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Resumen general

Hasta ahora las plantas de estevia se han empleado fundamentalmente para la obtencion de
edulcorantes bajos en calorias. No obstante, se conoce su capacidad para producir ciertos
compuestos de gran interés en farmacologia. Para optimizar la produccién de metabolitos
secundarios con interés farmacoldgico en esta Tesis se acometen dos aspectos: La
optimizacidon del material vegetal inicial para implementar sistemas de produccién a gran
escala de dichos metabolitos y en segundo lugar la adicion de elicitores al cultivo para
estimular la obtencion dirigida de los compuestos citados. En relacién con el primer aspecto
se emplean tres sustratos y dos sistemas de cultivo en plantas micropropagadas de dos
variedades de estevia, Criolla y Morita lll. Los resultados obtenidos permiten afirmar que el
factor de multiplicaciéon o productividad es mayor en las plantulas de la variedad Criolla
creciendo en sustrato de Murashige-Skoog (MS) tanto en sistema de cultivo sélido como en
biorreactor. Las plantulas de Morita presentan mayor productividad en los sustratos sdlidos
MS y MS con menores dosis de compuestos nitrogenados, tanto sélido como en biorreactor.
Los niveles de malondialdehido (MDA) no indican dafio a la membrana celular de las plantas
obtenidas. El estudio del estado nutricional de hojas de ambas variedades permite concluir
que las diferentes situaciones ensayadas no alteran significativamente este estado, siendo
ésta la primera investigacion que proporciona una gama de macro y micronutrientes en
hojas de estevia, lo que sugiere su posible uso como referencia para futuras investigaciones.
Respecto a la optimizacidén de la callogénesis para el establecimiento de cultivos celulares
tras 40 dias de cultivo se obtienen porcentajes de formacién de callo cercanos al 100% tanto
en luz como en oscuridad, siendo los de mejor calidad respecto a friabilidad y peso fresco los
desarrollados en condiciones de oscuridad y en presencia de acido naftil acético y la
concentracion mas alta de kinetina, con una ligera mejor respuesta en los callos de hojas de
la variedad Morita. La presencia de los elicitores acido salicilico y metil jasmonato en
cultivos, tanto de plantas como de callos y células, a pesar de haber mermado el desarrollo
de la planta cuando se usa ésta como material de partida, multiplica por varias decenas de
veces respecto al control sin elicitores la liberacién al medio de una amplia gama de
metabolitos secundarios. Se obtienen acidos clorogénicos con marcadas propiedades
beneficiosas para la salud ya sean antimicrobianas (acidos 3 cafeoilquinico o p-cumarico),
potenciadoras del sistema inmunoldgico (derivados de los acidos clorogénicos o acido
ferdlico), antidepresivas (Kaempferol), contra enfermedades derivadas de disfunciones
pancreaticas y hepaticas (acido 3 cafeoilquinico) y en todos los casos con alta efectividad
contra una amplia gama de canceres.



General summary

Until now, stevia plants have been used primarily to obtain low-calorie sweeteners.
However, its ability to produce certain compounds of great interest in pharmacology is
known. To optimize the production of secondary metabolites with pharmacological interest
in this Thesis, two aspects are addressed: The optimization of the initial plant material to
implement large-scale production systems for these metabolites and secondly, the addition
of elicitors to the crop to stimulate the targeted production of the mentioned compounds. In
relation to the first aspect, three substrates and two culture systems are used in
micropropagated plants of two varieties of stevia, Criolla and Morita Ill. The results obtained
allow us to affirm that the multiplication or productivity factor is greater in the plantlets of
the Criolla variety growing in Murashige-Skoog (MS) substrate, both in a solid culture system
and in a bioreactor. Morita plantlets show higher productivity in solid MS and MS substrates
with lower doses of nitrogenous compounds, both solid and in bioreactor. The levels of
malondialdehyde (MDA) do not indicate damage to the cellular membrane of the plants
obtained. The study of the nutritional status of leaves of both varieties allows us to conclude
that the different situations tested do not significantly alter this status, this being the first
investigation that provides a range of macro and micronutrients in stevia leaves, which
suggests its possible use as a reference for future investigations. Regarding the optimization
of callogenesis for the establishment of cell cultures after 40 days of culture, percentages of
callus formation close to 100% are obtained both in light and in darkness, with the best
quality regarding friability and fresh weight being those developed in dark conditions and in
the presence of naphthaleneacetic acid and the highest concentration of kinetin, with a
slightly better response in the calluses of leaves of the Morita variety. The presence of the
elicitors salicylic acid and methyl jasmonate in cultures, both of plants and calluses and cells,
despite having reduced the development of the plant when it is used as starting material,
multiplies by several tens of times compared to the control without elicitors the release of a
wide range of secondary metabolites into the medium. Chlorogenic acids with marked
beneficial properties for health are obtained, whether antimicrobial (3-caffeoylquinic or p-
coumaric acids), immune system enhancers (derived from chlorogenic acids or ferulic acid),
antidepressants (Kaempferol), against diseases derived from pancreatic and hepatic
dysfunctions (3-caffeoylquinic acid) and in all cases with high effectiveness against a wide
range of cancers.
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Capitulo 1

Introduccion general



1. Capitulo 1. Introduccion general

1.1. Metabolitos secundarios

Las plantas destinan una cantidad importante de fotoasimilados y energia a la sintesis
de una amplia variedad de moléculas organicas, que no tienen una funcién directa en el
metabolismo primario, denominadas metabolitos secundarios. El conjunto de estas
moléculas pequefias conforma el metaboloma, que se relaciona directamente con el
fenotipo y comprende a todos los metabolitos intracelulares (endometaboloma) y a todos
los excretados al fluido extracelular (exometaboloma). En consecuencia, la metaboldmica se
ha definido como “el estudio global y no sesgado del conjunto de moléculas pequefias (<1
kDa) en un biofluido, tejido, 6rgano u organismo” (Beyoglu e Idle, 2013). Como se ha
indicado los metabolitos secundarios no estan directamente implicados en funciones vitales,
pero generalmente tienen una funcién biolégica importante como, por ejemplo, la defensa
contra predadores, parasitos o enfermedades, la competencia entre especies o Ia
implicacion en la reproduccion (colores, olores, etc.), asi como en procesos de sefializacion
celular. Los metabolitos son moléculas muy diversas quimicamente, no se encuentran
confinados, como en el caso del ADN, y estan presentes en el organismo en un gran numero.
Segun Molina-Calle (2017) un sistema vegetal puede alcanzar hasta los 200.000 aunque para
Chandra Gili y cols. (2016) el nimero total puede llegar a los 500.000. No solamente su
numero es importante, sino que ademds se pueden encontrar en un amplio rango de
concentraciones que puede abarcar desde picomoles a milimoles. Por todo ello, su
deteccidén, caracterizacion y cuantificacion hacen necesaria la aplicaciéon de técnicas
analiticas muy diversas. Los metabolitos secundarios, ademas, presentan una distribucion
restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos secundarios se encuentran
en todos los grupos de plantas, estando a menudo su produccién restringida a un

determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas especies.



1.2. Interés farmacoldégico

La vida en un entorno rico en oxigeno ha supuesto la adaptacién de los organismos a
la convivencia con esta molécula y con sus derivados, denominados en su conjunto especies
reactivas de oxigeno -ROS (Radical Oxygen Species)-, las cuales se han integrado de manera
imprescindible en la sefializacion intra e intercelular. Las ROS son mediadores de funciones
celulares esenciales como la expresion de genes, la fosforilacién de proteinas, la activaciéon
de los factores de transcripcion, la sintesis de ADN o la proliferacion celular. Sin embargo, las
ROS desempefian un papel bivalente, ya que sobrepasados los limites oxidativos permitidos,
estas moléculas se convierten en potentes destructores celulares. Para combatir el potencial
citotéxico de las ROS, los seres vivos han desarrollado eficientes sistemas antioxidantes y
magquinarias de reparacion del daifo oxidativo (Vaquero-Raya y Molero-Richard, 2005). Estas
ROS vy las especies reactivas de nitrégeno (RNS) son generadas de forma enddgena por la
respiracion mitocondrial y son aportadas por la exposicion exdgena a agentes oxidantes,
incluidas las radiaciones ionizantes, los metales pesados y la hipoxia (Jena, 2012).

El uso de fitoquimicos en el tratamiento de enfermedades se conoce desde tiempos
inmemoriales y se desarrollé a través de la practica médica basada en plantas, habituales
hoy como materias primas vegetales de medicamentos modernos producidos por la
industria farmacéutica.

Desde el descubrimiento, y posterior aislamiento, del acido ascdérbico en el afio 1927
por Szent-Gyorgyi, que le valid el Premio Nobel de Medicina en 1937, la capacidad
antioxidante de las plantas ha recibido gran atencion identificindose una amplia variedad de
compuestos con esta capacidad, entre ellos una extensa serie de metabolitos secundarios.
Segun Espinosa-Leal y cols. (2018), a pesar de la extensa investigacion sobre metabolitos
secundarios desde esas primeras décadas del siglo pasado, las estimaciones actuales indican
gue solo alrededor del 6% de las plantas superiores (entre 300000 y 500000 especies) han
sido estudiadas sistematicamente por su potencial farmacolégico, y solo el 15% se ha
evaluado para fitoquimicos en general. Por tanto, el potencial de las plantas superiores
como fuente de nuevos farmacos todavia estd en gran parte inexplorado (Hostettaman vy
Walfender, 1997).

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del

metabolismo primario del carbono (Figura 1).
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Figura 1.- Elementos del metabolismo del carbono en relacién con las rutas de sintesis de
metabolitos secundarios. (segtin Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los metabolitos secundarios se agrupan generalmente en tres clases: terpenos,
compuestos fendlicos y alcaloides. Aunque los terpenos, segin Shahzad y cols. (2013), se
OH encuentran en mayor proporcion (55%, Figura 3), el interés por los
compuestos fendlicos, estructuras moleculares que contienen al

menos un grupo fenol (un anillo aromdtico unido a un grupo

Figura 2. Anillo fendlico hidroxilo) (Figura 2), ha aumentado considerablemente durante las
Ultimas décadas debido a su caracter levemente acido v,
especialmente, muy oxidante produciendo efectos beneficiosos en las enfermedades
cardiovasculares, los sintomas posmenopdusicos, el cancer (Dixon y Ferreira 2002; Nastel

2004; Grof 2018; Naim-Feil y cols. 2021) y tratamientos cosméticos anti-edad.
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Figura 3.- Grafico circular que representa los principales grupos de metabolitos secundarios
de las plantas. (Shahzad y cols. 2013).

Los compuestos fendlicos aparecen cuando la planta se somete a un determinado
tipo de estrés, generalmente bidtico como una infeccién, entonces ésta segrega una bateria
de estos compuestos que oxidan fuertemente el medio intracelular. Esto tiene dos
consecuencias: primero, pueden ser capaces, por si solos, de eliminar al patégeno y en
segundo lugar activan los genes de defensa de la planta, creando un ambiente mucho mas
agresivo para el patégeno. Dentro de los compuestos fendlicos se debe hacer mencién de
los flavonoides, que son sustancias fendlicas hidroxiladas, que se presentan como una
unidad C6-C3 unida a un anillo aromatico. Las flavonas son flavonoides, son estructuras
fendlicas que contienen un grupo carbonilo. La adicion de un grupo 3-hidroxilo produce un
flavonol (Fessenden y Fessenden 1982). Dado que se sabe que las plantas los sintetizan en
respuesta a una infeccién microbiana (Dixon y cols. 1983), no deberia sorprender que se
haya descubierto que son sustancias antimicrobianas eficaces contra una amplia gama de
microorganismos. Su actividad se debe probablemente a su capacidad para formar
complejos tanto con proteinas extracelulares solubles, como con paredes celulares
bacterianas, como ocurre con las quinonas. Los compuestos flavonoides exhiben efectos
inhibidores contra multiples virus. Numerosos estudios han documentado la eficacia de
flavonoides como la crisina (Critchfi eld y cols. 1996) contra el VIH. Kaul y cols. (1985)
probaron el efecto de la quercetina, la naringina, la hesperetina y la catequina sobre
monocapas de células en cultivo in vitro sometidas a diversos virus. Si bien la naringina,
glicésido de la naringenina (Marchionatti y cols. 2018) no inhibié el virus del herpes simple

tipo 1 (HSV-1), el poliovirus tipo 1, el virus de la parainfluenza tipo 3 o el RSV, los otros tres



flavonoides si fueron efectivos. La hesperetina redujo la replicacién intracelular de los cuatro
virus; la catequina inhibid la infectividad pero no la replicacién intracelular de RSV y HSV-1; y
la quercetina fue efectiva para reducir la infectividad. Otros autores proponen que las
pequefias diferencias estructurales en los compuestos son criticas para su actividad y
sefialan otra ventaja de muchos derivados de plantas: su bajo potencial téxico en humanos
(Naseem y Farhat , 2016).

Dado que la dieta promedio diaria occidental contiene aproximadamente 1 g de
flavonoides variados (Kuhnau 1976), no es probable que las concentraciones

farmacolégicamente activas sean perjudiciales para los humanos (Shahzad y cols. 2013).

1.3. Optimizacidén del material vegetal para la induccién de metabolitos
secundarios

1.3.1. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es un drea importante de la Biotecnologia
vegetal que, entre otras muchas aplicaciones, se puede utilizar para la produccién de
metabolitos en condiciones de laboratorio (Figura 4). La obtencion de metabolitos
secundarios mediante técnicas in vitro ofrece muchas ventajas sobre las otras fuentes de
produccién, por ejemplo la eliminacién de la sobreexplotacion de las plantas de interés,
mayoritariamente silvestres, que pueden llegar a estar amenazadas o en extincidn; la
produccién a gran escala de plantas que en condiciones naturales presentan un crecimiento
lento y la mayor eficacia en la obtencién de los compuestos de interés que se producen en
bajas concentraciones en las plantas, que por otra parte en muchos casos deben someterse
a estreses abidticos para una produccion mas efectiva. En consecuencia, actualmente la
produccién in vitro de compuestos bioactivos se considera una estrategia importante para
las industrias farmacéuticas (Rajendra y D'souza, 2000; Srivastava y Srivastava 2007; Tasheva
y Kosturkova, 2013). Aunque como se ha indicado los metabolitos secundarios, como
compuestos fitoactivos, no se sintetizan en todas las especies vegetales, si se pueden
obtener a partir de una variedad de fuentes vegetales desde algas hasta angiospermas. Es

evidente que la eleccidn del material vegetal inicial es importante para establecer cultivos de



alto rendimiento del fitoquimico deseado (Dues y Zenk 1982). Ademas, se ha enfatizado la
necesidad de seleccionar repetidamente lineas de alta produccién (debido a la inestabilidad

inherente de las lineas celulares), donde la composicion nutricional del medio de cultivo es

de gran importancia (Whitaker 1986).
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Existe una amplia variedad de factores que intervienen en la produccién de
compuestos bioactivos de plantas medicinales, aromaticas y ornamentales (Figura 5). La
interaccion de los sistemas de cultivo (liquidos y sélidos), material vegetal (diferenciadoy no
diferenciado), potenciadores, denominados elicitores como se vera mds adelante, y
precursores junto a otros parametros del medio de cultivo in vitro (composicién del medio
de cultivo basal, reguladores del crecimiento o fitohormonas, fuentes de carbono, otros

aditivos y pH) crea una condicién multifactorial que afecta directamente a la citada

produccién de metabolitos.
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Figura 5.- Factores que afectan a la produccién in vitro de compuestos bioactivos a partir de
plantas medicinales, aromaticas y ornamentales. (Niazian y Sabattini, 2021)

Desde el trabajo fundamental de Haberlandt (1902)sobre el cultivo in vitro de células
vegetales aisladas, el cultivo de células y tejidos vegetales se ha convertido en una disciplina
importante y bien establecida, con impacto tanto en la investigaciéon bdsica como en las
tecnologias aplicadas. De este conjunto de técnicas, tanto la organogénesis o produccién
directa de drganos como raices y tallos, partiendo generalmente de meristemos
(micropropagacién) (Figura 4), como la callogénesis promoviendo una masa amorfa de
células por exposicién del material madre a diferentes tipos y dosis de reguladores de

crecimiento (Figura 4) son procesos eficaces para obtener metabolitos secundarios.

1.3.1.1 Micropropagacion

La micropropagacién se define como la regeneracion in vitro de una planta madre a
partir de trozos de la misma, denominados explantos, bien mediante organogénesis a partir
de brotes diferenciados o mediante embriogénesis somatica (Siahsar y cols. 2011). A escala
comercial, esta técnica se ha convertido en una industria multimillonaria ya que ofrece
importantes ventajas sobre la propagacidon convencional de plantas de elevado interés
agricola, ornamental, vegetal y forestal (Debnath y cols. 2006; Read, 2007; Tasheva y

Kosturkova, 2013). Estas ventajas se resumen en la produccion masiva en un tiempo



comparativamente corto y durante todo el afio de plantas genéticamente homogéneas
(clones) y libres de enfermedades (Debnath y cols. 2006). La micropropagacion ciertamente
también tiene un potencial significativo en la produccién masiva de plantas medicinales.
Durante los ultimos afos se han desarrollado numerosos protocolos partiendo de una gran
cantidad de especies con interés farmacoldgico (Rout y cols. 2000; Tripathi y Tripathi, 2003;
Afolayan y Adebola, 2004; Debnath y cols. al., 2006; Chaturvedi y cols. 2007; Debnath y cols.
2007; Sarasan y cols. 2011; Wawrosch, 2010; Grof, 2018; Naim Feil y cols. 2021; Lubell-
Brand y cols. 2021). Por otro lado, estas lineas genética y fenotipicamente homogéneas son

un material de partida idéneo para la iniciacion de una callogénesis satisfactoria.

1.3.1.2 Callogénesis

La callogénesis u obtencion de una masa desorganizada de células de tipo
parenquimatico, (callo) se aplica a la induccion de embriones somaticos o para obtener
material de partida para cultivos celulares. El callo producido se puede utilizar asimismo
directamente para extraer o manipular algunos metabolitos primarios y secundarios (Singh
2004). La calidad de la planta madre es fundamental para la obtencién de un callo
competente, es decir que se pueda disgregar convenientemente (friable) y con una
coloracién blanco-amarillenta, por lo que generalmente se usan plantas micropropagadas
por los argumentos expuestos en el apartado anterior. Para el establecimiento de un cultivo
de células a partir de callos, se requiere un alto grado de friabilidad del callo en cuestién, lo
que significa que sus células podran separarse con facilidad en el cultivo en suspension. Esta
propiedad estd muy relacionada con las caracteristicas de la pared celular y por tanto puede
modificarse con la adicion al medio de cultivo de reguladores de crecimiento y vitaminas. Los
reguladores de crecimiento auxinicos aumentan la actividad especifica de las enzimas, que
provocan la disolucién de la lamina media de las paredes celulares de las plantas (Torrey y
Reinert, 1961) de modo que altas concentraciones de auxinas y bajas de citoquininas
favorecen esta condicion.

Las células de callo con frecuencia no contienen cloroplastos, sino solo plastidos con
granos de almiddén en los que puede verse un sistema lamelar ligeramente desarrollado.
Singh y cols. 2011 encontraron que el contenido de almiddn en los callos disminuyd durante

el proceso de diferenciacion de raices y brotes y aumentd solo después de la iniciacién del



brote. De todos modos, se ha comprobado que muchos callos que se vuelven verdes en la
exposicidon continua a la luz al inducir cloroplastos la mayoria de sus células. La formacidn de
cloroplasto también se relaciona con la capacidad del callo para experimentar morfogénesis.
A veces aparecen puntos verdes en algunos callos iniciadores de nuevos brotes (George y
col. 2008). Es importante el estado de diferenciacion del callo en procesos metabdlicos y
fitoquimicos (Singh y cols. 2011)

Es conocido que las heridas en las plantas estimulan con frecuencia la formacion de
callosidades. En el caso del cultivo in vitro, por la propia caracteristica de la técnica, los
explantos utilizados de partida estan sujetos a heridas durante los diferentes subcultivos ya
gue se obtienen por separacion mediante corte de la planta madre. Cuanto menor es el
explanto, mayor es la proporcién de superficie afectada. En muchos casos, el dafio causa la
liberacion de sustancias inhibidoras pero también induce la produccidon natural de etileno,
que a menudo proporciona un estimulo para la formacion de tejido desorganizado o brotes
y raices adventicias (George y col. 2008). Los cambios fisioldgicos en los tejidos, que
provocan estas respuestas son conocidos como reaccidn de herida. La ventaja que se
obtiene al herir puede ser tal que a los explantos se les dé, a veces, activacion adicional,
superior a la inducida por la escision (Mariotti y Arcioni, 1983).

La capacidad de producir callos en las hojas se ve influenciada también por la
localizacion en la misma. Raju y Mann (1970) describieron que la planta mexicana Echeveria
elegans produce brotes solo en el haz de la hoja. En las orquideas Phalaenopsis y Vanda, se
formaron protocormos a partir de primordios desarrollados también en el haz de pequefios
fragmentos de hojas u hojas enteras inmaduras (Tanaka y cols. 1975). En Bryophyllum
daigremontianum el callo regenerativo solo surgid del envés de la hoja, mientras que otros
tejidos foliares nunca produjeron brotes en las mismas condiciones de cultivo (Bigot, 1976).
La superficie abaxial (envés) de las hojas de Ipomoea batata formd callo més embriogénico
que la superficie adaxial (Liu y Cantliffe, 1984). La regeneracion de brotes ocurre con mayor
frecuencia en el lado en el que se encuentran los haces vasculares, lo que indica que
pueden proporcionar estimulos de division celular. Welander (1988) sugirié que la superficie
adaxial (haz) es la que mas responde a los nutrientes, ya que es el ultimo tejido de la hoja
gue deja de crecer y dividirse.

La callogénesis en estevia ha sido reportada por varios autores con notables

diferencias en el tipo y concentracién del regulador de crecimiento utilizado lo que indica la
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influencia del genotipo y material de partida en este proceso. Radice (2004) plantea que en
todas las fases del cultivo de callo el genotipo juega un papel importante para llegar a
obtener éxito, por lo cual se debe siempre trabajar durante la investigaciéon con de 2 a 3
genotipos a la vez. Por esta causa es dificil generalizar metodologias o protocolos de trabajo.

Kryvenki y cols. 2008 lograron la formacion de callos de estevia tras 45 dias de cultivo
en la oscuridad en medio de cultivo MS complementado con 0.5 y 0.25 mgl'1 de 2,4-Dy 0.5
mgl*de BA a partir de explantos foliares de plantas in vitro.

Otros autores (Swanson y cols. 1992; Tadhni y cols. 2007) describieron la formacién
del callo a partir de explantos de hojas de estevia cultivadas en medio MS suplementado con
0.5 mgl™ NAA + 0.5 mgl'* BA y 0.9% Agar.

Pratibha y cols. 2010, desarrollaron un protocolo para la inducciéon y multiplicacidn
de callos a partir de explantos nodales, hoja y raiz en medio de Murashige y Skoog (MS) con
diferentes concentraciones de hormonas vegetales: AIB, kinetina, ANA, 2,4-D en solitario o
ANA en combinacién con 2,4-D. Se observdé un 100% de callogénesis a partir de las hojas
cultivadas en combinacién de ANA y 2,4-D a las tres semanas de cultivo. Los callos obtenidos
a partir de los explantos de hojas y raices eran de color verde brillante, mientras que los
explantos nodales resultaron poco friables y de color marrén. La maxima cantidad de callos
se produjo a partir de hojas, con 0.75 mgl'1 de ANAy1 mgl'1 de 2,4 D.

Javad y cols. 2016 obtuvieron callos verdes friables cultivando explantos de estevia
en medio MS suplementado con BA 1 mgl'l, ANA 1 mgl'ly 2,4-D 2.5 mgl'l. Los autores
sugirieron que es la combinacién adecuada para iniciar el callo y multiplicarlo asi como para
la produccidén a escala comercial de estevidsidos.

Park y Kim (2003) opinaron que el 2,4-D solo en concentracion de 1 mgl™ era mas
apropiado para la callogénesis en estevia, mientras que Patel y Shah (2009) utilizaron BA 'y
ANA para la callogénesis en esta especie.

Masri y cols. 2019 en su estudio para la induccidn eficiente de callos de estevia
obtuvieron la mejor respuesta con medio MS complementado con 1 mgl'de 2,4 D + 0.75

mgl™ de ANA.
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1.3.1.3 Cultivos celulares

En el cultivo in vitro de tejidos vegetales se puede utilizar como material de partida
cualquier parte de la planta, incluida la célula aislada, mientras mantenga la totipotencia
celular, es decir su capacidad de regenerar la planta completa de la que procede, que
solamente se pierde cuando el grado de diferenciacion celular es tan alto que la célula estd
entrando en fase de envejecimiento. El cultivo de células vegetales aisladas vy
desdiferenciadas en un medio de cultivo liquido se ha considerado durante mucho tiempo
como una herramienta éptima para la produccién biotecnoldgica de compuestos vegetales,
como es el caso de los metabolitos secundarios (Rao y Ravishankar, 2002). Esta técnica de
cultivo ofrece una serie de ventajas sobre el uso convencional de plantas como fuentes de
fitoquimicos, la mayoria inherentes al propio cultivo in vitro como por ejemplo la
independencia de las variaciones geograficas, estacionales y ambientales; produccion fiable
continua en calidad y rendimiento uniformes y ciclos de crecimiento comparativamente
cortos (Rao y Ravishankar, 2002; Debnath y cols. 2006; Bonfill y cols. 2013).

Con el fin de obtener altos rendimientos aptos para la explotacion comercial, los
esfuerzos se han centrado en el aislamiento de actividades biosintéticas de células
cultivadas, logradas optimizando las condiciones de cultivo, seleccionando cepas de alta
produccién y empleando medios nutritivos con precursores, métodos de transformacion,
técnicas de inmovilizacién y elicitacion (Premjet y cols. 2002; Collin 1987; Shahzad y cols.
2013). Desde hace décadas se conoce que hay células cultivadas que producen, en cultivo,
metabolitos no detectados en la planta. Asi, por ejemplo se ha observado que los cultivos de
Lithospermum erythrorhizon sintetizan acido rosmarinico (Fukui y cols. 1984), o que las
cantidades acumuladas en las células cultivadas se ven sensiblemente aumentadas respecto
a las obtenidas en la planta diferenciada gracias a la optimizacidon de las condiciones de
cultivo, como por ejemplo, ginsendsidos de Panax gingseng (Ushiyama y cols. 1991), acido
rosmarinico de Coleus blumei (Ulbrich y cols. 1985), siconina de Lithospermum erythrorhizon
(Takahashi y Fujita 1991), diosgenina de Dioscorea (Shahzad y cols. 2013). En consecuencia,
la formacién de compuestos de interés en cultivos de células vegetales puede mejorarse
claramente mediante diferentes iniciativas. En este sentido, un enfoque importante es la
modificacion del medio nutritivo con el objetivo de aumentar la biomasa y, a menudo en un

paso posterior, optimizar la produccion de metabolitos (Weathers y cols. 2010; Bonfill y cols.
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2013; Murthy y cols. 2014). Aqui, los factores clave incluyen la fuerza iénica del medio basal,
el nivel de fosfato y nitrato, el nivel y tipo de azlcares, los reguladores del crecimiento y la
adicion de potenciadores, conocidos especificamente como elicitores (Rao y Ravishankar,
2002; Murthy y cols. 2014).

Ademas, varios factores fisicos pueden influir en el desarrollo de los cultivos de
células vegetales, como la densidad del indculo, la temperatura, la calidad e intensidad de la
luz, el pH del medio nutritivo y la agitacidn y aireacién del sistema de cultivo (Kanokwaree y
Doran, 1997; Chattopadhyay y cols. 2002; Murthy y cols. 2014).

Pero, a pesar de muchas décadas de investigacién en este campo, en el afio 2008 solo
se producian comercialmente catorce sustancias o productos a partir de cultivos de células
vegetales (Frense, 2007; Kolewe y cols. 2008), siendo el mas destacado el paclitaxel de Taxus
spp con actividad anticancerigena. En la ultima revisidn realizada por Wawrosch y Zotchev
en 2021 el numero de compuestos asi producidos se ha incrementado levemente, hasta los
26. Esto se debe a varias limitaciones, que con cierta frecuencia aparecen en los cultivos de
células vegetales en comparacién con las fuentes de produccién microbiana, que incluyen
tasas de crecimiento lentas y rendimientos bajos; de hecho, muchos metabolitos no se
acumulan en cultivos de células vegetales debido a que las células desdiferenciadas suelen
presentar una gran variabilidad en la biosintesis de los metabolitos de interés. Ademas
tienen tendencia a formar agregados celulares grandes y presentan sensibilidad al estrés
producido por el medio liquido, siendo las dos Uultimas caracteristicas obstaculos
particularmente importantes en el cultivo a escala industrial (Yun y cols. 2012). En general, la
productividad de una planta cultivada in vitro estd relacionada con el grado de
diferenciacién, y esta es una de las razones por las que en muchos casos solo se pueden
encontrar bajos rendimientos de los metabolitos secundarios deseados en cultivos celulares
(Kolewe y cols. 2008; Sauerwein y cols. 1992).

Si bien todavia se sabe muy poco sobre la biosintesis de los metabolitos secundarios
de las plantas y su regulacidn, sigue siendo cuestionable si en un tiempo razonablemente
corto los cultivos de células vegetales desempeiiaran un papel significativo en la produccion
industrial de productos naturales, ya que como cultivos desdiferenciados, las suspensiones
celulares permanecen heterogéneas a lo largo del tiempo, lo que da como resultado un
crecimiento deficiente y un rendimiento bajo/inconsistente de metabolitos debido a

cambios genéticos y epigenéticos nocivos. Por esa razén, también se han utilizado en la
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biosintesis de productos naturales los cultivos de brotes o raices pilosas, como sistemas

diferenciados de plantas in vitro (Marchev y cols, 2020).

