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ABSTRACT

Stevia rebaudiana is a medicinal plant native to Brazil and Paraguay, it is well known for
its high accumulation of steviol glucosides (SG), mainly stevioside (St) and rebaudioside A
(Reb A), which are tastes about 300 times sweeter than sucrose. In this work was evaluated
the growth and accumulation of SG in roots of S. rebaudiana. The maximum biomass and
St production was 10.24 mg/L and 4 mgSt/g after 20 days of culture. Furthermore, the
addiction of 5 ppm (T1) and 15 ppm (T2) of ZnO nanoparticles (NPs ZnO) increased, both
St and Reb A production by 1.5, 4.7-fold and 4.7-6.4-fold respectively in comparison to
control cultures (2.7mgSt/g, and 6.1 mgRebA /g).
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RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta medicinal originaria de Brasil y Paraguay, que se
caracteriza por la acumulación de glucósidos de esteviol (GE), entre los que se encuentran
el esteviósido (Est) y rebaudiósido A (Reb A), los cuales son hasta 300 veces más dulces
que la sacarosa. En este trabajo se evaluó el crecimiento y acumulación de GE en raíces de
S. rebaudiana. La biomasa y la producción máxima fueron de 10.24 mg/L y 4 mg/g. de Est
a los 20 días de cultivo. Además, la adición de dos concentraciones 5 ppm (T1) y 15 ppm
(T2) de nanopartículas de ZnO (NPs ZnO) incrementaron 1.5 y 4.7 veces Est; 4.7 y 6.4
veces Reb A respectivamente, comparadas al control (6.1 mgReb A/g y 2.7 mgEst/g).
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1. INTRODUCCIÓN

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbácea perenne, perteneciente a la familia de las
Asteráceas, nativa de la región de Amambay, en el noreste de Paraguay, también se
produce en las zonas limítrofes de Brasil y Argentina (Soejarto, 2002). La importancia
comercial de S. rebaudiana es la acumulación de glucósidos de esteviol (GE) como el
esteviósido (Est) y rebaudiosido A (Reb A), que son hasta 300 veces más dulces que la
sacarosa (Das et al., 2011). En la planta las mayores concentraciones de GE se acumulan en
las hojas, reportándose del 5-10% de Est, 2-4% de Reb A, 1-2% de rebaudiósido C y 0.4-
0.7% de dulcósido A (Soejarto et al. 1983; Melis et al., 2009). Además de tener capacidad
edulcorante, se han demostrados que los extractos de Stevia rebaudiana tienen propiedades
medicinales regulando la glucosa en sangre, por lo que son aptos para consumo en personas
diabéticas (Shivanna et al., 2012). El esteviol y sus derivados tienen capacidad citotóxica
contra leucemia (línea celular HL60), cáncer de pulmón (A549), cáncer de estómago
(AZ521) y cáncer de mama en dos líneas celulares (SK-BR-3 y MCF-7) (Ukiya et al., 2013
y Paul et al., 2012). Sin embargo, la producción de estos compuestos en la planta no es
constante, ya que, durante el proceso de floración, el contenido total de GE disminuye hasta
en un 50%, siendo la principal limitación para la obtención de los metabolitos por cultivo
tradicional. El cultivo de tejidos vegetales in vitro son un conjunto de técnicas que permiten
el cultivo, en condiciones asépticas, de órganos, tejidos, células o protoplastos de diversas
plantas empleando medios nutritivos artificiales (Villalobos y Thorpe, 1991). Una
estrategia para incrementar la producción de metabolitos secundarios en cultivos in vitro es
el empleo de elicitores (Yukimune et al., 1996; Zhao et al., 2005; Zhang et al., 2004). El
termino elicitor (biótico o abiótico) es cualquier tipo de estimulador de la producción de
metabolitos secundarios, los cuales pueden activarse a través de producción de especies
reactivas de oxígeno y de la respuesta hipersensible (Mittler, 2002; Edreva et al., 2008). Por
otro lado, el uso de nuevas tecnologías está teniendo cada vez más protagonismo en la vida
cotidiana del ser humano, un ejemplo de ello es la nanotecnología, que es la encargada de la
manipulación y aplicación directa de materiales de tamaño nanométrico, con el fin de
construir productos y la explotación de fenómenos (RS & RAE, 2004). La nanotecnología
(NT) tiene diversas aplicaciones en la agricultura y la biotecnología, en las que ya se
incorporan a las disciplinas de agronanotecnología y nanobiotecnología; estas combinan el
procesamiento químico, ciencia de los materiales, ingeniería de sistemas y disciplinas
ambientales. El uso de nanoparticulas (NPs) metálicas ha empezado a tener un efecto
significativo en las principales áreas de la industria de alimentos. En la agricultura, su uso
ha sido más teórico; sin embargo, en plantas, se han utilizado para combatir las infecciones
patogénicas, como suplementos de nutrientes o como reguladores de crecimiento (Thul et
al., 2013). El objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento, la producción de Est y Reb
A por la adicion de y la influencia de nanoparticulas de ZnO (NPs ZnO) en cultivos de
raíces de Stevia rebaudiana Bertoni.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

La presente investigación se llevó a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de
Células Vegetales, en la Universidad del Papaloapan. Circuito Central #200, 68301,
Colonia Parque Industrial, Tuxtepec, Oax.

