medio semisélido y B) Cultivo de raices en medio liquido.

Se observo que la coloracién entre los dos cultivos de raices fue diferente; las que se
encontraban en oscuridad se observaron incoloras y las raices en fotoperiodo se tornaron
de color verde (Fig. 7). Esto puede deberse a la capacidad intrinseca de los plastidos a
diferenciarse a cloroplastos en las raices, o al menos ciertas regiones de raices de
algunas plantas han mostrado conversion de amiloplastidos a cloroplastos (Kirk y Tilney
- Bassett, 1978).
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Figura 7. Raices in vitro de Stevia rebaudiana A) Oscuridad y B) Fotoperiodo.

Las raices, 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 raices transformadas, especialmente de la
especie Asteracea, son capaces de tomar coloracion verde. Flores et al. (1993),
evaluaron la morfologia fotosintética de cultivos de raices de B. sulphureus y A.
oppositifolia por microscopia de luz y microscopio electronico de transicion (TEM),
observando que las raices de A. oppositifolia mantuvieron su anatomia de raiz tipica. Los
plastidos que se encuentran en las células corticales de ambas especies tienen tilacoides
diferenciados y granos de almidén que son, en general, muy similares a los cloroplastos
gue se encuentran en las hojas. En contraste, los plastidos de las células corticales de
las raices cultivadas en la oscuridad permanecieron en gran medida indiferenciados y en

algunos casos se formaron granulos de almidoén.

En las plantas, los genes implicados en la fotosintesis se codifican por separado en los
nucleos y plastidos, y por lo tanto se requiere la cooperacion estrecha entre estos dos
genomas para el desarrollo de los cloroplastos funcionales. Sin embargo, se sabe muy
poco sobre el potencial fotosintético de la raiz, las condiciones que favorecen su

expresion, o cuan extendido esta su capacidad metabdlica.
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8.2 Andlisis quimico de los metabolitos secundarios presentes en las raices in

vitro de S. rebaudiana

Con el fin de conocer el perfil metabdlico del cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana
en TLC, se probaron diferentes fases moviles.

8.2.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

Para la identificacion de GE de los extractos metandlicos de raices in vitro de S.
rebaudiana, se utilizaron 3 fases moviles: acetato de etilo: etanol: acetona: H-O (15:3:6:6
vIiviviv) (S1y Sr1’); para las cuales se utilizaron dos reveladores diferentes: orcinol 0.5%
(R1) (Fig. 8A) y acido fosfomolibdico diluido (R2) (Fig. 8B), las otras dos fases mdviles
fueron cloroformo: MeOH: N-propanol: H20 (5:6:1:4 viviviv) (S2) (Fig. 8C) y N-butanol: ac.
aceético: H-O (8:1:1 v/viv) (Ss) (Fig. 8D), reveladas con Anisaldehido (Rs). Cabe destacar
gue de las muestras 1y 2 de las Fig. 8C y D se puntearon 16 ug y 48 ug de extracto
respectivamente. Ademas, que son precisamente en estos dos cromatogramas donde se
observa una mayor definicion en las bandas correspondientes al Esty Reb A comparadas

con los estandares.

Por otro lado, también se realiz6 un cromatograma para la identificacion de compuestos
fendlicos (Fig. 9) de los extractos metandlicos de las raices in vitro de S. rebaudiana, para
la cual se utilizé la siguiente fase movil: acetato de etilo: ac. formico: ac. acético: H20
(100:11:11:27 viviviv) (Sa). Teniendo en el carril 1 y 3 extractos de raices in vitro de S.
rebaudianay en el carril 2 el estandar acido 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 acido iso-clorogénico,

acido ferulico o acido cafeico, respectivamente (Wagner y Bladt, 1996).
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Figura 8. Identificacion de GE en extractos de raices in vitro de S. rebaudiana. A) 1-Muestra, 2-

Esty 3-Reb A. B) 1-Est y 2-Muestra. C y D) 1-Reb A, 2-Est, 3-Muestra y 4-Muestra.

Figura 9. Identificacion de compuestos fendlicos en extractos de raices in vitro de S.
rebaudiana. 1 y 3, Extracto de raices. 2, acido clorogénico.
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Los Rf obtenidos tanto para la identificacion de GE como para los compuestos fendlicos

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

Tabla 3. Rf de los extractos metandlicos del cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana utilizando
las fases: S1, S+, Sz, Sz Y Sa.

Compuesto Rf Rf Rf Rf Rf Rf
S1 Sr S Ss3 S, | estandar

Reb A 0.31 | 0.58 0.28 0.22 - 0.31

Est 0.4 0.60 | 0.29 0.30 - 0.4

Ac. Clorogénico = 0.4 0.47 0.47
Ac. - 0.8 -
Isoclorogénico - 0.9 -
Ac. cafeico - 0.9" -

Ac. fertlico

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

8.2.2 Identificacion de GE por espectrometria de masas

Se demostro la capacidad de produccion de GE en el cultivo in vitro de raices de S.
rebaudiana por espectrometria de masas mediante la identificacion de los iones
moleculares y sus patrones de fragmentacion correspondientes, como se muestra en la
Fig. 10y Tabla 4. En la Fig. 10A se observa el ion molecular [M-H] = 803 correspondiente
al Est, ademas, se confirm6 su identificacion por comparacion con el espectro de
fragmentacion del estandar Est (S3572-Sigma Aldrich) (Fig. 11).

Mientras que el ibn molecular [M-H]" = 317 de la Fig. 8B, puede corresponder a esteviol
0 isoesteviol, esto de acuerdo con lo reportado con Shafii et al. (2012) y Gardana et al.
(2010). Ademas, fue tentativamente identificado el ibn molecular [M-H] = 641 que puede

corresponder al esteviolbiésido o rubusdsido (Tabla 4).
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Figura 10. Espectros de GE producidos en cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana obtenidos
por la técnica de infusion directa en metanol. A) Est y B) esteviol o isoesteviol.