1.4. Elicitores

Como se ha indicado anteriormente, la funcién principal de los metabolitos
secundarios de las plantas es la proteccidon contra patdégenos e insectos, o contra otros
estreses bidticos o abidticos (Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Zhao y cols. 2005). Las
moléculas y condiciones de estrés, que activan los mecanismos de defensa de las plantas,
incluida la sintesis de metabolitos secundarios, se denominaron potenciadores, inductores o
elicitores (Dornenburg y Knorr, 1995) y mas tarde Thakur y cols. 2019 definieron elicitor
como una sustancia que, cuando se aplica en pequeifias cantidades a un sistema vivo, induce
o mejora la biosintesis de un compuesto especifico que juega un papel importante en la
adaptacion de las plantas a condiciones estresantes. Como consecuencia, al mecanismo que
procura esta activacién se le denomina elicitacion. Existe un amplio nimero de sustancias o
situaciones que procuran esta activacién desde reguladores de crecimiento, hormonas de
estrés, quitosano, elicitores microbianos —tanto hongos como extractos bacterianos o de
levaduras- metales pesados, nanoparticulas, hasta situaciones de estrés hidrico o, salino
(Niazian y Sabbatini, 2021). Los elicitores bidticos incluyen sustancias como pectina,
quitosano, jasmonato de metilo o extracto de levadura, mientras que el acido salicilico, los
metales pesados o el tratamiento electromagnético son elicitores abidticos tipicos (Shilpa y
cols. 2010). Por consiguiente, la elicitacidon se ha utilizado con éxito para la mejora de la
formacion de productos secundarios en cultivos de células y érganos de muchas plantas
(Namdeo, 2007; Shilpa y cols. 2010; Sharma y cols. 2011).

Segun Singh y cols. 2020, los elicitores pueden inducir la produccion de metabolitos
secundarios a través de la activacion del sistema de transduccién intracelular, cascada de
NADPH, produccién de especies reactivas de oxigeno, expresion de genes relacionados con
la defensa, proteinas de unién a GTP, altos contenidos de cAMP intracelular y Ca** u otros
mensajeros secundarios con proteina quinasas activadas por factores que actuan en el ciclo
celular estimulando la division celular (mitégenos).

Otros uso de los elicitores es su aplicacion para mejorar la capacidad germinativa de
las semilla. Mohamadian y cols. 2018 describen el uso del MelA en tratamientos de

imprimacion de semillas de estevia con buenos resultados. Por su parte Gorzi y cols. 2020
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indicaron que la imprimacién con As, Fe y Zn a una adecuada dosis puede mejorar la baja
germinacién de las semillas de estevia y el contenido de clorofila, tanto en condiciones de
contenido normal de agua, como bajo estrés hidrico.

La ingenieria metabdlica se ocupa del estudio de las vias de transduccion de sefiales
promovidas por un determinado elicitor en la induccidn de metabolitos secundarios (Figura
6), aspecto de gran importancia para la optimizacion de los sistemas de produccién basados

en cultivos de tejidos vegetales (Zhao y cols. 2005).
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Figura 6.- Representacién esquematica de los elicitores y posible mecanismo de elicitacion
utilizando cultivos de células, tejidos y drganos vegetales in vitro. (ABA abscisic acid, Ca," Calcium
ion, cADPR cyclic adenosine diphosphoribose, cGMP cyclicguanosine monophosphate, E elicitor, EDSPs
enchanced disease susceptibility proteins, ERP elicitor receptor perception, ET ethylene, ICSs isochorismate
synthases, JA jasmonic acid, JAZ jasmonate zim domain, MAPKs mitogen activated protein kinases, NO nitric
oxide, NPRI non-expressor of pothogenesis-related genes 1, PM plasma membarane, ROS reactive oxygen
species, SA salicylic acid, TF transcription factors, TGAs leucine zipper transcription factors, 26S PD 26S

proteasomal degradation). (Giri y Zaheer, 2016).

1.5. Estevia (Stevia rebaudiana).

La estevia, Stevia rebaudiana Bert., es una planta perenne originaria de Paraguay,
Megeji y cols. 2005; semiarbustiva, perteneciente a la familia Asteraceae (Figura 7). Crece en

regiones subtropicales, semihimedas con 1.400 a 1.800 mm de precipitaciones distribuidas
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regularmente en el aifo, no soportando periodos prolongados de sequia. En regiones donde

la precipitacidon mensual es inferior se necesita la utilizacion de un sistema de riego.

Figura 7.- Planta de estevia

En la naturaleza, crece a temperaturas promedio de 24 °C a 28 °C, 75-85 % de
humedad relativa, aunque puede crecer aceptablemente bien entre los 18 a 34 °C y soporta
temperaturas extremas de -6 °C a 43 °C. Necesita alta intensidad solar y dias largos (16 horas
de luz) para su crecimiento vegetativo dptimo. Para su cultivo son aptos los suelos tanto
franco arenosos como franco arcillosos. Deben tener un buen drenaje, con pH éptimo entre
5.5 y 6.5. En grandes producciones se requiere la aplicacion de fertilizantes, estimandose
1.62 g N/planta/afio 0.19 g P y 1.4 g K por cada 1000 kg de hoja seca cosechada; estas
necesidades de nutrientes varian a lo largo del ciclo fenoldgico. La capacidad para resistir
inviernos crudos, aparentemente viene determinada por la temperatura del suelo. Plantas
de 5 cm, con 10 hojas soportaron temperaturas de -5°C durante 70 minutos, lo que implica
que las areas potenciales de produccién de la especie podrian extenderse a latitudes

mayores. (http://procadisaplicativos.inta.gob.ar/cursosautoaprendizaje/stevia/l2 p2.html)

Recientemente, 2020, O'Neill K y Pirro completaron la secuenciacidon del genoma de

estevia. Este avance posibilitara el descubrimiento de marcadores para el rendimiento de los
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cultivos, la resistencia a las enfermedades y la sequia y determinara las vias bioquimicas de
los metabolitos mas relevantes.

Ultimamente, la capacidad bioactiva de ciertos compuestos vegetales que pueden
utilizarse como alimento rico en nutrientes beneficiosos para la salud humana ha
despertado un gran interés en diferentes campos cientificos, como la bioquimica, la
medicina y la farmacia (Orona-Tamayo y cols. 2019). De estos, destaca el extracto obtenido
de las hojas de estevia por su alta capacidad edulcorante y muy bajo contenido caldrico.
Dado que no se han descrito efectos secundarios por su consumo tales como toxicidad o
mutagénesis (Lyakhovkin y cols. 1993; Thiyagarajan y Venkatachalam, 2012), la estevia se ha
convertido en una fuente de edulcorante alternativo en el mercado. Esta capacidad
edulcorante se puede atribuir a los glicésidos de esteviol, principalmente estevidsido y
rebaudidsido A (Akbari y cols. 2018). Entre los compuestos de estevia, el rebaudidsido-A, es
de particular interés por su perfil de sabor (Dubois, 2000). El estevidsido por lo general
constituye la mayor parte del edulcorante (60 a 70% del contenido de glucdsidos total) y se
valora como 110 a 270 veces mas dulce que el azucar. Este glucésido también es
responsable del sabor amargo (sabor regaliz o efecto persistente). Por su parte, el
rebaudidsido-A estad generalmente presente en un 30 a 40% del edulcorante total y tiene el
sabor mas dulce, 180 a 400 veces mas dulce que el azucar, sin sabor amargo. La relacién
rebaudidsido-A/esteviésido es la medida aceptada de calidad del dulzor, de forma que
cuanto mayor sea esta relacién mayor sera la calidad del producto (Yadav y cols. 2011.). Hoy
en dia, los consumidores demandan cada vez mas productos de fuentes naturales, de modo
que la extraccion de edulcorantes a partir de hojas de estevia ha generado un sector
industrial y comercial en crecimiento a nivel mundial. Mdas de 750 toneladas de hojas de
estevia se utilizaron en 2011 como extracto crudo para el consumo y extraccién de
glucdsidos (Atteh y cols. 2011). Actualmente, mds de cien mil hectareas de superficie se
dedican en el mundo al cultivo de estevia. Se utiliza cada vez mas para endulzar diferentes
alimentos, postres, bebidas, sobre todo en EE. UU., Europa, China y Japdn. China destaca
como el mayor productor de estevia (Jahangir y cols. 2020). En 2016, el 80% de la
produccién mundial de hojas de estevia procedia de China (alrededor de 50.000 -toneladas
de hojas secas al afio) (Sun 2016). Taweel y cols. 2021 indican que se estima que el mercado
de estevia estima alcanzar los S 781.61 millones en el 2023. Coinciden en que China es el

mayor productor y Estados Unidos el mayor consumidor.
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Ademads de los ya citados y mas conocidos compuestos edulcorantes bajos en
calorias, otros autores han destacado otros beneficios, de tipo terapéutico, de compuestos
presentes en la hoja de estevia con efecto antimicrobiano (por ejemplo, contra cepas de
Streptococcus) (Mohammadi-Sichani y cols. 2012), antifungico (contra Candida albicans,
Penicillium chrysogenum vy Aspergillus niger) (Mali y cols. 2015), hipotensores,
antiinflamatorios, antitumorales, antidiarreicos, diuréticos e inmunomoduladores
(Chatsudthipong y Muanprasat, 2009; Pandey, 2018). lIgualmente se han descrito
Chatsudthipong y Muanprasat, (2009) y Thiyagarajan y Venkatachalam, (2012) propiedades
insulinotrépicas y antihiperglucémicas muy efectivas de los extractos de estevia, por ejemplo
contra diabetes tipo Il en modelos animales. Varios estudios han demostrado la relacidon
entre la actividad antioxidante de los extractos de hojas de estevia y sus compuestos
polifendlicos (Radic y cols. 2016). Por todo ello, se considera una especie idénea como

fuente para la obtencidon de nuevos metabolitos secundarios de interés farmacoldgico.

1.5.1. Variedades de estevia

Para Al-Taweel y cols. (2021), cuando hablamos del incremento de la tolerancia a
factores abiodticos y bidticos, asi como del incremento y calidad de las producciones, Criolla'y
Morita Il son las variedades hibridas de estevia mas estudiadas, la primera, nativa de
Paraguay y la segunda reconocida por su alto contenido en rebaudidsido A. Otras variedades
conocidas y cultivadas en Paraguay incluyen Eirete, un hibrido mejorado para cultivos duros,
Morita lll, también alta en rebaudiésido A y con bajos requerimientos hidricos. Estos autores
mencionan también la variedad Katupyris seleccionada en Paraguay para el cultivo en suelos
aridos y otras como Sugar High A3, Huny, Shur A3, Shou-2 con un alto contenido de

glicésidos de esteviol y rebaudidsido A (Ever Stevia Co. Canada).

1.5.1.1 Criolla

Aunque esta variedad puede reproducirse a partir de semillas y es muy adaptable a
diferentes condiciones agroambientales, su rendimiento sélo es del 12% de glicésidos de
esteviol. El promedio de rendimiento en cultivo comercial es de 1.200 a 1.500 kg por ha y
afo, usando 100000 plantas por Ha.

Las plantas de esta variedad son muy adaptables a diferentes condiciones
agroambientales. Presenta floracidén heterogénea afectando esto negativamente la calidad
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de las hojas producidas, debido a que no es posible realizar en el momento oportuno la

cosecha de las mismas.

1.5.1.2 Morita lll

Es una de las variedades obtenidas con altos contenidos de rebaudiésido A, (10 y
12%), crece mejor en zonas de clima tropical, es tolerante a septoria y a condiciones de baja
humedad, tiene un sabor mas noble y dulce que otras especies, aunque con mayores
necesidades de manejo en el cultivo. En cultivo in vitro, esta variedad ha mostrado un buen
desarrollo y alto coeficiente de multiplicacién tanto en medio semisélido como liquido
(estatico y en Sistema de Inmersion Temporal-SIT) lo que sumado a su ya citado alto

contenido de rebaudidsido A, resulta en una opcidén muy interesante.

1.6. Biorreactores

Pierik (1987) definié el cultivo en medio liquido como el desarrollo del explanto en un
sustrato carente de agentes gelificantes como el agar. El cultivo in vitro de material vegetal
en medio liquido tiene algunas ventajas sobre el sélido como facilitar el contacto total de la
planta con el medio de cultivo permitiendo la absorcién foliar de nutrientes y reguladores,
en contraste con las desarrolladas sobre agar donde solamente la parte basal tiene
capacidad de absorcion. El crecimiento en medio liquido facilita la disolucién de cualquier
exudado de la planta en el medio lo que resulta mucho mas dificil en presencia de agar. A
todo ello se une el menor coste debido a la ausencia de gelificante que encarece el proceso.
Sin embargo, el cultivo en medio liquido ofrece una serie de inconvenientes como la
imposibilidad de airear el cultivo, por lo que la mayoria de las plantas necesitan un buen
suplemento de oxigeno para su desarrollo. Esta limitaciéon se puede superar cultivando el
explanto en semi inmersion utilizando un agitador. Por otro lado, el medio liquido puede
aumentar la aparicion de la alteracion fisioldgica denominada vitrificacion o hiperhidratacion
que se visibiliza por un aspecto vitreo de la planta. Para optimizar las ventajas del cultivo en
medio liquido evitando en lo posible los aspectos negativos resefiados se vienen usando los

biorreactores, que alcanzaron especial notoriedad a partir de los afios 80 del pasado siglo.
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El término “biorreactor” no cuenta con una definicidén precisa, aunque el concepto es
el de un sistema o recipiente que tiene la capacidad de mantener un ambiente
biolégicamente activo. Dentro de este concepto se engloban diferentes equipos como los
fermentadores cldsicos, sistemas de perfusion para cultivos celulares o los propios
biorreactores enzimaticos por ejemplo. Los biorreactores normalmente estdn conectados a
unidades que controlan la temperatura, el pH, la aireacién, la agitacién y otras variables. Sin
embargo, en algunos casos, los recipientes de cultivo in vitro como matraces Erlenmeyer,
placas de Petri o cajas de cultivo también se han denominado “biorreactores” a condicion de
que se innoven con mejoras que permitan controlar adecuadamente el sistema para
conseguir los objetivos perseguidos.

Los biorreactores se han desarrollado originariamente para cultivar microorganismos
y posteriormente, para cultivar suspensiones de células vegetales y acumular biomasa
celular capaz, entre otros objetivos, de producir metabolitos secundarios. En 1983, Harris y
Mason describieron maquinas basculantes disefiadas para lograr una inmersién temporal,
con el fin de combinar aireaciéon y cultivo en medio liquido. Desde este trabajo, se ha
desarrollado una amplia gama de sistemas semiautomaticos que utilizan el principio de
inmersién temporal. Todos estos sistemas respetan las condiciones necesarias para un buen
desarrollo de plantas en medio liquido: evitar la inmersidon continua, que afecta
negativamente el crecimiento y la morfogénesis, proporcionar una transferencia de oxigeno
adecuada, permitir cambios secuenciales de medio y automatizacidon, reducir el riesgo de
contaminacién y ser lo mas barato posible. Los sistemas propuestos difieren en el tamafio
del recipiente, el tipo de soporte de cultivo, la existencia de un control de inmersién
computarizado o un simple temporizador, mediante el uso de una bomba peristaltica, o una
bomba de aire, o el movimiento mecanico del recipiente para desplazar el liquido, mediante
reciclado o no del medio, y finalmente mediante separacién o incorporacion del tanque de
sustrato en el propio recipiente de cultivo. Estos sistemas son faciles de usar y en la mayoria
de ellos es posible realizar subcultivos mds prolongados. La originalidad de los sistemas de
cultivo por inmersién temporal es permitir un contacto parcial o total de duracién
programable entre el explanto y el medio liquido.

Para el cultivo de estevia se han empleado varios de estos biorreactores usando el
sistema de inmersidn temporal. Alvarenga y Salazar (2015) han utilizado tanto el sistema de

inmersion temporal RITA® (Recipient for Automated Temporary Immersion) patentado en
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1995 y desarrollado principalmente para embriogénesis somatica, como el de vasos gemelos
(BIT®) para la produccidon masiva de estevia obteniendo en ambos casos plantas verdes y
vigorosas con bajos niveles de hiperhidricidad. Ramirez-Mosqueda y cols. (2016), han
optimizado el proceso de micropropagacion de estevia usando también biorreactores RITA®
a partir de explantos nodales en medio MS con BA alcanzando un buen nimero de brotes
laterales y un 100% de emision radicular. Mds recientemente Vives y cols. (2017), también
utilizando biorreactores BIT® multiplicaron por siete el nimero de brotes y peso fresco de
plantas de estevia micropropagadas en comparacion con medios sdlidos y semisélidos.
Welander y cols. (2014), han desarrollado un biorreactor (Plantform) también para la
produccién de plantas in vitro a gran escala. Plantform estd disefiado para facilitar su
manejo: tiene poco peso, es transparente, apilable, esterilizable en autoclave y posee un
eficiente sistema de bombas para el intercambio de gases, incluyendo oxigeno y CO,. Este
biorreactor se ha usado con éxito en la propagacidon de mirto y olivo (Benelli y De Carlo,
2018) asi como de palmera (Phoenix dactylifera) (Abahmane, 2020). En el caso de estevia se
han comparado los sistemas de medio gelificado con el sistema de inmersion temporal en
biorreactores RITA® y Plantform en micropropagacion (Sacco y cols. 2015). Ambos sistemas
de inmersion temporal superaron en calidad de la planta obtenida al medio gelificado, pero
el sistema Plantform fue mejor que RITA® cuando el ciclo de inmersidn de los explantos fue

de 8 horas.

1.7. Objetivos generales

En la presente tesis se pretende optimizar el proceso de cultivo en suspension in vitro
para la obtencién y produccidon de metabolitos secundarios a partir de material vegetal de
estevia y caracterizar estos compuestos orgdnicos como posibles candidatos para su
aplicacién en farmacologia.

Para alcanzar estos objetivos se optimizara, tanto el medio de cultivo como el
sistema de cultivo -sdlido o en biorreactor- en la micropropagacion de plantas de estevia
para la obtencién de material vegetal idoneo. Con este material se obtendran plantas callos
y células que, cultivados con elicitores en el sustrato liquido, liberen compuestos fendlicos al
medio. Una vez identificados, caracterizados y cuantificados estos compuestos, se estudiara

su posible interés farmacoldgico.
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2. Capitulo 2. Optimizacion de la micropropagaciéon y callogénesis en Stevia
rebaudiana. Uso de biorreactores.

2.1. Introduccidn

2.1.1. Micropropagacion

Como es sabido, la reproduccién sexual de estevia se caracteriza por una alta
heterogeneidad genética de las poblaciones resultantes de sus semillas a causa de la
alogamia de esta especie (Esra y cols. 2015). Ademas, la eficiencia de germinaciéon es baja
debido a un alto porcentaje de semillas estériles (Das y cols. 2011) y la recoleccion de
semillas es muy dificil debido a su baja madurez a causa de la falta de uniformidad de
floracion. Por todas estas razones, se han preferido los métodos de propagacion asexual
para obtener plantaciones homogéneas de plantas élite de estevia, como el esquejado. Sin
embargo, la propagacién vegetativa clasica de los genotipos de élite es lenta y costosa y
presenta un mayor riesgo de propagacién de virus. Este riesgo pude ser minimizado usando
un reducido numero inicial de plantas madre (Rasouli y cols. 2021). En consecuencia, la
micropropagacion es un sistema muy recomendable para alcanzar un elevado nimero de
plantas de estevia homogéneas genéticamente, uniformes vegetativamente y sanas
(Bondarev y cols. 2002; Casaccia y Alvarez, 2006; Ibrahim y cols. 2008b).

Uno de los factores fundamentales para el éxito de la micropropagacién es la
composicidon del medio de cultivo. El equilibrio idnico del medio depende en gran medida de
los iones de amonio y nitrato, ya que son los componentes principales de cualquier sustrato
para el cultivo in vitro de plantas (George y cols. 2008; Ivanova y Van Staden, 2009). El medio
basal MS (Murashige y Skoog, 1962) se viene utilizando ampliamente para alcanzar los
objetivos indicados ya que se considera muy adecuado debido a su composicion equilibrada
de macro y micronutrientes y también porque puede usarse con éxito en diferentes
diluciones. No obstante, se considera moderadamente salino (Pierik, 1987). En el caso de la
estevia, se ha aplicado de forma rutinaria el medio basal MS con diferentes combinaciones y

concentraciones de reguladores de crecimiento para la micropropagacién a partir de yemas
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(Sivaram y Mukundan, 2003; Hossain y cols. 2008; Ibrahim y cols. 2008a; Khalil y cols. 2014;
Ahmad y cols. 2021). Sin embargo, este medio presenta alto contenido de nitrégeno total
con una relacién de NO;3:NH;" de 1.9, altos niveles de Cl y Mo y concentraciones
relativamente bajas de Ca, P, Mg y Cu en comparacién con las concentraciones promedio de
estos elementos en los brotes de las plantas, aunque, segin Epstein (1972), se consideran
suficientes para un crecimiento adecuado. De acuerdo con Magangana y cols. (2018) las
plantas cultivadas en un medio con bajo contenido de sal potencian claramente la capacidad
de absorcidn de iones frente a las cultivadas en un medio normal o con un alto contenido de
sal.

En consecuencia, este sustrato puede no ser éptimo para ciertas especies (George y
cols. 2008; Rathore y cols. 2013) y puede mejorarse como se muestra para el caqui (Sugiura
y cols. 1986) o la vid (Villegas y cols. 1992). Segun Chée y Pool (1987), el IK es un
componente no esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas de vid y, en
consecuencia, puede eliminarse de los medios de cultivo. Los autores mencionados han
publicado que concentraciones mas bajas de Mn, especificamente 0.85 mgl'1 (5 uM), han
mejorado el desarrollo de la vid in vitro, y la sustitucidén del nitrato de calcio por cloruro de
calcio asimismo han optimizado la calidad de los sarmientos de vid producidos con esta
técnica.

Las concentraciones éptimas de macro y micronutrientes presentes en los medios de
cultivo inciden directamente en la buena respuesta morfogenética de las plantas y, en
consecuencia, en el contenido adecuado de clorofila. La determinacién de la concentracién
de pigmentos fotosintéticos proporciona una informacién adicional para la interpretacién
del andlisis foliar. Por ejemplo, el cobre estd directamente involucrado en la cadena de
transporte de electrones como constituyente de la plastocianina, transportador de
electrones entre los dos fotosistemas. Jain y cols. (2014) concluyeron que las células de
plantas de estevia cultivadas en medio de cultivo rico en cobre (0.5 uM) mostraban mayor
actividad fotosintética y cambios morfolégicos en los cloroplastos y en la ultraestructura de
los tilacoides. Sus resultados confirman la importancia nutricional del cobre si se afiade en
Optimas concentraciones en el medio de cultivo por su efecto en la funcidon y estructura del
fotosistema Il

Otros elementos, como el magnesio, se asocia con diversas funciones fisioldgicas y

bioguimicas tales como la regulacion de la estabilidad de los nucledtidos y enzimas (Waters,
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2011). Ademas, es el componente fundamental de la clorofila y, por consiguiente, es
esencial para su sintesis (Kobayashi y cols. 2013).

Es de interés destacar la influencia del contenido de carbohidratos en la sintesis y
funcionamiento de los pigmentos fotosintéticos. Por ejemplo, se ha descrito que la alta
concentracion de sacarosa en los medios restringe la eficacia fotosintética de las plantas
cultivadas causando una reduccion de los niveles de clorofila y de las ceras epicuticulares
(Hazarika, 2006).

Los lipidos de la membrana celular son las principales biomoléculas diana de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), en especial los acidos grasos poliinsaturados, quienes
representan entre el 50 y el 90 % de los lipidos de la membrana. La peroxidacion de lipidos
como el malondialdehido afecta la integridad de la estructura de la membrana y altera sus
funciones, llevando a la lisis celular. Cuando los acidos grasos poliinsaturados se oxidan, se
forman estos aldehidos reactivos que causan los dafios citados. El malondialdehido (MDA) es
una molécula altamente reactiva y téxica que al reaccionar con los acidos nucleicos vy
proteinas causa modificaciones que alteran las funciones bioldgicas. En consecuencia, el
nivel de MDA es considerado un indicador util de los niveles de peroxidacién lipidica (Wong
y cols. 1987). El aumento en el contenido de esta molécula es indicativo de un incremento
del dafo oxidativo (Sofo y cols. 2007; Hossain y cols. 2009). Un método practico de medicién
de MDA, es el denominado ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)
por el cual el MDA reacciona el mencionado acido dando lugar a un derivado que puede ser
medido espectrofotométricamente (Leonard y cols. 2010). Esta técnica rapida ha sido muy
utilizada en estudios de peroxidacién lipidica (Hu y cols. 2012; Kumar y cols. 2015; Souza y

cols. 2019).
2.1.2. Callogénesis

El callo puede definirse como una masa irregular de tejido parenquimatoso no
organizado con posible capacidad de organogénesis en determinadas condiciones de cultivo.
De acuerdo con Bhojwani y Dantu (2013) un callo bien formado puede contener diferentes
tipos de células. Existen distintos tipos de callo dependiendo principalmente del origen del
explanto, composicion del sustrato y condiciones de cultivo (luz/oscuridad y temperatura de
la cdmara de cultivo). La facilidad de disgregacién (friabilidad), el color y el grado de

humedad son caracteristicas importantes en los callos.
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El uso de reguladores para la induccién del callo ha sido muy estudiado, tanto la
variedad de los mismos, solos o combinados, como sus concentraciones. En la mayoria de
los casos se encuentran en la bibliografia diferentes combinaciones de auxinas y
citoquininas, siendo dichas combinaciones muy dependientes de la especie vegetal. En la
revision sobre este tema publicada por Handro y Ferreira en 1989 se incluye una relacién de
diferentes combinaciones de ambos grupos de reguladores para la obtencion de callo en
estevia. Mas recientemente Bondarev y cols. (1998) indican que cuando usan explantos de
hojas o tallo de estevia la callogénesis, siempre con medio MS, es practicamente nula en
ausencia de fitorreguladores. Segun estos autores en todos los tratamientos las hojas
tuvieron una mejor respuesta que los tallos para la callogénesis, siendo la combinacion entre
ANA y BA la mejor para la induccion de callo. Entre otras combinaciones entre
auxinas/citoquininas, la de ANA con kinetina resultd mas efectiva que el acido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) con BA y la combinacién menos efectiva fue 2,4-D vy kinetina.
Sairkar y cols. (2009) sembraron hojas jévenes de estevia en medio MS suplementado con
diferentes concentraciones de 2,4-D, kinetina y BA para induccidn de callo. Javad y cols.
2016 determinaron que en medio MS modificado, la combinacién de BA, ANA y 2,4-D
produjo callos verdes de estevia capaces de producir estevidsido. Estos cultivos de callo
verde también pueden dar lugar a suspensiones celulares.

Razavi y cols. 2019, determinaron que en el aceite obtenido del tejido de los callos de
estevia inducidos a partir de segmentos foliares, predominaban compuestos como
diterpenos, triterpenos, fitol y escualeno. Los autores consideraron que algunos reguladores
pueden tender a cambiar las vias metabdlicas. En su caso utilizaron combinaciones de ANA,
KIN, BA y AIB.

Un amplio nimero de autores han inducido callogénesis en estevia usando medio de
Murashige y Skoog (MS) a partir de explantos procedentes generalmente de hojas de plantas
previamente cultivadas in vitro (Sharma vy cols. 2015; Dwivedi y cols. 2016; Javad y cols. 2016;
Imtiaz y cols. 2020), trozos de tallo también procedentes de plantas in vitro (Kumani y
Chandra, 2015; Yiicesan y cols. 2016) o, mas raramente, de flores (Ahmad y cols. 2011). En
practicamente todos los casos los callos obtenidos sirvieron como estructura adecuada e
incluso necesaria para procesos biotecnolégicos como obtencion de cultivo celulares
(Mustafa y cols. 2011; Mathur y Shekhawat, 2013; Dwivedi y cols; 2016); induccion de

embriogénesis somatica (Kryvenki y cols. 2008; Keshvari y cols. 2018) produccion de
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glucdsidos (Aman y cols. 2013; Mathur y Shekhawat, 2013; Sharma y cols. 2015) y otros
metabolitos secundarios (Radic y cols. 2016; Gupta y cols. 2016; Javed y cols. 2017; Lucho y
cols. 2019).

2.2. Objetivos

Dado que el propédsito del estudio recogido en este capitulo es optimizar la
produccién material vegetal de estevia como base para la obtencion de metabolitos
secundarios, el primer objetivo es responder a las siguientes preguntas: éSe pueden
optimizar las condiciones nutricionales descritas en la literatura actual para potenciar el
desarrollo de la parte aérea de estevia y su coeficiente de multiplicacién por
micropropagacion usando SIT y variaciones en la composicidn del sustrato? élas nuevas
condiciones ensayadas afectan negativamente al equilibrio fisiolégico de las plantulas
obtenidas? ¢Se pueden extrapolar los efectos estudiados a diferentes variedades de estevia?

El segundo objetivo es comparar las respuestas a diferentes variables (variedad de
estevia -Criolla y Morita-, luz/oscuridad y concurso de fitorreguladores) en la obtencién de
callos friables, a partir de trozos de hoja de las plantas anteriormente micropropagadas,
previos a suspensiones celulares, en ambos casos -callos y suspensiones-, capaces de

potenciar la sintesis de metabolitos secundarios con posible interés farmacoldgico.

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Micropropagacion
2.3.1.1 Material vegetal y tratamientos.

Se aislaron explantos uninodales de 1-2 cm de longitud con dos yemas axilares
(Figura 8) de plantulas cultivadas previamente in vitro de las dos variedades citadas, Criolla y
Morita Ill, que se cultivaron en dos sistemas de cultivo diferentes: medio solidificado por
agar y sistema de inmersion temporal (SIT) en biorreactores Plantform. Se ensayaron tres
sustratos en cada sistema de cultivo: MS; MS modificado (MSM) y G, también derivado de
MS y adaptado para cultivo in vitro de vid (Cantos y cols. 2017) todos con adicion de
sacarosa, vitaminas y reguladores del crecimiento (Tabla 1). Las modificaciones realizadas lo

fueron a nivel de macronutrientes, que consistieron principalmente en una reduccion
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gradual del contenido de nitrégeno (Tablas 1 y 2). Concretamente en lo referente al medio
MSM las modificaciones fueron una reduccién del NH;NO3 de 20.6 a 10 mM, el CaCl, 2H,0
fue sustituido por Ca(NOs); 4 H,0 a 5.08 mM, se duplicéd la dosis de KH,PO,4 respecto al
medio MS, se aumentd la dosis de MgSO,4 de 1.5 a 2.43 mM y la de FeSO4 7H,0 de 0.10 a
0.13 mM y, consecuentemente, el agente quelante NaEDTA de 0.1 a 0.13 mM. Respecto al
medio G la concentracion de NH4NO; se redujo en la misma proporcidén que para el caso de
MSM, el KNOs se redujo a 7.92 mM y el CaCl, 2 H,0 fue sustituido por Ca(NOs), 4 H,0 a 1.27
mM. De los micronutrientes se elimind el IK, tomando como referencia lo indicado por Chée

y Pool (1987) y el MnSO4H,0 se redujo a 5 uM.

