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ABSTRACT

Sevia rebaudiana is an herbaceous plant that produces steviol glycosides (SG), mainly
stevioside and rebaudioside A, as secondary metabolites. These metabolites have become
attractive due to their attributed sweetening and medicinal properties. A strategy to increase
the secondary metabolites production in vitro culture is the use of dlicitors. Elicitors may be
classified as biotic, or abiotic. In this paper was evaluated three concentrations of methyl
jasmonate (25, 50 and 100 uM), and two exposure times (1 and 5 days) on SG production
and growth of micropropagated Stevia rebaudiana seedlings. Elicitor exposure during 1
day, increased SG production by 1.72-, 1.85- and 1.51-fold respectively, relative to
untreated seedlings (11.98 mg / g,), while the fifth day exposure increased 2.17-fold SG
production with 25 uM as compared to (11.40 mg/ g). Physical damage was more visible at
50 and 100 uM of Mela, at the two exposure times evaluated respect to seedlings without
elicitation.
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RESUMEN

Sevia rebaudiana es una planta herbacea que produce glucésidos de esteviol (GE),
principamente esteviosido y rebaudiosido A, como metabolitos secundarios. Estos
metabolitos han tomado un gran auge por las propiedades edulcorantes y medicinales que
se le atribuyen. Una estrategia para incrementar la produccion de metabolitos secundarios
en cultivos in vitro es € uso de €licitores, estos pueden ser de dos tipos. bidticos o
abidticos. En este trabgj 0 se evaluaron tres concentraciones de metil jasmonato 25, 50 y 100
UM, en dos tiempos de exposicion (1 y 5 dias), sobre la produccién de GE y € crecimiento
de plantulas micropropagadas de Stevia rebaudiana. Al primer dia de exposicion a elicitor,



todas las concentraciones utilizadas incrementaron la produccion GE (1.72, 1.85 y 1.51
veces) con respecto a control 11.98 mg/g, mientras que a quinto dia solo se observo €
incremento a una concentracion de 25 pM (2.17 veces) con respecto al control (11.40
mg/g). A concentraciones de 50 y 100 uM de MeJa el dafio fisico fue mas notable en los
dos tiempos de exposicion, adiferencia de 25 uM donde se observé € menor dafio fisico a
tgjido de las plantulas de Sevia rebaudiana comparadas con las pléntulas sin elicitar.
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1. INTRODUCCION

Stevia rebaudiana o comunmente conocida como hojamiel es una planta herbacea perenne
perteneciente a la familia de las Asteraceas, ha sido utilizada por los indigenas Guaranies
del sur de Brasil y Paraguay como planta medicina y endulzante. Las hojas acumulan hasta
un 20% de glucdsidos de esteviol (GE) en base a su peso seco, principalmente esteviosido
(Est) y rebaudiosido A (Reb A), y en menor concentracion esteviolbiosido, rebaudiosido B,
C, D, Fy dulcosido A (Ceuens y Geuns, 2013). Los GE son responsables de un sabor hasta
300 veces més dulce que la sacarosa (Geuns, 2003), ademés son capaces de reducir los
niveles de glucosa en sangre (Shivanna et al, 2013). Por otra parte el esteviol y sus
derivados poseen capacidad citotoxica contra leucemia (linea celular HL60), cancer de
pulmon (A549), estdbmago (AZ521) y mama en dos lineas celulares (SK-BR-3 y MCF-7)
(Ukiyaet al., 2013; Paul et al., 2012).

La elicitacion es una técnica utilizada para inducir la expresion de genes asociados con
enzimas responsables de la biosintesis de metabolitos secundarios (MetS) de interés
comercial o, para inducir resistencia en las plantas contra €l ataque de patdgenos y
condiciones ambientales (Davis y Verpoorte, 2005; Namdeo, 2007; Baldi et al., 2007). La
aplicacion exégena de jasmonatos (Mela y acido jasmoénico) han demostrado la capacidad
de estimular la biosintesis de compuestos derivados del metabolismo secundario
(alcaloides, terpenoides, fenoles, fitoalexinas, cumarinas y taxanos) en muchas especies de
plantas. Ademéas, dichas moléculas, estan implicadas en la regulacion celular de procesos
de desarrollo como la germinacién de semillas, € crecimiento de raices, fertilidad,
maduracion de frutos y la senescencia (Wasternack y Partthier, 1997). Estas moléculas han
sido ampliamente utilizadas como €licitores por su eficacia activando las rutas del
metabolismo secundario (Van der Fits y Memelink, 2000). Algunos estudios relacionados
con € efecto de MeJa en el metabolismo secundario se encuentran: la adicién de 20 uM de
MeJa aumento la produccién de diterpenos en brotes de Salvia officinalis L. (Grzegorkczyk
y Wisokinska, 2009); en brotes jovenes de abeto rojo, la adicién de 1x10°, 1x10*y 1x10°
UM de MeJaincremento la acumulacion de diterpenos (Martin et al., 2002); de igual forma,
en células de Ocinum santum expuestas a 25 y 50 uM de MelJa se observé aumento en la
produccion de terpenos (Mathew y Sankar, 2014). El objetivo de este trabgjo fue estudiar
el efecto de la adicion de MeJa sobre la produccién de GE en pléntulas micropropagadas de
Sevia rebaudiana.
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2. MATERIALESY METODOS

2.1 Establecimiento del cultivo

El cultivo de plantulas de Stevia rebaudiana se establecio en el Laboratorio de Cultivo de
Céulas Vegetales del Area de Biotecnologia de la Universidad del Papal oapan, Tuxtepec
Oaxaca. Las plantulas se mantuvieron en medios M S suplementado con 2% p/v de sacarosa
y 0.5mg/L de &cido indolbutirico, utilizando un fotoperiodo de 16-8 h a 25 + 2°C.