2.1. Establecimiento del cultivo

Para el establecimiento de cultivo en medio líquido, se inocularon matraces Erlenmeyer con
raíces provenientes de medio semisólido (Alvarado-Orea et al., 2014), conteniendo 50 mL
de medio MS al 50% (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 2% (p/v) de sacarosa y
0.5 mg/L de ácido indolbutirico (IBA). El pH del medio se ajustó a 6.3 previo a
esterilizarse. Los cultivos se mantuvieron en fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad a 25 ± 2ºC y
a 110 rpm en agitación orbital. Se realizaron subcultivos cada 15 días para el
mantenimiento de la línea

2.2. Cinética de crecimiento

Se utilizó medio de cultivo MS a la mitad (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con
2% (p/v) de sacarosa y 0.5 mg/L de ácido indolbutirico (IBA). El inoculo fue del 2% de
peso freso (p/v) de raíces. Los cultivos se mantuvieron a luz continua 30 µmol/m2s1,
temperatura de 25 ± 2 °C y 110 rpm de agitación orbital. La toma de muestra se llevó a
cabo separando la biomasa del medio del cultivo cada tercer día durante 25 días. Para la
determinación del peso seco la muestra se colocó en una estufa de secado a 60° C hasta
llegar a peso constante.

2.3.Tratamiento de elicitación

Las NPs ZnO se sintetizaron por un método de química verde descrito por Vera-Reyes et
al., 2015, en el CIQA. Las NPs ZnO se adicionaron a matraces Erlenmeyer con 50 mL de
medio de cultivo líquido, en concentraciones finales de 5 ppm (T1) y 10 ppm (T2), los
medios de cultivo después de adicionar las NPs ZnO se sonicaron durante 30 min, el pH se
ajustó a 6.3 previo a esterilizarse. Los matraces se inocularon con 2% (p/v) de raíces, la
toma de muestra se realizó 5 días después de la aplicación. Los experimentos se llevaron a
cabo por triplicado.

2.4. Extracción de GE

Las raíces, tanto de la cinética como las tratadas con las NPs ZnO, se llevaron a sequedad y
se pulverizaron. La extracción de GE se realizó con MeOH-H2O (80:20) en una relación de
10 mL por gramo de biomasa (Bondarev et al., 2001), la suspensión resultante se dejó
incubar por 24h. Posteriormente, se centrifugó a 10 000 rpm por 5 min, los sobrenadantes
obtenidos de cada una de las muestras fueron secados a peso constante, para su posterior
cuantificación.
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2.5. Cuantificación por HPLC

El extracto de raíces, se resuspendió en acetonitrilo-H2O (70:30 v/v) (Dey et al., 2013)
previo a su cuantificación. Con este fin, se usó cromatografía en fase reversa y un detector
de fotodiodos (Perkin-Elmer Flexar-10 PDA), usando una columna analítica C-18
(PerkinElmer). La identificación de Reb A y Est se comprobó comparando sus espectros de
absorción UV y se cuantificaron usando una curva de calibración construida con estándares
Reb A (1432- Sigma Aldrich) y Est (50956-Sigma Aldrich).

3. RESULTADOS

3.1. Cinética de crecimiento y producción

En la Fig. 1 se muestra la cinética de crecimiento del cultivo in vitro de raíces Stevia
rebaudiana, donde se observa que en los primeros 10 días la producción de Est se mantuvo
estable, alrededor de 2.7 mg/g, mientras que la biomasa incrementó 1.3 veces con respecto
al inoculo. La máxima biomasa obtenida fue a los 20 días con 10.24 mg/L. El incremento
en la biomasa fue 5.5 veces mayor con respecto al inoculo inicial. Por otro lado, entre los
15-20 días se alcanzó la máxima producción de Est (4 mg/g.).

Fig. 1. Cinética de crecimiento (▲) y producción de Est (○) en un cultivo in vitro de raíces
de Stevia rebaudiana.
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Fig. 2. A) Producción de GE: Reb A y Est. B) Cultivo de raíces in vitro de Stevia
rebaudiana

3.2. Efecto de las NPs ZnO en la acumulación de GE.

El uso de elicitores bióticos o abióticos para estimular la producción de compuestos de
interés se ha convertido en una estrategia importante ya que en poco tiempo se pueden
alcanzar altas concentraciones de metabolitos secundarios (Cai et al., 2011). En la Fig. 2 se
muestra el efecto de la acumulacion de GE en el cultivo de raíces de Stevia rebaudiana
observandose que con T1, la produccion de Reb A y Est fueron 1.5 veces y  4.7 veces más
que el control respectivamente. Mientras que, para T2, se acumuló 4.7 y 6.4 veces con
respecto al control (6.1 mgReb A/g y 2.7 mgEst/g).