Figura 8. Obtencidn de explantos de estevia
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Tabla 1. Composicidn basal de los medios de cultivos empleados

COMPONENTES MS MSM G
Macronutrientes

mgl™ mM mgl™ mM mgl™ mM
CaCl, 2 H ,0 440.00 299 - - - -
Ca (NOs),4H,0 - - 1200.00 5.08 300.00 1.27
KH,PO, 170.00 1.25 340.00 2.50 170.00 1.25
MgS0, 370.00 150 600.00 2.43 370.00 1.50
NH;NO3 1650.00 20.60 800.00 10.00 800.00 10.00
KNO; 1900.00 18.80 1900.00 18.80 800.00 7.92
FeSO, 7 H ,0 27.80 0.1 36.14 0.13 27.80 0.1

Micronutrientes

mgl'1 UM mgl'l um mgl'1 um
CoCl,. 6H,0 0.025 0.105 0.025 0.105 0.025 0.105
CuSO,5H,0 0.025 0.1 0.025 0.1 0.025 0.1
NaEDTA 37.30 100 48.5 130 37.30 100
KI 0.83 5 0.83 5 - -
H3BO; 6.20 100 6.20 100 6.20 100
MnSO,4H,0 1690 100 1690 100 085" 5
NaMoO, 2H,0 0.25 1.03 0.25 1.03 0.25 1.03
ZnS0,.7H,0 8.60 299 8.60 299 8.60 29.9

Vitaminas

mgl'1 UM mgl'1 UM mgl'1 um
Miolnositol 100 555 100 555 100 555
Tiamina 1.00 296 1.00 296 1.00 2.96

Carbohidratos

(gl) (mM) (gl (mM) (gI")  (mM)

Sacarosa 20 584 20 58.4 20 58.4
Reguladores de crecimiento

mgl'1 UM mgl'1 UM mgl'1 UM
BA 0.072 0.32 0.072 0.32 0.072 0.32
ANA 0.024 0.13 0.024 0.13 0.024 0.13

(1) Segun Chéey Pool 1987.
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Tabla 2. Contenido idnico de los macronutrientes ensayados (en mmoll™)

lones MS MSM G

N total 60.01 43.88 29.18
NO;  39.4 3896 20.46

+

NH,” 2061 10 10
H,PO, 125 25 125
2004 213 9.16
ca® 299 508 1.27
Mg” 15 243 15
so,” 16 258 16

cr 599 - -

Total 93.38 82.85 45.24

Se ensayaron seis tratamientos utilizando los tres sustratos mencionados: tres para
medio sélido con adicién de agar (7 gL™) (MSS, MSMS y GS) y tres para el sistema SIT (MSSIT,
MSMSIT y GSIT). En todas las situaciones, el pH se ajusté a 5.7 antes de la esterilizacién en el
autoclave. Los diferentes medios de cultivo se distribuyeron en cada frasco (600 mL) (100 mL
por frasco) para condiciones sdlidas. En el caso de los tratamientos SIT se utilizaron
biorreactores Plantform (Welander, 2011; Benelli y De Carlo, 2018) de 4000 mL (Figura 9)
con 500 mL de sustrato por biorreactor. Este biorreactor consta de un cuerpo de
policarbonato transparente (Figura 9.1) que puede soportar una temperatura de 120 °C. Sus
dimensiones son 180x150x150 mm. El intercambio de gases se controla a través de tres
entradas/salidas insertas al costado por tuercas y abrazaderas a través de orificios en el
cuerpo y selladas con juntas téricas de silicona resistentes al calor. Los gases pasan a través
de filtros estériles conectados por tubos de silicona a las entradas. El filtro central esta
conectado a un tubo de plastico en la cdmara interior y pasa a través del cestillo (Figura 9.2
E). Una camara interior (Figura 9.4 A) con 3 ranuras en el lado largo y 2 ranuras en el lado
corto se situa en la parte inferior del biorreactor. El disefio permite que los nutrientes se
eleven de manera eficiente cuando se aplica presion. El cestillo que contiene el material
vegetal se coloca encima de la camara interior. Los pequefios orificios del cestillo se colocan

en tres filas que permiten que los nutrientes fluyan de manera eficiente a través del mismo
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(Figura 9.5 B). Un marco con cuatro patas se inserta en la parte inferior del cestillo para
presionarlo hacia abajo cuando se aplica presiéon. (Figura 9.6 C). Finalmente, el cuerpo esta
cerrado por una tapa que es hermética mediante un sellado con silicona en la ranura de la

tapa que es facil de poner y quitar mediante simple presiéon (Figura 9.7).

Figura 9.- 9.1: Biorreactor PLANTFORM vy sus diferentes partes numeradas de A-F. 9.2:
Conexion con el exterior mediante 3 entradas/salidas para intercambio de gases, E muestra
el filtro central conectado a un tubo de plastico en la cdmara interior. 9.3: filtros, tubos de
plastico, tuercas, abrazaderas y anillos de silicona para conexion a las 3 entradas/salidas de
9.2. 9.4 A: cdmara interior con 3 ranuras en el lateral mas largo y conexidn al filtro central.
9.5 B: cesta con 3 filas de pequefios orificios. 9.6 C: marco con 4 patas. 9.7: tapadera con 4
solapas y un anillo interior de silicona. (M. Welander and A.J. Sayegh
(http://plantform.se/index. html).

Una vez distribuidos los sustratos, los frascos y biorreactores se cerraron y se
esterilizaron en autoclave durante 20 min (1202C, 1 kg/cm2 de presion). Se establecieron 10
explantos por matraz en el caso del medio sdlido y 50 por biorreactor Plantform para
proporcionar 10 mL de sustrato por explanto en ambos casos. Los cultivos se incubaron en
cdmara de crecimiento a 26+1 °C, 30 pEms™ con 16 h. de fotoperiodo. En el caso de los
biorreactores Plantform, el intercambio de gases esterilizados mediante filtros se controlé a
través de las tres entradas/salidas ancladas en el lateral (Figura 10) ya citadas. La frecuencia
de inmersion fue de 2 min cada 8 h, como se describe en Ramirez-Mosqueda y cols. 2016 y

Vives y cols. 2017. Cada tratamiento se repitid 5 veces.
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Figura 10. Cultivo de estevia en biorreactor PLANTFORM

2.3.1.2 Parametros considerados

2.3.1.2.1 Variables biométricas

A los 25 dias de cultivo se midieron las siguientes variables biométricas: longitud de
la parte aérea, nimero de brotes por explanto (también considerado como “coeficiente de
multiplicacién” de acuerdo con Wiszniewska y cols. (2017)), productividad (niumero de
brotes x longitud meda del tallo) (Tallén y cols. 2012), peso fresco y seco.

El peso seco se determind secando la parte area (tallo + hoja) a 802C durante 48 h y

luego pesandola en la balanza (METTLER PJ 400).
2.3.1.2.2 Tasa de crecimiento y contenido de agua

La tasa de crecimiento relativo (RGR) se calculé usando la formula: RGR = (In Df — In
Di). D-1 (g g'1 dia™) donde Df = peso seco final, Di = peso seco inicial (promedio de 10
explantos de cada tratamiento secados al inicio del experimento) y D = duracién del
experimento (dias).

Para controlar el contenido en agua de las nuevas plantas, se determind el nivel de
hidratacion usando la siguiente férmula:

H (%) = [(Fw-Dw / Fw] 100 (Fw = peso fresco; Dw = peso seco).

38



2.3.1.2.3 Pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos se extrajeron en cada tratamiento, al final del periodo
experimental. Se homogeneizaron 50 mg de hojas frescas en 10 ml de acetona al 80%.
Después de filtrar, se diluyé 1 ml del extracto con 2 ml mas de acetona 80%, y se evaluo el
contenido de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b) y carotenoides (xantofilas (Cx)+carotenos
(c)) usando un espectrofotometro BIOMATE, utilizando tres longitudes de onda (663.2, 646.8
y 470.0 nm). Las concentraciones finales de pigmento (ug.g” ‘fwt) se calcularon siguiendo el
método de Lichtenthaler (1987). Estas operaciones se repitieron tres veces para cada

variedad y tratamiento de forma independiente.

2.3.1.2.4 Peroxidacion lipidica

Al final del periodo experimental, se estimd la integridad de la membrana celular
segln el grado de peroxidacion lipidica determinado a partir de la concentraciéon de
malondialdehido (MDA) segun Dhindsa y Matowe (1981). Para ello, se trituraron tres
muestras (250 mg) por tratamiento en un mortero enfriado en nitrégeno liquido. A
continuacion, se extrajo el polvo usando 5 ml de acido tricloroacético (TCA) al 0.1% (p/v). El
extracto se centrifugd a 10000 x g durante 10 minutos. Se recogié el sobrenadante y se
mezclé 1 ml con 4 ml de TCA al 20% que contenia acido tiobarbiturico (TBA) al 0.5% (p/v). La
mezcla se calentd a 95 °C durante 30 minutos. Una vez enfriada en hielo, la muestra se
centrifugd a 10000 x g y la densidad optica del sobrenadante se midid en un
espectrofotémetro a 532 y 600 nm. La concentracion de MDA en los extractos se calculé
usando un coeficiente de extincién molar de 155 mM™ cm™ como sigue:

Equivalentes de MDA (nmol mL-1) = (Abs532-Abs600) / 155000 x 106.

La concentracion de MDA se expresé como nmol.g fw™.
2.3.1.2.5 Estado nutritivo foliar

Para evaluar el estado nutricional del material obtenido al final del experimento, las
muestras de hojas se lavaron cuidadosamente con agua destilada y luego se secaron a 80°C
durante 48 h vy trituraron segin Redondo-Gomez y cols. (2007). Después, las muestras
individuales de 500 mg se digirieron mediante oxidaciéon en himedo con HNO3 concentrado

a presién en un horno microondas para obtener el extracto. Las concentraciones de P, K, Ca,

39



Mg S, B, Cu Fe, Mn, Na, Mo y Zn en los extractos se determinaron mediante espectroscopia
de emisién atdmica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) (MS 3.5). La
concentracion de N total se determind mediante digestion Kjeldahl utilizando un analizador

elemental (Leco CHNS-932, Espaia). Los analisis se repitieron tres veces.

2.3.1.2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante el paquete estadistico IBM SPSS Statistics
v.25. Los datos se analizaron mediante el analisis de componentes principales (PCA) para la
reduccion de dimensionalidad y el modelo lineal general (GLM) se utilizd para analizar los
efectos principales y las interacciones entre los tres medios de cultivo, los dos sistemas de
cultivo y las dos variedades. Se empled el andlisis de varianza de tres vias y un factor (prueba
F) y la prueba de Bonferroni para comparacién de medias. Se comprobé la normalidad de los
datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de la varianza
mediante la prueba de Levene. Las pruebas de Tukey se aplicaron a los resultados para la

identificacidn de contrastes significativos.

2.3.2. Resultados

2.3.2.1 Crecimiento

Se observé presencia de raices y ausencia de sintomas de hiperhidratacion en todas
las plantulas que se desarrollaron a partir de explantos.
La Tabla 3 recoge los resultados de los valores biométricos obtenidos de las variables

estudiadas.
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Tabla 3. Comparacion de los valores medios de las variables biométricas obtenidos en la
micropropagacién de las dos variedades de estevia en los sustratos ensayados.

Variedad Variable Sustratos ensayados
MSS  MSMS GS MSSIT MSMSIT GSIT
Criolla Longitud del 8.43c 7.11b 8.48c 7.10b 5.50a 5.50a
tallo (cm)
N° de yemas por  8.42¢c 6.62b 5.56a 8.24c 8.02c 6.20b
explanto
Productividad 71.91b 48.68a 49.47a 59.86b 46.07a 34.70a
(mm)
Peso fresco (g.)  0.39ab 0.33a 0.46ab 0.49b 0.33a 0.42ab

Pesoseco (g.)  0.065c  0.037b 0.046ab  0.049abc 0.034a 0.054bc
RGR (gg* dia’) 0.051c  0.032ab  0.040abc 0.04labc  0.028a 0.046bc

Contenido 83.65a  87.70ab 88.78ab 87.47ab 89.89b 85.90ab
hidrico (%)

Morita Longitud del 5.21bc  4.62abc 5.63c 4.20ab 4.80abc 4.00a
tallo (cm)
N° de yemas por 9.98bc  9.65bc 9.14bc 6.95a 10.72c 8.42ab
explanto
Productividad  53.56b  47.88ab 54.38b 31.37a 56.73b 35.60a
(mm)

Peso fresco (g.)  0.31c 0.26bc 0.27bc 0.143a 0.175a 0.201ab
Peso seco (g.) 0.028a  0.029a 0.032a 0.026a 0.027a 0.027a
RGR (gg*dial) 0.032a 0.034a 0.037a 0.024a 0.032a 0.029a
Contenido 88.98c 87.04bc  86.14abc  78.56ab 77.22a 85.06abc
hidrico (%)
Letras distintas leidas en fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los sustratos

considerados.

En cuanto a la longitud del tallo en las plantulas de Criolla, se observaron tres grupos
estadisticamente bien diferenciados (Tabla 3): 1) los de mayor longitud del tallo crecieron en
los medios MSS y GS; 2) se obtuvieron tallos de longitud intermedia en MSMS y MSSIT y 3)
las menores longitudes se encontraron en MSMSIT y GSIT. Se observé menor homogeneidad
en longitud en las plantulas de Morita. Al igual que con las plantulas de Criolla, la mayor
longitud media del tallo se obtuvo en las cultivadas en medio GS, pero con valores
estadisticamente similares en las plantas cultivadas en MSS, MSMS y MSMSIT. Por el
contrario, la menor longitud del tallo se cuantificd en las plantulas de los medios MSSIT y
GSIT (Tabla 3). En consecuencia, considerando los resultados combinados para Criolla y
Morita, los tallos mas largos se obtuvieron (test de Tuckey, p<0.05) en sustratos sélidos
(media de 6.60 cm) frente a SIT (media 5.21 cm) (tabla 4). Al comparar el comportamiento
de ambas variedades de estevia y los tres sustratos (MS, MSM y G), independientemente del
sistema de cultivo utilizado, el mejor desarrollo en longitud se encontré en los tallos

cultivados en medio MS (media 6,33 cm), similar estadisticamente a la longitud media
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alcanzada en G (5,9 cm) y menor (test de Tuckey, p<0.05) que la longitud de los tallos
cultivados en MSM (media de 5,52 cm). En general, considerando los diferentes promedios
para todos los sustratos tanto en sélidos como en SIT, se obtuvieron tallos mas largos para

Criolla (7.02 cm) (test de Tuckey, p<0.05) que Morita (4.77 cm).

Fig. 11 A Fig. 11B

Figura 11. Plantas de estevia a los 25 dias de cultivo en sistema de inmersién temporal (A) y

en medio gelificado con agar (B).

En la tabla 3 se puede observar que los explantos de Criolla desarrollados en los
sustratos MSS, MSSIT y MSMSIT presentaron el mayor nimero (test de Tuckey, p<0.05) de
yemas por explanto, 8.42; 8.24 y 8.02 respectivamente. Los cultivados en MSMS y GSIT
arrojaron valores intermedios, 6.62 y 6.20 respectivamente, y el menor nimero de yemas se
encontrd en GS (5.56). Para las plantulas de Morita, al igual que con los resultados descritos
para la variable de longitud, los resultados fueron menos homogéneos. Todos los explantos
cultivados en medio sélido y MSMSIT produjeron un gran namero (test de Tuckey, p<0.05)
de yemas por explanto, siempre superior a 9.1, mientras que los desarrollados en MSSIT y
GSIT, nunca superaron los 8.42. Se han observado diferencias entre los tres sustratos
ensayados, 8.46 y 8.76 para MS y MSM, respectivamente, que presentaron valores similares
y 7.33 para G (test de Tuckey, p<0.05) (Tabla 4). Sin embargo, no se detectaron diferencias
entre los sistemas sdélido (8.03) y SIT (8.12) como se aprecia en la citada Tabla 4. En la misma
tabla se observa que las plantulas de Morita tuvieron un mayor nimero medio de yemas por
planta 9.21, (test de Student, p<0.05), que las de la variedad Criolla (7.18).
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Tabla 4. ANOVA de tres vias

NUmero de
Longitud tallo Productividad brotes Peso seco Peso fresco RGR Contenido hidrico
Media S.D. Media S.D. Media S.D. Media S.D. Media S.D. Media S.D. Media S.D.

MS Total (N=192) 633 251 b 5512 2936 b 846 242 b 004 003 b 034 024 b 0038 0026 b 8490 14.74

mfg\'go('ﬁﬂ) MSM Total (N=200) 552 225 a 49.84 3167 ab 876 374 b 003 002 a 028 018 a 0031 0024 a 8546 1452

G Total(N=200) 591 264 ab 4354 2558 a 733 277 a 0.04 003 b 0.34 023 b 0.038 0.025 b 86.47 10.06
) Sélido Total (N=300) 6.60 2.69 5431 28.76 823 291 0.04 0.03 0.33 0.19 0.038 0.025 87.04 10.74

Sistema (S) SIT Total (N=292) 5.21 2.04 44.40 29.06 8.12 3.28 0.04 0.03 0.30 0.24 0.034 0.026 84.17 15.31

Variedad (V) Crio_lla Total (N=300) 7.02 2.46 51.78 26.32 7.18 2.18 0.05 0.03 0.40 0.24 0.040 0.026 87.23 9.19
Morita Total (N=292) 4.77 1.95 47.00 31.95 9.21 353 0.03 0.02 0.23 0.16 0.031 0.024 83.97 16.27

Three-way ANOVA (modelo linear general) (p-valor)

Levene Test 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.168 0.000

Efectos principales

Efecto del medio (M) 0.002 0.001 0.000 0.001 0.002 0.008 0.373

Efecto del sistema (S) 0.000 0.000 0.537 0.132 0.012 0.039 0.004

Efecto de la variedad (V) 0.000 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000 0.001

Interacciones

(MxS) 0.000 0.000 0.000 0.165 0.767 0.272 0.763

(M xV) 0.001 0.000 0.000 0.000 0.024 0.001 0.092

(SxV) 0.001 0.842 0.001 0.846 0.000 0.507 0.000

(M xS xV) 0.107 0.133 0.073 0.038 0.002 0.185 0.004

One-way ANOVA (general linear model) (p-valor)

Efectos de tratamientos combinados
(VxSxM) 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

En la misma variable, letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (prueba no paramétrica de Tuckey (HSD)). Efecto significativo (p<0.05) en negrita.
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Como consecuencia de los resultados obtenidos para ambas variables, el
producto de longitud por nimero de yemas, productividad, fue mayor (test de Tuckey,
p<0.05) en las plantulas de Criolla cultivadas en sustratos MSS y MSSIT, con valores
superiores a 59.8 mm, que los otros cuatro sustratos ensayados, donde nunca se
superaron los 49.5 mm. Las plantulas de Morita cultivadas en MSS, GS y MSMSIT
presentaron mayor productividad (superior a 54.3 mm), que, sin embargo, fue similar
estadisticamente (test de Tuckey, p<0.05) a los niveles obtenidos para las plantulas
cultivadas en MSMS. Las plantulas con menor productividad (menos de 35.6 mm)
fueron las cultivadas en los sustratos GSIT y MSSIT. Los explantos cultivados en
sustrato MS desarrollaron una alta productividad — 55.1- similar a la de los explantos
cultivados en MSM (49.8) y menor (test de Tuckey, p<0.05) que los cultivados en el
sustrato G (43.54 mm). En general, el sustrato sélido fue mejor (promedio de 54.31
mm, test de Student, p<0.05) para la productividad del explanto que el SIT (promedio
de 44.40 mm) (Figura 11) y se observaron diferencias entre la productividad de Criolla
y Morita (promedios de 51.78 y 47.0 mm respectivamente) (Tabla 4).

Segun la Tabla 3, las plantulas de Criolla alcanzaron el mayor peso fresco en el
sustrato MSSIT (0.49 g), aunque estadisticamente similar a los pesos obtenidos en los
demads sustratos con excepcion de los desarrollados en MSMS y MSMSIT, con 0.33 g en
ambos casos. El mayor peso fresco de las plantulas de Morita se registré en medio
sélido. Por el contrario, se obtuvieron valores mas bajos en MSSIT y MSMSIT, 0.14 y
0.17 g respectivamente. Las plantulas de Criolla también tuvieron un peso fresco
promedio mayor (0.40 g) que las plantulas de Morita (0.23 g) (test de Student, p<0.05).
Estos resultados pueden explicar las diferencias encontradas cuando se comparé el
peso fresco en los seis cultivos ensayados. MSM desarrolld las plantulas con el peso
fresco mas bajo (0.28 g) en ambas variedades, Criolla y Morita (test de Tuckey,
p<0.05), pero mientras que las plantulas de Morita cultivadas en sustratos MS y MSM
usando SIT lograron un peso fresco bajo, las plantulas Criolla cultivadas en MS y G
utilizando tanto el sélido como el SIT presentaron los pesos frescos mas altos, lo que
resulté en un peso fresco estadisticamente menor en el sistema SIT (0.30 g) que en
condiciones sodlidas (0.33 g) (test de Student, p<0.05).

Los resultados del peso seco mantuvieron el mismo patrén que los del peso

fresco. Sin embargo, los pesos secos mas altos encontrados en plantulas cultivadas en
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medio sdlido fueron estadisticamente similares a las de las plantulas cultivadas en
medio SIT (ambas con un peso seco medio de 0.04 g) (Tabla 4). De manera similar al
peso fresco, las plantulas de Criolla presentaron los pesos secos mas altos (0.05 g) en
comparacion con las plantulas de Morita (0.03 g) (test de Student, p<0.05). MSM
también produjo plantulas con menor peso seco (test de Tuckey, p<0.05) en ambas
variedades (0.032 g) en comparacion con MS y G (0.041 g y 0.040 g respectivamente)
(Tabla 4). El alto peso seco encontrado en plantulas de Criolla desarrolladas en MSS
(0.06 g) fue similar al cuantificado en GSIT (test de Tuckey, 0.05 g). No se observaron
diferencias entre los pesos secos alcanzados en las plantulas de la variedad Morita en
los diferentes sustratos ensayados (Tabla 3).

Durante los 25 dias del experimento, el desarrollo diario (RGR) de las plantulas
de Criolla fue mayor (0.0398 gg* dia™) (test de Student, p<0.05) que en las plantulas de
Morita (0.0317 gg™ dia™) (Tabla 4). Esta diferencia puede explicarse por el mejor
desarrollo de las plantulas de Criolla en medios MS tanto en condiciones sélidas como
en SIT, y en GSIT (Tabla 3), mientras que la tasa de crecimiento relativo de las plantulas
de Morita no se vio afectada por el sistema de cultivo utilizado en ninguna de los seis
sustratos ensayados. Asi, los mejores sustratos para ambas variedades fueron MSy G
(0.0379 gg™* dia™) en ambos casos y el peor (test de Tuckey, p<0.05) MSM (0.031 gg™
dl'a'l) (tabla 4). Cuando se consideraron todos los resultados, se encontraron
diferencias (test de Student, p<0.05) entre sélidos y SIT (0.0377 y 0.0338 gg* dia™
respectivamente).

Si bien no se observaron diferencias estadisticas en el porcentaje de contenido
de agua entre los tres sustratos utilizados (84.90, 85.50 y 86.47 para MS, MSM vy G,
respectivamente), las variaciones en peso fresco unidas a la mayor estabilidad en el
peso seco en plantulas de Morita dieron lugar a un mayor (test de Tuckey, p<0.05)
contenido de agua en plantulas de esta variedad cultivadas en MSS (88.98%) (Tabla 3).
Este porcentaje fue similar a los obtenidos para MSMS, GS y GSIT (Tabla 3). Sin
embargo, el bajo contenido de agua en plantulas de esta variedad desarrollada en
MSMSIT dio lugar a una menor hidratacion (test de Student, p<0.05) en Morita
(83.97%) en comparacion con Criolla (87.23%) y en condiciones SIT (84.17%) en

comparacion con sustratos sélidos (87.03%) (Tabla 4). En cualquier caso, como ya se ha
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indicado, no se identificaron signos de hiperhidricidad en ninguna de las plantulas

ensayadas.

2.3.2.2 Pigmentos fotosintéticos

2.3.2.2.1 Variedad Criolla

La Figura 12 representa las concentraciones de clorofila a (Chla), clorofila b
(Chlb) y carotenoides (Cx+c) en hojas completamente desarrolladas seleccionadas al

azar de plantulas de Criolla, en respuesta a los diferentes sustratos.

Figura 12. Concentraciones de Clorifila a (Chla), clorofila b
(Chlb) y carotenoides (Cx + c) en plantas de Criolla en
respuesta a los sustratos utilizados

mChla

m Chlb

M carotenoides

MSS MSMS GS MSSIT  MSMSIT  GSIT
Sustratos

Se encontraron diferencias (test de Tuckey, p<0.05) entre los contenidos de
clorofila a (Figura 12) en respuesta a los sustratos ensayados. Las concentraciones mas
altas (test de Student, p<0.05) se observaron en medios gelificados con agar (media de
0.87 pgg™) en comparacion con el sistema SIT (0.59 pgg™). Destacé el contenido de Chl
a en plantulas que crecen en medios sélidos MS, especialmente aquellas desarrolladas
en MSMS. Por el contrario, los contenidos mas bajos de este pigmento se cuantificaron
en plantulas que crecieron en solucidn nutritiva MSM en condiciones SIT (test de
Tuckey, p<0.05).

Los contenidos de Chl b, aunque con concentraciones mas bajas, presentaron

un patrén similar al de Chl a (Figura 12). Sin embargo, en este caso no se encontraron
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diferencias entre los niveles de este pigmento para medios sélidos (0.42 pgg™) o SIT
(0.25 pgg™). El contenido mas bajo de clorofila b también se encontré en las plantas
cultivadas en condiciones SIT usando el medio MSM (0.15 pgg™). Por el contrario, y al
igual que lo comentado para la clorofila a, las concentraciones mas altas de clorofila b
(0.5 pgg™) se observaron en este medio, pero gelificado (test de Tuckey, p<0.05).

Los carotenoides fueron los de menor concentracidn, siempre por debajo de
0.19 pgg’ detectados en plantulas que crecen en sustrato MSMS, sin diferencias
estadisticas con las desarrolladas en medios MS, GS y MSSIT. Por el contrario, los
niveles de estos pigmentos descendieron significativamente, por debajo de 0.1 pgg™

en las plantulas de Criolla de MSMSIT y GSIT (test de Tuckey, p<0.05).

2.3.2.2.2 Variedad Morita

La Figura 13 representa las concentraciones de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl

b) y carotenoides (Cx+c) en hojas de plantulas de Morita en respuesta a los sustratos

ensayados.
Figura 13. Concentraciones de Clorifila a (Chla), clorofila b
(Chlb) y carotenoides (Cx + c) en plantas de Morita en
respuesta a los sustratos utilizados
1
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Al igual que en el caso de Criolla, también se encontraron diferencias
estadisticas (test de Tuckey, p<0.05) entre los niveles de pigmentos cuantificados entre

tratamientos para plantas de esta variedad. Para Chl a (Figura 13) se hallaron
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diferencias entre las plantas crecidas en GS (0.88 ugg'l) y las que lo han hecho en
MSSIT y MSMSIT (0.53 y 0.54 pgg™ respectivamente) (test de Tuckey, p<0.05). En
consecuencia, las plantas desarrolladas en medios sélidos alcanzaron un mayor
contenido de Chl a (0.87 pg™) que las cultivadas en condiciones SIT (0.59 pg™) (test de
Student, p<0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los niveles de Chl a
entre las plantas cultivadas en los tres medios (MS, 0.68; MSMS, 0.71 y GS, 0.78 ugg'l).

Las plantas de Morita desarrolladas en los sustratos MS y G ambos en SIT (0.32
y 0.38 ugg'1 respectivamente) contuvieron mas Chl b que las cultivadas en los tres
sélidos (0.26 pgg™ para MS 'y MSMS y 0.19 pgg™ para GS) (test de Tuckey, p<0.05).

En relacion a los carotenoides (Cx+c) (Figura 13) la concentracién mas alta se
cuantificé en las hojas de Morita creciendo en sustrato sdlido G (0.21 ugg-1) (test de
Tuckey, p<0.05). Se encontré una baja concentracidn de carotenoides en la planta
desarrollada en el sustrato MSMSIT (0.09 pgg™) (test de Tuckey, p<0.05), mientras que
los otros medios ensayados alcanzaron valores similares, entre 0.14 y 0.11 pgg™. Se
detectaron diferencias entre los contenidos de carotenoides en situacion sélida (0.172
uge™) en relacion a SIT (0.097 ugg™) (test de Student p<0.05), pero con contenidos de
carotenoides similares para los tres sustratos (MS 0.14; MSM 0.13 y G 0.13 ugg'l)
independientemente de que fueran sélidos o liquidos.

No se encontraron diferencias entre los tres contenidos de pigmentos en

plantulas de ambas variedades.

2.3.2.3. Peroxidacion lipidica

En cuanto al contenido de MDA, no se observaron diferencias significativas
entre los sustratos utilizados en condiciones sélidas (3.41 nmolg™) o medio SIT (4.06
nmolg™) (Tabla 5). Sin embargo, debido a los niveles de MDA cuantificados en las hojas
de Criolla tanto en MSMSIT como en GSIT (Tabla 5), los niveles medios de MDA
encontrados en esta variedad (4.28 nmolg™) fueron mas altos que los de Morita (3.21

nmolg-1) (t de Student p<0.05).
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Tabla 5. Comparacién entre los valores medios de malondialdehido (MDA) obtenidos en la
micropropagacion de las variedades estevia en los sustratos ensayados.

Variedad MDA (nmolg™)

MSS MSMS GS MSSIT MSMSIT  GSIT
Criolla 3.69 3.93 2.77 5.14 4.59 5.53
Morita 2.98 4.12 2.99 3.22 2.64 3.27

2.3.2.4 Estado nutritivo

2.3.2.4.1 Macronutrientes

En general, no se observaron diferencias entre ambas variedades en cuanto a
niveles de macro o micronutrientes. Solo los niveles de manganeso en hojas fueron
mayores (test de Student p<0.05) en las plantulas de Morita (411.45 mgkg™) que en las
de la variedad Criolla (389.68 mgkg™). Sin embargo, el analisis de macronutrientes
reveld diferencias estadisticas (test de Tuckey, p<0.05) entre los sustratos ensayados.
Los porcentajes de nitrégeno fueron significativamente mayores en las plantas
desarrolladas en MSS y MSMS, seguidas de los mismos sustratos de SIT (Tabla 6). El
sustrato G presenté las concentraciones mas bajas (test de Tuckey, p<0.05) de este
elemento tanto en medio sélido como en SIT, aunque las concentraciones fueron
estadisticamente mayores en el primero que en el segundo. Se observaron diferencias
significativas en el contenido de nitrégeno (test de Student (p<0.05) entre sistemas

solidos y SIT: 5.12% y 4.33%, respectivamente.
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Tabla 6. Niveles medios de macronutrientes en plantas de estevia cultivadas in vitro en los
diferentes medios de cultivo.

