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RESUMEN

Cifuentes, E. 2003-01-28. Enraizamiento in vitro y aclimatacion de Stevia rebaudiana B.
Proyecto Especia del Programa de Ingeniero Agrénomo, Zamorano, Honduras. 48 p.

La Sevia rebaudiana es originaria del noroccidente del Paraguay, es apreciada por €

poder edulcorante de sus hojas que es 300 veces mayor que €l de la sacarosa. No ha sido
posible conseguir una plantacién vigorosa y uniforme debido a la pequefiez de su semilla,
la ata mortaidad de las plantulas en la germinacién y la limitada capacidad de
sobrevivencia en ambientes anegados. Estas desventajas pueden ser contrarestadas con la
propagacion in vitro como alternativa de produccion. El objetivo fue establecer un
protocolo para la etapa de enraizamiento in vitro y la aclimatacion de vitroplantas del

cultivo. En la etapa de enraizamiento in vitro se evalud € tipo de auxina (ANA, AIA y

AIB) y € nivel de auxina (0.0, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg/L). El mayor nimero y calidad de
raices se obtuvo con 0.5 mg/L de ANA alos 15 dias después de su induccién. En |la etapa
de aclimatacion se evaluaron en el primer experimento seis substratos; a) 100% Promix®,
b) 75% Promix® 25% arena, ¢) 50% Promix® 50% arena, d) 25% Promix® 75% arena, €)
bocashi+suelotarena (1:2:1) y f) compost+arenat+suelo (1:1:1) en tres sistemas de manejo
de humedad (cdmaras plasticas, nebulizado y microtineles) y dos tipos de contenedores
(bolsas plésticas y bandgjas multiceldas). En e segundo experimento se evaluaron los
mismos seis substratos bajo un sistema de microinvernadero. Los mejores promedios de
alturas y nimero de plantas aclimatadas se obtuvo usando microtineles en bolsas plésticas
parael primer experimento y utilizando un substrato de 50% Promix y 50% Arena para €l

segundo. Es recomendable analizar los costos de produccion clona de Stevia 'y ampliar
evaluaciones con otras auxinas para la etapa de enraizamiento y otro tipo de substratos
parala etapa de aclimatacion.

Palabras claves. Aclimatacion, cultivo de tgidos, edulcorante natural, enraizamiento,
mi cropropagaci on.

Dr. Abelino Pitty
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1.INTRODUCCION

El Kaahe e, Sevia rebaudiana (Bertoni) es una especie nativa de la zona nororiental del
Paraguay, que ha sido usada desde época inmemorial como edulcorante por los nativos de
la region. La tecnologia relacionada con € cultivo ha evolucionado notablemente desde
su descubrimiento, identificacion taxondmicay los trabgjos realizados por € Agrénomo
Juan Aranda y su esposa Vera Bertoni (Ministerio de Agricultura'y Ganaderia, Paraguay,
1994).

El preciado valor de la Stevia se debe a poder edul corante de sus hojas, que es 300 veces
mayor que € de la sacarosa. Su compuesto principal denominado “stevidsido” es usado
como sustituto del azlicar para la elaboracion de dietas nutricionales y preparaciones
farmacéuticas sin incurrir en desordenes metabdlicos (Lyakhovkin et al., 1993).

El establecimiento de una plantacion vigorosa 'y uniforme, esencia para la extraccion del
edulcorante, no ha sido posible por medio de la reproduccién sexua de plantas debido a
la pequefiez de la semilla, la alta mortalidad de las plantulas en la germinacion (Carneiro
et al, 1997) y alalimitada capacidad de sobrevivencia en ambientes de extrema humedad
(Lyakhovkin et al., 1993).

Por tratarse de una planta de polinizacion cruzada (alégama), las plantaciones naturales
presentan una ata variabilidad fenotipica (apariencia) y genotipica. Un alto rendimiento
del edulcorante solo es posible si existe abundante material vegetal con alto porcentaje de
edul corante inherente en cada planta, por o que dicha variabilidad afecta la cantidad de

stevidsido a extraerse.