Figura 11. Espectro del Est obtenido por la técnica de infusion directa a 5 ppm en metanol.
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Cabe sefalar que en la metodologia estandar de inyeccion por infusion directa al
espectrometro 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 raiz fue necesario inyectar a
30 ppm por lo que se deduce que la produccién de GE es baja. Es probable que, por este
motivo, trabajos anteriores no reportaron presencia de GE en cultivos in vitro raices de
S. rebaudiana (Yamasakiy Flores 1991; Reis et al. 2011; Fu et al. 2014). Este es el primer
reporte que demuestra la produccion de GE en cultivo in vitro de raices S. rebaudiana.

Tabla 4. Identificacion de GE en cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana.

lon
molecular | MS? | MS® | MS* | Compuesto Fuente Parte de la
. planta
[H-H]
641; | 479;
f f Gardana et .
803 624, 1 413, | 317 | Esteviésido | al. 2010: pgl | HolasdesS.
461; 521; ot al. 2007 rebaudiana
317 593 '
249; 180- Gardana et
273; ' Esteviol o al. 2010; Hojas de S.
317 ' 113; - . . . ;
299; 205 isoesteviol Shafii et al. rebaudiana
231 2012
641 i i i Esteviolbiésido | Gardanaet | Hojas de S.
o rubusosido al. 2010 rebaudiana

[H-H] = lon molecular en modo negativo.
MS" (MS?, MS® y MS#) = Espectrometria en mdltiples etapas.

8.3 Cinética de crecimiento

Para llevar a cabo la cinética de crecimiento, se inocularon con 2% de peso freso (gp.t/v)
de raices, matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio liquido descrito en el
apartado 6.2. La cinética se realiz6 durante 25 dias. En la Fig. 12, se muestra la cinética

de crecimiento de las raices in vitro de S. rebaudiana, donde se encontré que la maxima
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biomasa obtenida fue a los 20 dias con 10.24 gps/L, teniendo una velocidad de
crecimiento de 0.090 d y un tiempo de duplicacién de 7.61 dias. El incremento en la

biomasa fue 5.6 veces mayor con respecto al indculo inicial.

e
o N
]

Biomasa (g, s/L

o N b~ O ©

0 5 10 15 20 25
Tiempo (d)

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

Reis et al. (2011), determinaron la productividad de cultivos de raices in vitro crecidas en
sistema de botella rodada y como esto dependia de la densidad del inéculo. Las biomasas
iniciales fueron: 0.2, 0.3, 1.0, 2.0 y 4.0 g, la densidad Optima de inoculo fue de 0.2 g, ya
gue permitié un mejor desarrollo de las raices, donde se alcanz6 entre las semanas 4 y
5 su maximo crecimiento, siendo 13 veces mas con respecto al inéculoinicial. En el 2013,
Mathur y Shekhawat, evaluaron la dinamica de crecimiento en cultivos celulares de S.
rebaudiana durante 28 dias, demostrando que al dia 14 de crecimiento, el cultivo alcanzé
Su maximo crecimiento, siendo 4.6 veces mayor con respecto al indculo (10% v/v),
teniendo un tiempo de duplicacién de 26.35 h. Por otro lado, Fu et al. (2014), en cultivo
in vitro de raices transformadas de S. rebaudiana observaron que su maxima
acumulacion de biomasa fue entre los dias 24-27, alcanzando 22.2 gps/L, 48 veces mas
comparado al inéculo. Por ultimo, Min et al. (2007), sefial6 que altas densidades de

inéculo resulta en un crecimiento pobre debido a que las raices adventicias alcanzan
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rapidamente su fase estacionaria, lo que limita la disponibilidad de oxigeno y nutrientes

y por lo tanto afecta la produccién de metabolitos secundarios.

Nuestros resultados demuestran tener una buena productividad en cuanto al crecimiento
con respecto al in6culo inicial, obtuvimos la mitad de la biomasa comparado con lo
reportado por Fu et al. (2014), tomando en cuenta que sus cultivos de raices eran
transformadas, las cuales muestran un crecimiento vigoroso en medio libre de

fitohormona.

8.4 Elicitacion abiodtica en cultivo in vitro de raices de Stevia rebaudiana
8.4.1 Efecto dela adicion de NPs ZnO en la actividad antioxidante no enzimatica
84.1.1 Cuantificacion de fenoles totales

Se cuantifico la acumulacion de fenoles totales por efecto de la adicion de NPs ZnO en
el cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana, se observo que el contenido de fenoles en
el control fue de 188.22 pgecq/mgex, mientras que a 5 y 15 ppm disminuyeron su
acumulacion alrededor del 55% y 90%, respectivamente (Fig. 13). Javed et al. (2016),
observaron en plantulas micropropagadas de S. rebaudiana, que con la adicién de 1 ppm
NPs ZnO se obtuvo la mayor produccion de fenoles 4.67 pgeqac/Mgex. Comparando
nuestros resultados con los obtenidos por Javed et al. (2016), se podria suponer que la
concentracion adicionada a los cultivos in vitro de raices 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 adicion de 10 ppm de NPs Ag sobre el
contenido de fenoles totales en plantulas de Bacopa monnieri (Linn.) cultivadas en
hidroponia bajo fotoperiodo (16 h luz/8 h oscuridad) durante 30 dias. El andlisis del
contenido de fenoles totales en las plantas tratadas con NPs Ag cambi6é hacia el
metabolismo secundario incrementando acumulacién de fenoles con respecto al tiempo,

siendo la raiz la que presentaba un mayor contenido de fenoles totales comparada con
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las hojas y tallo. Ademas, una reduccion en los niveles de proteinas y carbohidratos
después del décimo dia de tratamiento coincidié con un aumento significativo en el
contenido fendlico. Tales respuestas se han reportado en plantas bajo estrés por metales
pesados, asi como de patdégenos. En la mitigacidn del estrés por metales pesados, se ha
descrito que los derivados fendlicos actian como quelantes metalicos y como

antioxidantes, reduciendo la formaciéon de ERO.
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Figura 13. Efecto de la adicién de NPs ZnO en la acumulacién de Fenoles totales intracelular en
cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana. La adicion del elicitor se realiz6 al tiempo cero, la
toma de muestra se realizé 5 dias posteriores a la adicion. A) Produccion de Fenoles totales y
B) Raices de S. rebaudiana a los 5 dias a la exposicion a NPs ZnO.