Macronutrientes

Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio Hierro
(%) (%) (%) (%) (%) (mgkg™)

Medio de
cultivo Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor.
MSS 5.61e 5.68c 0.46c 0.36b 3.42d 3.13b 0.48c 0.49d 0.16a 0.14a 67.13a 121.30b
MSMS 5.44e 5.48c 0.51d 0.56d 3.99f 3.87d 0.69d 0.87e 0.2b 0.25e 94.40b 170.67c
GS 3.71b  4.67b  0.30b 0.41bc 2.15b 2.63a 0.41b 0.36b 0.16a 0.19c 63.53a 82.40a
MSSIT 5.06d 4.53b 0.26a 0.29a 3.17c 3.53c 0.42b 0.42c 0.16a 0.17b 120.30c 120.00b

MSMSIT 421c 5.13c 0.46d 0.42c 3.73e 3.47c 0.87e 0.88e 0.25c 0.22d 278.00d 279.33d

GSIT 3.24a 3.55a 0.24a 0.25a 1.97a 2.04a 0.31a 0.31a 0.16a 0.16b 74.90a 134.60b

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre cada
macronutriente considerado para los sustratos ensayados. Cr.: Criolla; Mor; Morita

Respecto a los niveles de fosforo y potasio, las plantulas cultivadas en sustratos
MSS, MSMS y MSMSIT presentaron los porcentajes mas altos (test de Tuckey, p<0.05).
Por el contrario, las plantulas con menor contenido de fésforo y potasio fueron las
cultivadas en GSIT y MSSIT. El nivel de fdsforo registrado en hojas de plantulas
cultivadas en medio sdlido (0.43%) fue significativamente mayor (test de Student
p<0.05) que los encontrados en plantulas desarrolladas bajo condiciones SIT, (0.32%).
El andlisis foliar reveld la mayor concentracién de calcio y magnesio en plantulas
cultivadas en MSMSIT, aunque en las plantulas de Morita el mayor porcentaje (test de
Tuckey p<0.05) se encontré en medio MSMS (Tabla 6). Para ambas variedades, el
mayor contenido de hierro (test de Tuckey, p<0.05) se obtuvo en las plantulas
cultivadas en MSMSIT. En estas condiciones se acumuld mas hierro en hojas, (171.25

mgkg™) que en medio sélido (108.21 mgkg™) (test de Student p<0.05).
2.3.2.4.2 Micronutrientes

En relacién a los micronutrientes (Tabla 7), con excepcion del molibdeno, que
presentd promedios mayores en hojas de Criolla, 12.98 mgkg™, que en Morita, 149.45
mgkg’, (test de Student p<0.05), el resto de microelementos analizados no

presentaron diferencias en sus contenidos para ambas variedades.
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El nivel de boro fue mayor en las hojas de plantulas de Criolla cultivadas en
medios MSMSIT y GSIT (test de Tuckey, p<0.05). El patrén fue similar para la variedad
Morita, pero en este caso se obtuvieron niveles analogos para ambos medios vy

también en condiciones soélidas. (Tabla 7).

Tabla 7. Niveles medios de micronutrientes en plantas de estevia cultivadas in vitro en
los diferentes medios de cultivo.

Micronutrientes

Boro Cobre Azufre Manganeso Sodio Molibdeno Zinc

(mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™)

Medio
de
cultivo Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor. Cr. Mor.

MSS

54.0a 50.2a 28d 51d 039 0.46cd 254.0b 269.7a 0.09d 0.07c 9.0a 114.0a 84.7a 114.0a

MSMS 714b 101.3b 33e 51d 050c 0.53e 336.3c 398.0b 0.09d 0.11d 13.0d 147.0b 103.0c 147.0b

GS

MSS

78.0b 106.1b 1.7a 2.5a 0.3la 0.40ab 653.3f 620.7d 0.05c 0.07c 9.3ab 140.0b 110.0c 140.0b

IT 4992 538a 25c 3.0b 040b 043bc 227.6a 255.0a 0.02a 0.03a 11.8c 118.0a 101.0b 118.0a

MSMSIT 101.4c 101.7b 4.1f 43c 048c 0.46d 381.6d 408.7b 0.04b 0.03a 24.6e 172.7c 173.7e 172.7c

GSIT 952c 101.0b 22b 3.0b 0.37b 0.37a 485.3e 516.6c 0.04b 0.04b 10.2b 205.0d 163.7d 205.0d

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre cada
macronutriente considerado para los sustratos ensayados. Cr.: Criolla; Mor; Morita

El mayor contenido de cobre cuantificado en hojas de Criolla se obtuvo en las
plantulas cultivadas en MSMSIT (test de Tuckey, p<0.05). Sin embargo, en la variedad
Morita estos contenidos fueron significativamente mayores (test de Tuckey, p<0.05)
en plantulas cultivadas en MSS y MSMS. Las mayores concentraciones de azufre (test
de Tuckey p<0.05) se encontraron en las plantulas que crecieron en MSMS y MSMSIT,
mientras que los contenidos mads bajos se cuantificaron en las plantulas que crecieron
en los sustratos GS y GSIT (Tabla 7). Los niveles mas altos de manganeso se
encontraron en plantulas de las dos variedades cultivadas en GS y los mas bajos en
MSMSIT (test de Tuckey, p<0.05). También se observaron diferencias significativas
(test de Tuckey, p<0.05) en el contenido de sodio, con valores maximos en plantulas
propagadas en medios MSS y MSMS (test de Tuckey, p<0.05). En este caso, la
concentracion de Na identificada en hojas de plantulas desarrolladas en condiciones
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sélidas (0.082 mg/kg) fue mayor que en las cuantificadas en SIT (0.033 mgkg™) (test de
Student p<0.05). Para molibdeno y zinc, los valores mas altos detectados en plantulas
de Criolla correspondieron a las cultivadas en medio MSMSIT. Sin embargo, para las
plantulas de Morita, los niveles mas altos de ambos elementos encontraron en GSIT.
Las hojas que se desarrollaron en SIT presentaron niveles mads altos de zinc (158.82
mgkg™) que las de las plantulas cultivadas en sustratos sélidos (122.34 mgkg™) (test de

Student p<0.05).

2.4. Callogénesis

2.4.1. Material y métodos

2.4.1.1 Material vegetal y tratamientos

Se utilizaron como material de iniciacién del callo explantos foliares de
aproximadamente 0.5 cm? (Figura 14a) de plantas desarrolladas en condiciones
asépticas, por estar ya estabilizadas en condiciones in vitro, de las variedades Criolla y
Morita. Estos explantos se cultivaron en camara de cultivo a 25+19C de temperatura,
tanto en condiciones de luz (30 uEm'2 s, 16 horas de fotoperiodo) como de oscuridad.
En ambos casos en medio MS como medio base con adicién de bencil-adenina (BA),
acido naftalen acético (ANA) y kinetina (Kin), solos o combinados segun la siguiente

tabla:

Tabla 8. Combinacidn de reguladores utilizados en el medio MS (mgl'l)

Tratamientos BA ANA Kin
1 2 2 -
2 1 -
3 - 1 1
4 - 1 2
5 - 2 2

Los medios se completaron con sacarosa 3% y agar (0.8%). El pH del medio se
ajusté a 5.8 antes de afiadir el agar. El medio se autoclavé a 121 2C, 1 atm de presidn,

durante 20 minutos. Todas las tareas de siembra se efectuaron bajo cabina de flujo
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laminar AH-10. Los cultivos se realizaron en placas de Petri de 9 cm de diametro con 35

cc de medio de cultivo cada una (Figura 14a).

c
Figura 14. Explantos foliares iniciales (14a), desarrollo de callo (14b) y callo friable
(14c)

El disefio experimental fue 5 placas x 5 tratamientos x 16 explantos foliares por
placa, x 2 regimenes luminicos (luz/oscuridad) x 2 variedades (Criolla/Morita): total

1600 explantos.

2.4.1.2 Parametros considerados y tratamientos estadisticos

Se evalué el proceso de callogénesis a los 40 dias de cultivo considerandose los
siguientes parametros: Porcentaje de explantos que desarrollaron callo, estimacién de
la calidad y area del callo obtenido segun la escala cualitativa propuesta por Kryvenkiy

cols. (2008) que comprende 5 grados.

1-.Explanto muerto
2- Explanto vivo sin formacién de callo
3- 25% del explanto con formacion de callo
4- 50% del explanto con formacion de callo
5- 100 del explanto con formacién de callo.
También se determind el peso fresco de los callos usando una balanza METTLER
PJ 400.
Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el paquete

estadistico SPSS v.25, con el que se calcularon estimadores de centralizacion,
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dispersién y las comparaciones entre medias y porcentajes a través del calculo ANOVA
mediante test de Tuckey y de la prueba z (t de Student) respectivamente. En el caso de
los porcentajes se utilizé la correccidn de Bonferroni. La comparacién de medias entre
dos distribuciones se llevd a cabo usando la prueba t de Student del citado paquete
informatico utilizando el test de Levene para comprobar la homogeneidad de las

varianzas.

2.4.2. Resultados

2.4.2.1 Induccidn de callo

En la tabla 9 se indican los porcentajes medios de formacién de callo a partir de
explantos de ambas variedades en condiciones de luz y oscuridad tras 40 dias de
cultivo.

Tabla 9.- Porcentaje medio de explantos que han producido callo en condiciones de luz
y oscuridad en cada una de las variedades tras 40 dias de cultivo.

Tratamiento Formacion de callo (%) Formacion de callo (%)
var. Criolla var. Morita
LUz OSCURIDAD LUz OSCURIDAD
1 100 100 100 100
2 92.50 100 100 100
3 98.73 100 98.39 100
4 100 100 97.50 100
5 98.73 100 100 100
Total tratamientos 97.99 100 99.17 100

Se observa en esta tabla que, en general, los explantos de ambas variedades,
tanto bajo iluminacién como en oscuridad y en los tratamientos ensayados indujeron
callo por encima del 92% y en bastantes casos todos tuvieron capacidad de
callogénesis alcanzando, por tanto, el 100% de formacién de callo. En consecuencia, no
se encontraron diferencias significativas ni entre los porcentajes de callo entre ambas
variedades para un mismo tratamiento, ni para una misma variedad segun los
tratamientos ensayados. Es destacable que cuando los explantos de ambas variedades

se cultivaron en los mismos medios, pero en oscuridad todos desarrollaron callo.
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2.4.2.2 Calidad del callo

En la tabla 10 se indican los valores medios de calidad de callo desarrollados
por explantos de ambas variedades en condiciones de luz y en funcién de los
tratamientos ensayados tras 40 dias de cultivo.

Tabla 10.- Calidad de callo (segun Kryvenki y cols. 2008) en cada una de las variedades

estudiadas bajo iluminacién en funcién del tratamiento ensayado.

Tratamientos Variedad
Criolla Morita
1 4.43 4.83
2 4.21 4.63
3 4.54 4.65
4 4.50 4.57
5 4.69 4.54

Segln se observa en la tabla todos los callos obtenidos mostraron una calidad
muy alta en condiciones de luz, tanto en el aspecto, color blanco amarillento vy
bastante friable (Figuras 14b y c), como cuando se ha aplicado la escala de Kryvenkiy
cols, por ello y por la similitud entre los valores observados no se encontraron
diferencias estadisticas ni entre medios ni entre ambas variedades.

En la tabla 11 se recogen los valores medios de calidad de callo desarrollados
por explantos de ambas variedades en oscuridad y en funcién de los tratamientos
ensayados tras 40 dias de cultivo.

Tabla 11.- Calidad de callo (segun Kryvenki y cols. 2008) bajo oscuridad en funcién del
tratamiento ensayado.

Tratamientos Calidad de callo seguin variedad
Criolla Morita

1 5.00 b B 5.00 b

2 5.00 bB 5.00 b

3 5.00 b B 5.00 b

4 484aA 5.00b

5 5.00 bB 5.00 b

Letras minusculas distintas leidas en fila indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre ambas variedades para un mismo
tratamiento. Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias estadisticas (p<0.05) para una misma variedad segun el
tratamiento ensayado.
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Se observa en la tabla 11 un descenso significativo (test de Tuckey, p<0.05) de
la calidad del callo en los explantos de la variedad Criolla cultivados en oscuridad en
medio 4, 1 mgl'de ANA y 2 mgl™de Kin, con un valor de 4.84 frente al resto de
tratamientos que alcanzaron el maximo de calidad, tanto en esta variedad como en
Morita.

Los callos inducidos por los explantos tanto de Criolla como de Morita en
oscuridad fueron de mayor calidad (test de Student p<0.05) en todos y cada uno de los
tratamientos, con medias de 4.97 y 5.00 respectivamente, que los desarrollados en luz,

medias de 4.48 y 4.68 respectivamente para ambas variedades.

2.4.2.3 Peso fresco del callo

En la tabla 12 se indica el peso fresco medio de los callos obtenidos a partir de
explantos de ambas variedades cultivados en luz durante 40 dias en los diferentes

medios propuestos.

Tabla 12.- Peso fresco medio (g) de callo bajo iluminacién y en funcién de la variedad y
del tratamiento ensayado.

Tratamientos Peso fresco medio callo (g)
Criolla Morita
1 0.253 a 0.242 a
2 0.248 a 0.231a
3 0.269 a 0.216 a
4 0.239 b 0.179 a
5 0.223 a 0.228 a

Letras minusculas distintas leidas en fila indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre ambas variedades para un mismo
tratamiento.

Se observa en dicha tabla que los pesos alcanzaron un promedio de 0.233 g. en
el total del ensayo, sin diferencias entre los obtenidos dentro de una misma variedad
para los tratamientos ensayados. No obstante, los callos desarrollados en el
tratamiento 4 a partir de explantos de la variedad Criolla tuvieron mayor peso (test de

Student p<0.05) que los de Morita, 0.239 y 0.179 g. respectivamente.

En la tabla 13 se indica el peso fresco medio de los callos obtenidos a partir de
explantos de ambas variedades cultivados en oscuridad durante 40 dias en los

diferentes medios ensayados.
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Tabla 13.- Peso fresco medio (g) de callo bajo oscuridad en funcién de la variedad y del
tratamiento tras 40 dias de cultivo ensayado.

Tratamientos Peso fresco (g) del callo
Criolla Morita
1 0.248a A 0.366 b A
2 0.281 a AB 0.452bB
3 0.300a BC 0.394b AB
4 0.342 aC 0.402 b AB
5 0.307 a BC 0.391 b AB

Letras minusculas distintas leidas en fila indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre ambas variedades para un mismo
tratamiento. Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias estadisticas (p<0.05) para una misma variedad segun el
tratamiento ensayado.

En esta tabla se observa una mayor heterogeneidad en los pesos que los
descritos en condiciones de luz, resultando para todos los medios ensayados que los
callos de la variedad Morita presentaron valores superiores (test de Student, p<0.05) a
los de Criolla. Por otro lado, se encontraron diferencias de pesos en funciéon del medio
utilizado. Los callos de la variedad Criolla cultivados en los medios 3, 4 y 5, carentes de
BA, presentaron pesos altos (test de Tuckey, p<0.05), aunque en el caso de los medios
3y 5 el peso fue similar al del medio 2 que contenia 2 mgl'1 deBAy1 mgl'1 de ANA.
Por el contrario, en los callos de la variedad Morita se obtuvieron pesos mayores (test
de Tuckey ANOVA, p<0.05) en este medio 2, frente al medio 1, preparado con las dosis
mas elevadas de BA y ANA y carente de Kin, que presenté el menor peso de callos. Los

medios 3, 4 y 5 presentaron pesos intermedios entre los dos citados.

2.5. Discusidn

El éxito de cualquier procedimiento de cultivo in vitro depende en gran medida
del medio utilizado. Idealmente, los medios deben optimizarse para las especies que se
cultivaran, asegurando un correcto equilibrio y absorcién de nutrientes. Como se
indicd6 anteriormente, existe una extensa literatura sobre la mejora de la
micropropagacion de estevia que describe el uso de una variedad de sustratos. Sin
embargo, esos estudios se han centrado principalmente en optimizar la dosis y la
calidad de los reguladores del crecimiento. La presente tesis considera tres factores

para incrementar la calidad y cantidad de plantas micropropagadas. El primer factor
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son las variedades utilizadas. Se han seleccionado dos variedades comerciales (Criolla 'y
Morita IIl). Los otros dos factores considerados han sido el sistema de cultivo (sélido y
SIT) y medio (MS, MSM y G), con especial énfasis en su composicion mineral. Asi, los
componentes organicos (sacarosa, vitaminas y reguladores del crecimiento) se han
mantenido constantes (Tabla 1). Para comprender la influencia general del medio de
cultivo (M), el sistema de cultivo (S) y la variedad (V) en la produccién de plantulas de
estevia y asi distinguir los efectos e interacciones de estas tres variables en las
plantulas, se han utilizado el Analisis de Componentes Principales (ACP) y el test
ANOVA. Las interacciones entre los disefos experimentales han sido significativas para
la mayoria de las variables. La prueba de Levene para cada variedad individual ha
mostrado que las varianzas han sido generalmente no homogéneas, y, en
consecuencia, es posible usar ANOVA unidireccional para probar la dependencia
significativa del tratamiento de cada variable.

Se ha realizado un ANOVA de tres vias utilizando el Modelo Lineal General, que
ha revelado que los tres factores disefiados han influido (p<0.05) en una o mas de las
variables estudiadas en diferentes grados (Tabla 4). La posible asociacion entre las
diferentes variables se ha probado mediante el analisis de componentes principales
rotados por Varimax (ACP). Los coeficientes de correlacion entre cada componente
principal y cada variable se muestran en la Tabla 14. Estos coeficientes muestran que
el peso seco, el peso fresco, la RGR y la longitud del tallo se han asociado entre si
dentro del primer componente (CP1), mientras que el nUmero de brotes por explanto
se ha asociado con productividad dentro del segundo componente (CP2). El contenido
de agua ha estado en un tercer componente (CP3). RGR ha sido negativo y débilmente
asociado con el tercer componente. La productividad se ha asociado, también
débilmente, con el primer componente. El analisis ha tenido en cuenta mas del 84% de
la varianza y se han encontraron comunalidades altas para todas las variables. Esto ha
confirmado la relacion entre la productividad y el numero de brotes por explanto. Por
tanto, la productividad dependia mds del nimero de brotes por plantula que de la
longitud del tallo.

La grafica de puntuacion del analisis de componentes principales (Figura 15)
muestra las medias para cada tratamiento combinado de CP1 (39,58% de varianza)

versus CP2 (25,47% de varianza). La longitud del tallo, el peso y la RGR se han asociado
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con diferencias varietales (Criolla>Morita), mientras que el nimero de brotes y la
productividad lo han hecho con el sistema de cultivo o medio de cultivo, aunque se
han observado diferencias entre las variedades. Para Criolla, en ambos sistemas de
cultivo, el nimero de brotes se ha asociado con el medio de cultivo (MS>MSM>G),
mientras que en Morita la misma variable se ha asociado con el sistema de cultivo. Sin
embargo, en SIT el orden ha sido (MSMSIT>GSIT>MSSIT), mientras que en condiciones

sdlidas no se han observado diferencias.

Tabla 14. Coeficientes de correlacion entre cada variable y los tres factores resultantes
del analisis de componentes principales rotados por Varimax, se han tomado en
cuenta los valores propios y la varianza porcentual.

Factor 1 Factor2 Factor3 Comunalidades

Peso seco 0.886 0.025 -0.302 0.877
Peso fresco 0.830 0.148 0.322 0.815
RGR 0.792 0.137 -0.400 0.807
Longitud del tallo 0.688 0.345 0.276 0.669
Sfp?aetzmtes por 0.009 0944 -0.064 0.895
Productividad 0.440 0.855 0.117 0.939
Contenido hidrico -0.034 0.018 0.939 0.883
Valor propio 2.771 1.783 1.331

Varianza (%) 39.582 25.472 19.011

Varianza acumulada 39.582 65.054 84.065
Método de extraccidon: ACP.
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Figura 15. Grafica de puntuaciones medias del analisis de componentes principales
para cada tratamiento combinado (Cuadrados negros: Criolla con sistema sélido;
Cuadrados blancos: Criolla con sistema de inmersion temporal (SIT); Tridngulos negros:
Morita con sistema sélido; Tridngulo blanco: Morita con SIT. Circulo negro: Variables

(Tabla 14) estadn subrayados.

De acuerdo con los valores parciales de Eta-cuadrado, el factor experimental
con mayor incidencia ha sido la variedad (Np2 = 0.470), seguido por el sistema de
cultivo (Np2 =0.139) y, con menor incidencia, el medio de cultivo (Np2 = 0.070).

La variedad (Criolla/Morita) ha influido en todas las variables propuestas. Las
plantulas de Criolla han producido los valores mas altos en todas las variables, excepto
en el promedio de nimero de brotes por planta, con niveles mucho mayores en las
plantulas de Morita (Tabla 4).

El sistema de cultivo ha influido en todas las variables con excepcion del
numero de brotes y el peso seco. En los casos influenciados por el sistema de cultivo,
los valores mas altos siempre se han encontrado en el sistema sélido (Tabla 4).

Los medios de cultivo han influido en todas las variables con excepcién del
contenido de agua. Los mayores valores de longitud de tallo, productividad, nimero de
brotes, peso fresco y RGR se han obtenido en MS. MSM ha sido estadisticamente
similar a MS en productividad y nimero de yemas y G ha sido similar a MS en longitud

60



de tallo, peso fresco y seco y RGR. Asi, segln el andlisis ANOVA se puede asumir que la
mejor combinacién de las tres variables para una adecuada micropropagacion de las
variedades de estevia consideradas ha sido Criolla en condiciones solidas utilizando
medio de cultivo MS.

Sin embargo, se pueden establecer ciertas consideraciones para cada variable
estudiada (Tabla 4). En el caso de la longitud del tallo, la mejor combinacién ha
consistido en plantulas de Criolla cultivadas en medios sélidos MS o G. Los explantos
de Morita han desarrollado el mayor nimero de brotes para plantulas en SIT usando
MSM o MS. Las plantulas de Criolla han producido los pesos frescos y secos mas altos;
los mayores pesos frescos se han obtenido en plantulas de esta variedad cultivadas en
MS o G en condiciones sdlidas; los pesos secos mas altos se han alcanzado en plantulas
de Criolla desarrolladas en MSS y GS.

Asi, para ambos pesos los contenidos de agua mas bajos se han encontrado en
plantulas de la variedad Morita cultivadas en MS y MSM en condiciones SIT. No se ha
detectado alta acumulacién de agua en hojas, en linea con la ausencia indicada de
sintomas visuales de hiperhidricidad.

De los indicadores biométricos evaluados, el nimero de brotes por la longitud
media del tallo, definido como productividad (Talléon y cols. 2012), y la evolucion del
crecimiento en el tiempo expresada como RGR, son de especial interés en la mejora de
la micropropagacion, especialmente con fines comerciales. Segun nuestros resultados,
la mejor combinacién desde el punto de vista de la productividad ha sido Criolla
cultivada en MS, tanto en condiciones sdélidas como en SIT, pero las plantulas de
Morita pueden lograr una productividad similar en MSMSIT. SIT puede fomentar un
buen desarrollo con ambas variedades, pero el medio de cultivo es importante; los
explantos de Criolla deben ser micropropagados en MS y Morita en MSM, mientras
que las condiciones sélidas son adecuadas para Criolla y MS. Para RGR, la combinacién
Optima seria Criolla en condiciones sélidas o SIT usando MS o G. Sin embargo, los
explantos de Morita han logrado un desarrollo similar en medio G sélido.

Segun Chée (1986), la concentracién de sulfato de manganeso en el sustrato
debe reducirse para el cultivo in vitro de vid, ya que el manganeso es un cofactor en la
oxidacidon del acido indolacético (AIA) y también se ha descrito que cataliza la

oxidacién de los protectores de auxina, acelerando asi oxidacion y desactivacion de AIA
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por peroxidasa endégena. Asi, este autor y otros como Troncoso y cols. (1990)
encontraron una clara mejora en la caulogénesis en la vid fuertemente relacionada con
la reduccion del sulfato de manganeso.

En el presente estudio con estevia, la concentracion muy baja de sulfato de
manganeso suministrada por el medio G no ha mejorado sustancialmente la longitud
de los brotes o el nimero de brotes por explanto, lo que indica que esta modificacién
del sustrato de cultivo no es generalizable a todas las especies y debe testarse antes de
su aplicacién in vitro. El buen desarrollo logrado en los sustratos sélidos aqui
cuantificados contrasta con el hallazgo descrito por autores como Kuria y cols. (2008),
quienes reportaron un menor crecimiento de plantulas de patata en medio sélido en
comparacion con liquido como resultado de una menor absorcidn de nutrientes del
sustrato.

Ante la ausencia de raiz en los primeros dias del establecimiento de los
explantos en el cultivo liquido, el transporte dentro de la planta se produce a través
del xilema. Este efecto se ve favorecido por los estomas continuamente abiertos,
circunstancia caracteristica del sistema de micropropagacion (De Klerk y Wijnhoven,
2005), consecuencia de una alta humedad relativa en el recipiente de cultivo. Al
contrario de lo que se podia esperar, a pesar de la facil asimilacién del medio liquido,
no han sido las plantulas en biorreactor las que han presentado el mayor contenido de
agua en sus células. Esto explica por qué no se han observado sintomas de
hiperhidricidad en las plantulas micropropagadas en este sistema con medio liquido.

La acumulacién de clorofilas y carotenos en plantas se correlaciona
directamente con el estado de desarrollo fisioldgico de las mismas debido a la
influencia de estos pigmentos en la actividad fotosintética para cubrir la demanda
metabdlica de las células activas (Samanta y cols. 2017). En términos de la calidad de
las plantas in vitro cuando se analizaron los contenidos de clorofila a, b y carotenoides
se encontraron niveles mas bajos de estos pigmentos en plantas cultivadas en
biorreactor. Es conocido que en presencia de sacarosa los niveles de estos pigmentos
decrecen. Aunque ambos sistemas de cultivo contaron con 20 gl de sacarosa en el
sustrato, la capacidad de absorcidn de nutrientes, incluida la sacarosa, en el medio
liquido es mas efectiva que en el sélido como indican Vidal y Sdnchez (2019), quienes

al cultivar eucalipto en RITA® encontraron mayores tasas fotosintéticas cuando
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eliminaron la sacarosa del medio. Por otro lado, Chakrabarty y cols. (2007) seialaron
que en sistema SIT el patron de manzano M9 EMLA presenté una tasa de agotamiento
de la sacarosa muy baja, por lo que la accidn de la sacarosa fue mas prolongada
incidiendo negativamente en la presencia de pigmentos como se ha indicado. Posada y
cols. (2015) indicaron que cuando no habia azucar en el medio, las plantas de papaya
produjeron significativamente mas clorofila y carotenos. Jo y cols. (2009) indicaron que
plantas cultivadas en medios con sacarosa mostraron reducida actividad fotosintética
probablemente debido a la presencia de una fuente de energia suficiente (azucar).
Franck y cols. (2006) concluyeron que la sacarosa juega un papel central en el
mecanismo que media el control de la regulacion disminuyendo la fotosintesis. Segun
Azcon-Bieto (1983) el descenso de sustrato para la enzima Ribulosa 1,5 bifosfato
Carboxilasa-Oxigenasa (Rubisco) debido a la acumulacién de azlcares solubles en las
hojas podria provocar la inhibicidn de fotosintesis. Aunque, el contenido de clorofila no
sea un indicador directo relacionado con la capacidad fotosintética (Fujiwara y cols.
1992), permite estimar el estado del aparato fotosintético (Seon y cols. 2000; Isah y
cols. 2022). En consecuencia, los resultados obtenidos sobre concentracion de
pigmentos sugieren que las variaciones en los mismos estan mas relacionadas con el
sistema de cultivo (sdlido o TIS) que a la variedad o al medio a pesar de las ligeras
diferencias detectadas para estas dos ultimas variables.

Teniendo en cuenta que el MDA es el resultado de la descomposicién de los
acidos grasos insaturados en la membrana celular, su nivel se correlaciona
directamente con el estrés oxidativo como se ha indicado. A pesar de los altos niveles
de MDA detectados en las hojas de las plantulas Criolla, promedio de 4.28 nmolg™, con
un maximo de 5.53 en el medio GSIT (Tabla 5), éstos han sido similares a los
reportados por Hajihashemi y Ehsanpour (2013) como normales (4.9) para las plantulas
de estevia cultivadas in vitro en sustrato MS. Por tanto, esto sugiere que los
tratamientos y el sistema de cultivo utilizados no dafiaron las células de estevia.