2.2 Tratamiento de elicitacion
2.2.1 Preparacion de Mela

El MeJa (Sigma Aldrich) fue disuelto en etanol y esterilizado con microfiltros de nylon de
0.45 pum previo a su Uso.

2.2.2 Condicionesde dicitacion

La €licitacion se rediz6 a los 45 dias después del enraizamiento de las plantulas
micropropagadas de Sevia rebaudiana. El disefio experimental establecido fue un factorial
general con 2 factores. la concentracion de MeJa (4 niveles, 0, 25, 50y 100 uM) v €
tiempo de exposicion (dos niveles, 1y 5 d). El experimento se realizé por triplicado.

2.3 Extraccién y cuantificacién de GE

Las plantulas de Sevia rebaudiana (hoja y tallo) se secaron en una estufa a 70°C,
posteriormente se realizd una extraccion hidroalcohdlica a 80% Etanol (v/v). Durante la
extraccion se conservo una proporcion de 10% (p/v) biomasal/solvente (Bondarev, 2001). El
extracto obtenido se centrifugd a 10 000 rpm por 5min y se concentré en una estufaa 70°C.
La muestra se resuspendio en acetonitrilo:agua (70:30) previo a cuantificarse por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (Perkin Elmer), utilizando una columna C-18
fase reversa (Dey et al, 2013). La identificacion de GE se efectué comparando el espectro
de absorcion UV y tiempo de retencion con los estandares de Reb A (1432-Sigma Aldrich)
y Est (S3572-Sigma Aldrich). La concentracion de GE se calcularon en base a la curva de
calibracion de los estdndares mencionados previamente.

3. RESULTADOS

La adicién de 25, 50 y 100 uM de MeJa a primer dia de exposicion incremento la
produccién de GE en 1.72, 1.85 y 1.51 veces respectivamente, comparadas con €l control
11.98 mg/g (Fig. 1a). Se observdé que a quinto dia de exposicion del dicitor, la
concentracion de 25uM incrementd 2.17 veces la produccién de GE, con respecto al control
11.40 mg/g; mientras que la adicion de 50 y 100 uM de MeJa no tuvo efecto en la
produccion de estos compuestos (Fig. 1a). Las plantas elicitadas no presentaron diferencia
significativa en la biomasa (Fig. 1b). Al primer dia de dicitacion con Mela las plantulas
expuestas a las tres concentraciones no presentaron dafios fisicos visibles (Fig. 2b, cy d),
mientras que a quinto dia de exposicion, se observé que con 25 M de Mela se presento €l
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menor dafio fisico (Fig. 2e) a diferencia de 50 y 100 uM de MeJa (Fig. 2f y g), que
presentaron dafio fisico.
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Fig. 1. Efecto de la adicion de 25, 50 y 100 uM de MeJa. @) Produccién de GE y b) Cr
ecimiento (produccion de biomasa).

Fig. 2. Respuesta fisiol6gica de plantul as elicitadas de Stevia rebaudiana. Primer dia: a)
control, b) 25 pM, ¢)50 uM y d) 100 pM. Quinto dia: €) control, f) 25 uM, g)50 UM y h)
100 uM.

4. DISCUSIONES

En diferentes estudios se ha evaluado a MelJa como un €licitor para incrementar la
biosintesis de metabolitos secundarios en plantas (Zhao et al., 2005). Kumar et al., en 2012,
evaluaron la concentracién de 100uM de MelJa a un tiempo de exposicion de 2, 4, 6 h en
hojas del meristemo apical de plantas de Sevia rebaudiana con 6 meses de edad. Ellos
observaron que la adicion de MeJa disminuy6 la expresion de los 15 genes relacionados
con la biosintesis de GE, concluyendo que por tanto no incrementaria la produccion de GE.
Mientras que Grzegorkczyk y Wisokinska (2009), evaluaron tres concentraciones de MelJa
(20, 50 y 100 pM) y 4 tiempos de exposicion (1, 3, 5y 7 dias) en brotes de Salvia
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officinalis L de 14 dias de edad, obtuvieron la maxima produccion de diterpenos (carnosol y
acido carndsico) alos tres dias de exposicion a 20 uM de MeJa. Por otro lado Kang et al.,
(2004) obtuvieron resultados similares en cultivos de raices de Scolapia perviflora de dos
semanas, donde observaron la méaxima produccion de escopolamina con 1000 uM de MelJa
alas 12 horas de exposicién, mientras que 100 y 1000 uM incrementaron la produccion de
hiosciamina después de 24 horas de exposicion a elicitor. Sin embargo, la viabilidad del
cultivo depende de la concentracion y e tiempo de exposicion del dlicitor, la adicion de
1000 y 2000 uM de MeJa inhibio € crecimiento de raices de Scolapia perviflora (Kang et
al., 2004), y en brotes de Salvia perviflora la adicion de 50 y 100 uM después de 5 dias de
exposicion disminuyd significativamente la produccion de diterpenos. En este trabagjo, se
evaluaron 3 concentraciones de MeJa (25, 50 y 100 uM), todas las concentraciones
incrementaron €l contenido total de GE en e primer dia de estrés, sin embargo 25 uM
mantuvo dicho efecto a quinto dia de estrés (Fig. 1a). Se puede concluir que la meor
concentracion para incrementar la produccion de GE en plantulas micropropagas de S
rebaudiana es 25 pM, debido a que ademas de incrementar la produccion de GE, se
observo gue a esta concentracion se presenta el menor dafio fisico alas plantulas.
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