Esta alta variabilidad se reduce mediante técnicas aternativas de reproduccion vegetativa
como la propagacion in vitro, seleccionando y multiplicando plantas morfol 6gicamente
idéneas y con niveles elevados de substancias edul corantes que garanticen la rentabilidad
del cultivo (Ministerio de Agriculturay Ganaderia, Paraguay, 1994).

Actuamente en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de Zamorano se ha desarrollado ya
un protocolo de reproduccion in vitro de Stevia que incluye las etapas de establecimiento,
siembra e incubacién in vitro hasta la etapa de multiplicacion, en la cua se han obtenido
tasas de multiplicacion de 4 en e primer subcultivo y de 6 a 8 en e segundo y tercer
subcultivo, respectivamente. Mediante este protocolo desarrollado en los laboratorios de
Zamorano es posible producir 216 plantas por explante en un periodo de tres meses y
medio (105 dias) aproximadamente.



Sin embargo, segun Delvalle, (2001) & enraizamiento in vitro presenta, a igua que la
aclimatacion de las vitroplantas, uno de los principales problemas de la micropropagacion
de Stevia. Se ha observado que € cultivo presenta pobres respuestas a los tratamientos
hormonales hasta hoy realizados para € enraizamiento in vitro, ademés de la falta de un
método estandar y Optimo para su aclimatacién comercial.



Importancia del estudio

= El cultivo es de ato interés econdmico y se presenta como una aternativa de
diversificacion para Honduras debido a las condiciones favorables que ofrece su
ubicacidén tanto para su produccién como para su exportacion.

» Se buscard una dternativa para la formacion de raices in vitro y la aclimatacion de
vitroplantas, con el fin de obtener una produccién comercial de plantas para proveer a
los productores interesados.

= Laelaboracion de un protocolo adecuado para el enraizamiento in vitro de la Stevia
servira como base para posteriores estudios de investigacion relacionados con su
mi cropropagaci on.

= El desarrollo de un método adecuado para la aclimatacion de Stevia ayudara a la
produccion comercia de este cultivo.

1.2 Objetivos

1.2.1 Generales

= Elaborar un protocolo para la etapa de enraizamiento in vitro de Stevia rebaudiana.

» Evauar y definir un método especifico para el proceso de aclimatacion de vitroplantas
de Sevia rebaudiana.

1.2.2 Especificos

= Evaluar € tipo de auxina mas adecuado parala etapa de enraizamiento in vitro de
Stevia rebaudiana.

= Evauar los niveles Optimos de auxina para el enraizamientoin vitro de Stevia
rebaudiana.

= Encontrar € mejor sistema para el manegjo de la humedad en la etapa de aclimatacion
de vitroplantas de Stevia rebaudiana.



Evaluar e substrato més adecuado para la aclimatacion de vitroplantas de Sevia
rebaudiana.

Evaluar €l tipo de contenedor mas adecuado para la aclimatacién de vitroplantas de
Stevia rebaudiana.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Condiciones agr oecol 6gicas

La Stevia es una planta tropical que puede crecer en Optimas condiciones e climas
templados; de comportamiento fotosensible y capaz de florecer varias veces alo largo del
ano. Sin embargo, su crecimiento puede ser afectado en suelos pesados con més de un
85% de humedad (Lyakhovkin et al., 1993).

Su fecundacion cruzada promueve una amplia diversidad fenotipica y genotipica que ha
sido aprovechada por algunos fitomejoradores para la obtencion de plantas altamente
productivas y homogéneas necesarias para la extraccion de cantidades comerciales de
edulcorante (Ministerio de Agricdturay Ganaderia, Paraguay, 1994). La siembra directa
no es recomendada debido a la rdpida pérdida de la viabilidad y la pequefiez de las
semillas que causan una alta mortalidad de las plantulas (Carneiro et al., 1997).

2.2 Propagacion in vitro

El “Cultivo de tgiidos’ involucra técnicas de produccion clonal de 6rganos, teidos,
células y protoplastos vegetales en un medio nutritivo bajo condiciones asépticas y un
ambiente controlado (Pierik, 1990). Las técnicas de cultivo de tgjidos son una aternativa
no convencional de clonacion masiva de plantas de Stevia con ato contenido de
edulcorante (Lyakhovhin et al., 1993).