En la literatura actual se pueden encontrar muchas publicaciones sobre
estevidsidos y rebaudidsidos de plantulas de estevia cultivadas in vitro. Sin embargo,
parece que el estado nutricional de las hojas de plantas micropropagadas ha atraido
poco interés y, hasta nuestro conocimiento, no existe bibliografia relacionada con este

tema, a excepcion de la publicacion derivada de esta tesis (Vilarifio y cols. 2021). Por
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esta razdn, los niveles de nutrientes aqui aportados se consideran muy utiles para
establecer un estado nutricional estandar de gran interés para futuros estudios
referidos en la micropropagacion de estevia. Los resultados reportados aqui indican
que los valores de nitrégeno estuvieron en el rango de 3.24 a 5.68%. Estos contenidos
estan claramente relacionados con las composiciones del sustrato (Tablas 1y 2), r =
0.7544 (p<0.01). Deng y col. (2012) encontraron en explantos de Fraxinus mandshurica
gue la absorcidn de nitrégeno, tanto en forma amédnica como nitrica, se vio favorecida
en medios de cultivo gelificados con agar en comparacién con los cultivados en SIT, de
manera similar a los resultados aqui obtenidos para ambas variedades. Los niveles de
fosforo variaron entre 0.56 y 0.24%, asimismo correlacionados directamente con su
contenido en el sustrato (r = 0.7521, p <0.01) con un alto contenido en plantulas
cultivadas en medio solido. El contenido de potasio en las hojas que oscilé entre el
3.99 y el 1.97% presenta la correlacion mas fuerte con el contenido de sustrato (r =
0.9649, p <0.01), lo que indica que una dosis casi tres veces afiadida al sustrato de
MSM puede ser adecuada para un buen desarrollo in vitro de las plantulas de estevia.
El contenido de K en las hojas de ambas variedades fue levemente mayor en sustratos
sélidos (3.18%) que cuando se cultivaron las plantulas en biorreactor (2.96%). De
manera similar al potasio, los niveles de calcio, que han estado entre 0.31 y 0.88%,
muestran una correlacion muy fuerte con el calcio adicionado a los sustratos (r =
0.9134, p<0.01). George y cols. (2008) indicaron que las concentraciones de calcio en el
cultivo de tejidos vegetales in vitro tienden a ser proporcionales a las del suelo.
Aunque Deng y cols. (2012) reportaron mejor absorcion de Ca en el sistema de
inmersion temporal para plantas in vitro de Fraxinus mandshurica, en el presente
trabajo no se detectaron diferencias entre el contenido de Ca en sustratos sdélidos y
SIT, (0.53% para ambos). Los niveles de magnesio oscilaron entre 0.14 y 0.25% vy
también estuvieron claramente relacionados con el suministro de Mg en los sustratos
(r=0.8911, p<0.01). Se encontrd una alta variabilidad en los niveles de hierro en hojas
segln los diferentes tratamientos ensayados, con un maximo de 129.33 mgkg™ en
plantulas que crecieron en MSMSIT y un minimo de 63.53 mgkg™ en GS. Sin embargo,
se mantiene la correlacidn directa con el Fe en los sustratos (r = 0.7118, p<0.05). Como
se describid anteriormente, las plantulas que crecieron en SIT alcanzaron niveles de Fe

mas altos en las hojas que las que se desarrollaron en medios sélidos. Castro—Gonzalez
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y col. 2019, encontraron igualmente esta variabilidad en plantas de estevia cultivadas
en SIT con medios suplementados con diferentes concentraciones de nanoparticulas
(AgNPs), oscilando entre 143 pg g™y 289 pug g " de Fe.

Las concentraciones de manganeso en hojas oscilaron entre 227.6 mgkg'1 y
653.3 mgkg™. Este ha sido el Unico elemento significativamente correlacionado de
manera inversa con su concentracion en los sustratos (r = -0.8653, p<0.01). Este
resultado puede explicarse por el antagonismo entre el contenido de K en el sustrato y
de Mn en las hojas indicado por Tavares y cols. (2014) que encontraron una
disminucion significativa de Mn en hojas de Aechmea blanchetiana micropropagadas
en medio con altos niveles de K. De acuerdo con este antagonismo, nuestros
resultados indican una correlacidon inversa similar entre el K agregado al medio y la
concentracion de Mn en las hojas (r = - 0.8252, p <0.01). No se detectaron diferencias
en el contenido de Mn en hojas de Criolla y Morita (422.0 y 379.1 mgkg'1
respectivamente). Los niveles de azufre variaron entre 0.53 y 0.31% en pldntulas de
Morita que crecen en MSMS y en pldntulas de Criolla que se desarrollaron en GS,
respectivamente. No se observaron diferencias entre los sistemas solido y biorreactor
(0.43 y 0.42%, respectivamente).

Segun Etienne y Berthouly (2002), el tiempo de inmersién, ya sea la duracién o
la frecuencia, es un parametro decisivo para la eficiencia del SIT. Sin embargo, otros
autores (Colmenares y Giménez, 2003) no encontraron mejoras significativas en el
cultivo vinculadas a variaciones en el tiempo de inmersién. Aunque este aspecto no se
examind en esta Tesis, debe revisarse como un camino para mejorar aun mas la
micropropagacion de estevia en sistemas de inmersién temporal.

Aunque el resultado de la prueba de ACP ha establecido la mejor combinacién
de factores (variedad, sustrato y sistema de cultivo) para obtener resultados éptimos,
merece la pena sefalar que nuestros resultados muestran que los explantos de
estevia, independientemente de la variedad, poseyeron una notable capacidad para el
cultivo in vitro, independientemente del sistema de cultivo o medio utilizado.

Como conclusién, en respuesta al conjunto de preguntas planteadas en la
introduccidon de este capitulo, la eficiencia de la micropropagacion de estevia podria
mejorarse mediante el uso de sustratos y sistemas de cultivo alternativos sin ningun

efecto negativo para el estado fisioldgico de las plantulas, extensible para las dos
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variedades probadas. Asimismo, se ha obtenido nueva e interesante informacién sobre
la composiciéon de macro y micronutrientes de las plantulas resultantes.

Como se ha indicado en la Introducciéon (Apartado 1.3.1.2.) existe un
importante nimero de trabajos que estudian la accion de diferentes medios y balances
de reguladores de crecimiento, generalmente auxinas y citoquininas, sobre el proceso
de callogénesis tanto a partir de trozos de tallo como, principalmente, de hojas de
estevia. En esta Tesis se utilizé el medio MS para la induccion y desarrollo de callos a
semejanza de la gran mayoria de los estudios publicados donde se viene empleando
este medio en estevia como también se ha indicado anteriormente. No obstante,
algunos autores en la década de los afios 80 (Lee y cols. 1982; Ferreira y Handro, 1987;
1988) usaron el medio de Linsmaier y Skoog (LS) (1965) tanto para la iniciacién de callo
a partir de discos de hoja, como para el cultivo de células de estevia, aunque en estos
trabajos solo se indicaron descripciones cualitativas del aspecto de los callos
obtenidos. Keshvari y cols. 2018 indujeron callos de estevia como paso previo al
proceso de embriogénesis somatica, usando también medio MS y, ademas, medio B5
(Gamborg y cols. 1976).

Del estudio detenido de estos y otros autores se ensayaron en la presente Tesis
los reguladores y concentraciones indicados con los que se han obtenido un porcentaje
medio de induccidn de callo muy alto, 98.6%. Con maximo del 100% cuando al medio
se le ha adicionado 2 mgl™” tanto de BA como de ANA y un minimo de 96.9 con la
misma dosis de BA y 1 mgl™ de ANA sin diferencias estadisticas entre el porcentaje
obtenido en los cinco medios ensayados. El porcentaje medio de formacién de callo
también ha sido similar en los explantos de ambas variedades, 97.99% y 99.17% para
Criolla y Morita respectivamente. Son resultados muy similares a los aportados por
Bondarev y cols. 1998 donde concluyeron que cuando el medio contuvo 0.1 mgl™ o
mas de ANA o 2,4-D y 0.05 de BA o kinetina se alcanzé el 100% de callo y muy
superiores a los referenciados por Sairkar y cols. 2009 que indicaron como el mejor
balance de reguladores 2 mgl™ de 2,4D + 1 mgl™ de kinetina con un 88% callos con las
mejores caracteristicas, seguido por el balance de 2 mgl® de 2,4-D sélo o en
combinacién con 1.5 mgl? de kinetina, con un 72%. Los peores resultados los
encontraron con dosis inferiores a 1 mgl' de 2,4-D. Kumari y Chandra (2015)

obtuvieron resultados similares, 85.5% de induccion de callo, cultivando discos de hoja
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de estevia en medio con kinetina mas acido indol acético (AlA) con concentraciones de
1.5 mgl® de cada uno de ellos. También Mathur y Shekhawat (2013) alcanzaron
porcentajes elevados de induccién de callo a partir de discos de hoja 98, 100, 74.4 y
91.1% con las combinaciones en mgl'1 de 2 BA: 1 ANA; 2 BA: 2 ANA; 2 BA: 3 ANA vy 3
BA: 3 ANA respectivamente. Asimismo Yiicesan y cols. (2016) obtuvieron una buena
induccidn de callo, aunque no aportaron porcentajes, a partir de trozos de tallo en
medio MS con kinetina y BA a concentraciones de 1 y 2 mgl™. Por otro lado, los
porcentajes finales alcanzados en el presente trabajo lo fueron en un tiempo
relativamente corto, 40 dias, aunque ya a los 22 dias se observd una callogénesis muy
avanzada, tiempo algo superior al aportado por Keshvari y cols. (2018) que
consideraron el mejor tratamiento para la induccién de callos el medio MS con 1 mgl™
ANA + 1 mgl™ BA con un tiempo minimo para su formacién de 18 dias. Por su parte,
Razavi y cols. (2019) evaluaron la formacion de callos con fotoperiodo 16/8 (1000 lux)
a los 40 dias y reportaron que la combinacion ANA/BA (1:0.5 mgl™?) fue
significativamente (p<0.05) mads efectiva que otras combinaciones hormonales como:
ANA/Kin, AIB/Kin, AIB/BA, 2,4-D/BA y 2,4-D/Kin. La mayor cantidad de callo se obtuvo
en medio suplementado con 1.5 mgl'1 de ANAy 2 mgl'1 BA de con un peso fresco de
2.70 g.

La calidad de los callos obtenidos bajo iluminacidn, evaluada segln la escala de
Kryvenki y cols. 2008 que oscila entre 0 y 5, también fue muy elevada, siempre
superior a 4.2 observado en el tratamiento con 2 mgl™ de BA + 1 mgl™ de ANA para
explantos de Criolla y un maximo de 4.83 en el de 2 mgl'1 de BA y ANA en el caso de los
de Morita, sin diferencias estadisticas entre los tratamientos ensayados como se ha
indicado en las tablas 11 y 12. El cultivo, tanto de discos de hoja como de trozos de
tallo de estevia para la obtencién de callo, se ha venido haciendo en la practica
totalidad de los trabajos existentes en la bibliografia en condiciones de luz. Solamente
Bondarev y cols. 1998, utilizaron la oscuridad para el proceso de callogénesis con unos
resultados éptimos como ya se ha indicado. En consecuencia, en la presente Tesis se
han ensayado las diferentes combinaciones de fitorreguladores propuestas tanto en
condiciones de luz como de oscuridad. Los resultados aportados indican que los
resultados en oscuridad fueron dptimos con un porcentaje del 100% de callo en ambas

variedades y en todos los tratamientos ensayados (Tabla 9). Asimismo, la calidad del
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callo fue superior (test de Student, p<0.05) en condiciones de oscuridad frente a luz en
los explantos de la variedad Criolla (4.97 y 4.48 respectivamente, valores medios de
todos los tratamientos), mientras que no ocurrié los mismo en el caso de la variedad
Morita donde, aunque la calidad del callo fue maxima en oscuridad (5) frente a la de
luz (4.68) no se encontraron diferencias estadisticas entre ambos valores. Este
resultado abre las posibilidades, en el caso de estevia, a obtener un callo éptimo en
condiciones de oscuridad con la consiguiente reduccidn del gasto energético (Figura
14b).

Segun algunos autores (Bondarev y cols. 1998; Singh y cols. 2014) el peso fresco
se considera un indicador 6ptimo del crecimiento del callo. En la presente Tesis el peso
fresco del callo ocupd un rango entre los 0.18 g. de Morita en condiciones de luz en
medio con 2 mgl™ de BAy 1 mgl” de ANA y los 0.45 en esta misma variedad en el
mismo medio pero en condiciones de oscuridad (tabla 13) demostrando de nuevo que
la oscuridad indujo mejores callos que la luz, incluso con mayor efectividad que los
propios medios utilizados. Esta afirmacién queda reforzada al comparar los valores
medios de pesos de todos los medios de cultivo, siempre superiores (test de Student,
p<0.05) en el caso de oscuridad (0.30 g) frente a luz (0.25 g) para callos de Criolla y
0.40 frente a 0.22 para los de Morita respectivamente, como asimismo se indicé en la
citada tabla. Estos valores son similares a los aportados por Bondarev y cols. 1998 que
obtuvieron en oscuridad callos con pesos frescos de 0.46 y 0.41 g usando una mezcla
de 2 mgl'1 de ANA, 2 de BA y 4 mgl'1 de ANA combinados con 1 mgl'1 de BA
respectivamente, resefiando que siempre que han incluido 2,4-D los pesos frescos han
sido inferiores a 250 mg. La comparacién entre el peso fresco del callo en ambas
variedades unificando todos los tratamientos y condiciones de luz y oscuridad
indicaron un mayor peso (test de Student p<0.05) de la variedad Morita (0.32 g) que
de Criolla (0.26). Es preciso resefiar que Keshvari y cols. 2018 obtuvieron mayores
pesos frescos de callo, 1.2 g, partiendo de discos de hoja de estevia pero no cultivados
en medio MS, sino en B5 suplementado con 1 mgl™ de 2,4-D + 1 mgl™ de BA.

En resumen, los resultados obtenidos muestran que tras 40 dias de cultivo en
las condiciones ensayadas se produjeron porcentajes de formacién de callo cercanos al
100% independientemente de las condiciones de luz y oscuridad, mejores calidades de

callo respecto a friabilidad y peso fresco en condiciones de oscuridad y en presencia de
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ANA vy la concentracidon mas alta de Kinetina, con una ligera mejor respuesta en todos

los pardmetros medidos en los callos obtenidos de hojas de la variedad Morita.
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3. Capitulo 3. Uso de elicitores para incrementar la produccidn in vitro de
metabolitos secundarios de Stevia rebaudiana cultivada en sistema sélido
y biorreactor.

3.1. Introduccidn

3.1.1. Elicitacion

Como ya se ha indicado, los elicitores son los compuestos quimicos que pueden
estimular las respuestas al estrés en las plantas, potenciando una mayor sintesis y
acumulacién de metabolitos secundarios.

Durante las ultimas décadas se han venido utilizando una amplia variedad de
sistemas in vitro para la induccidon de metabolitos secundarios mediante elicitores. En
una revisién reciente llevada a cabo por Niazian y Sabbatini (2021) se citan hasta 7
tipos de explantos capaces de generar metabolitos secundarios cubriendo
practicamente todos los drganos, tejidos y células vegetales, lo que indica la alta
capacidad de la planta para la produccién de estas sustancias si se cultivan en las
condiciones adecuadas. Aunque el cultivo in vitro de células y raices transformadas con
Agrobacterium ha venido siendo el mas utilizado para la obtenciéon de metabolitos
secundarios (Giri y Zaheer, 2016), mas recientemente los autores ya citados, Niazian y
Sabbatini (2021), sefialan que para la produccién de metabolitos secundarios en
plantas medicinales, aromaticas y ornamentales se usan principalmente el cultivo de
callos y brotes como fuentes de explantos, seguidos de cultivo celular y raices

transformadas (Figura 16).
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Figura 16.- Frecuencia general del uso de diferentes sistemas de cultivo in vitro
utilizados en experimentos de elicitacion para la produccion de metabolitos
secundarios. (Niazian y Sabbatini, 2021).

Como también se ha indicado los elicitores se pueden clasificar en bidticos y
abidticos, los bidticos tienen un origen natural e incluyen polisacaridos, quitina y
pectina, bien producidos por patégenos como Pseudomonas putida, Bacillus polymixa,
Azobacter chroococcum (Basharat y cols. 2021) o por la misma planta. Las
fitohormonas se consideran elicitores bidticos siendo los jasmonatos (JA), el acido
salicilico (SA) y el acido giberélico (GA) los mas usados por su eficacia (Nabi y cols.
2021). Estos autores indican que tanto JA como SA son moléculas sefializadoras
primarias usadas en la planta como defensa como respuesta a los dafios causados por
ataques de patdgenos o herbivoros. La elicitacidn con ambas fitohormonas es
responsable de la induccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, de Reactive Oxygen
Species). Esta generacién de ROS en la planta por la accién de JA y SA se debe a la
disrupcion de la homeostasis celular. Cuando los niveles de ROS exceden los
mecanismos de defensa, se podria decir que la célula se encuentra en un estado de
estrés oxidativo. Aunque todas las ROS a altas concentraciones son extremadamente
daninas para organismos, cuando se encuentran en concentraciones bajas actian
como mensajeros secundarios en una amplia variedad de procesos celulares
incluyendo la tolerancia a estreses medioambientales ya citada.

La mejora de la respuesta a estrés salino utilizando el acido salicilico y su
influencia en la germinacién fue reportada con anterioridad. Bouallégue y cols. 2019
describen como el tratamiento con acido salicilico (0.1 mM) tuvo efectos beneficiosos

sobre el porcentaje de germinacion en altas concentraciones de sal. Este tratamiento
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redujo el efecto inhibitorio del estrés salino sobre el porcentaje de germinacién de
semillas de lenteja, y ademas indujo la elongacién de la raiz primaria.

La respuesta de un sistema in vitro a los elicitores depende de varios factores
como la concentracién de elicitor. Zafar y cols. 2017, encontraron que una
concentracion de 0.15 mM de AICl; afladida a un medio de cultivo de callo de hojas de
Rauvolfia serpentina, no solo mejord la produccion de reserpina, alcaloide utilizado
para el control de la hipertensién, sino que también aumentd la biomasa del callo.
Otro factor importante es la edad del subcultivo, aunque depende en gran medida del
tipo de material vegetal utilizado. Asi para cultivo de raices transformadas
genéticamente de Withania somnifera tratados con metil jasmonato (MelA) y SA,
Sivanandhan y cols. (2013), sefialaron como edad idénea 40 dias para obtener las
mayores concentraciones de metabolitos secundarios de uso comun en la medicina
tradicional india. Algin tiempo menor, 20 dias, determinaron Namdeo y cols. (2002)
como 6ptimo en el cultivo celular de Cataranthus roseus para producir ajmalicina,
alcaloide también usado por su actividad antihipertensiva. La composicion del medio
de cultivo también juega un papel fundamental para los procesos de elicitacion.
Generalmente los medios mas usados en este ambito, segun Nabi y cols. 2021, son MS,
ARM (Anderson Rhodondendron Medium), B5 y MMT (Murashige-Tucker Medium).
Niazian y Sabbatini, 2021, destacaron al medio MS como el mds usado (92% de los
trabajos referenciados) seguido muy de lejos del B5 con un 6.7% de uso. Para finalizar,
el tiempo de permanencia en contacto con el elicitor también puede ser destacable,
aunqgue en la mayor parte de los ensayos publicados usando la técnica de cultivo in
vitro, al estar incluido el elicitor en el medio de cultivo el tiempo de contacto suele ser
funcién de la produccién del metabolito buscado.

El acido jasmonico y sus derivados se conocen colectivamente como
jasmonatos (JA) (Ho y cols. 2020). La biosintesis de JA ocurre en el plasto, peroxisomay
citoplasma por la accién de varios enzimas. El acido linolénico, precursor del JA se
libera en la membrana plastidial por activacién de las fosfolipasas debido al estrés.
Este estrés provoca que el JA se transforme en MelA por la sustitucién de un H del
acido jasmonico por un grupo metilo. Siendo el producto final el jasminol isoleucina
que es la forma bioactiva del JA presente en bajas concentraciones en el citoplasma

(Ho y cols. 2020, Nabi et al., 2021. Figuras 17 y 18).
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Figura 17.- Acido jasmdnico y metil jasmonato (De Ho y cols. 2020).
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Figura 18.- Esquema de la ruta de biosintesis de Jasmonatos en A. thaliana (De Delker y
cols. 2006). : LOX2: lipoxigenasa 2, AOS: aleno oxido sintasa, AOC: alleno oxido ciclasa,
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Como se viene exponiendo, se conoce que el acido jasmodnico (JA) y sus
precursores participan en muchos procesos fisiolégicos en el crecimiento de las
plantas, y especialmente son intermediarios de las respuestas de éstas al estrés bidtico
y abidtico. En consecuencia, la aplicaciéon exdgena de jasmonatos se viene utilizando
ampliamente como elicitores en nuevas técnicas para la hiperacumulacién de
metabolitos secundarios como elicitacion dentro de sistemas de cultivo in vitro (Giri y
Zaheer, 2016). Kaminska (2021) cit6é hasta 21 tipos de explantos capaces de generar
metabolitos secundarios usando jasmonatos. El proceso de elicitacién conduce a una
interconexién entre jasmonatos y sus receptores presentes en la membrana
plasmatica, lo que acarrea una serie de respuestas de defensa de las células, incluida la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrégeno
(RNS) e induccion de enzimas de proteccidn frente al estrés oxidativo. Esto también
conduce a la sintesis y acumulacion de moléculas senalizadoras y la consiguiente
regulaciéon de la expresién génica implicada en la produccion de metabolitos
secundarios. El metil jasmonato (MelA) es el elicitor mas utilizado, ya que produce una
acusada acumulacion de metabolitos en cultivos de células y drganos vegetales
(Thakur y cols. 2019). Giri y Zaheer, 2016 notificaron que el MelA fue el elicitor
guimico mas utilizado (60% de los trabajos) en el sistema de cultivo in vitro, seguido de
SA y JA (aproximadamente 15 y 10%, respectivamente). Por todo ello, se ha
encontrado en la bibliografia un nUmero muy amplio de trabajos (Thakur y cols. 2019)
donde se utiliza el MeJA para la obtencién de un extenso niumero de metabolitos
secundarios como antocianinas, estilbeno y resveratrol (Zhang y cols. 2002; Curtin y
cols. 2003; Xu y cols. 2015; Taurino y cols.2015) y otros compuestos fendlicos de

interés, tanto medicinal como industrial (Mendoza y cols. 2018 y Sellapan y cols. 2018).

3.1.1.1 Elicitacién en plantas micropropagadas

Varios autores han usado los brotes como material de partida en los trabajos de
obtencidn in vitro de metabolitos mediada por elicitores (Figura 16). Asi Zaheer y Giri,
(2015) obtuvieron 3.4 veces mas de andrografdlido, diterpeno de interés en
investigacidon sobre sefializacién celular y tratamiento de algunas enfermedades, de

brotes de Andrographis paniculata en medio MS con adicién de 20 uM de SA y JA.
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Asimismo, Wungsintaweekul y cols. (2012), obtuvieron 3 veces mas del opioide
mitraginina a partir de brotes de Mitragyna speciosa usando el medio WPM (McCown
Woody Plant medium) con 10 uM de MelA. Coste y cols. (2011) cultivaron brotes de
varias especies del género Hypericum en medio MS con adicién de SA y MelA (50 uM)
y multiplicaron por mas de 13 la produccion de derivados de la floruglucina usada en
farmacos para paliar enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer.

Respecto a estevia, con el fin de mejorar el contenido de metabolitos
secundarios en plantas micropropagadas, Bayraktary cols. (2016) cultivaron explantos
nodales en medio WPM que contenia como elicitores alginato, hidrolizado de caseina,
pectina, extracto de levadura, MelA, SA o quitosano con el objetivo de aumentar el
contenido de estevidsido y rebaudidsido A. Las plantas obtenidas presentaron un buen
desarrollo tanto aéreo como radicular y, de acuerdo con los resultados de la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), los tratamientos con alginato y
extracto de levadura, aumentaron la produccion de estevidsido en comparacién con el
control, mientras que el rebaudiésido A aumentd en plantas tratadas solamente con
alginato. Para examinar si se mejora la produccién de metabolitos secundarios en
plantas de estevia micropropagadas, Moharramnejad y cols. 2019, cultivaron
microplantas también en medio WPM gelificado y suplementado por separado con
MelA y SA. Los maximos de crecimiento de los brotes, regeneracién de las raices y
acumulacién de biomasa fresca y seca se obtuvieron con 50 uM de SA. Las actividades
y niveles mas altos de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos se observaron con
100 uM de SA. Los analisis mediante HPLC mostraron que las aportaciones de 50 uM
de MeJA y 100 uM de SA mejoraron la produccién de estevidsido. Rasouli y cols. 2021
examinaron el efecto del quitosano, extracto de levadura y MelA afiadido a medio MS
suplementado con 2 mgl™ de BA, sobre la multiplicacién de brotes in vitro y el
contenido de glicésidos de estevia. Los resultados mostraron que todos los elicitores
aumentaron significativamente la multiplicaciéon de brotes en comparacién con el
medio basal solo. El contenido total de glicdsidos aumenté con la adicién de 100 mgl™
de MeJA, 200 mgl™ de quitosano y 50 mgl™ de extracto de levadura en un 60%, 44% y
40%, respectivamente. Las concentraciones de estevidésido y rebaudidsido A
aumentaron con la adicién de las concentraciones citadas de MelJA y quitosano.

Ademads, estos elicitores mejoraron significativamente la relaciéon rebaudidsido
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A/estevidsido. Algunos autores usaron como método de elicitacion la eliminacion de
algunos nutrientes basicos del medio de cultivo induciendo un estrés nutricional.
Ahmad y cols. 2021 eliminaron el Ca y el Mg del medio MS y obtuvieron un incremento
tanto en crecimiento, como en los contenidos de glucdsidos de esteviol, de
antioxidantes no enzimaticos, de fenoles y flavonoides totales, de capacidad
antioxidante y poder reductores totales, asi como en la actividad de captacion de
radicales libres DPPH en comparacién con el tratamiento de control. Las cantidades
significativamente mas altas de rebaudidsido A y estevidsido las obtuvieron en un
medio con solo deficiencia de Ca.

Por otro lado, la micropropagacion, ofrece la posibilidad de controlar todas la
variables implicadas, por lo que permite estudiar el efecto de un Unico factor en el
desarrollo de la planta micropropagada. Por lo tanto, es un sistema optimo para
confirmar como un determinado elicitor actta sobre la evoluciéon de la planta elicitada,
permitiendo comprobar la incorporacidon del mismo desde el medio, sus efectos sobre
el desarrollo de la planta o, incluso, la induccién interna de los propios elicitores
ademas del principal objetivo es decir, la exudacién de metabolitos al medio de

cultivo.

3.1.1.2 Elicitacion en callo

El cultivo in vitro de callo con elicitores es la estrategia mas utilizada para la
obtencién in vitro de metabolitos (Figura 16). Las publicaciones sobre el tema hacen
mencion a varios avances en la obtencidn de sustancias de interés, entre ellas el acido
betulinico producido a partir de callos de diferentes especies del género Ocimum
usando medio MS con 200 uM de MelA (Pandey y cols. 2015). El uso de MelJA (10-40
KUM) con medio MS mas 2,4-D y kinetina incremento la tasa de crecimiento de callo de
Dianthus caryophyllus para obtencidon de aceites esenciales (eugenol) (Matter y cols.
2017). Ram vy cols. (2013) cultivaron callos de Rosa hybrida con MelA (0.5 uM) y
salicilico en medio EM (Yamamoto y cols. 1989) con buenos resultados en la obtencién
de antocianina. Por otro lado, Pi y cols. (2010) cultivaron callos de Camptotheca
acuminata) usando SA (100 uM) junto a MelA y metales pesados en medio MS y

lograron aumentar hasta 25 veces la produccion de camptotecina, sustancia con accién
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antitumoral. De estos trabajos se desprende que el uso del medio de cultivo MS con
MelA y SA viene siendo el mas frecuente en el cultivo de callos para produccién de
metabolitos secundarios.

El proceso de elicitacién también se ha usado en callos obtenidos de trozos de
hojas de estevia para determinar el efecto del acido salicilicoy MelA (10 y 100 mM de
ambos), sobre la sintesis de estevidsidos concluyendo que los callos cultivados a 28° C
con 100 mM de acido salicilico aumentaron la produccién de esteviésido en 9.8 veces
en comparacién con las hojas de plantas cultivadas en condiciones de invernadero
(Mejia-Espejel y cols. 2018). La concentracién de rebaudidsido A exhibid los valores
mas altos (34.6 veces mas altos que en las hojas) al aplicar 10 mM de acido salicilico.
Golkar y cols. (2019), estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de acido
salicilico (0.25, 0.5y 0.75 mgl™) y nanoparticulas de plata (Ag NP) (15, 30, 45y 60 mgl™)
en medio MS sobre el crecimiento de callos asi como la posibilidad de produccién de
glicosidos de esteviol. La concentracién de 0.75 mgl™ de SA indujo la mayor tasa de
crecimiento del callo (0.1 cm/dia). Asimismo, la dosis de 45 mgl™ de AgNP condujo a la
mayor cantidad de esteviésido (32.34 mgg™ de peso seco de callo) y la de 0.25 mgl™ de

SA produjo de la mayor cantidad de rebaudidsido A (3.40 mgg'1 de peso seco de callo).

3.1.1.3 Cultivo celular

Como se ha indicado en la Figura 16 los cultivos celulares, aunque con sus
limitaciones, se han utilizado en aproximadamente el 18% de trabajos sobre obtencién
de metabolitos secundarios mediante cultivo in vitro con el concurso de elicitores
(Niazian y Sabbatini, 2021). Recientemente Cai y cols. (2017) utilizando cultivos
celulares de Changium smyrnioides en medio MS con MelA (100 uM), multiplicaron
por 40 la produccién de xantotoxina y bergapteno, furanocumarinas de uso en
enfermedades cutdneas. La capsaicina es una oleorresina de sabor picante que
producen las plantas del género Capsicum para alejar a los herbivoros y que tiene
aplicacién, tanto alimentaria como analgésica y anticancerigena. La produccion de esta
sustancia se ha multiplicado 3.7 veces a partir de cultivos celulares de Capsicum
chinense en medio MS con 100 uM de SA (Kehie y cols. 2016). La maxima produccion

de flavonoides se obtuvo por Ali y cols. (2015) cultivando suspensiones celulares de
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Artemisia absinthium en medio MS con 5 UM de MeJA y JA. Gumerova y cols. (2015)
encontraron que el MelJA en concentraciones bajas (0.01 y 0.1 uM) en medio B5 con
2,4-D, AIA, ANA y kinetina produjo mayor acumulacion mayor biomasa en cultivos
celulares de Fagopyrum tataricum pero la embriogénesis somatica resulté inhibida
después de la transferencia a un medio libre de reguladores. La produccion de tebaina,
alcaloide presente en el opio y quimicamente similar a la codeina y morfina, se
multiplicé por 45 cuando se cultivaron suspensiones celulares de Papaver bracteatum
en medio MS con MelA (100 uM) (Zare y cols. 2014). En estos trabajos se observa que
el medio MS con, adicién en la mayoria de los casos de MelA, es de uso muy frecuente
en la produccion de metabolitos en cultivos celulares.

A pesar de este relativamente alto nimero de trabajos sobre elicitacion usando
cultivos celulares de diferentes especies, sorprendentemente no se han encontrado
practicamente referencias sobre el uso de elicitores en cultivos celulares de estevia.
Solamente se cuenta con una bibliografia relativamente antigua, concretamente
Striedner y cols. (1991), que usaron acido giberélico (GA3) en medio MS para cultivar
suspensiones celulares con una rapida produccién de estevidsido, que se detectd un
dia después de la adicion de la giberelina y alcanzé su concentracion maxima después
de una semana. Sin embargo, cuando utilizaron el medio sin GAs el esteviésido tardd
de dos a siete semanas en producirse y en mucha menos concentraciéon que otros

metabolitos secundarios

3.1.2. Caracterizacion de los metabolitos secundarios obtenidos.

Existen diferentes metodologias de andlisis para la deteccidn, identificacion y
cuantificacién de los compuestos obtenidos con el uso de elicitores. Las
determinaciones mas basicas estdn basadas principalmente en cambios en Ia
absorbancia del extracto por la adicion de un reactivo especifico y suelen presentar
una baja selectividad ya que son varias las familias de compuestos que contribuyen a la
sefial monitorizada; por lo que no se puede obtener informacién individual de los

compuestos presentes en el extracto. Se requiere en todos los casos realizar una recta
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de calibrado con un Unico patrén genérico para todos los compuestos que relacione la
absorbancia con la concentracién de los compuestos.