AL-Oubaidi y Kasid, (2015), demostraron el aumento de la produccion de metabolitos
secundarios (compuestos fendlicos 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 4.5y 6 mg/L estimularon mayormente la produccién

de estos metabolitos.

Se ha demostrado que la adicion de NPs altera el metabolismo secundario en plantas
incrementando la produccion de ERO el cual se lleva a cabo mediante estallamiento
oxidativo, asi mismo diversos estudios han puesto en evidencia que las plantas tratadas

con NPs incrementan la produccién de compuestos fendlicos y que estos actian como
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moléculas antioxidantes contrarrestando la produccion de ERO (Marslin et al. 2017).
Similar a lo anterior reporta Huerta-Heredia et al. (2009), donde evaluaron la estimulacién
de MOA y DHC por la adicion de diferentes concentraciones (200, 800 y 1000 uM) de
H>O. provocando estallamiento oxidativo en cultivos raices de U. Tomentosa.
Incrementaron la produccién de MOA un 56% comparado con el control con la adicion de
800 y 1000 uM de H203, sin embargo, en raices tratadas con 800 y 1000 uM de H20: la
acumulacién de DHC se redujo comparadas con el control un 30-40%. La disminucion de
DHC podria estar relacionada con un papel de proteccion en las raices de U. tomentosa
al ser oxidada por la presencia de H20..

Con lo anterior es posible sugerir que los resultados mostrados en la reduccion en la
acumulacion de fenoles por la adicion de NPs ZnO a los cultivos in vitro de S. rebaudiana,
estos compuestos podrian ser las primeras moléculas en ser oxidadas como respuesta
del mecanismo antioxidante no enzimatico provocado por el estrés oxidativo. Algunos
estudios también han demostrado que el tratamiento de plantas y microorganismos
fotosintéticos con NPs producen una mayor producciéon de compuestos fendlicos
(Comotto et al. 2014; Ghorbanpour y Hadian, 2015; Vecefova et al. 2016), y que podrian

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

8.4.1.2 Actividad enzimatica

Por efecto del estrés oxidativo se observé un aumento en la actividad enzimatica y los
procesos que producen H20. y O o debilitando la funcidn de los sistemas antioxidantes,
permitiendo la formacion de ERO mas oxidantes como OH". Entre los metales pesados,
Fe?*y Cu'* que se producen normalmente en las células, puede reaccionar con H20z y
OH que se forma a través de la reaccion de Haber-Weiss. Una de las principales
consecuencias de accion de los metales pesados es incrementar la produccion de ERO,
gue por lo general dafia érganos celulares tales como membranas, acidos nucleicos,
pigmentos y cloroplastos (Maksymiec, 2007). Por lo anterior se determiné la actividad

enzimatica perteneciente al sistema antioxidante.
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En la Fig. 14 se muestra la actividad de GPOX, CAT, APXy PAL, donde se observa que
la actividad de GPOX (Fig. 14a), incrementa conforme se aumentd la concentracion de
NPs ZnO, hasta 11 veces para T2 comparado con el control (49 + uM/gpro*min). Mientras
que, la actividad de CAT (Fig. 14b) incrementé 2.5 veces mas para T2 (2.09 *
mM/gpret*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 esta
parcialmente relacionado con el aumento en la formacion de Oz. Por otro lado, la
actividad de APX (Fig. 14c) disminuy6 hasta 1.24 veces con la adicion de 15 ppm NP
ZnO. La actividad de PAL (Fig. 14d) se muestra que con el incremento en la
concentracion del elicitor disminuyé su actividad en 41% y 63% para T1 y T2
respetivamente, comparadas con el control (59 = pM/gpret*min), teniendo congruencia con

los datos de fenoles totales anteriormente descritos.
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Figura 14. Efecto de las NPs ZnO en cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana a los 5 dias de
exposicion 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 adicion de diferentes concentraciones
de NPs zZnO (50, 100, 200, 400 y 1000 mg/L) en plantulas in vitro de S. rebaudiana,
encontrando que la maquinaria antioxidante enzimética fue activada, con 1000 mg/L
obtuvieron la mayor actividad de CAT y SOD, mientras que para POX, la mejor actividad
se present6 con 100 mg/L. Resultados similares fueron reportados por Schitzendibel et
al. (2002), en raices de Populusx canescens donde indujeron el estrés oxidativo por la
adicion de cadmio (Cd) donde a las 48 h pierden por completo la actividad de APX a una
concentracion de 50 uM de Cd, asociandolo al incremento en la acumulaciéon de H20o.
Piqueras et al. (1999), sugiere que la estimulacion de un estrés oxidativo y la inhibicion

de enzimas antioxidantes son el resultado de la excesiva acumulacion de H>0O».

Mirzajani et al. (2014), reportaron la adicion de NPs Ag en raices O. sativa presentaron
un incremento en la actividad de SOD, APX y glutation-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 glutation reductasa (GR) y el DHAR en
plantulas de Pisum sativum L. Por otro lado, Dimkpa et al. (2012), en raices de trigo, la
actividad de catalasa (CAT), otra enzima que protege a las células del dafio oxidativo fue
elevada significativamente tras el tratamiento con 500 mg/kg NPs CuO. Ademas, en
plantas de maiz germinadas y cultivadas en suelos modificados con 400 y 800 mg/kg de
NPs CeO2 mostraron un aumento en la acumulacion de H20. dependiente de la
concentracion después de 10 dias, pero al dia 20 no mostro ninguna diferencia. Un patrén
similar se observo en el incremento de las actividades de CAT y APX que contrarrestan
la peroxidacion lipidica en las plantulas de maiz tratadas con NPs CeO: (Zhao et al.
2012).