La micropropagacion constituye ademas una alternativa para la produccién no estacional
de plantas con precios mucho més competitivos que bs producidas mediante técnicas in
vivo (Pierik, 1994).

Segun € Instituto de Ciencia'y Tecnologia Agricola (ICTA, 1996), en los sistemas de
micropropagacion vegetal se conocen 5 etapas secuenciales:

Etapa0. Seleccion y preparacion de la planta madre

Etapal. Establecimiento o iniciacion del cultivo invitro
Etapall. Multiplicacion e induccion de brotacion

Etapalll. Pre-transplante o enraizamiento in vitroy
EtapalV. Transplante, aclimatacion y/o enraizamiento In vivo



Para este trabgo de investigacion se trabgjara en las dos Ultimas etapas, mismas que se
detallan a continuacion:

2.2.1 Etapalll. Pre-transplante o enraizamientoin vitro

En esta etapa |as vitroplantas son preparadas en €l |aboratorio para ser transplantadas a su
ambiente natural en e invernadero y posteriormente a campo s es que asi se requiere.
Para e enraizamiento in vitro se hace uso de algunos “reguladores de crecimiento”,
definidas por Pierik (1990) como un grupo de hormonas vegetales (naturales o sintéticas),
gue producen elongacion y divisiéon celular, promueven o inhiben la aparicion de raices
adventicias y/o de yemas adventicias (en los vastagos). Estas hormonas se encuentran
presentes y activas en pequefias cantidades y se las pueden clasificar en:

=  Auxinas

= Citoguininas
=  Giberdinasy
= Etileno

Para este trabgjo de investigacion se hizo uso de tres tipos de auxinas. € Acido 3-
Indoleacético (AlA), considerada una auxina débil que se produce en forma natural en las
plantas, y dos auxinas sintéticas fuertes. El Acido a-Naftaleneacético (ANA) y e Acido
3-Indolebutirico (AIB). Las auxinas inducen la formacién de raices adventicias y un
desenvolvimiento de yemas axilares cuando se afladen a un medio de cultivo a bajas
concentraciones (p.e. ANA a razén de 1 mg/l) (Esquibel y Lua, 1991) e inducen la
formacion de callo cuando se agregan a altas concentraciones (p.e. AlA a razén de 5
mg/l) (Pierik, 1990).

En la etapa Il de enraizamiento in vitro la mayoria de las especies son expuestas a un
ambiente de reducido nivel de carbohidratos, bagjos niveles de macrosales y atos niveles
de luz, como se ha reportado para € cultivo in vitro de algunos cultivares de rosas
(Burgarin y Lozoya, 1992), y de Gerbera jamesonii (Andrade et al., 2000), obteniéndose
los mejores resultados a utilizar € 50% de las sales minerales de Murashige y Skoog
(MS). Para las distintas etapas de la micropropagacion, dependiendo de la especie y del
cultivar, puede existir variaciones tanto en el tipo y niveles de auxinas como en los deméas
componentes de los medios de cultivo (Pierik, 1990).

En el caso de la Stevia, Delvalle (2001) utilizando un medio sdlido basal MS con 100%
de macroelementos 'y la adicion de 0.1 mg/l de AIB, obtuvo aproximadamente un 20% de
vitroplantas enrai zadas, 40% de vitroplantas con callo y 40% de las vitroplantas no formé
calos ni raices. Lyakhovkin et al. (1993) sugieren parala etapa de enraizamiento in vitro,
la utilizacion de un medio liquido basal MS con 100% de macroelementosy 0.05 mg/l de
ANA, 6 un medio solido basal MS con 100% de macroelementosy 0.2 mg/l de ANA.



Con estos tratamientos se obtuvieron igualmente datos poco significativos en sus
tratamientos lo que indica la dificultad existente para €l enraizamiento in vitro de Steviay
justificando a la vez la importancia del presente estudio para encontrar un protocolo
adecuado paradichafase.