Algunas de estas metodologias proporcionan el contenido total en la muestra
de una familia de compuestos concreta, como por ejemplo, en el caso de la presente
Tesis, fenoles. El método de Folin-Ciocalteu (F-C) se utiliza para determinar la cantidad
total de antioxidantes fendlicos en compuestos vegetales. Se basa en la capacidad de
los compuestos fendlicos de reaccionar con el reactivo F-C a pH basico, dando lugar a
una coloracién azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sddico y molibdato sddico en
acido fosférico. El 4cido fosfomolibotungstico (formado por las dos sales en el medio
acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que se mide para evaluar el
contenido de polifenoles. El mecanismo de accidn es una reaccién redox, por lo que
ademads puede considerarse asimismo como un método de medida de la actividad
antioxidante total. La cuantificacidn de la coloracién azulada se realiza en base a una
recta patron de acido gélico.

Como se ha comentado, estos analisis sin separacidn previa no proporcionan
informacién de los compuestos individuales que constituyen la muestra analitica,
aunque si son utiles para obtener informacidn global de la misma y en estudios
comparativos entre diferentes tipos de muestras vegetales. Para una caracterizacién
mas especifica se usa la cromatografia liquida de alta resolucién —HPLC por sus siglas
en inglés High Performance Liquid Chromatography- y la Espectrémetria de masas
(MS). La MS es una técnica ampliamente utilizada en el estudio de muestras vegetales,
esta técnica se fundamenta en la ionizacién y deteccion de los iones formados por los
analitos presentes en la muestra, todo ello encadenado mediante el desplazamiento
diferencial de las moléculas ionizadas. Ademas, la MS permite la fragmentacion de las
moléculas ionizadas, lo que es de gran utilidad en su estudio estructural.

La introducciéon de una etapa de separacidn previa a la deteccién de los
metabolitos es de gran importancia cuando se pretende cuantificar compuestos
individuales o identificar los que forman parte de la muestra. Para este fin la técnica
mas empleada es la cromatografia, donde los compuestos a analizar se distribuyen

entre una fase movil (un liquido (LC) o un gas (GC)) y una estacionaria (el relleno de la
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columna cromatografica). La separacion se produce en funcién de la afinidad de los
compuestos hacia cada fase.

Se ha comprobado que una reduccién en el didmetro interno de la columna
aumenta la sensibilidad debido a que se produce una menor supresion de la ionizacién
en acoplamiento LC-MS y una mayor resoluciéon cromatografica. Las columnas con un
relleno apolar, generalmente silice, presentan una fuerte interaccién con compuestos
de baja y media polaridad, mientras que las de relleno polar son mas eficaces para la

separacion de compuestos polares.

3.2. Objetivos

El objetivo de este capitulo es doble, de un lado la induccién de compuestos de
interés farmacolégico en diferentes tipos de cultivo de estevia mediante la
participaciéon de elicitores y de otro la caracterizacién y cuantificacion de dichos

compuestos.

3.3. Material y Métodos

3.3.1. Elicitacién en plantas micropropagadas

3.3.1.1 Material vegetal y disefio experimental

Como material vegetal, y de manera similar a la metodologia indicada en el
apartado 2.3.1.1, se aislaron explantos uninodales de 1-2 cm de longitud con dos
yemas axilares de plantulas cultivadas previamente in vitro de la variedad Criolla, que
se subcultivaron tanto en medio solidificado con agar, como en sistema de inmersién
temporal (SIT) en biorreactores Plantform. El sustrato utilizado fue el medio G, MS
modificado como ya se ha sefialado, con las mismas dosis de vitaminas, reguladores y
sacarosa indicadas en la tabla 1. Como elicitores se afiadieron por separado MelA y
acido salicilico, en concentracién de 50 uM de cada uno de ellos (11.2 mgl™ y 7 mgl™

respectivamente). En el caso del medio sélido también se usé 7 gL™ de agar. Asimismo,
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en todas las situaciones, el pH se ajustd a 5.7 antes de la esterilizacidén en el autoclave.
Los diferentes medios de cultivo, control sin elicitores, con salicilico y con MelA se
distribuyeron en tubos de ensayo de 150x25 cm (10 ml por tubo) para condiciones
solidas. En el caso de los tratamientos SIT en biorreactores Plantform se usaron 500 ml
de sustrato por biorreactor.

Una vez distribuido el medio de cultivo, los tubos de ensayo se cerraron con
tapones de polipropileno transliucido y los biorreactores con su tapa correspondiente e
inmediatamente se esterilizaron en autoclave durante 20 min (1202C, 1 atm de
presién). Una vez esterilizados los medios, en el caso del medio sdélido se establecio,
siempre en cabina de flujo laminar horizontal, un explanto por tubo de ensayo siendo
el total 48 tubos para el control libre de elicitores y 24 para cada uno de los
tratamientos con MelA vy salicilico. En el caso de los biorreactores Plantform, se usaron
25 explantos por biorreactor y se utilizaron 4 biorreactores por tratamiento, por tanto,
el disefio final fue de 100 explantos para el control sin elicitores, 100 para el caso del
MelA y 100 para acido salicilico. Los cultivos se incubaron en cdmara de crecimiento a
26 + 1 °C, 30 uEms* durante 16 h. de fotoperiodo. En el caso de los biorreactores
Plantform, el intercambio de gases esterilizados mediante filtros se controld segun lo
descrito en el apartado 2.3.1.1 y Figura 9.

La duracion del ensayo fue de 45 dias en todos los casos.

El material vegetal obtenido, tanto en medio sélido como en biorreactor se

conservo a -209C para la posterior determinacion de metabolitos secundarios.

3.3.1.2 Parametros considerados

Para estudiar el efecto de los elicitores en el caso de la plantas
micropropagadas en ambos sistemas de cultivo se cuantificd la supervivencia y, en el
caso de los tubos de ensayo se midid a los 15, 30 y 45 dias de cultivo el tamafio de la
parte aérea en centimetros, el nimero de brotes, ramificaciones y raices por explanto,
la longitud de las raices y el peso fresco de la planta completa. En las plantas cultivadas
en los biorreactores, ante las caracteristicas de este tipo de cultivo, solamente se pudo
medir el peso fresco de 10 de las plantas tomadas al azar a los 45 dias, empleando en

todos los casos una balanza METTLER PJ 400.
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3.3.1.3 Andlisis estadistico

Para la correcta interpretacion de los datos obtenidos se usd el paquete
estadistico informatico IBM SPSS Statistics V.25 con el que se calcularon los
estimadores de centralizacion, dispersion y la comparacion entre medias a través del
calculo ANOVA mediante test de Tuckey. La comparacion entre porcentajes se efectud
usando la prueba z (t de Student) del mismo paquete informatico utilizando la
correccion de Bonferroni. La comparaciéon de medias entre dos distribuciones se llevé a
cabo usando la prueba t de Student del citado paquete informatico utilizando el test

de Levene para comprobar la homogeneidad de las varianzas.

3.3.2. Elicitacién en callos y cultivos celulares
3.3.2.1 Material vegetal y disefio experimental

Basados en los resultados obtenidos en el cultivo de callo ya descrito, se
siguieron subcultivando callos procedentes de los obtenidos anteriormente (apartado
2.4.2.1). Para ello, se tomaron trozos de callo de aproximadamente 1 cm? que
cultivaron en medio MS solidificado con agar (8 gl™) con adicién de 25 gl de sacarosa
y 100 mgl'1 de inositol, 0.5 mgl'1 de BA, 0,5 mgl'1 de 2,4-D, 1 mgl'1 de GA3;y 0.5 gl'1 de
acido ascorbico. El GA3 se adiciond tomando como base los trabajos de Ferreira y
Handro (1987 y 1988) lo que proporciond una mayor friabilidad de los callos
obtenidos.

Se distribuyeron 80 ml de medio de cultivo en frascos de 450 ml y, una vez
cerrados, se llevaron a autoclave para su esterilizacion durante 20 min (1209C, 1 atm
de presidén). Finalizada la esterilizacién se mantuvieron los frascos en cdmara fria hasta
su utilizacidn. En cabina de flujo laminar se sembraron 10 trozos de callo, previamente
cultivados in vitro como se ha indicado, en cada uno de los frascos. Posteriormente se
llevaron los frascos a camara de cultivo en condiciones de oscuridad y a una
temperatura de 24+19C.

Para las suspensiones celulares el medio liquido constd de las sales de MS con

25 gl de sacarosa y 100 mgl™ de inositol mas los reguladores BAy 2,4-D (0.5y 2 mgl™
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respectivamente y con antioxidantes 0.5 gl de acido ascérbico y 0.5 gl* de &cido

citrico. 25 ml de este medio se llevaron a matraces de 250 cc (Figura 19a). después del

proceso de autoclavado descrito. Trozos de los callos friables de 200 gramos

producidos en los ensayos anteriores se llevaron a dichos matraces y cubiertos con un

plastico negro, para procurar la ausencia de luz, donde se cultivaron durante 10 dias en

agitador orbital a 120 rpm en camara de cultivo a 24+1°C.

Figura 19. Matraces para cultivos celulares (a) y células vivas (b)

Para la deteccién de las células vivas se usé la técnica de Robledo-Paz y cols.

(2006) con una solucidn de tincién de 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolio 1% en tampdn

fosfato 50 mM a pH 5.8, segln el siguiente protocolo:

a.

b.

Tomar 500 pl de cultivo y transferirlo a un eppendorf de 1.5 ml.
Centrifugar a 500g durante 2 min.

Retirar sobrenadante y anadir 1 ml de la soluciéon de tincidn descrita
Incubar durante 20 h en oscuridad y bajo agitacién a 25 °C

Observar al microscopio
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3.3.3. Caracterizacion de los metabolitos secundarios obtenidos

3.3.3.1 Material vegetal y disefio experimental

Se usaron las plantas micropropagadas, tanto en medio sélido como en
biorreactor. En el caso del medio sélido para el correspondiente andlisis se tomaron 36
muestras de las plantas desarrolladas en el control y 18 de las crecidas en cada uno de
los elicitores ensayados, en total 72 muestras. Para estudiar los metabolitos obtenidos
en medio liquido en biorreactor se tomaron 3 muestras de cada uno de los 4 frascos
de los tratamientos propuestos, control, acido salicilico y MelA, es decir un total de 12
muestras. Las muestras se congelaron y fueron posteriormente liofilizadas en un
liofilizador de sobremesa VirTis Sentry 2.0 (SP Scientific). En el caso del desarrollo en
biorreactor también se analizaron los medios de cultivo. Para ello, el sustrato de
cultivo de cada uno de los 12 frascos empleados en el ensayo, 4 control, 4 con SAy 4

con MelA fue congelado y liofilizado como se describié anteriormente.

3.3.3.2 Procedimientos analiticos

3.3.3.2.1 Determinacién del indice de fenoles totales
3.3.3.2.1.1 Plantas micropropagadas en medios con elicitores

Se obtuvieron extractos del material vegetal de la variedad Criolla procedente
de la micropropagacion de yemas, tanto en medio sdélido como en biorreactor,
mediante el tratamiento de 50 mg de peso fresco del material vegetal de cada una de
las muestras con 1.5 ml de acetona 80% vy, posteriormente la mezcla se homogeneizd
en mortero. El extracto obtenido se vertid en eppendorf de 1.5 ml que se sometio
inmediatamente a una ultracentrifugacion de 10 minutos a 10000 rpm.
Posteriormente el indice de fenoles totales en el extracto se determind mediante el
método de Folin-Ciocalteu puesto a punto para esta Tesis a partir del propuesto Garcia
Martinez y cols. (2015). Esta determinacidn se basa en la interaccion de los polifenoles
con el reactivo Folin activado con el carbonato de sodio. La reaccién entre el reactivo
Folin y los polifenoles se realiza en medio basico. Como resultado da un rango de

coloracién azul, cuyo maximo de absorcién es a una longitud de onda de 765 nm. La

94



intensidad del color es proporcional a la concentracién de polifenoles. El protocolo

seguido fue:

a.

Tomar 100 ul del sobrenadante y llevar a recipientes de vidrio de 25 cc
con tapon de rosca.

Afadir 2 ml de agua tipo ELIX y 1 ml de reactivo Folin-Ciocalteu.

Agitar vigorosamente en Vortex.

Adicionar 5 ml de de carbonato sédico (Na,COs) al 20%.

Anadir 1.9 ml de agua ELIX hasta alcanzar los 10 ml de volumen final.
Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en cubeta

de cuarzo.

3.3.3.2.1.2 Determinacion en suspensién celular

Tras el cultivo del material vegetal en el medio liquido se determiné el indice de

fenoles totales en el filtrado por la metodologia descrita, aunque modificada segun el

siguiente protocolo:

a.

b.

Afadir 0.375 ml del medio de cultivo a eppendorf de 1.5 ml.

Afadir 37.5 ul de reactivo Folin-Ciocalteu.

Anadir 112.5 pl de carbonato sddico (Na,COs3) al 20%.

Tras homogeneizar en Vortex mantener las muestras en oscuridad
durante una hora.

Transcurrido este tiempo anadir 0.975 ml de agua Milli-Q hasta alcanzar
un volumen final de 1.5 ml.

Centrifugar 7 minutos a 15000 rpm para eliminar la turbidez del medio
por la posible presencia de carbonato calcico, que presumiblemente
aparece al reaccionar el cloruro cdlcico del medio MS con el carbonato
sodico utilizado en la reaccion.

Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm.

Para determinar los valores de absorbancia se efectudé una extrapolacién con

equivalentes de acido gdlico para lo que prepard una recta de calibrado elaborada con
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concentraciones de 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 18, 20 y 22 mgl'1 de acido galico segun la

siguiente tabla 15.

Tabla 15.- Preparacioén de la curva patrén de acido gdlico a partir de una disolucion

concentrada de 100 mgl™.

Reactivos Concentracién (mgl™) de la curva patrén de acido galico
(100 mgl'l)
0|2 |4 |6 |8 (1012|114 |16 | 18| 20| 22
Acido gélico(ml) | 0 |0.2]04|06|08| 1 |1.2|14|16|1.8|20](2.2
Agua (ml) 10198(96|94(92| 9 |88|86(84 82| 8 |7.8

Los liofilizados obtenidos tanto de material micropropagado con de cultivos celulares
se trasladaron a la empresa INNOPLANT S.A. para su deteccién y cuantificacion
siguiendo la metodologia de Sanchez-Rodriguez y cols. (2012). Se tomaron 5 mg de
cada liofilizado que se sometieron a andlisis cromatograficos en una columna Luna
C18 (150 x 1,0 mm, tamafio de particula de 3 um; Phenomenex, Macclesfield, Reino
Unido). La fase mdvil estuvo constituida por dos solventes: agua (acido acético al 1%)
(A) y acetonitrilo (B), partiendo de B al 5% y usando un gradiente para obtener 50% a
los 30 min, 80% a los 37, manteniendo el 80% durante 5 min, y volviendo a las
condiciones iniciales a los 45 min. El caudal fue de 20 pl min~* y el volumen de
inyeccién de 3 pul. Los datos espectrales de todos los picos se acumularon en el rango
de 200 a 400 nm y los cromatogramas se registraron a 320 y 340 nm. Los flavonoides
se cuantificaron como quercetina-3-rutinésido (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.), y los
acidos fendlicos, derivados del acido sinapico y ferulico, como acido sindpico (Sigma).
Los andlisis de HPLC-PAD-MSn/ESI se llevaron a cabo en un equipo Agilent HPLC 1200
series equipado con un detector de matriz de diodos y un detector de masas en serie
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). El HPLC constaba de una bomba binaria
(modelo G1376A), un muestreador automatico (modelo G1377A) refrigerado a 4 °C
(modelo G1330B), un desgasificador (modelo G1379B) y un detector de matriz de
fotodiodos (modelo G1315D). El sistema de HPLC fue controlado por el software
ChemStation (Agilent, v. B.01.03-SR2). El detector de masas era un espectrémetro de
trampa de iones Bruker (modelo HCT Ultra) equipado con una interfaz de ionizacidn
por electropulverizacion y estaba controlado por el software LCMSD (Agilent, v. 6.1).
Las condiciones de ionizacién fueron 300 °Cy 4,0 kV para temperatura capilar y voltaje,

respectivamente. La presién del nebulizador y el caudal de nitrégeno fueron 5,0 psiy 3
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| min-1, respectivamente. La masa de barrido completo cubrié el rango de m/z 100
hasta m/z 1200 y la masa objetivo se ajusté a 350. Se realizaron experimentos de
fragmentacion inducida por colisidon en la trampa de iones usando helio como gas de
colisién, con ciclos de aumento de voltaje de 0,3 hasta 2 V. Los datos de
espectrometria de masas se adquirieron en el modo de ionizacidn negativa.

La identificacidn de los picos se obtuvo analizando los cromatogramas de iones
extraidos de la corriente de iones a valores m/z correspondientes a los iones [M-H]-
de los compuestos individuales investigados, asi como su fragmentacion. La
cuantificacion de los analitos identificados se realizé por deteccion HPLC-PDA
utilizando el método de patrén externo con graficos de calibracion, en funcién de la
concentracion basada en el area del pico, detectada a la longitud de onda
correspondiente a su maxima absorbancia (320 nm para acidos fendlicos y 360 nm

para flavonoides).

3.4. Resultados

3.4.1. Elicitacion en plantas micropropagadas.

3.4.1.1 Supervivencia

En la tabla 16 se indican los porcentajes de supervivencia de los explantos de
Criolla establecidos en medio sélido y SIT (biorreactor Plantform) tratados con los

elicitores ensayados.

Tabla 16. Porcentajes de supervivencia de explantos de la variedad Criolla cultivados
en medio control y con elicitores en sistema sélido y biorreactor (SIT).

Tratamiento control | Acido salicilico MelA
Sistema de cultivo | N % N % N %
Sélido 48 | 100 24 100 20 | 83.3

Biorreactor (SIT) | 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100

En cuanto a supervivencia, es decir explantos que se desarrollaron bien ya sea
formando tallo, raiz o ambos, al final del ensayo se obtuvo un porcentaje de
supervivencia medio de los dos sistemas muy alto, 97.2%. En el caso de los

biorreactores fue del 100% independientemente del tratamiento control o con algunos
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de los elicitores usados. En el caso del cultivo sélido en tubo de ensayo solamente se
perdieron cuatro explantos en el tratamiento con MelJA, lo que representa el 83.3% de

plantas supervivientes sin significacion estadistica respecto al resto.

3.4.1.2 Evolucién de la biometria en plantas micropropagadas en
medio sélido

En la tabla 17 se indica la longitud media del tallo en plantas de Criolla a los 15

dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 17.- Longitud tallo (cm) de plantas de la variedad Criolla a los 15 dias de iniciado
el ensayo con elicitores medio sélido.

Tratamientos N Media (cm) Signif.
control 47 2.3702 B
salicilico 24 2.0583 B

MelA 20 0.8450 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas
(p=<0.05) entre los tratamientos ensayados.

Se observa en la tabla que la longitud del tallo alcanzada por las plantas a los 15
dias de cultivo fue menor (test de Tuckey p<0.05) en las desarrolladas en medio con
MelA, donde no llegaron a 1 cm. Por el contrario, en el control y en el medio con
salicilico las plantas superaron los 2 centimetros de longitud de la parte aérea.

En la tabla 18 se indica el nUmero medio de yemas en plantas de Criolla a los 15

dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 18.- NUmero medio de yemas de plantas de la variedad Criolla a los 15 dias de
iniciado el ensayo con elicitores en medio sdlido.

Tratamientos N Media Signif.
control 47 3.70 C
salicilico 24 3.00 B
MelA 20 2.05 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los tratamientos ensayados.

En la tabla 18 se observa diferencias estadisticamente significativas (test de

Tuckey p<0.05) entre el nUmero medio de yemas de cada tratamiento, destacaron las
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plantas que no estuvieron en presencia de elicitor con 3.7 yemas por planta, seguidas
de las tratadas con salicilico y correspondié el menor nimero de yemas a las tratadas
con MelA con algo mas de 2 yemas por planta.

En la tabla 19 se indica el nimero medio de ramificaciones laterales en plantas

de Criolla a los 15 dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 19.- Nimero medio de ramificaciones laterales de plantas de la variedad Criolla a
los 15 dias de iniciado el ensayo con elicitores en medio sélido.

Tratamientos N Media Signif.
control 47 1.60 B
salicilico 24 1.54 B
MelA 20 1.10 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
los tratamientos ensayados

Al igual que ocurriera en el caso de las yemas indicado en la tabla 19 se observa
un menor numero de ramificaciones (test de Tuckey p<0.05) en las plantas tratadas
con MelA (1.1), mientras no se encuentran diferencias entre el nimero de
ramificaciones en las plantas del control y del tratamiento con salicilico.

Respecto a la emisidn radicular a los 15 de iniciado el ensayo, solamente se han
observado raices en 6 (12.7%) de los explantos cultivados en el control con una media
de 2.5 raices por planta y una longitud media de 0.73 cm.

En la tabla 20 se indica la longitud media del tallo en plantas de Criolla a los 30

dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 20.- Longitud tallo (cm) de plantas de la variedad Criolla a los 30 dias de iniciado
el ensayo con elicitores en medio sélido.

Tratamientos N Media Signif.
control 48 9.63 C
salicilico 24 5.56 B
MelA 20 2.95 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los tratamientos ensayados

Se observa en la tabla 20 que tras 30 dias de cultivo se ampliaron las diferencias

entre las longitudes medias de las plantas en los tres tratamientos ya observadas a los

99



15 dias. Asi, hay diferencias significativas (test de Tuckey p<0.05) en las medias de las
plantas control, 9.63 cm, las de salicilico y las de MelA que no llegaron a los 3 cm de

media.
En la tabla 21 se indica el nimero medio de yemas en plantas de Criolla a los 30

dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 21.- Numero medio de yemas de plantas de la variedad Criolla a los 30 dias de
iniciado el ensayo con elicitores en medio sdlido.

Tratamientos N Media Signif.
control 48 7.56 B
salicilico 24 5.54 A
MelA 20 4.20 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
los tratamientos ensayados

También las plantas desarrolladas en el control presentaron un mayor nimero
medio de yemas (test de Tuckey p<0.05) con 7.56 frente a las de ambos tratamientos

con elicitores.
En la tabla 22 se indica el nUmero medio de ramificaciones laterales en plantas

de Criolla a los 30 dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 22.- NUumero medio de ramificaciones laterales de plantas de la variedad Criolla a
los 30 dias de iniciado el ensayo con elicitores en medio sélido.

Tratamientos N Media Signif.
Control 48 1.73 AB
Salicilico 24 1.88 B

MelA 20 1.40 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre
los tratamientos ensayados
El mayor nimero medio de ramificaciones laterales se correspondid con las
plantas tratadas con salicilico (tabla 22), superior (test de Tuckey p<0.05) al obtenido
con MelA. Las plantas cultivadas en el control presentaron un nimero intermedio.
Solamente se encontraron raices en 9 plantas de los tratamientos control
(19.1%), con una media de 3 raices por planta y una longitud media de raiz de 2.04 cm

y en una de las crecidas en medio con MelA es decir, con un porcentaje de
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enraizamiento y desarrollo bajo, 5%, una media de 1 raiz por planta y longitud de 0.8
cm.
En la tabla 23 se indica la longitud media del tallo en plantas de Criolla al final

del ensayo, 45 dias de cultivo, en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 23.- Longitud tallo (cm) de plantas de la variedad Criolla a los 45 dias de iniciado

el ensayo con elicitores en medio sélido.

Tratamientos N Media Signif.
control 48 12.72 C
salicilico 24 9.01 B

MelA 20 4.93 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los tratamientos ensayados

Al final del ensayo, como se observa en la tabla 23, hay una clara diferencia
(test de Tuckey p<0.05) entre la longitud media alcanzada por las plantas desarrolladas
en cada uno de los tratamientos. El mayor desarrollo de la parte aérea se correspondid
con las plantas cultivadas en ausencia de elicitores, que superaron ampliamente los 12
cm, las crecidas en el medio con acido salicilico alcanzaron los 9 cm, mientras que las

del medio MelA no llegaron a los 5 cm.

En la tabla 24 se indica el nUmero medio de yemas en plantas de Criolla a los 45

dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 24.- NUmero medio de yemas de plantas de la variedad Criolla a los 45 dias de
iniciado el ensayo con elicitores en medio sdlido

Tratamientos N Media Signif.
control 48 11.40 C
salicilico 24 9.21 B

MelA 20 5.20 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
entre los tratamientos ensayados

A los 45 dias desde la siembra las plantas presentaron también diferencias

significativas en cuanto al nimero de yemas entre las medias de los tres tratamientos
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(test de Tuckey p<0.05) manteniéndose la tendencia comentada hasta ahora de clara
superioridad de las plantas control, superior a 11, frente a las tratadas con elicitores

donde el MelJA indujo un menor desarrollo de yemas que el acido salicilico.

En la tabla 25 se indica el nUmero medio de ramificaciones laterales en plantas

de Criolla a los 45 dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.

Tabla 25.- Nimero medio de ramificaciones laterales de plantas de la variedad Criolla a
los 45 dias de iniciado el ensayo con elicitores en medio sélido.

Tratamientos N Media Signif.
control 48 1.90 AB
salicilico 24 2.25 B

MelA 20 1.40 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre

los tratamientos ensayados

Como se observa en la tabla 25 se mantuvo la tendencia en el nimero medio
de ramificaciones laterales ya comentada para los 30 dias de cultivo con un nimero
superior, 2.25, de ramificaciones en las plantas desarrolladas en acido salicilico (test de
Tuckey p<0.05) y 1.4 en las de MelA, permaneciendo intermedio el nimero de
ramificaciones en el control sin elicitores.

Respecto al desarrollo de raices, al final del ensayo el acido salicilico no indujo
raiz en ningun caso, sin embargo el MeJA promovié hasta un 25% de plantas con raiz,
superior, aunque no estadisticamente al cuantificado en las plantas control con un
22.9%. No obstante, tanto el nimero medio de raices por planta como la longitud
media de éstas del control, 4.54 y 3.26 cm fueron superiores (t Student p<0.05) a esos
mismos parametros del MeJA 1.4 y 1.06 respectivamente.

En la tabla 26 se indica el peso fresco medio (gr) de plantas de Criolla a los 45

dias de cultivo en medio control y con los elicitores ensayados.
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Tabla 26.- Peso medio fresco (gr) de plantas de la variedad Criolla a los 45 dias de
iniciado el ensayo con elicitores en medio sdlido

Tratamientos N Media Signif.
control 47 0.63 B
salicilico 23 0.29 A
MelA 17 0.27 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre

los tratamientos ensayados

Los pesos frescos medios de las plantas de los diferentes tratamientos al final
del ensayo (tabla 26) confirman la mayor biomasa de las plantas desarrolladas en el

control (test de Tuckey p<0.05) frente a las crecidas en los medios con elicitores.

3.4.1.3 Evolucién de la biometria en plantas micropropagadas en
biorreactor

La supervivencia de los explantos desarrollados en medio liquido en biorreactor
fue en todos los casos del 100%.

En cuanto al desarrollo radicular, al final del ensayo los porcentajes de
enraizamiento fueron estadisticamente diferentes (t Student, p<0.05) 47.05%, 88.89%
y 17.64% para plantas control, con acido salicilico y MelA respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas entre el nimero de raices en plantas cultivadas
en medio control, 1.75; salicilico, 3.13 y MelJA 1.33. No obstante, la longitud de las
raices de las plantas desarrolladas en medio con salicilico fue superior (test de Tuckey,
p<0.05), 3.63 cm a las medidas en las de MeJA, 0.93 cm, mientras que las desarrolladas
en salicilico mostraron una longitud intermedia 1.60 cm.

Como se ha indicado en el capitulo de material y métodos (3.3.1.2) en el caso
de las plantas tratadas con y sin elicitores en medio liquido se cuantificé el peso fresco

al final del ensayo, 45 dias. Los resultados se indican en la tabla 27.
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Tabla 27.- Peso medio fresco (gr) de plantas de la variedad Criolla a los 45 dias de
iniciado el ensayo con elicitores en biorreactor Plantform.

Tratamientos N Media Signif.
control 12 0.45 B
salicilico 12 0.24 A
MelA 12 0.25 A

Letras diferentes leidas en columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

entre los tratamientos ensayados

Se observa en la tabla 27 que también en los biorreactores se dieron las mismas
tendencias que en el medio sélido respecto al efecto de los elicitores sobre la biomasa
de la planta. Las plantas desarrolladas en medio sin elicitores mostraron un mayor
peso fresco (test de Tuckey p<0.05) que las desarrolladas en medio tanto con acido
salicilico como con MelJA. Cuando se comparan ambos sistemas de cultivo se constata
que las plantas desarrolladas en biorreactor presentaron un peso fresco similar (t
Student, p<0.05) a las de medio sélido tanto en las plantas del medio control (0.445 y
0.63 gramos respectivamente) como en las de acido salicilico (0.24 y 0.29 gramos) y

MelA (0.25 y 0.27 gramos).

3.4.2. Caracterizacion de los metabolitos secundarios obtenidos

3.4.2.1 Plantas micropropagadas

3.4.2.1.1 indice de fenoles totales en plantas

En la tabla 28 se indican los contenidos de fenoles totales en mgg™ de peso
fresco, obtenidos por el método Folin, en las plantas de la variedad Criolla

micropropagadas en medio sdlido con los elicitores acido salicilico y MeJA.
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Tabla 28.- indice de fenoles totales (mgg™ pf) en plantas micropropagadas en medio
sélido con elicitores.

Tratamientos N Media Signif.
control 36 0.109 A
Salicilico 18 0.249 B
MelA 18 0.233 B

Letras mayUsculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos.

Como se puede observar en la tabla 28 los tratamientos con elicitores
multiplicaron por dos el contenido de fenoles (test de Tuckey p<0.05) respecto a las
plantas desarrolladas en medio sin elicitores, sin diferencias estadisticas entre los

contenidos obtenidos con los dos elicitores usados.