Los resultados obtenidos por la adicion de NPs ZnO a las raices in vitro de S. rebaudiana
coinciden con lo reportado en otros sistemas, donde la adicion de NPs inducen al
estallamiento oxidativo activando el mecanismo de defensa antioxidante enzimatico. Sin

embargo, las actividades de PAL junto con la produccién de fenoles disminuyeron con el
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incremento de las concentraciones de NPs ZnO, podria sugerirse que esta enzima pudo
haber estado activa en las primeras horas de la adicion de las NPs llevando a cabo la
sintesis 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-glutation, suponemos que por esta razén la

actividad de APX disminuy6 con el incremento en la concentracion de NPS ZnO.

8.4.2 Efecto de H,0, en cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana.
8421 Crecimiento

Se adicionaron 250 y 500 yM de H20: a las raices de S. rebaudiana, al quinto dia de
exposicion en ambas concentraciones se vio afectado considerablemente el crecimiento
(Fig. 15a). Disminuyendo un 34% para 250 yM y un 41% para 500 yM con respecto al
control (7.02 gp.s/L).
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Figura 15. Efecto en el crecimiento por la adicién de H2O- en cultivos in vitro de raices de S.
rebaudiana. La adicién del elicitor se realizé a los 10 dias de crecimiento, la cosecha se realizd
con 1,3 y 5 dias de exposicidn al H.O,. A) Control (m), cultivos elicitados con 250 uM de H-0-
(#) y cultivos elicitados con 500 uM de H2O (A), B) cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana a
los 5 dias de exposicion a H2O,.

Segun lo reportado por Huerta-Heredia et al. (2009), en cultivos de raices de U.

tomentosa expuestas a diferentes concentraciones de H20> (200, 400, 800 y 1000 uM),
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donde con 800 y 1000 pM perdieron un 25% de crecimiento desde el 5%° dia de
exposicion. Dunan et al. (2007), evaluaron en plantulas de Arabidopsis a varios
compuestos que incrementan la actividad de las ERO, ademas de las consecuencias que
estas tienen en el desarrollo de la raiz, demostrando que un exceso de H202 puede llegar
a reducir considerablemente su crecimiento. Rojo y Delgado, (2010), encontraron que la
adicion de 1 y 5 mM de H202 en plantulas 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 acumulacion
de H>O2 en plantas de Arabidopsis sp. inhibié el crecimiento y desarrollo vegetal,
sugiriendo que el incremento de H2O: intracelular activa la expresion de factores de

transcripcion involucrados en el control del crecimiento.

84272 Actividad antioxidante no enzimatica

8.4.2.2.1 Cuantificacion de fenoles, flavonoides totales y PAL

Los resultados de la acumulacion de fenoles totales en raices de S. rebaudiana por efecto
de la adicion de H20O. (Fig. 16a), demuestran que, al dia 1 se obtuvo la mayor
acumulacion de fenoles, a 250 uM increment6 0.35 veces mas que el control (546.09
Mgecq/MJEext), por lo contrario, a 500 uM de adicion exdégena de H20,, la acumulacion de
fenoles totales fue incrementando teniendo su maxima acumulacion al dia 5 con 0.42
veces mas que el control (421.93 pgecqe/mgext). Por otro lado, la produccion de flavonoides
totales (Fig. 16b) en raices expuestas a 250 uM, su maxima acumulacién fue al dia 5 con
10.4 veces mas que el control (34.63 nger/mgex) mientras que, a 500 uM de H20:2 su
mayor produccién fue al tercer dia con 4.13 veces mas comparado con el control (57.40
MOer/Mgex). La actividad de PAL (Fig. 16c) presentd un comportamiento similar que la
produccion de fenoles y flavonoides totales, siendo el dia 5 donde se observé que para
250 y 500 uM incrementd 3 y 2.5 veces mas su actividad con respecto al control (5.49

MM/mgprot*min).
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Figura 16. Efecto de la adicién de H2O: en cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana en la
acumulacion de A) Fenoles, B) Flavonoides totales y C) la actividad de PAL a los 1, 3 y 5 dias
de exposicion.

Javed et al. (2017), estudiaron el efecto del estrés provocado por la adicién exdgena de
10 y 20 mM de H20: a plantulas de S. rebaudiana con un tiempo de exposicion de 6 h.
La mayor acumulacion de fenoles y flavonoides totales fue observada con 10 mM de
H20., 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 plantulas de cafia micropropagadas en biorreactores de inmersién temporal,
con la adicion de H20O- a diferentes concentraciones (5, 10, 20 y 50 mM), observando que

con la aplicacion de 5 mM de H20: incremento la produccion de compuestos fendlicos.
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Hao et al. (2014), estudiaron el efecto de la adicion de acido salicilico (AS) y H202 a
suspensiones celulares de Salvia miltiorrhiza, la adicion de 10 mM de H:O: indujo la
actividad de PAL y la produccion de &cido rosmarinico. Diferentes investigaciones
demuestran que las plantas tienen un sistema de respuesta a los elicitores, incluyendo
activacion de enzimas y la produccién de metabolitos secundarios, los cuales no solo
estan regulados por las vias de sefializacion, sino también por un cross-talk de moléculas
sefial (Wang et al. 2011; Guo et al. 2014). El AS induce a la produccion de H202 que a
su vez puede promover la actividad de PAL y la produccién de metabolitos secundarios,
siendo el H>O2 un segundo mensajero en la traduccién de sefiales 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 acumulacion de acido
salvianolico B, demostraron que el AS puede incrementar los niveles de H>O2 y que existe
una relacion entre el AS y H>02 ya que pudiera funcionar como un segundo mensajero
para la produccién de MetS. La inhibicion de la produccion de H2O2 demostré que no
hubo una disminucién significativa, proponiendo un mecanismo entre Ca?*, dxido nitrico,
la activacion de factores de transcripcionales y de genes, AS y ERO de sefializacion
pudieran estar involucrados para producir una cantidad considerable de H2O, basal para

cubrir las necesidades de la célula.