2.2.2 Etapa |V. Transplante, aclimatacion y/o enraizamientoin vivo

El transplante de las vitroplantas del medio aséptico de cultivo a ambiente natural en el
invernadero y luego a su sitio fina involucra que deban pasar por un periodo de
aclimatacion para que puedan sobrevivir. Durante este periodo las plantitas se ven
obligadas a formar raices y brotes funcionales para volverse autétrofas (Hartman y
Kester, 1997). El éxito de esta etapa radica en e cuidado que se tenga controlando la
susceptibilidad de las vitroplantas a la deshidratacion (Espinal Rueda, 2002), ya que a
pesar de que se tengan condiciones controladas de temperatura, luminosidad y humedad,
se puede obtener pérdidas muy cuantiosas (Boryset al., 1995).

La duracion de esta etapa depende principalmente de la rusticidad de las especies pero en
general es de 45 a 60 dias aproximadamente (Hartman y Kester, 1997).

A continuacion se describen ciertas modificacio nes anatdmicas y fisiolOgicas gracias a las
cuales la vitroplanta tiene un gran potencial de supervivencia ex vitro. Estos cambios se
encuentran asociados a la pérdida excesiva de agua, la baja luminosidad y los bajos
porcentajes de humedad relativa gue siceden en el momento del transplante (Pierik y Van
de Pol, 1995)

2.2.2.1 La cuticula. Es una capa de cera que cubre la epidermis de las hojas
protegiéndolas de la pérdida excesiva de agua. La cuticula no se encuentra bien
desarrollada en las plantas que fan sido producidas en tubos de ensayo debido a la alta
humedad relativa in vitro (90-100%), provocando una pérdida rapida de agua en las
vitroplantas cuando son transplantadas al invernadero (Pierik, 1990).

2.2.2.2 Los estomas. Son pequefias aberturas localizadas en las hojas, encargadas del
balance hidrico en las plantas asi como del intercambio de gases necesario para €l proceso
fotosintético y la respiracion. Las mayores pérdidas de agua en las vitroplantas se deben
a relativo ma funcionamiento de los estomas que permanecen abiertos hasta que las
plantas puedan gustarse a un ambiente de bagja humedad y mayor intensidad luminica
(Espinal-Rueda, 2002). Es importante mantener la turgencia de las plantas mediante un
riego continuo a momento de pasarlas a invernadero ya que existe una reducida
conductividad hidrica entre las raices y vastagos a consecuencia de la poca conexion
vascular vigente. Laturgencia ademas permite el alargamiento celular para el crecimiento
(Pierik, 1990).



2.2.2.3 Fotosintesis. Las plantas han sido criadas bajo un ambiente heterotréfico, por 1o
cual, la energia y carbohidratos necesarios son obtenidos iniciamente a través de la
sacarosa presente en e medio de cultivo. Eventuamente, esa energia y carbohidratos
necesarios deben ser producidos mediante la fotosintesis Luego de aproximadamente
diez dias posteriores a transplante, los plantines van iniciando normalmente sus procesos
fotosintéticos (Pierik, 1990).

2.2.2.4 Las raices. La masa radical delicada generada in vitro se ve afectada in vivo
debido a cambio brusco de condiciones a la que se ve expuesta a momento del
transplante ex vitro, debiendo ser reemplazadas répidamente por otras raices subterraness.
Es aconsgjable estimular la producciéon de pelos radicales in vitro lo que puede ser
logrado agunas veces exponiendo las raices en un medio liquido, mediante el uso de
hormonas de crecimiento y la alternancia de periodos de luz y oscuridad como en € caso
del cultivo in vitro de Prunus salicina (Magalhdes y Peters, 1991). Un pobre desarrollo
radica in vitro hace muy dificil e posterior crecimiento y desarrollo in vivo,
especialmente cuando hay una elevada transpiracion (Pierik, 1990).

2.2.2.5 Intensidad luminica. La formacion de raices adventicias depende mucho de ka
época del afio a ciertas latitudes. Seglin Boryset al. (1995) el control de laluminosidad se
hace determinante para el éxito de la aclimatacion ya que existe una alta correlacién entre
la capacidad de enraizamiento in vivo, la sobrevivencia de las vitroplantas y la intensidad
luminica.

2.2.2.6 Temperatura. La temperatura adecuada para la aclimatacién de Stevia y la
mayoria de los cultivos en € invernadero esta entre los 20 y 25° C; temperaturas mayores
a estas causan dafios por deshidratacion (Lyakhovkin et al., 1993).