En la tabla 29 se indican los contenidos de fenoles totales en mgg'1 de peso
fresco, obtenidos por el método Folin, en las plantas de la variedad Criolla
micropropagadas en medio liquido en biorreactor con los elicitores acido salicilico y

MelA.

Tabla 29.- indice de fenoles totales (mgg'pf) en plantas micropropagadas en medio
liquido (biorreactor) con elicitores.

Tratamientos N Media Signif.
control 12 0.137 B
salicilico 12 0.097 A

MelA 12 0.130 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos.

A diferencia de lo observado en la tabla 28, en esta tabla 29 se comprueba que
en las plantas cultivadas en el medio liquido en biorreactor no existieron diferencias
significativas entre el nivel de fenoles cuantificado en el control y cuando se le adiciond
al medio MelA siendo significativamente menor el contenido encontrado en las
plantas desarrolladas en medio con salicilico (0.097 mgg'pf). Comparando ambas

tablas se observa que el contenido en fenoles fue menor en el cultivo en biorreactor
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(0.121 mg/g pf) que en el medio sdlido (0.197 mg/g pf) (Student t= 2.61, p<0.05). No
obstante, no se encontraron diferencias significativas para ambos tipos de cultivo
cuando se comparan los valores medios de fenoles totales tanto entre los controles
(Student t= 3.73), como entre los tratamientos con MeJA o salicilico Student t= 4.02 y
2.82 respectivamente).

3.4.2.1.2 indice de fenoles totales en medio de cultivo

3.4.2.1.2.1 Biorreactor Plantform

En la tabla 30 se incluyen los contenidos de fenoles totales, obtenidos por el
método Folin, en medio liquido (biorreactor Plantform) con la inclusién de &cido

salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tabla 30.- Fenoles totales (mg de equivalentes acido galico) obtenidos por el método
Folin, en medio liquido (biorreactor) en presencia de acido salicilico y MelA en el
medio de cultivo.

Tratamientos elicitores N Media
Control 12 79.163
salicilico 12 83.806

MelA 12 81.641

Se observa en la tabla 30 un incremento de fenoles totales respecto al control,
aunque sin diferencias estadisticamente significativas, tanto cuando se usa el MelA,

incremento de 1.48 mg, como con el 4cido salicilico, 4.64 mg.

3.4.2.1.2.2. Cultivo de callos y suspensiones celulares

En la tabla 31 se indican los pesos secos (mgml™?) de los filtrados obtenidos de

los diferentes cultivos celulares (Figura 19b) en medio con los elicitores ensayados.
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Tabla 31.- Pesos secos de los filtrados de células desarrolladas en medio control y con
los elicitores MelJA y 4cido salicilico.

Tratamientos N Medias
control 9 2.71
MelA 6 3.39
salicilico 9 2.78

Como se observa en la tabla, aunque hubo una tendencia a aumentar los pesos
frescos de las células cuando se afiadieron al medio elicitores, 2.71 mg/ml para el
control frente a 3.02 de media de ambos elicitores, no existen diferencias estadisticas
entre ambos pardametros (test de Tuckey), como tampoco existen diferencias entre los
pesos secos de las células en cualquiera de los medios utilizados.

En la tabla 32 se incluyen los contenidos de fenoles totales, obtenidos por el
método Folin, en suspensiones celulares con la inclusion de MelA y acido salicilico en
el medio de cultivo.

Tabla 32.- Fenoles totales (mg de equivalentes acido galico) obtenidos por el método
Folin, en suspensiones celulares en presencia de MeJA y acido salicilico en el medio de
cultivo.

Tratamientos elicitores N Medias
Control 6 26.618
salicilico 2 28.390

MelA 3 34.717

Al igual que ocurriera en el caso de los biorreactores, se observa en la tabla 32
un incremento de fenoles totales respecto al control, tanto cuando se usa el MelA,
34.72 mg, como con el acido salicilico, 28.39 mg. Aunque también estos incrementos
no son estadisticamente significativos respecto al control.

Si existen diferencias significativas (t Student, p<0.05) en favor de los valores
medios de fenoles obtenidos en los biorreactores, valor medio de 81.54 mg de

equivalentes acido galico, respecto a los obtenidos en los cultivos celulares, 29.91 mg.
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3.4.2.2 Determinacién y cuantificaciéon de fenoles en biorreactor y

cultivo celular

3.4.2.2.1 Biorreactores Plantform

En la tabla 33 se incluyen los contenidos de fenoles totales, obtenidos por

HPLC, en biorreactores Plantform con la inclusién de los elicitores ensayados.

Tabla 33.- Fenoles totales (mg/100g PF) obtenidos por HPLC en biorreactores en
presencia de acido salicilico y MeJA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Significacidn
Control 29.790 A
Salicilico 60.804 A

MelA 661.236 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4).

Se observa en la tabla 33 que la adicion al medio de cultivo de MeJA aumenta
hasta casi 11 veces (test de Tuckey, p<0.05) la concentracién de fenoles totales
respecto a la inducida por el acido salicilico y mas de 22 veces respecto al medio en
ausencia de elicitores. No se encuentran diferencias significativas entre los fenoles
generados por el acido salicilico y el control.

La separacion y caracterizacién de los fenoles totales cuantificados por HPLC en
el sustrato de los biorreactores indicados en la tabla anterior han dado como resultado
los compuestos fendlicos descritos en las siguientes tablas.

En la tabla 34 se indican los contenidos del acido clorogénico (acido 3-O
cafeoilquinico; 3-CQA), también conocido como &cido neoclorogénico segun la
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Abranké y Clifford, 2017)
(Figura 20) obtenidos en biorreactores Plantform con la inclusién de MelA y acido

salicilico en el medio de cultivo.
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Figura 20 Estructura del dcido clorogénico (3 CQA)

Tabla 34.- Contenido de &acido 3 cafeoilquinico (3-CQA) (mg/100g PF) analizado
mediante HPLC en biorreactores en presencia de acido salicilico y MeJA en el medio de
cultivo.

Tratamientos Medias Signif.
Control 0.217 A
Salicilico 0.220 A
MelA 9.483 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

Como se aprecia en la tabla los contenidos de 3-CQA inducidos por el MelA son
muy superiores, mas de 43 veces, (test de Tuckey, p<0.05) a los obtenidos con salicilico
y en ausencia de elicitores.

Los analisis efectuados indican la presencia de compuestos derivados del acido
clorogénico, aun no identificados cuyos contenidos se muestran en las tablas

siguientes.
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Tabla 35.- Contenidos de los derivados 1 a 6 de acido clorogénico (mg/100g PF)
analizados mediante HPLC en biorreactores en presencia de acido salicilico y MelA en
el medio de cultivo.

Derivados de CQA  Tratamientos Media Signif.

Control 3.023 A

1 Salicilico 7.661 B
MelA 25.864 C

Control 2.901 A

2 Salicilico 4.066 B
MelA 8.6166 C

Control 3.164 A

3 Salicilico 11.975 B
MelA 46.562 C

Control 2.998 A

4 Salicilico 6.894 B
MelA 22.185 C

Control 2.951 A

5 Salicilico 5.444 B
MelA 15.230 C

Control 4.272 A

6 Salicilico 6.075 A
MelA 7.833 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

En la tabla 35 se observa que la liberacién de los derivados 1 a 5 del CQA estd
significativamente incrementada (test de Tuckey, p<0.05) en los medios con elicitores
respecto al control, especialmente en los que contienen MelA que multiplican en mas
de 14 veces sus contendidos frente a los obtenidos sin elicitores en el caso del
derivado 3; en mas de 8 veces en el caso del derivado 1 o en mas de 7 en el 4. Sin
embargo, los contenidos de los derivados 1 a 5 inducidos por el acido salicilico no
superan en ningun caso las 3.7 veces que se observan en el derivado 3. En el caso del
derivado de CQA 6, aunque se mantienen las tendencias ya comentadas, las
diferencias no son estadisticamente significativas como se observa en la tabla 35.

Como consecuencia de la tabla 35 el numero total de derivados del acido
clorogénico también presentan las mismas diferencias significativas en favor de los

inducidos por la presencia de MeJA y dcido salicilico en el medio respecto al control
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(test de Tuckey, p<0.05, tabla 36), aunque la liberacién de compuestos promovida por

el MelA triplica siempre a la promovida por el 4cido salicilico.

Tabla 36.- Contenidos totales de los derivados del acido clorogénico (mg/100g PF)
analizados por HPLC en biorreactores en presencia de acido salicilico y MelA en el
medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 19.315 A
Salicilico 42.301 B

MelA 126.521 C

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

Otros de los compuestos detectados y cuantificados mediante HPLC es el acido
ferdlico (acido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil) propil-2-enoico) (Figura 21), acido
hidroxicinamico abundante en la pared celular de la célula vegetal.

CH
[ *
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Figura 21 Estructura del acido ferulico

En la tabla 37 se indican los contenidos totales de acido ferulico cuantificados
por HPLC en los medios de cultivo de biorreactores Plantform con y sin elicitores tras

45 dias de crecimiento de estevia.

Tabla 37.- Contenidos de acido ferulico (mg/100g PF) analizados por HPLC en
biorreactores en presencia de acido salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 2.989 A
Salicilico 3.146 A
MelA 479.246 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (test de Tuckey,
p<0.05) entre tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).
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Se observa en la tabla un contenido de este acido hasta 160 veces superior (test
de Tuckey, p<0.05), cuando el medio contiene MeJA. En el caso del acido salicilico
también se potencia la sintesis de acido ferulico aunque de forma mucho menos
evidente que en el caso del MelA y, en consecuencia, sin diferencia significativa

respecto al control.

La elicitacién con &cido salicilico y MeJA en medio de cultivo de estevia en
biorreactores produce también naringenina chalcona (2 ', 44 ', 6'-
tetrahidroxichalcona) (Figura 22) con dos hexosas. La naringenina chalcona es

precursora de una amplia variedad de flavonoides. Los contenidos obtenidos se

HO l OH ] OH
=2

OH O
Figura 22 Estructura de la naringenina chalcona

expresan en la tabla 38.

Tabla 38.- Contenidos de naringenina chalcona con dos hexosas (mg/100g PF)
analizados por HPLC en biorreactores en presencia de acido salicilico y MelA en el
medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 2.972 A
Salicilico 6.079 B
MelA 18.275 C

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

Se observa en la tabla 38 una presencia de naringenina chalcona dihexosa
significativamente mayor (test de Tuckey, p<0.05) en los medios con elicitores frente al
medio control. Al igual que ocurriera en anteriores compuestos descritos el MelA
potencia de manera especialmente eficiente la presencia de este compuesto tanto
frente al control (superior a 6 veces), como frente al acido salicilico (superior a 3
veces). También los medios con acido salicilico duplican el contenido de naringenina

chalcona dihexosa frente a los medios sin elicitores.
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Los resultados obtenidos de los andlisis efectuados indican también una
presencia importante de acido p-cumarico (acido (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenoico o
acido 4-hidroxicindmico) que se indica en la tabla 39. El acido p-cumdrico, cuya
estructura se presenta en la figura 23, es el is6mero mas abundante de los tres del

acido cumarico, otro acido hidroxicinamico componente importante de la lignina.

0
X" 0H

HO

Figura 23 Estructura del acido p-cumadrico

Tabla 39.- Contenidos de acido p-cumarico (mg/100g PF) analizados por HPLC en
biorreactores en presencia de acido salicilico y MeJA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 3.027 A
Salicilico 7.740 B
MelA 26.245 C

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

Se observa en la tabla 39 unos contenidos de acido p-cumdrico muy superiores
(test de Tuckey, p<0.05) en medios con los elicitores ensayados frente al control. Los
niveles de este acido obtenidos con MelA superan en 8 veces los obtenidos en medio
sin ningun elicitor y en mas de 3 a los obtenidos con acido salicilico. Asi mismo en los
medios con acido salicilico se detecta el doble de acido p-cumarico producido por las
plantas de estevia respecto al control.

El Kaempferol (3,5,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona)

(Figura 24), es un flavonol aislado de diferentes fuentes vegetales.
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Figura 24 Estructura del Kaempferol

En los diferentes medios de cultivo de estevia analizados se detectan dos
formas de Kaempferol, el Kaempferol rutinésido pentosa (Figura 25) y el Kaempferol 3
rutindsido (Figura 26). Por un lado, se cuantifican cantidades altas del Kaempferol

rutindsido pentosa (Figura 25) como se indica en la tabla 40.

OH

*O—pent :

Figura 25 Estructura del Kaempferol rutinésido pentosa

Tabla 40.- Contenidos de Kaempferol rutindsido pentdsido (mg/100g PF) analizados
por HPLC en biorreactores en presencia de acido salicilico y MelJA en el medio de
cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 1.242 A
Salicilico 1.289 B
MelA 1.470 C

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (test de Tuckey,
p<0.05) entre tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

Se observa en la tabla 40 la accion positiva (test de Tuckey, p<0.05) tanto del
acido salicilico como del MelJA en la sintesis de Kaempferol rutindsido pentdsido

frente a los medios sin elicitores. Esta accidon es mucho mas marcada en el caso del
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MelA con diferencias estadisticas (test de Tuckey, p<0.05) en los niveles de este

flavonol respecto a los inducidos por el acido salicilico y por el control.

La otra forma de Kaempferol detectada es el Kaempferol 3 rutindsido
(Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido) (7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-3-
[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroxi-6-metiloxan-2-ylJoxioxan-2-yl]oxi-3, 5-dihidroxi-2-(4-
hidroxifenil)chromen-4-ona) (Figura 26). Este glucdsido de flavonol de sabor amargo se

encuentra en los rizomas de varios helechos (Baek y cols. 1994).

OH

OH

Figura 26. Estructura del Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido

En la tabla 41 se indican los valores de Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido
detectados en los ensayos de elicitores considerados.

Tabla 41.- Contenidos de Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido (mg/100g PF) analizados por
HPLC en biorreactores en presencia de acido salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 0.0286 B
Salicilico 0.0291 B
MelA 0.0001 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=4 para cada uno de los tratamientos).

En el caso del Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido no se observa, Tabla 41, un efecto

positivo de la presencia de elicitores en el medio de cultivo, incluso la adicion de MelA
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reduce la induccién de este compuesto significativamente (test de Tuckey, p<0.05)
frente a los medios sin elicitores y con acido salicilico que no presentan diferencias

entre si respecto al contenido de este derivado del Kaempferol.

3.4.2.2.2 Cultivos celulares
3.4.2.2.2.1 Un subcultivo
En la tabla 42 se incluyen los contenidos de fenoles totales, obtenidos por

HPLC, en cultivos celulares procedentes de callo con la inclusiéon de los elicitores

ensayados.

Tabla 42.- Fenoles totales (mg/100g PF) obtenidos por HPLC en cultivos celulares
procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 161.769 A
Salicilico 498.840 B

MelA 144311 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MeJA).

Se observa en la tabla 42 que la adicién al medio de cultivo de acido salicilico
triplica (test de Tuckey, p<0.1) la concentraciéon de fenoles totales respecto a las
obtenidas con MelJA y en el control, sin diferencias estadisticas entre los valores
cuantificados en estos dos ultimos tratamientos.

En la tabla 43 se indican los contenidos de acido 3-CQA (mg/100g PF) obtenidos
por HPLC en cultivos celulares de estevia procedentes de callo en presencia de acido

salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tabla 43.- Contenidos de acido 3-CQA (mg/100g PF) analizados mediante HPLC en
cultivos celulares procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelJA en el
medio de cultivo.

Tratamientos Media
Control 0.219
Salicilico 0.236

MelA 0.226
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Como se observa en la tabla 43 la adicién de elicitores al medio no estimula la
sintesis de acido 3 cafeoilquinico en los medios de cultivo de estevia con unos valores
muy similares, alrededor de los 0.23 mg/100g de peso fresco en los tres casos.

En la tabla 44 se indican los valores medios de compuestos derivados de los

acidos clorogénicos en cultivos celulares procedentes de callo.

Tabla 44.- Contenidos de los derivados 1 a 6 de acido clorogénico (mg/100g PF)
analizados mediante HPLC en cultivos celulares procedentes de callo en presencia de
acido salicilico y MeJA en el medio de cultivo.

Derivados de

CQA Tratamientos Media Signif.

Control 21.466 A

1 Salicilico 78.302 B
MelA 23.531 A

Control 8.033 A

2 Salicilico 21.726 B
MelA 7.517 A

Control 42.128 A

3 Salicilico 146.193 B
MelA 38.204 A

Control 20.225 A

4 Salicilico 66.232 B
MelA 18.490 A

Control 13.976 A

5 Salicilico 43.421 B
MelA 12.866 A

Control 8.041 A

6 Salicilico 3.712 A
MelA 3.504 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MelJA).

En la tabla 44 se observa que la presencia de los derivados 1 a 5 del CQA
aumenta significativamente (test de Tuckey, p<0.1) en los medios que contienen acido
salicilico que triplican y en algun caso, como el del derivado 3, casi cuadruplican sus
contenidos frente a los obtenidos en el control o con MelA en el medio de cultivo. En
el caso del derivado 6 de CQA, es la ausencia de elicitores la que incrementa sus

niveles aunque, como se indica en la tabla, las diferencias no son estadisticamente
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significativas. En ningun caso, a excepcion del derivado 1y sin significacion estadistica,
la participacién del MelA supera al control en la induccién de los compuestos
resefiados.

Como consecuencia de la tabla 45 el nimero total de derivados del acido
clorogénico también presentan las mismas diferencias significativas en favor de los
inducidos por la presencia de acido salicilico en el medio respecto al control y al que se

ha afiadido MelJA (test de Tuckey, p<0.1).

Tabla 45.- Contenidos totales de los derivados del acido clorogénico (mg/100g PF)
analizados por HPLC cultivos celulares procedentes de callo en presencia de acido
salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 116.413 A
Salicilico 359.657 B

MelA 102.047 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MelJA).
En la tabla 46 se indican los contenidos de acido ferulico cuantificados por HPLC
en los medios de cultivo de células a partir de callos de estevia cultivados con y sin

elicitores.

Tabla 46.- Contenidos de acido ferulico (mg/100g PF) analizados por HPLC en cultivos
celulares procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelJA en el medio de
cultivo.

Tratamientos Medias
Control 3.077
Salicilico 3.967
MelA 3.481

(N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MelJA).

Como se indica en esta tabla no se observan diferencias estadisticas entre los

contenidos de este acido en funcion de la presencia de elicitores. En el caso del acido
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salicilico también se potencia la sintesis de acido ferulico aunque sin diferencias

significativas respecto al resto de tratamientos.

La presencia de elicitores en medio de cultivo de células de estevia procedentes
de callo produce naringenina chalcona cuyos contenidos medios se expresan en la
tabla 47.

Tabla 47.- Contenidos de naringenina chalcona dihexosa (mg/100g PF) analizados por
HPLC cultivos celulares procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelA en
el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 16.712 A
Salicilico 53.408 B

MelA 15.328 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MelJA).

Se observa en la tabla 47 una presencia de naringenina chalcona dihexosa mas
de tres veces superior (test de Tuckey, p<0.1) en el medio con dacido salicilico, tanto
frente al medio control, como frente al medio con MelA.

Los resultados obtenidos de los analisis efectuados indican también que los
valores medios de acido p-cumarico se triplican (test de Tuckey, p<0.1) en presencia
de acido salicilico en el medio (tabla 48) respecto a los obtenidos en el control y con

MelA.

Tabla 48.- Contenidos de acido p-cumarico (mg/100g PF) analizados por HPLC cultivos
celulares procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelJA en el medio de
cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 23.870 A
Salicilico 79.539 B
MelJA 21.771 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MelA).
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En la tabla 49 se indican los valores medios de Kaempferol rutindsido pentdsido

en cultivos celulares de estevia en los medios y elicitores ensayados.

Tabla 49.- Contenidos de Kaempferol rutindsido pentdsido (mg/100g PF) analizados
por HPLC cultivos celulares procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelJA
en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Significacién
Control 1.447 A
Salicilico 1.992 B
MelA 1.426 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MeJA).

Se observa en la tabla 49 la accidn positiva (test de Tuckey, p<0.1) del acido
salicilico en la sintesis de Kaempferol rutindsido pentdsido frente al resto de
tratamientos.

En la tabla 50 se indican los valores de Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido

detectados en los ensayos de elicitores considerados.

Tabla 50.- Contenidos de Kaempferol 3-O-B-D-rutinésido (mg/100g PF) analizados por
HPLC en cultivos celulares procedentes de callo en presencia de acido salicilico y MelJA
en el medio de cultivo.

Tratamientos Medias
Control 0.0325
Salicilico 0.0404

MelA 0.0310

(N=3, control; N=4, Salicilico y N=5, MelJA)

No se observan diferencias estadisticas entre los contenidos de este glucdsido
de flavonol en funcién de la presencia de elicitores (tabla 50), con unos valores medios

de 0.035 mg/100g de peso fresco.
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3.4.2.2.2.2 Varios subcultivos
En la tabla 51 se incluyen los contenidos de fenoles totales, obtenidos por
HPLC, en cultivos celulares tras sucesivos subcultivos con la inclusion de los elicitores

ensayados.

Tabla 51.- Fenoles totales (mg/100g PF) obtenidos por HPLC en cultivos celulares tras
sucesivos subcultivos en presencia de acido salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 31.235 A
Salicilico 83.919 A
MelA 1209.388 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MeJA).

Se observa en la tabla 51 que la adicién al medio de cultivo de MeJA aumenta
en mas de 14 veces (test de Tuckey, p<0.05) la concentracién de fenoles totales
respecto a la inducida por el acido salicilico y en mds de 38 en relacién al medio en
ausencia de elicitores. No se encuentran diferencias significativas entre los niveles de
fenoles generados por el acido salicilico y el control.

En la tabla 52 se indican los valores de acido 3 cafeoilquinico, 3-CQA, en cultivos

celulares tras varios subcultivos con la inclusion de los elicitores ensayados.

Tabla 52.- Contenido de acido 3 cafeoilquinico (3-CQA) (mg/100g PF) obtenidos por
HPLC en cultivos celulares tras varios subcultivos en presencia de dacido salicilico y
MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Medias Signif.
Control 0.215 A
Salicilico 0.224 A

MelA 11.141 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MelJA).

Como se aprecia en la tabla los contenidos de 3-CQA inducidos por el MelA son
muy superiores, casi 50 veces, (test de Tuckey, p<0.1) a los obtenidos con salicilico y en

ausencia de elicitores.
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En la tabla 53 se indican los valores medios de compuestos derivados de los

acidos clorogénicos en cultivos celulares procedentes de sucesivos subcultivos.

Tabla 53.- Contenidos de los derivados 1 a 5 de acido clorogénico (mg/100g PF)
analizados mediante HPLC en cultivos celulares procedentes de varios subcultivos en
presencia de acido salicilico y MeJA en el medio de cultivo.

Derivados de CQA Tratamientos Media Significacion

Control 39.581 A

1 Salicilico 111.688 A
MelA 1012.716 B

Control 3.140 A

2 Salicilico 4.943 A
MelA 27.469 B

Control 4.940 A

3 Salicilico 18.640 A
MelA 189.836 B

Control 3.784 A

4 Salicilico 9.841 A
MelA 85.527 B

Control 3.454 A

5 Salicilico 7.330 A
MelA 55.769 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MelJA).

En la tabla 53 se observa que la liberacidn de los derivados 1 a 5 del CQA esta
significativamente incrementada (test de Tuckey, p<0.05) en los medios que contienen
MelA que multiplican entre 10, caso del derivado 3, y mas de 5 veces, caso del 2, sus
niveles frente a los obtenidos con acido salicilico. Estos aumentos son bastante
mayores cuando se compara el efecto del MeJA con el control, entre 38, derivado 3, y
cerca de 9 veces, derivado 2. No se encuentran diferencias significativas entre los
valores obtenidos con acido salicilico y sin elicitores como se observa en la tabla 53.

En la tabla 54 se observa que el nimero total de derivados acido clorogénico
también presentan las mismas diferencias significativas, ya descritas para cada

derivado en la tabla 53, en favor de los inducidos por la presencia de MelA, frente a los
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niveles cuantificados con &cido salicilico, mds de 7 veces menores, y en el control
(menores de 23 veces) (test de Tuckey, p<0.05, tabla 54).
Tabla 54.- Contenidos totales de los derivados del acido clorogénico (mg/100g PF)

analizados por HPLC en cultivos celulares procedentes de sucesivos subcultivos en
presencia de acido salicilico y MeJA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 19.275 A
Salicilico 59.229 A

MelA 459.872 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MeJA).

En la tabla 55 se indican los contenidos totales de acido ferulico en cultivos

celulares de estevia procedentes de varios subcultivos con y sin elicitores.

Tabla 55.- Contenidos de acido ferdlico (mg/100g PF) analizados por HPLC en cultivos
celulares procedentes de varios subcultivos en presencia de acido salicilico y MelA en
el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 2.890 A
Salicilico 3.379 A
MelA 564.470 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.1) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MelJA).

Se observa en la tabla 55 un contenido de este acido significativamente mayor,
hasta 195 veces superior, al obtenido en el control y 167 frente a los cuantificados en
el medio con salicilico (test de Tuckey, p<0.1), cuando el medio contiene MelJA.

En la tabla 56 se indican los niveles de naringenina chalcona con dos hexosas
obtenidos en presencia de elicitores en medio de cultivo de células de estevia

procedentes de sucesivos subcultivos.
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Tabla 56.- Contenidos de naringenina chalcona dihexosa (mg/100g PF) analizados por
HPLC cultivos celulares procedentes de varios subcultivos en presencia de acido
salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 3.598 A
Salicilico 8.429 A

MelA 68.798 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.01) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MelJA).

Se observa en la tabla 56 una presencia de naringenina chalcona dihexosa muy
elevada (test de Tuckey, p<0.01) en el medio con MelA, tanto frente al medio control,
superior en 19 veces, como frente al medio con acido salicilico, superior en mds de 8
veces.

En la tabla 57 se observa que los valores medios de acido cumarico son 9 veces
superiores (test de Tuckey, p<0.05) a los obtenidos con acido salicilico en el medio y

mas de 25 veces a los obtenidos en el medio sin elicitores.

Tabla 57.- Contenidos de acido p-cumarico (mg/100g PF) analizados por HPLC cultivos
celulares procedentes de sucesivos subcultivos en presencia de acido salicilico y MelA
en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 3.976 A
Salicilico 11.305 A
MelA 102.885 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MeJA).

En la tabla 58 se indican los valores medios de Kaempferol rutinésido pentésido
en cultivos celulares de estevia obtenidos tras repetidos subcultivos en los medios y

elicitores ensayados.
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Tabla 58.- Contenidos de Kaempferol rutindsido pentdsido (mg/100g PF) analizados
por HPLC cultivos celulares procedentes de varios subcultivos en presencia de acido
salicilico y MelA en el medio de cultivo.

Tratamientos Media Signif.
Control 1.252 A
Salicilico 1.323 A

MelA 2.221 B

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MeJA).

Se observa en la tabla 58 la accidn positiva (test de Tuckey, p<0.05) del MelA,
que duplica los niveles obtenidos con salicilico y sin elicitores en la sintesis de
Kaempferol rutinésido pentdsido.

En la tabla 59 se indican los valores de Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido
detectados en los ensayos de elicitores considerados en medio de cultivo celular tras

los sucesivos subcultivos efectuados.

Tabla 59.- Contenidos de Kaempferol 3-O-B-D-rutinésido (mg/100g PF) analizados por
HPLC en cultivos celulares procedentes de varios subcultivos en presencia de acido
salicilico y MelA.

Tratamientos Media Signif.
Control 0.0291 B
Salicilico 0.0292 B

MelA 0.0012 A

Letras mayusculas leidas en columna indican diferencias significativas (p<0.05) entre
tratamientos (N=3, control; N=3, Salicilico y N=2, MelJA).

A diferencia de los compuestos anteriormente descritos, en este caso los
niveles obtenidos con acido salicilico y sin elicitores de este glucdsido de flavonol son
muy superiores, mas de 24 veces, (test de Tuckey, p<0.05) a los obtenidos con MelA.

Para finalizar en la tabla 60 se comparan los compuestos detectados vy
cuantificados en biorreactores Plantform y los obtenidos en los cultivos celulares,

tanto procedentes de un primer subcultivo de callo como de sucesivos subcultivos.
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Tabla 60.- Comparacion entre los valores medios de fenoles (mg/100gPF) cuantificados
en medio de cultivo celular y medio de cultivo de plantas completas (Plantform) de
estevia.

Compuestos detectados Biorreactores Cultivo
Plantform celular
Fenoles totales 250.61 A 298.32 A
Acido 3 cafeoilquinico 3.13 A 1.32 A
TOTAL DERIV. CQA 62.71 A 172.67 B
DERIV. CQA 1 12.18 A 36.95 B
DERIV. CQA 2 5.20 A 11.39B
DERIV. CQA 3 20.57 A 67.63 B
DERIV. CQA 4 10.69 A 31.50B
DERIV. CQA 5 7.88 A 21.19B
DERIV. CQA 6 6.06 A 3.89A
Acido Ferdlico 161.80 A 59.51 A
Naringenina-Chalcona-Dihexosa 9.11 A 25.70 B
Acido p-Cumarico 12.33 A 37.51B
Kaempferol-Rutindsido-pentdsido 1.33A 1.58B
Kaempferol 3-O-B-D-rutindsido 0.02 A 0.03B

Letras diferentes leidas en fila indican diferencias significativas entre ambos tipos de cultivo.
(t Student, p<0.05). (N=12, Biorreactores Plantform; N=20, Cultivos celulares).

Aunque para el total de los compuestos detectados no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas, todos los derivados de los 4cidos
clorogénicos, excepto el acido 3 cafeoilquinico y el derivado 6, presentan valores
superiores (t Student, p<0.05), en los cultivos celulares respecto a los biorreactores.
También son superiores en los cultivos celulares los niveles de Naringenina Chalcona
dihexosa, acido p-cumarico, Kaempferol-Rutindsido-pentdsido y Kaempferol 3-O-B-D-
rutindsido. Es notable el nivel de acido ferulico, casi tres veces superior, obtenido en
biorreactor en relacién al obtenido en los cultivos celulares ensayados, aunque los test

estadisticos realizados no indican diferencias significativas.