8.4.2.3 Actividad antioxidante enzimatica

Para evaluar el mecanismo de defensa antioxidante enzimatico de las raices de S.
rebaudiana expuestas a H2O», se cuantifico la actividad de GPOX, CAT y APX, enzimas
gue contrarrestan la formacion de ERO. La mayor actividad de GPOX (Fig. 17a) se
observo al dia 5 para las dos concentraciones 250 y 500 uM de H202 con 1.02 y 0.61
veces mas comparados con el control (11.49 mM/mgprot*min). Para la actividad de CAT
(Fig. 17b) la mayor actividad se obtuvo al dia 3 con 0.50 y 1.44 veces mas comparado al
control (10.08 pM/mgpret*min) para 250 y 500 uM, respectivamente. Por otro lado, la
actividad de APX (Fig. 17c), en los primeros 3 dias disminuyd en un 26% para 250 uM
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mientras que para 500 UM perdié un 78% de su actividad, pero al dia 5 su actividad fue

parecida al control (295.24 yM/mgprot*min) en ambas concentraciones.
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Figura 17. Efecto del H2O; en cultivos in vitro de raices de S. rebaudiana a los 1, 3 y 5 dias de
exposicion en la actividad de A) GPOX, B) CAT, C) APX.

Hu et al. (2016), estresaron pasturas de centeno con cloruro de sodio y demostraron que
a pesar de que las condiciones de salinidad produjeron H202y O, la actividad de
enzimas antioxidantes como SOD, POX CAT y APX inhibieron la acumulacién excesiva

de ERO manteniendo asi la homeostasis. Las sefiales trasmitidas por Ca?* realizan
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funciones rio arriba o abajo en la red de traduccion de sefiales ayudando a la planta a
mejorar su adaptacién al estrés estimulando una mayor actividad de enzimas
antioxidantes en plantas. Srivastava y Srivastava, (2014), evaluaron el estrés hidrico
(100, 200 y 300 mL de agua) y el control (400 mL de agua) en ejemplares de S.
rebaudiana durante 40 dias, 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 disminuy6 gradualmente.
Cingoz et al. (2014), expusieron callos de Digitalis a concentraciones crecientes de H>O>
(0-10 mM) durante 6 horas, teniendo la mayor actividad enzimatica tanto para CAT y SOD
en callos que contenian en el medio 10 mM de H20O». Huerta-Heredia et al. (2009),
observaron el incremento de la actividad enzimatica de POX y SOD, con forme
aumentaban la concentracion de H>O> de 6 y 2 veces mas, respectivamente. Tang et al.
(2009), asperjaron de 50, 100 y 200 mM de H20: a hojas de Catharanthus roseus, a 100
mM de H20:la actividad de POX incrementd 5 veces mas que el control 2 horas después
de la aplicacion. De igual forma, Ali et al. (2005a), indujeron la respuesta del sistema
antioxidante enzimatico en cultivo en biorreactor de raices de Panax ginseng modificando
los niveles de O (30, 40 y 50%). La produccion de ginsenodsidos incremento a niveles de
40% de O, asi como la actividad antioxidante de enzimas como SOD, POX, CAT, APX,
glutation reductasa (GR) y glutation S transferasa (GST). No obstante, al incrementar el
02 a 50% disminuy0 tanto la produccion de ginsenosidos como la actividad antioxidante
de APX, glutation reductasa GR y GST glutation peroxidasa (GPX) y dehidroascorbato
reductasa (DHAR).

Ali et al. (2008), en cultivos de raices Panax ginseng, en sistema de biorreactores
avaluaron la adicion de CO2 disminuyendo la acumulacion de ginsenosidos, por lo
contrario, hubo un incremento en la actividad enzimatica y no enzimatica, 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 inundacion
durante 24 h, la tincion de hojas con nitroblue tetrazolium (NBT) y diaminobencidina

(DAB) indicé presencia de O:> y H20. respectivamente. Resultados similares se
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observaron cuando se cuantificé la absorbancia de formazan (01%) y la oxidacion Amplex
Red (H2032), sugiriendo que un factor determinante para la tolerancia por inundacién en
los ecotipos de Brachypodium distachyon estudiados es la gestién coordinada del estrés
oxidativo. Por otro lado, Liu et al. (2010), estudiaron la respuesta al estrés osmético por
la adicion Polietilenglicol (PEG) y H202 en dos variedades de Cucumis sativus y su efecto
sobre la actividad antioxidante enzimatica. La combinacién de H.O>+ PEG aumento la
actividad antioxidante enziméatica de Mn-SOD, GSH-Px, CAT, GPX, APX, MDHAR, DHAR
y GR y los antioxidantes AsA y GSH, concluyendo que el H-O2 exdgeno puede inducir
tolerancia al estrés osmético en hojas de pepino aumentando la actividad antioxidante y
disminuyendo la peroxidacion lipidica hasta cierto punto, y protegiendo asi la
ultraestructura de la mayoria de las membranas. La adicion de H>O2 activé el mecanismo
antioxidante enzimatico y no enzimatico de las raices, lo que puso en evidencia que el
sistema fue capaz de defenderse contra el estrés abiotico evitando dafios celulares
provocados por la excesiva produccién de ERO, de igual forma aumenté la acumulacién
de metabolitos secundarios antioxidantes, como fenoles y flavonoides que también se

encuentran involucrados en la disminuciéon de ERO.

8.4.3 Efecto de MeJa en cultivo in vitro raices de S. rebaudiana.
8.4.3.1 Crecimiento

En la Fig. 18a se puede observar el efecto de la adicion de dos concentraciones de MeJa
sobre el crecimiento de las raices. Para 250 uM disminuy6 42% su crecimiento, mientras
gue para 500 puM 43% comparado con el control (7.03 gp.s/L). Las raices elicitadas con
MeJa (Fig. 18b) presentaron una coloracién café, que podria ser un indicador de dafio en

el tejido.

Este mismo efecto de inhibicién en el crecimiento por la adicion por algun derivado de los
jasmonatos ya se habia visto, como lo reportado por Staswick et al. (1992), en semillas
germinadas de Arabidopsis thaliana, donde observaron que la raiz primaria al estar

expuesta a 0.1 uM de MeJa inhibié su crecimiento en un 50%. Huerta-Heredia et al.