4. DISCUSIÓN

El cultivo de raíces in vitro es un sistema biotecnológicamente atractivo para la producción
de compuestos de interés comercial, debido a que por su grado de especialización y
organización celular pueden acumular cantidades considerables de metabolitos secundarios
(Doran, 2002; Srivastava y Srivastava, 2007).

Existen trabajos previos sobre la propagación de Stevia, Reis et al., 2011 establecieron
cultivos de raíces adventicias de Stevia rebaudiana en sistema de frasco-rotatorio, donde el
crecimiento de las raíces incrementó 12 veces a la cuarta semana y 16 veces a la quinta. Sin
embargo, las raíces presentaron coloración marrón, flacidez y eran quebradizas,
concluyendo que a las 4 semanas era el periodo apropiado para realizar resiembras.
Además,   observarón que las raíces no fueron capaces de acumular Est y ningún otro GE.
De igual forma, Yamazaki y Flores 1991, reportaron ausencia de GE en extractos
metanólicos de cultivo de raíces pilosas de S. rebaudiana. Rajasekaran et al., en 2007
compararon en cultivos ex vitro e in vitro de Stevia rebaudiana la acumulacion de GE en
hojas, brotes y raíces, teniendo como resultado que en  hojas ex vitro la produccion de Est
fue 0.20 mg/g ,  en las hojas in vitro no encontraron Est, y en las raíces ex vitro como en las
in vitro tampoco se encontró acumulacion de Est. Kumar et al., 2012 comparó la
producción de GE en hoja, tallo y raíz de plantas de 1-6 meses de edad de S. rebaudiana,
teniendo como resultado que la mayor producción fue en plantas de 3 meses con un 37% de
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contenido de GE. La producción de GE tanto en tallo como en raíz, teniendo como
referencia la producción en hoja, fue de 78% y 52% para Est respectivamente, el contenido
de RebA en tallo fue de 7%,  en la raíz no fue detectado.

Hasta el momento, en la literatura  no se reportan trabajos de elicitacion en cultivos in vitro
de raíces de Stevia reabaudiana. Existen trabajos de elicitación en raíces de otros géneros,
como Vera-Reyes et al., (2013) reportaron que, en raíces de Uncaria tomentosa, la
producción de alcaloides oxindol monoterpenicos, 3α-dihidrocadambina y dolicantósido se
incrementaron debido al estrés oxidativo provocado por la adición de H2O2. Al día 8 la
producción reportada fue de  1.7, 2.1, y 2.3 veces más con respecto al control. Además, la
adición de sulfoximina de la butionina (BSO) y ácido jasmónico (JA) incrementó la
producción de alcaloides 2 veces más que los cultivos tratados con H2O2. Por otro lado,
Zaker et al., 2015, compararon el efecto de diferentes elicitores como: extracto de levadura,
metil jasmonato, nitrato de plata y sorbitol; a distintas concentraciones, sobre la producción
de criptotanshinona y tanshinona IIA, en cultivos de raíces adventicias de Perovskia
abrotanoides, obteniendo la mayor producción de criptotanshinona con extracto de
levadura (200 mg/L) y de nitrato de plata (25 µM) a los 7 días de exposicion de los
elicitores. En cultivo de raíces de Podophyllum peltatum, se evaluó la adición de 10, 20 y
30 µM de metil jasmonato; la mejor concentración utilizada para el incremento en la
producción de podofilotoxina fue 20 µM, con un incremento en la  producción de 2 veces
(0.588 mg/g). Anbazhagan et al., (2008) concluyeron que la adición de metil jasmonato
mejora notablemente la producción de podofilotoxina. En el caso de cultivo de raíces de
Panax ginseng en biorreactor se estimuló la produccion de gingenósidos con la adición de
cobre a 5, 10, 25 y 50 µM,  donde se observó que la síntesis de saponinas fue estimulada a
concentraciones entre 5-25 µM, pero a 50 µM decreció a partir de los 20 días. Ali et al.,
2006 concluyeron que la tolerancia de las raíces de Panax ginseng al Cu+2 es debido a su
capacidad de absorber hasta cierto punto iones metálicos. Kim et al., 2012 reportaron que
las NPs metálicas aplicadas a C. sativus causan estrés oxidativo y disminución del
crecimiento al incrementar la concentración de estas NPs. La adición de dos
concentraciones de NPs ZnO a los cultivos de raíces de Stevia rebaudiana incrementaron la
producción de Est y Reb A (Fig 2A), dicho incremento pudiera ser mediado via estrés
oxidativo como un mecanismo de defensa para mantener el equilibrio redox.

En este trabajo se muestra que el cultivo de raíces de Stevia rebaudiana es un sistema capaz
de acumular Est y Reb A, siendo un sistema atractivo para la producción de dichos
metabolitos de interés comercial y medicinal. Además, las raíces fueron capaces de
responder a condiciones de estrés al agregarse NPs ZnO, lo que provocó un incremento en
la concentración de ambos compuestos.
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