3.5. Discusidn

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican un efecto negativo de los
dos elicitores usados, acido salicilico y metil jasmonato en el crecimiento de las plantas

cultivadas tanto en medio solido como en biorreactores Plantform. Este efecto
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negativo de los elicitores sobre el desarrollo de las plantas era esperable ya que éstas
los producen en condiciones de estrés como se ha indicado repetidamente, lo que
concuerda con Koo y cols. (2020), que afirman que altos niveles de acido salicilico,
superior a 1 mM y dependiendo de la especie, regulan negativamente el desarrollo y
crecimiento de la planta. Metwally y cols. (2003) ya indicaron que concentraciones de
0.5 mM de salicilico redujeron el peso fresco del tallo de cebada en un 22%.
Bagautdinova y cols. (2022) sefialaron que el efecto del 4cido salicilico en el desarrollo
radicular, ha sido ampliamente reportado, demostrando un efecto dependiente de la
concentracién del mismo en la longitud de la radicula/raiz primaria en especies como
pepino y frijol. En el presente trabajo se han encontrado respuestas opuestas al acido
salicilico en la iniciacion y desarrollo del sistema radicular con ausencia de
enraizamiento en los explantos del medio sdlido y un porcentaje cercano al 90% en los
de biorreactores. Estos autores destacaron la influencia tanto del genotipo como de la
dosis y la interaccion del acido salicilico con otras hormonas (ejemplo, auxinas), en la
respuesta de la planta a la exposicién al SA y plantearon que cambios morfolégicos
mediados por SA, como la reducciéon de la formacién de raices laterales, el
enraizamiento adventicio mejorado, la nodulacidn, la lignificacién de la pared celular y
el cierre plasmodésmico van dirigidos a impedir directamente la invasion de patégenos
en la raiz o facilitar el crecimiento de la planta en condiciones adversas. Segun
Pasternak y cols. (2019), a niveles bajos, el SA actia como un regulador del desarrollo
radicular, mientras que a niveles altos, actia como una hormona del estrés. Esta doble
funcién se explica por el hecho de que el shikimato, precursor tanto del IAA como del
SA, puede actuar activando el desarrollo de la planta o el modo de proteccion
indistintamente (Pérez — Llorca y cols. 2019).

Al analizar la adicidon de jasmonatos durante la micropropagacién de plantas
Kaminska (2021) aporté una amplia bibliografia sobre los efectos de estos compuestos
y sus derivados, con funciones tanto promotoras como inhibidoras del desarrollo. Los
resultados aportados en esta tesis indican que el MelA fue el que procurd los efectos
mas negativos en el desarrollo, sobre todo de la parte aérea a partir de explantos de la
variedad de estevia Criolla. Generalmente se presupone que el acido jasmdnico
prioriza la defensa. Lakehal y Bellini (2021) indican que el papel de los jasmonatos

parece ser dependiente de la especie y otros factores como su relacién con los
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reguladores enddgenos y exdgenos, por ejemplo el equilibrio crecimiento-defensa de
jasmonatos y acido giberélico (GA3) debe considerarse durante el andlisis del efecto de
los jasmonatos en la efectividad de la propagacién, asi el crecimiento vegetal inhibido
como resultado del tratamiento con AJ probablemente esté relacionado con la
supresion de la via mediada por GA3; (Hou y cols. 2013; Nguyen y cols. 2019). Otro
factor muy importante a destacar es la concentracion de AJ en el medio. Cho y cols.
(2007) determinaron que el incremento de la dosis de jasmonato inhibié el
crecimiento de plantas de arroz, incluso en presencia de 1 uM de AJ, la elongacion de
la raiz se redujo al doble respecto al control, como también se ha encontrado en este
trabajo. En concentraciones de hasta 0.05 uM el AJ aumentd el peso seco de brotes,
hojas y raices desarrollados a partir de explantos de nudos individuales y el nimero de
hojas de Brassica oleracea cultivadas en medio MS, sin embargo en concentraciones
mas altas (1.25—6. uM) el acido jasmodnico inhibié el crecimiento del explanto (Toro y
cols. 2003). El MelA en concentraciones de 0,1 a 1,0 uM también aumentd el peso
fresco del explanto, pero en concentraciones mas altas disminuyé el nimero de brotes
de tabaco a partir de explantos desarrollados en medio MS suplementado con BA e
IAA (Kaminska, 2021). Los analisis histoldgicos realizados por Biondi y cols, 2001
indicaron que la pérdida de la capacidad de regeneracidon de los explantos de tabaco
en respuesta al tratamiento con MelA se debié a una fuerte hipertrofia de las células y
la desapariciéon de los meristemoides. En Arabidopsis thaliana, el crecimiento foliar
inhibido como resultado del tratamiento con MeJA 50 uM se manifestd en la reduccion
tanto del numero como del tamafio celular (Noir y cols. 2013). Miclea y cols. (2020)
utilizaron JA y SA para elicitar plantas de Lavandula angustifolia Mill cultivadas en
medio MS sodlido y reportaron que la produccion de brotes por explanto fue
relativamente alta cuando se cultivaron en presencia de SA, comparable a la obtenida
con el medio control. Por el contrario, la produccidon de brotes fue significativamente
menor en los medios que contenian AJ, excepto para 0,1 mgl™* de AJ+CA (carbdn
activado). Resultado similar encontramos aqui en las plantas de Criolla cultivadas en
medio sélido, donde el tratamiento con 50 uM de JA produjo significativamente (test
de Tuckey, p<0.05) menos brotes laterales (1.40) que el control (1.90) y el tratamiento

con 50 uM de SA (2.25). Para los autores anteriores las mediciones correspondientes a
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15 mgl'1 SA se ubicaron consistentemente entre las mas pequefas para todos los
pardmetros evaluados.

Ho y cols. (2020) evaluaron el efecto del metil jasmonato sobre la biomasa y la
produccién de metabolitos secundarios en el cultivo de raices adventicias de
Polygonum multiflorum y Echinacea purpurea. El tratamiento con MelA inhibi6 el
crecimiento de raices en ambas plantas medicinales después de 7 dias de tratamiento.
La biomasa, medida en términos de peso seco se redujo un 5.8% en P. multiflorum vy
un 22.97% de E. purpurea. En nuestro caso, el peso fresco disminuyd (test de Tuckey,
p<0.05) en los tratamientos tanto en medio sélido cdmo en biorreactores, asi como el
numero de brotes laterales en el medio sélido elicitado con MelA y SA para la variedad
Criolla. Por el contrario, con la dosis de MelJA aplicada, encontramos emision de raices
en medio sélido en un 25 % de las plantas. Xu y cols. (2020) indicaron que el JAy el
etileno responden en las plantas a cambios ambientales y esto puede transmitirse a la
sefializacion de auxinas, el principal regulador del desarrollo de las raices. Al respecto,
Zhang y cols. (2019) en su estudio del efecto de las heridas en plantas, concluyeron
gue las mismas inducen la produccion de JA en explantos de hojas en Arabidopsis
thaliana y activan la expresion del factor de respuesta al etileno (ERF109), que a su vez
aumenta la expresion de la antranilato sintasa al (ASA1) dentro de las 2 h posteriores
al desprendimiento de la hoja. ASAl induce la biosintesis de auxina y, por tanto,
promueve el enraizamiento de los explantos.

En cuanto a la longitud de los brotes en medios elicitados con MelJA, Rasouli y
cols. (2021), manifestaron que con la adicién de MelA, (300 mgl'l), se obtuvieron
brotes de estevia significativamente mas cortos en comparacién con el control. En
nuestro caso la menor longitud del tallo (test de Tuckey, p<0.05) de plantas de la
variedad Criolla a los 30 dias en medio sélido se encontrd en los medios que contenian
MelA (2.95 cm respecto al control 9.63 cm). A los 45 dias esa tendencia se mantuvo
(test de Tuckey, p<0.05) (4.95 cm las cultivadas en MeJAy 12.72 cm el control).

Bayraktary cols. (2016) reportaron que el MelA afectd negativamente el
crecimiento de los brotes que fueron pequeiios y con hojas necréticas con todas las
concentraciones de MelA estudiadas. Estos autores concluyeron que el efecto

negativo de MelJA en el crecimiento de los brotes podria deberse a las altas
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concentraciones de este elicitor (50—-100 uM) y al prolongado tiempo de exposicién (4
semanas).

Los dos elicitores usados en la presente tesis potencian la liberacion de
distintos compuestos con diferencias claras entre los sistemas de cultivo utilizados y el
elicitor empleado. Kim y cols. (2011) indicaron valores de polifenoles totales en
extractos acuosos de hojas de estevia de 130.67 pg, sin el uso de elicitores mientras
que en el presente estudio se encuentran valores similares (137 pg) a los aportados
por estos autores en las plantas desarrolladas en biorreactores, y algo menores, 109 ug
en el caso de las cultivadas in vitro en medio sélido, pero que aumentaron
significativamente con la adicion de 50 uM de acido salicilico y MeJA en el medio de
cultivo en el caso del medio sélido y disminuyeron en el caso de las plantas crecidas en
biorreactor especialmente en el tratamiento con salicilico.

Centrandonos en la induccién de compuestos de interés farmacoldgico,
objetivo principal de la tesis, Magangana y cols.(2018), utilizando plantulas de estevia
procedentes de la germinacién de semillas cultivadas en medio MS con diferentes
variaciones en los macroelementos encontraron que la produccion de acidos
clorogénicos, como el 4cido cafeoilquinico, esta influenciada por las variaciones de
fosfato en el medio de cultivo. Lu y cols. 2020 senalaron que ya desde el 1834
Robiquet y Bourton encontraron actividad fisioldgica en sustancias acidas obtenidas a
partir de granos de café, sin embargo el término “acido clorogénico” (CGA) se comenzd
a utilizar posteriormente por Payen en 1946. Asi, los CGAs son compuestos fendlicos
producidos por las plantas que se sintetizan a través de la ruta metabdlica del
fenilpropanoide que se activa como parte de los mecanismos de las células vegetales
en defensa del dafo celular provocado en la planta por el estrés del corte (Jacobo-
Velazquez y Cisneros-Zevallos, 2012). Las principales fuentes de estos compuestos son
los granos de café, como se ha citado, pero también patatas, hojas de boniato
berenjena, alcachofas y otros (Nabavi y cols. 2017). También estdn ampliamente
presentes en bebidas preparadas a base de hierbas o frutas (p. ej., manzanas, peras,
bayas) y verduras. Molina y cols. (2017) describieron también la presencia de CGA en
hojas de estevia cultivadas en condiciones de campo. Segun Gil y Wianowska (2017)
los CGAs estan presentes en todas las partes de las plantas (semillas, raices,

tubérculos, hojas y flores). De acuerdo con estos autores, se cree que son los
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constituyentes mdas caracteristicos de las plantas de la familia Asteraceae, como la
equinacea morada (Echinacea purpurea L. Moench), la milenrama (Achillea millefolium
L.), la uia de caballo (Tussilago farfara L.), la manzanilla (Matricaria chamomilla L.). La
composicion cualitativa y cuantitativa de los CGAs es variada y depende también de la
etapa fisioldgica, las condiciones de almacenamiento y el procesamiento de las
plantas.

Los CGAs y sus derivados se absorben y metabolizan por el cuerpo humano,
donde los estudios in vitro y clinicos indican que tiene un impacto positivo contra
enfermedades crénicas degenerativas aportando muchos beneficios para la salud
(actividades antimicrobianas, hipoglucemiante (Ma y cols. 2015; Santana-Galvez y cols.
2019). Es este aspecto cabe destacar la aportacién de Chen y cols. 2022, que
estudiaron por primera vez la actividad antibacteriana de los acidos clorogénicos y su
capacidad para controlar la formacién de biofilm en alimentos contaminados con la
bacteria Yersinia enterocolitica. En cuanto al mecanismo de accién, se demostré que
estos acidos son capaces de destruir la membrana celular y la integridad de la
estructura, aumentar la permeabilidad de la membrana al unirse a Y. enterocolitica,
provocando la fuga de componentes intracelulares y causando la muerte celular de la
bacterias. Estos autores determinaron ademas que los acidos clorogénicos inhibieron
el crecimiento de Y. enterocolitica en la leche, lo que indica su potencial uso en la
conservacién de este alimento basico. También poseen actividad hepatoprotectora,
inmunoprotectora, antiinflamatoria y moduladora de la tensién arterial (Salomone y
cols. 2017; Bao y cols. 2018). También combate la obesidad (Huang y cols. 2014) y el
sindrome metabdlico (Santana-Galvez et al., 2017). Otras investigaciones demostraron
qgue los CGAs son efectivos para reducir el dafio causado por la exposicion a la luz
ultravioleta (Heck y cols. 2003). El estudio del papel de los CGAs en la prevencién de la
toxicidad ambiental causada por la contaminacidn por metales pesados,
especificamente el cadmio (Cd), mostrd clara actividad en la proteccion del sistema
nervioso central (Kasprzak 2002).

Todo ello debido a su alta actividad antioxidante (Perrone y cols. 2008), ya que
estos beneficios para la salud son el resultado de que los acidos clorogénicos donan
atomos de hidrégeno para reducir los radicales libres e inhibir las reacciones de

oxidacion. Después de donar atomos de hidrégeno se oxidan a sus respectivos
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radicales fenoxilo y éstos se estabilizan rdpidamente mediante estabilizacién por
resonancia (Liang y Kitts, 2015).

En la presente tesis se detectan y cuantifican diferentes acidos clorogénicos en
todos los ensayos realizados. En la mayoria de los casos sus niveles son mayores en los
medios obtenidos de cultivos celulares que en los biorreactores. No obstante, la
presencia de MelA potencia la liberacién de acido 3-cafeoilquinico alrededor de 50
veces cuando se utiliza el biorreactor o tras haber realizado varios subcultivos de
células. En el caso del resto de derivados de estos acidos clorogénicos, la accién de
ambos elicitores es mas marcada en el caso de los biorreactores donde su adicion
estimula mucho la liberacién de dichos derivados en el medio de cultivo, siempre con
especial énfasis en la induccién por MelA. Este mismo elicitor repite su accién positiva
en el caso de cultivos celulares obtenidos tras varios subcultivos, donde el efecto del
acido salicilico no mejora sensiblemente los niveles obtenidos en el control. No
obstante, en el caso de cultivos celulares procedentes de un solo subcultivo de callo de
estevia es el acido salicilico el que induce una significativa mayor cantidad de acidos
clorogénicos.

El acido ferdlico se encuentra enlazado covalentemente a polisacaridos
mediante enlaces ésteres en la pared celular incrementando su rigidez y, en
consecuencia, la resistencia a su degradacién por microorganismos. Este acido
hidroxicinamico, debido a sus propiedades antioxidantes, se utiliza como componente
de bloqueadores solares ya que reduce los efectos negativos de la radiacién
ultravioleta (Mori y cols. 2019). El 4cido ferdlico se utiliza en la industria farmacéutica
por sus propiedades antiinflamatorias y en pacientes oncoldgicos como estimulante en
la produccién de anticuerpos (Mercato y cols. 2022). En el presente trabajo no se han
encontrado diferencias significativas entre los contenidos de este acido en cultivos
celulares y biorreactores. Por otro lado, la presencia de MelA en los medios usados en
biorreactores y en los cultivos celulares finales tras varios subcultivos disparan los
contenidos de ferllico, lo que sugiere que ambos sistemas con el medio y
concentracion de MelA utilizados pueden ser de gran utilidad para la produccion
industrial de este compuesto de interés.

La naringenina chalcona se sintetiza en las células vegetales a partir de 4-

cumaroil-CoA y malonil-CoA por la chalcona sintasa (CHS), enzima que controla la
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biosintesis de flavonas. La naringenina chalcona puede ciclar a su vez mediante la
chalcona isomerasa a naringenina que es el precursor comun para la biosintesis de la
mayor parte de los flavonoides (del Rio y cols. 2020), que junto con las flavonas son de
gran interés en medicina como se ha indicado. En el presente estudio la naringenina
chalcona con dos hexosas referenciada como nuevo metabolito por Moco y cols.
(2006) y descrita como flavonoide por Adato y cols. (2009), ambos en tomate, se
obtuvo en mayor cantidad en los cultivos celulares frente a los biorreactores con una
influencia positiva del MeJA en sus mayores niveles tanto en biorreactores como en
cultivos celulares obtenidos tras varios subcultivos, mientras que el acido salicilico
indujo una significativa mayor sintesis de naringenina chalcona dihexosa en el caso de
cultivos celulares a partir de callo.

El acido p-cumarico se encuentra en una amplia variedad de plantas
comestibles como el cacahuete, alubias, tomate, zanahoria, ajo y en el grano de
cebada. Es un constituyente del polen de la miel y también se encuentra en el vino y
en el vinagre.

El 4cido-p-cumarico se sintetiza por dos vias: partir del acido cinamico por la
accién de la enzima dependiente del citocromo P450, acido 4-cindmico hidroxilasa
(CAH) y a partir de L-tirosina por la accién de la tirosina amoniaco liasa (TAL) (del Rio y
cols. 2020). El acido p-cumarico es un precursor importante de varios compuestos
naturales, como los flavonoides y los estilbenos. Es ampliamente utilizado en las
industrias de la biomedicina, la alimentacion, la nutricion y el cuidado de la salud,
debido a que posee actividad antimicrobiana y anticancerigena y tiene muchas
funciones fisioldgicas (Boz, 2015). Al igual que en casos anteriores sus contenidos son
mucho mayores en los medios obtenidos de cultivos celulares que en los de
biorreactores triplicando sus niveles en los primeros respecto a los segundos. Los
valores cuantificados de acido p-cumadrico son significativamente altos en presencia de
los dos elicitores ensayados en biorreactores destacando la accidon del MelJA que
también mejora claramente la produccién de este compuesto en los medios donde se
han cultivado repetidamente células de estevia, donde, por el contrario, el acido
salicilico no mejora la produccidn respecto al control sin elicitores. De nuevo en
medios procedentes de un primer cultivo de células a partir de callo es el acido

salicilico el que aumenta de manera significativa la produccion de p-cumarico.
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El Kaempferol es un flavonol que ha sido aislado de distintas fuentes vegetales
desde el té verde hasta manzanas pasando por avellanas y uvas. Es altamente soluble
en medio acuoso. Se sintetiza a partir de naringenina que proviene de la isomerizacién
de la naringenina chalcona por accion de la enzima chalcona isomerasa.
Posteriormente, la naringenina se hidroxila a flavanona 3-hidroxilasa para dar
dihidrokaempferol. La flavonol sintasa concluye la ruta, deshidrogenando al precursor
con oxigeno molecular El Kaempferol tiene propiedades antidepresivas (Hosseinzadeh
y cols. 2020) y junto a otros dos flavonoides, quercetina y miricetina, reducen el cancer
pancreatico (Nothlings y cols. 2007) poseyendo también un efecto protector frente al
cancer de pulmoén (Sonoki y cols. 2017) y leucemia (Marfe y cols. 2009). En nuestros
medios de cultivo se han cuantificado dos derivados de Kaempferol, el Kaempferol-
rutindsido-pentdsido y el Kaempferol 3-O-B-D-rutindésido. En ambos casos sus
producciones han sido mayores en medio celular que en biorreactores. No obstante,
en el caso del Kaempferol-rutindsido-pentdsido ha sido en los medios obtenidos bajo
cultivo en biorreactor donde la accidon de los dos elicitores ha sido mds patente
superando con ambos la produccién de este compuesto frente a los medios control sin
elicitores, produccién que, a su vez, ha sido significativamente mayor en presencia de
MelA. También este elicitor ha inducido la liberacion de Kaempferol-rutindsido-
pentdsido en mayor concentracién en cultivos celulares tras varios subcultivos de
células de estevia. Por el contrario, como ocurriera para la mayoria de los compuestos
descritos anteriormente, ha sido el cultivo celular a partir de un primer subcultivo de
callo adicionado con acido salicilico el que ha producido mayor cantidad de
Kaempferol-rutindsido-pentdsido. Sin embargo, en este ultimo sistema de cultivo el
acido salicilico no ha procurado una mayor produccién de Kaempferol 3-O-B-D-
rutindsido siendo los niveles mucho menores que los encontrados para el otro tipo de
Kaempferol, y sin diferencias entre los tres tratamientos ensayados. Por otro lado, la
produccién de esta ultima forma de Kaempferol, tanto en los medios obtenidos en
biorreactores como en los obtenidos tras repetidos cultivos celulares, no se ha
mejorado con la inclusién de elicitores en el medio de cultivo perjudicando incluso su
sintesis la presencia de MelA.

En resumen los tres sistemas de cultivo ensayados con mismos tipos y

concentracion de elicitores han producido una amplia gama de compuestos a partir de
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distinto material vegetal de estevia con marcado interés farmacoldgico. Aunque se
pueden destacar ciertas particularidades como, en general, la mejor respuesta al MelA
en biorreactores y en el caso de cultivos celulares obtenidos tras varios subcultivos,
permitiendo en el caso de los biorreactores Plantform una mejor discriminacion entre
los dos elicitores y el control. Por el contrario, se ha inducido una mayor liberacién de
estos compuestos por el acido salicilico en el caso de un solo subcultivo lo que sugiere
gue una mayor exposicidon a la presencia de ambos elicitores favorece la accién del
MelA sobre el acido salicilico que ofreceria una mejor respuesta en una primera fase
de la elicitacién. Por todo ello, el empleo de cualquiera de los sistemas de cultivo
puede ser de aplicacion industrial en funcién de las posibilidades de la planta de
produccién para la obtencidon de estos metabolitos secundarios de interés en la

industria farmacéutica.
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4. Capitulo 4. Discusion general

La presente tesis tiene como objetivo principal la obtencién y caracterizacién
de metabolitos secundarios con posible aplicacion en farmacologia y, por tanto
distintos a los ya conocidos y explotados edulcorantes bajos en calorias por la que es
conocida esta especie. En consecuencia, su desarrollo gira en torno a dos objetivos
derivados del principal: la optimizacion del material vegetal de partida para
implementar sistemas de produccién a gran escala de dichos metabolitos de interés y
en segundo lugar la adicidn de elicitores al cultivo con objeto de estimular la obtencién
dirigida de los compuestos citados. En relacion con el primer objetivo, segin se ha
comentado, las plantulas de Criolla se demuestran como las mds eficientes para casi
todas las variables biométricas en comparaciéon con las de Morita Ill, lo que ha
motivado la seleccidn del material vegetal de esta variedad para acometer el resto de
ensayos de la presente Tesis, encontrandose los valores mas altos generalmente
cuando el cultivo ha sido en medio sélido y con sustrato MS, aunque sin diferencia
respecto al medio G en la produccién de biomasa, por lo que ambos medios se han
usado en ensayos ulteriores en este trabajo. No obstante, el cultivo en biorreactor
Plantform ha permitido un desarrollo adecuado de los explantos de ambas variedades.
Los resultados obtenidos demuestran la mejor eficiencia de la micropropagacion de
estevia con el uso de sustratos y sistemas de cultivo alternativos manteniendo la
calidad de las plantas obtenidas que se completa con un estudio del estado nutricional
de las mismas, curiosamente inexistente hasta ahora en la literatura esta especie,
hecho atribuible a la focalizacién casi exclusiva hacia la obtencién de edulcorantes del
gue ha sido objeto la estevia. En consecuencia, se considera que los niveles de
nutrientes aportados y discutidos aqui deben ser una referencia para futuras
investigaciones sobre los valores nutricionales de la estevia micropropagada a partir de
yemas. Esta nueva informacién sobre los macro y micronutrientes de las plantas de
estevia cultivadas en medio controlado permite constatar una correlacidon directa

entre los nutrientes de los medios de cultivo y su contenido en hoja y poner de
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manifiesto, entre otras conclusiones, la ausencia de correlaciones entre los pigmentos
fotosintéticos y las concentraciones de iones magnesio en el medio o en el contenido
foliar de este macroelemento a diferencia de lo indicado por Sardoei y cols. (2014),
probablemente debido a limitada capacidad fotosintética que tienen las plantas
cultivadas in vitro a causa de la presencia de hidratos de carbono al medio, producto
final de la fotosintesis.

Respecto al cultivo de callo, como material de partida para alcanzar los cultivos
celulares y obtener metabolitos secundarios, con las condiciones ensayadas en el
presente trabajo se han obtenido porcentajes de formaciéon de callo cercanos al 100%
ya sea en luz o en oscuridad, aunque se ha elegido la oscuridad al obtenerse mayor
peso fresco de callo, mas friable y con una coloracién blanco amarillenta que
demuestran su alta calidad, todo ello obtenido adicionando ANA y kinetina al medio de
cultivo, éste ultimo regulador a dosis elevadas.

Una vez optimizada la obtencién del material vegetal de partida, como segundo
objetivo, se ha propuesto la introduccién en el sistema de cultivo de los elicitores acido
salicilico y MeJA considerados los mas adecuados de acuerdo con la bibliografia
existente. La presencia de estos elicitores, a pesar de haber mermado el desarrollo de
la planta cuando se ha usado ésta como material de partida, ha potenciado, en la
mayoria de los casos multiplicada por varias decenas de veces respecto al control sin
elicitores, la liberacién al medio de una amplia gama de metabolitos secundarios,
fundamentalmente por la activacién de las rutas de los acidos cindmicos y de los
flavonoides. Se han obtenido acidos clorogénicos, caso del acido 3 cafeoilquinico, y
precursores de flavonoles o incluso estos mismos flavonoles o flavonoides, todos con
marcadas propiedades beneficiosas para la salud ya sean antimicrobianas, acidos 3
cafeoilquinico o p-cumarico; potenciadoras del sistema inmunoldgico, como los
derivados de los dacidos clorogénicos o acido ferulico; antidepresivas, Kaempferol;
contra enfermedades derivadas de disfunciones de pancreas e higado, &acido 3
cafeoilquinico o en todos los casos con alta efectividad contra una amplia gama de

canceres.
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5. Capitulo 5. Conclusiones

1.- La mejor combinacién para una adecuada micropropagacién a partir de yemas de
las variedades de estevia Criolla y Morita lll es Criolla utilizando medio de cultivo de

Murashige Skoog sélido.

2.- El biorreactor fomenta un buen desarrollo de explantos de Criolla y Morita lll, pero
es necesario considerar el medio de cultivo, asi los explantos de Criolla deben ser
micropropagados en Murashige Skoog y Morita Ill en ese mismo medio con reduccién

en los compuestos nitrogenados.

3.- La eficiencia de la micropropagacién convencional de estevia es mejorable
mediante el uso de los sustratos y sistemas de cultivo alternativos aqui empleados sin
ninglin efecto negativo para el estado fisiolégico y nutricional de las pldntulas,

extensible para las dos variedades probadas, aunque con diferencias entre ellas.

4.- Se obtiene una nueva e interesante informacidn sobre la composicidon foliar de

macro y micronutrientes de las plantulas obtenidas.

5.- Tras 40 dias de cultivo en las condiciones ensayadas se obtienen porcentajes de
formacién de callo cercanos al 100% independientemente de las condiciones de luz y
oscuridad, siendo los callos mas friables y de mayor peso los obtenidos en presencia de

acido naftalen acético y con 2 mgl™ de Kinetina en oscuridad.
6.- Los dos sistemas de cultivo usados para plantas micropropagadas, callos y células
con adicién de 50 uM tanto de acido salicilico como de metil jasmonato, producen una

amplia gama de metabolitos secundarios con demostrado interés en farmacologia.

7.- En biorreactores Plantform el metil jasmonato a la concentracidon citada

incrementa, respecto a la ausencia de elicitores, en 22 veces la liberacién de fenoles
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totales, en 50 el acido 3-cafeoilquinico, en 6 los derivados de acidos clorogénicos y la

naringenina chalcona y en 8 el acido p-cumarico.

8.- En el caso de cultivos celulares obtenidos tras sucesivos subcultivos esa
concentracion de metil jasmonato acrecienta en mds de 195 veces la concentracion de
acido ferulico, en 39 la de fenoles totales, en 24 la de los derivados de los acidos
clorogénicos, en mads de 25 la de acido p-cumadrico y Kaempferol rutindsido pentosa y

en 19 la de naringenina chalcona.

9.- Por el contrario, se induce una mayor liberacidon de estos compuestos, aunque en
menos cantidad, por el acido salicilico en el caso de cultivos celulares tras un primer
subcultivo, sugiriendo que una mayor exposicién a ambos elicitores favorece la accién
del metil jasmonato, mientras que el acido salicilico ofrece una mejor respuesta en

fases muy tempranas de la elicitacién.

10.- En consecuencia, cualquiera de los sistemas de cultivo empleados, incluidos los
biorreactores, puede ser de aplicacién industrial en funcidn de las posibilidades de la
planta de produccién para la obtencion a gran escala de estos metabolitos secundarios

de interés en la industria farmacéutica.
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Conclusions

1.- The best combination for suitable micropropagation from buds of the Criolla and

Morita Il stevia varieties is Criolla using solid Murashige Skoog culture medium.

2.- The bioreactor supports a good explant development of Criolla and Morita I, but
the culture medium is significantly linked to the variety. Thus the explants of Criolla
must be micropropagated in Murashige Skoog while Morita lll requires the same

medium with reduction in nitrogenous compounds.

3.- The efficiency of conventional stevia micropropagation can be improved through
the use of alternative substrates and culture systems used here without any negative
effect on the physiological and nutritional status of the plantlets. This applies, for the

two varieties tested, despite the recorded differences between them.

4.- New and interesting information is attained on the foliar composition of macro and

micronutrients of the obtained plantlets.

5.- After 40 days of culture under the conditions tested, percentages of callus
formation close to 100% are obtained regardless of light and dark conditions, being
more friable and heavier calli those obtained in the presence of naphthalene acetic

acid and with 2 mgl'1 of Kinetin in the dark.

6.- The two culture systems used for micropropagated plants, calli and cells with the
addition of 50 uM of both salicylic acid and methyl jasmonate, produce a wide range of

secondary metabolites with proven interest in pharmacology.

7.- In Plantform bioreactors, methyl jasmonate at the aforementioned concentration
increases, with respect to the absence of elicitors, the release of total phenols by 22
fold, 3-caffeoylquinic acid by 50, derivatives of chlorogenic acids and naringenin

chalcone by 6 and p-coumaric acid by 8.
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8.- In the case of cell cultures obtained after successive subcultures, this concentration
of methyl jasmonate increases the concentration of ferulic acid by more than 195
times, total phenols by 39 fold, the derivatives of chlorogenic acids by more than 24,
25 fold for p-coumaric acid and Kaempferol rutinoside pentose and 19 of naringenin

chalcone.

9.- On the contrary, a greater release of these compounds is induced, although in less
quantity, by salicylic acid in the case of cell cultures after a first subculture, suggesting
that greater exposure to both elicitors favors the action of methyl jasmonate, while

salicylic acid offers a better response in very early phases of elicitation.

10.- Consequently, any of the culture systems used, including bioreactors, can be of
industrial application depending on the possibilities of the production facility for
obtaining on a large scale, these secondary metabolites of interest in the

pharmaceutical industry.
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