65



(2010), evaluaron la adiciéon de 200 puM de AJ en tres diferentes etapas (inicio,
exponencial y desaceleracion) del crecimiento en cultivos de raices de Uncaria
tomentosa. Cuando la adicién se realizd6 durante el inicio y la fase exponencial de
crecimiento, la biomasa e indice de crecimiento de los cultivos no se vio afectada. Sin
embargo, la adicion de AJ en la fase de desaceleracion de crecimiento afect6 tanto la
viabilidad como el crecimiento de las raices en un 14%. Asimismo, las raices y el medio
de cultivo cambiaron a un color café oscuro debido probablemente a la produccion de
compuestos fendlicos. Ali et al. (2007), observaron el efecto de la adicion 200 uM de
MeJa, durante 9 dias de exposicion al elicitor, en raices de Panax ginseng cultivadas en
biorreactor, donde al dia 9 el crecimiento disminuy6 10% comparado con el control. Jeong
et al. (2005), utilizaron como elicitor acido salicilico (AS) y acido acetilsalicilico (AAS) en
concentraciones de 0-10 mM y 0-5 mM respectivamente, en raices transformadas de P.
ginseng, como resultado obtuvieron que después de 3 dias de exposicion al elicitor las
raices inhibieron su crecimiento (7%) con 0.1 mM de AS comparado con el control (0.84
Ops./matraz), por otro lado, las raices elicitadas con 1 mM de AS también presentaron un

decremento del 45% en el crecimiento con respecto al control (0.77 gp.s/matraz).
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Figura 18. Efecto en el crecimiento por la adicién de MeJa en cultivos in vitro de raices de S.
rebaudiana. La adicién del elicitor se realiz6 a los 10 dias de crecimiento, la cosecha fue a los 5
dias de exposicion al MeJa. A) Control (e), cultivos elicitados con 250 uM de MeJa (A) y
cultivos elicitados con 500 uM de MeJa (m); B) Cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana a los 5
dias a la exposicion a MeJa.
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8.4.3.2 Actividad antioxidante no enzimético

8.43.2.1 Cuantificaciéon de Fenoles, Flavonoides totales y PAL

La acumulacién de fenoles totales en raices de S. rebaudiana por efecto de la adicion de
MeJa se observa en la Fig. 19a. Con la adicién de 500 uM desde el dia 3 incremento la
produccién de fenoles hasta 0.47 veces mas, comparado con el control (463.94
MOece/Mgex). Mientras que con la adicion de 250 puM, la acumulacion de fenoles totales
aumento al quinto dia un 0.63 veces mas, con respecto al control (421.93 pugecqe/MyExt)-

Para flavonoides totales (Fig. 19b) en los primeros 3 dias puede apreciarse que no hubo
una variacion entre los controles y las muestras tratadas con MeJa, aunque para 250 uM
al dia 5 la acumulacién de flavonoides incremento 6.8 veces mas comparado con el
control (34.63 pger/mMgex), para la exposicion con 500 uM, la produccion de flavonoides
decay06 63%. La actividad de PAL (Fig. 19c) puede correlacionarse con la acumulacion
de fenoles y flavonoides, se observo que la mayor actividad la presento al dia 5 donde a
250 uM, fue 2.57 veces mas alta que el control (5.48 pM/mgpre*min) y para 500 uM
aumentd 1.45 veces mas con respecto al control que se correlaciona con una

acumulacion de compuestos fendlicos.

Neelam et al. (2014), evaluaron el metabolismo fendlico en plantas de Catharanthus
roseus crecidas en invernadero, tratadas con 100 mM de cloruro de sodio (NaCl), 0.05
mM AS y 100 mM NacCl*. Siendo las plantas tratas con AS las que presentaron mayor
presencia de compuestos fendlicos solubles y contenido de lignina total en hoja y raiz.
Dong et al. (2010), elicitaron con 3, 6, 12, 22 y 25 mg/L de AS, cultivos de células de
Salvia miltiorrhiza durante 7 dias de exposicion, las mejores concentraciones para la
acumulacién de compuestos fendlicos (acido salviandlico B y acido cafeico) fueron 6y 22
mg/L teniendo su pico maximo de produccion a las 8 h. En cultivos de suspensiones
celulares de Salvia miltiorrhiza, Dong et al. (2010), estudiaron el efecto de la elicitacién
con AS, incrementaron la acumulacién de compuestos fendlicos con concentraciones de

AS de 6.25 a 22.5 mg/L, concluyeron que la PAL es clave en la biosintesis del &cido
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salviandlico B y el acido cafeico. La induccion de la sintesis de fenilpropanoides bajo las
condiciones de estrés es el resultado de la transcripcion de genes que codifican las

enzimas de esta via.
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Figura 19. Efecto de la adicién de MeJa en cultivo in vitro de raices de S. rebaudiana en la
acumulacion de A) Fenoles totales, B) Flavonoides totales y C) PAL alos 1, 3y 5 dias de
exposicion.

Por otro lado, Ali et al. (2007), elicitaron con 200 uM de MeJa y AS, raices de Panax

ginseng cultivadas en biorreactor durante 9 dias. Se registr6 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 dias 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 produccion de
radicales libres podria deberse al aumento de los niveles de compuestos fendlicos
inducidos por los tratamientos de MeJa y AS. Deduciendo que los compuestos fendlicos
y otros compuestos antioxidantes pueden reducir los efectos nocivos de las condiciones
de estrésy, por tanto, prevenir el desarrollo de muchos tipos de dafio fisiolégico. Ademas,
las raices 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 raices tratadas con AS.
Estos resultados parecen sugerir que tanto MeJa como el AS actian como moléculas de
sefalizacion causando cambios especificos en los niveles de expresion génica que
activan la actividad de PAL y la sintesis fendlica diferencialmente. La actividad de PAL
no solo induce la acumulacion de compuestos fendlicos, sino que también desempefia

un papel importante en la defensa de las plantas.