3. MATERIALESY METODOS

3.1 Ubicacién

Laetapalll de enraizamiento in vitro se realizo en €l area del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos y Micropropagacion (LCTM) de Zamorano, Honduras. Para la etapa 1V de
aclimatacion se utilizaron conjuntamente dos de los invernaderos de aclimatacion del
mismo laboratorio, ademés de un sombreadero del area de Propagacion de Plantas
pertenecientes a la Zamoempresa de Cultivos Intensivos (ZECI), Zamorano, Honduras.

3.2 Caracteristicas del area deestudio

El estudio estuvo ubicado a 30 km al oeste de Tegucigal pa a una atura de 800 msnm, una
temperatura media anua de 24°C y una intensidad luminica que varia entre 7000- 10000
piescandela.

3.3 Duracion

El ensayo serealiz6 en € periodo comprendido entre abril de 2001 y enero de 2002.

3.4 Experimento 1. Etapalll. Pre-transplante o enraizamiento in vitro

Se utilizaron 450 vitroplantas en la fase fina del subcultivo cinco (Ss) de la etapa de
multiplicacion (Etapa Il) producidas a partir de segmentos nodales. Las vitroplantas
utilizadas fueron homogéneas en cuanto a tamafio, grosor del tallo y edad con € fin de
disminuir la variabilidad de respuesta a enraizamiento en el ensayo. El medio basa
utilizado fue e de Murashige y Skoog (MS) (Cuadro 1) que incluyé 100% de
macroelementos, microelementos y hierro, tres tipos de auxina (AIA, AIB y ANA) y
cinco concentraciones para cada tipo de auxina (0, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mg/l), para un total
de 15 tratamientos (Cuadro 2). Cada tratamiento consistio en tres réplicas y cada réplica
tuvo un total de diez unidades experimentales (UE's) para €l total de 450 UE's.



10

Cuadro 1. Composicién del medio nutritivo Murashige y Skoog con 100% de
macroel ementos utilizado para el enraizamientoin vitro de Stevia
rebaudiana (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2001.

Componente Cantidades (mg/l)
M acr oelementos 100% M S
NH4sNOs 1,650.000
KNG 1,900.000
CaCl,. 2H,0O 440.000
MgS0,4.7H,O 370.000
KH2PO, 170.000
Microelementos100% M S
MnS04.4H,0 22.300
ZnS0,.7TH,O 8.600
H3BO3 6.200
KCI 0.830
NaMoO, 2H,0 0.250
CuSQO4. 5H,0 0.025
CoCl,. 6H,0O 0.025
FeNaEDTA 50.000
Azlcar-alcohol
M-Inositol 100.000
Vitaminas
Acido Nicotinico 0.500
Piridoxina 0.500
Tiamina 0.400
Azlcares
Sacarosa 35,000.000
Agente gelatinizador
Phytagel 2,500.000

.EH =58

Fuente: Pierik (1990), adaptado por Delvalle (2001).
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Cuadro 2. Tipo y niveles de auxina utilizados para evaluar €l enraizamiento in vitrode
Sevia rebaudiana (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2002.

NUmero de Nivel de Auxina

Tratamiento Tipo de Auxina’ (mgll)
1 0.0
2 0.5
; AlA
4 1.5
5 2.0
6 0.0
7 0.5
; AIB
9 1.5

10 2.0
11 0.0
12 0.5
s ANA
14 1.5
15 2.0

*AlA= &cido 3-indoleacético, Al1B= &cido 3-indolebutirico, ANA= &cido a -naftal eneacético.
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3.4.1 Proceso de elabor acién del medio de cultivo

En un beaker de vidrio de 1000 ml se coloco aproximadamente la mitad del volimen de
agua destilada del total final de volumen de medio de cultivo deseado. A continuacion se
agregaron los macroelementos, €l Acido Etilendiamino Tetracético (EDTA FeNa), los
microelementos, las vitaminas y la sacarosa en las cantidades recomendadas,
manteniendo la mezcla en agitacion constante con € fin de disolver completamente todos
los componentes. Finalmente se aford al volumen final deseado en frascos volumeétricos.

Para el enraizamiento in vitro del cultivo se prepararon 9 litros de medio, los mismos se
dividieron en porciones de 600 ml para cada uno de los 15 tratamientos. A estos beakers
se les agrego la dosis correspondiente de reguladores de crecimiento segun el Cuadro 2.
El pH fue gustado a 5.8 utilizando soluciones de HCI y KOH. Seguidamente se afiadi6
Phytagel a razén de 2.3 g/l a todos los tratamientos y se procedio a caentar € medio
nutritivo en un microondas para disolver €l agente gelatinizador. Una vez disuelto el
agente gelatinizador, el medio fue dispensado en tubos de ensayo (25%150 mm) a razon
de 10 ml por contenedor. Los tubos fueron tapados y esterilizados en un autoclave por 20
minutos, a una temperaturade 120 °Cy 15 psi de presion.

3.4.2 Siembra eincubacion in vitro

Se sembré una réplica de cada tratamiento por dia (150 tubos/dia), durante tres dias.
Considerando que se realizé un disefio estadistico de Bloques Completos a Azar, los
blogues se hicieron por dia de siembra ya que la cantidad de tratamientos dificultd
efectuar la siembra en un solo dia. Se utiliz6 una vitroplanta por cada tubo de ensayo.

3.4.3 Toma de datos

Se realiz0 revision de contaminados y oxidacion a quinto diay luego cada ocho dias. Los
explantes contaminados ya sea por hongos y/o bacterias y 10s que presentaron necrosis
severa fueron sacados del cuarto de crecimiento para prevenir la contaminacion cruzada
hacia e resto de tubos no contaminados.

La observacion de las variables de interés se realizo 15 dias después de la siembra. Estos

datos fueron cuantificados individualmente para cada vitroplanta en cada tubo de ensayo.
Las variables a considerar se detallan a continuacion:
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¢+ DiasaFormacién de Raices (DFR)

++ Porcentgje de Vitroplantas Enraizadas (PVE)

% Respuesta morfogénica por tratamiento, misma que fue categorizada de la
siguiente manera

CR)

0: no enraizamiento.

1: formacioén de callo.

2: raices entre 1-3 mm

3: raices entre 3-10 mm.

4: raices mayores de 10 mm.

++ NuUmero de contenedores contaminados y tipo de contaminacion
3.4.4 Andlisisestadistico

Paralaetapalll de enraizamientoin vitro los tratamientos fueron ordenados en un arreglo
factorial con un disefio de bloques completos a azar. Se usd ademas una correlacion entre
los Dias a Formacion de Raices (DFR) y € nimero de plantas enraizadas por cadatipo de
auxina utilizada para encontrar inferencia estadistica entre ellas. Los datos fueron
anadlizados con e programa estadistico “Statistical Analysis System” version 8.0
(SAS*,1999). Se redliz6 Andlisis de Varianza (ANDEVA) con los resultados de las dos
etapas para determinar s 1os tratamientos influyeron sobre las variables de interés. Luego
se realizé una separacion de medias con € método “ Student-Newman-Keuls’ (SNK) y €
comando LSMEANS paraidentificar |os mejores tratamientos.

3.5 Experimento 2. Etapa V. Uso de camar as plasticas, riego por

nebulizacion y microtuneles parala adimatacion de Stevia rebaudianaen
invernadero

Se transplantaron a invernadero 1080 vitroplantas de Stevia que estaban ya a final de la
etapa Il1 en laboratorio y que tuvieran sus raices bien formadas con € fin de encontrar €l
método 6ptimo de aclimatacion (etapa 1V). En el segundo experimento de este estudio se
evalud este total de vitroplantas en seis substratos, con tres sistemas de manegjo de
humedad y dos tipos de contenedores para un total de 36 tratamientos.