8.4.3.3 Actividad antioxidante enzimatica

Debido a la adicion de MeJa al cultivo de raices in vitro de S. rebaudiana se activo el
mecanismo antioxidante enzimatico. La enzima GPOX (Fig. 20a) al dia 5 presentd su
maxima actividad con 0.45 y 0.84 veces para 250 pM y 500 uM, respectivamente
comparado con el control (11.48 pM/mgpret*min). Entretanto, CAT (Fig. 20b) al dia uno
incrementd su actividad en ambas concentraciones 250 y 500 uM de 0.70 y 0.42 veces
mas, con respecto al control (9.90 uM/mgpret*min). Sin embargo, para el dia 5 su actividad
cay0 40% y 38% para 250 y 500 uM, respectivamente. Por otro lado, la actividad de APX
(Fig. 20c), al dia 3 disminuyd un 26% y 78% de su actividad en ambas concentraciones
de MeJa, observandose para el dia 5 que su actividad enzimatica fue restablecida (295.24

MM/mgprot*min) en ambas concentraciones.
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Figura 20. Efecto del MeJa en cultivos in vitro de raices de S. rebaudiana a los 1,3 y 5 dias de
exposicion en la actividad de A) GPOX, B) CAT, C) APX.

Dwivedi et al. (2016), indujeron el estrés por la adicién 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 maxima actividad enzimatica de SOD, CAT y
APX, pero con el incrementd de la concentracion de fluoruro la actividad de estas enzimas
fue disminuyendo, demostrando que hubo una respuesta enzimatica antioxidante ante el
aumento de ERO inducido por el fluoruro. Ali et al. (2005), adicionaron 200 uM de MeJa
a cultivos de raices de Panax quinquefolium durante diferentes tiempos de exposicion (3,
5y 9 dias), se indujo fuertemente la actividad de GPOX, mientras que la actividad de CAT

decreci6 con el del tiempo, la actividad de APX permanecié inactiva durante los 9 dias de
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tratamiento. Por otro lado, MeJa disminuy6 la actividad de monodeshidroascorbato
reductasa (MDHAR), glutation reductasa (GR), glutation S transferasa (GST) y las
actividades del glutation peroxidasa (GPX). Sin embargo, se indujo la actividad de GR
después de 9 dias de los tratamientos MeJa. El Ascorbato oxidasa (AO), los contenidos
de la ASC y la relacion ASC/DHA aumentaron después del tratamiento con MeJa, pero
el contenido de DHA disminuyé. También se indujeron la actividad de lipoxigenasa (LOX)
asi como el incremento del contenido de H20:. El decline de la actividad de CAT es
indicativo de la inactivacion de los genes CAT por la adicién de MeJa. GPX y GST
proporciona proteccion a la célula de la planta mediante la eliminacion de H>O», MeJa
inhibio GST y GPX, lo que es indicativo de la inactivacion de ambas enzimas. Esto puede
deberse a los efectos toxicos de la elevada tasa de rotacion de H>O2 o la accion de ERO,
lo que perjudica las actividades enzimaticas de las plantas tratadas con MeJa.

APX descompone el H202 en H20, la inhibicion de la actividad de APX puede deberse al
efecto directo de la toxicidad inducida por MeJa sobre la proteina enzimatica. Muchos
han informado de que la actividad de APX es inducida por los cambios ambientales e
inactivada por la generacion de ERO. La disminucion de la actividad MDHAR indico la
formacion de radicales MDHA, generando asi mas DHA, que son perjudiciales para la
célula vegetal. EI AO es conocido por catalizar la oxidacion de ascorbato a DHA con la
reduccion concomitante de O» molecular y agua. El Ascorbato, desempefia un papel
importante en el metabolismo antioxidante, aumenté debido a la mayor actividad de
DHAR con MeJa aumentando los niveles de ascorbato. Después de la aplicacion de
MelJa, la relacion ASC / DHA se elevo debido a un aumento en la cantidad de ASC con
una disminuciéon significativa de DHA. El estrés por MeJa llevo a una disminucién
significativa en la actividad de GR, pero se recupera después de 9 dias. El papel de GR
en la eliminacion de H2O2, en células vegetales ha sido bien establecida en la via
ascorbato-glutation, el aumento de GR en las raices tratadas con MeJa después de 9
dias, podria haber dado lugar a un mayor grupo de GSH, que posteriormente aumentaron
el contenido de ASC reducido. Parece que bajo MeJa, el H>O; fue eliminado por mayor

nivel de contenido de ASC vy 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 relacion ASC/DHA se caracterizO por una tendencia
creciente después del tratamiento MeJa, que podria resultar potencialmente en la
reduccién del dafio a la membranay la proteccion de las plantas contra el dafio oxidativo.

Ali et al. (2006), indujeron estrés oxidativo con la adicion de 200 uM de MeJa y AS, a
cultivos de raices de Panax ginseng. Los resultados presentan que la actividad de SOD
fue inhibida en las raices 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
MeJda que con AS, los contenidos de ascorbato (ASC) y el estado redox de
ASC/ASC+DHA vy de glutation fueron mayor con la adicion de AS que con MelJa, las
actividades de monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa
(DHAR), GPOX, glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR) fueron inducidas
en las raices tratadas con AS. Concluyendo que las alteraciones provocadas en el
mecanismo antioxidante enzimatico provocado por la adicion de MeJa y el AS pueden
prevenir el estrés oxidativo causado por el incremento en la formacién de O?. Ali et al.
(2007), reportaron que la adicion de 200 uM AS a cultivo de raices de Panax ginseng
indujeron significativamente la produccion de &cido clorogénico y quercetina
dependientes de las actividades de POX comparados con el control, sin embargo, al dia
9 disminuyeron pero manteniendo sus niveles por encima del control, indicando que una
baja actividad de peroxidasas podria ser el resultado de un bajo porcentaje de
lignificacion en raices de P. ginseng y esto también fue evidente por la poca actividad de

cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) a los 9 dias.

Los polifenoles, como flavonoides y fenilpropanoides presentes en las vacuolas y el
apoplastos, pueden metabolizar el H20. como donador de electrones para las
fenolperoxidasas. Este cambio da lugar a la formacién de los respectivos radicales
fenoxilo, que pueden regenerarse mediante una reaccion no enzimatica con ascorbato.
De este modo, se ha sugerido en U. tomentosa y C. roseus que los alcaloides vacuolares,

las peroxidasas y los derivados fendlicos pueden funcionar como eliminadores de
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peréxido hidrégeno (Vera-Reyes et al. 2015; Ferreres et al. 2011), ahora bien, los fenoles
y flavonoides también pueden ser utilizados para metabolizar el H2O», pidiéndose explicar
porque disminuyo la actividad de APX en las raices de S. rebaudiana desde el punto de
vista de metabolitos, desde el enzimatico es probable que exista una inactivacion de los
ciclos, debido a la adicibn 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 H>O», explicandose porque al inicio
de la elicitacion con MeJa la actividad de APX se vio disminuida asi también muy
probablemente el ciclo del ascorbato-glutation. Suponiéndose que una vez que la planta
encontré el equilibrio entre las moléculas oxidantes y antioxidantes la funcién de la APX
se restablecio. La tolerancia al estrés esta 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), ademas no solo estan
regulados por las vias de sefializacion, sino también por un cross-talk de moléculas sefial
(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 raices de S. rebaudiana expuestas a estrés abiotico (Fig. 21).
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Figura 21. Posible mecanismo antioxidante en cultivo in vitro de raices de Stevia rebaudiana bajo estrés. Calcio (Ca?"),
oxigeno (O,), radical superéxido (O ), peréxido de hidrogeno (H20-), agua (H20), Catalasa (CAT), superéxido dismutasa
(SOD), ascorbato peroxidasa (APX), el guayacol peroxidasa (GPOX), glutation oxidado (GSSH), glutation (GSH),
dehidroascorbato (DHA), acido salicilico (AS), fenilalanina amonio liasa (PAL), fenoles y flavonoides (F), radical fenoxilo
(F°), acido jasmonico (AJ), metil jasmonato (MeJa) y nano particulas de 6xido de zinc (NPs ZnO).
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9. Conclusién

La elicitacion abidtica activdo los sistemas antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos en cultivos in vitro de raices de Stevia rebaudiana.
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10. Recomendaciones

Cuantificar la produccién de GE en las raices de Stevia rebaudiana tratadas con los

diferentes inductores abibticos y evaluar su efecto.

Evaluar enzimas antioxidantes involucradas en el ciclo ascorbato/glutation, asi

como las relaciones de los compuestos involucrados en el mecanismo antioxidante.

Bloquear mecanismo de sefializacion que pudieran encontrarse involucrados con la
biosintesis de los GE tales como H>O2, Jasmonatos, AS y canales de calcio para

aprobar o rechazar su participacion.
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11.1 Geles nativos

Para poder observar las isoformas de la actividad enzimatica se realizaron geles de
acrilamida del 7% al 12% como lo describe Laemmli, (1970).

11.1.1 Gel de actividad de APX

Se utilizé un gel de acrilamida al 10%, donde se corrieron las muestras a evaluar a
80 V y 4 °C. Terminada la electroforesis, se incub6 el gel en una solucion que
contenia una solucion 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 incubé de nuevo en
solucion amortiguadora 50 mM de fosfatos a pH 7.4 mM de ascorbato y 0.1 mM de
H>O2 por 20 min. El gel se lavo con una solucion amortiguadora de 50 mM de
fosfatos a pH 7, y se agregd 28 mM de tetrametiletiiendiamina (TEMED) y 0.3 mM
de NBT, se incubd hasta que el gel se tornd oscuro y se observaron zonas

acromaticas donde se localizaron la banda de la APX (Mittler et al. 1993).

11.1.2 Gel de actividad de CAT

Las proteinas extraidas de las raices de Stevia rebaudiana se separaron en un gel
nativo de acrilamida 5% corrido a 80 V y 4 °C. El gel de actividad se realiz6 siguiendo
el método descrito por Woodbury et al. (1971). Con 50 mM de H2O2 por 10 min y fue
revelado con una solucion al 2% de FeClsy 2% de KsFeCNe por 10 min. La catalasa

revelo su ubicacion por barrido de H20», causando bandas transparentes en el gel.

11.1.3Gel de actividad de Guayacol Peroxidasa
Se utilizé un gel de poliacrilamida al 7% que se corrio a 80 V a 4 °C. Para el revelado

se siguio la metodologia de Putter, (1971). El gel se sumergié durante 5 min en una

solucién de 50 mM de H>O2. El H2O- se retird y el gel se lavé con agua, después
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fue colocado en una solucion 20 mM de guayacol. Las bandas pertenecientes a las

isoformas de peroxidasas se tifieron de color rojizo.

11.1.4Gel de actividad de SOD

Las proteinas extraidas de las raices in vitro de Stevia rebaudiana se separaran en
un gel nativo (condiciones no desnaturalizantes) de poliacrilamida 10% con una
corriente de 50 V y 4 °C. La actividad enzimética se vio después de la electroforesis,
el gel se incub6 en una solucién compuesta de Riboflavina 28 uM, TEMED 28 mM
preparados en buffer de KPO4 32 mM, pH 7.8 durante 30 min en agitacion, después
se sustituira la solucion por otra que contenia NBT 2 mM preparado en buffer de
KPO4 36 mM y se incubara durante 30 minutos bajo luz fluorescente de 40 watts.
La actividad enzimatica se observara como bandas acromaticas en el fondo azul

intenso del gel (Beauchamps y Fridovich, 1971).

Tabla 5. Evaluacion de geles de actividad de cultivo in vitro de raices de Stevia
rebaudiana.

Enzima Gel Especificaciones

1 isoforma
5% de acrilamida
Activacion y tincion del gel
H20250 mM
2% FeCls
2% K3FeCNs

CAT

2 isoformas
7% de acrilamida
GPOX Activacion y tincion del gel
H20250 mM
Guayacol 20 mM
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APX

1 isoforma
10% acrilamida

Activacién y tincion del gel
BPi 50 mM + Ascorbato 2 mM
BPi 50 mM + Ascorbato 4 mM

+ H202 2 mM

BPi + TEMED 28 mM +
NBT 0.3 mM

SOD

4 isoformas
12% acrilamida
Activacion y tincion del gel
Bpi 36 mM pH 7.8 + NBT 2 mM
Bpi 36 mM pH 7.8 + TEMED
28 UM + Riboflavina 28 mM
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