L os sistemas evaluados durarte la etapa de aclimatacion fueron:

» Cémaras plésticas (Anexo 1)
» Sistemade nebulizacion (Anexo 2)
» Microtineles (Anexo 3)
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Los substratos evaluados fueron seis:

Arena (A), compost (Co) y suelo (Sue) en una proporcion de 2:1:1
Arena (A), bocashi (Bo) y suelo (Sue) en una proporcion de 1:1:1
100% Promix (P) con 0% Arena (A)

75% Promix (P) con 25% Arena (A)

50% Promix (P) con 50% Arena (A)

25% Promix (P) con 75% Arena (A)

ourwNE

L os tipos de contenedores eval uados fueron:

> Bandgjas multiceldas (50 celdas) de poliestireno Pro Trays™ de 2 ¥4 pulgadas
de profundidad
» Bolsas plasticas de 5x4 pulgadas

En total para el segundo experimento se evaluaron 36 tratamientos como se puede
apreciar en el Cuadro 3. Cada tratamiento consistio en tresréplicasy cada réplicatuvo un
total de 10 unidades experimentales (UE's) para un total de 1080 UE's.
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Cuadro 3. Evaluacion de sistemas de manejo de humedad, substrato y tipo de
contenedor parala aclimatacion (etapalV) de vitroplantas de Sevia

rebaudiana. (Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

Cot+ A+ Sue (1:1:1)

TRT? # SISTEMA SUBSTRATO! | CONTENEDOR

1 T00% P

> 75%P | 25% A

3 5006P 1 50% A

2 2596P | 75% A Bolsa
5 4 Cot+ A+ Sue (1:1:1)

5 Camaras Bor A+ Sue (121)

7 L 4 100% P

5 plasticas

9 5096P / 50% A ,
0 559P ] 75% A Bandga
11 Cot+ A+ Sue (1:1:1)

12 Bo+ A+ Sue (1:2:1)

k) 100% P

14 7506P | 2596A

5 5006P 1 50% A

16 25%P | 75% A Bolsa
17 Cot+ A+ Sue (1:1:1)

18 . Bot+ A+ Sue (1:2:1)

19 Nebulizado 100% P

20 7506P ] 2590A

21 5006P / 50% A :
2 25%P | 75% A Bandegja
3 Co+ A+ Sue (LL1)

24 Bot+ A+ Sue (1:2:1)

%5 100% P

26 750P | 2596A

27 5006P / 50% A
28 2596P | 75% A Bolsa
29 . , Co+ A+ Sue (LL1)
30 Microtunel Bo+ A+ Sue (120
31 100% P
e 750%5P | 2590A
3 509P / 50% A :
0 259D [ 75% A Bandegja
5
%

Bo+ A+ Sue (1:2:1)

“P= Promix, A=Arena, Sue=Suelo, Co= Compost, Bo= Bocashi.

2= Tratamiento.
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3.5.1 Construccién de microtlneles

La construccién de microtineles (Anexo 3) se realizo sobre dos camas, cadaunade 7.0 m
de largo por 1.4 m de ancho conteniendo un substrato de 75% arena'y 25% casulla de
arroz. Estas camas estaban ubicadas bajo un sarén que retiene € 40% de laluz que entra.

Para asegurar la sanidad de las vitroplantas y de los diferentes substratos, se esterilizaron
las camas con bromuro de metilo. Para llevar a cabo este proceso se mojé cada cama
hasta llegar casi a su capacidad de campo. Posteriormente se procedid a cubrir bien cada
cama con un pléstico transparente de 2.0 m de ancho por 8.0 m de largo. Este pléstico se
aporco con suelo hiumedo alos lados de cada cama dejando un lado largo sin aporcar. Por
el lado que se degjo sin aporcar, se procedio a introducir € bromuro de metilo hasta dgjarlo
en € centro de lacama. A continuacién, para evitar €l escape de gas, se sell6 bien el lado
fatante aporcandolo también con tierra himeda. Finalmente se presiond la lata de
bromuro para dejar escapar € gas esterilizante.

Para ijar € contenedor de bromuro de metilo se utilizd una peguefia plataforma de
madera (20x20 cm) en la que se insertaron cinco clavos de acero de 2 Y2 plg. Cuatro de
estos clavos se colocaron perpendicularmente, mas o menos de acuerdo a las dimensiones
de la lata de bromuro de metilo. El quinto clavo se colocd en € centro de la tabla
introduciéndolo por € lado inferior de la misma hasta que su punta quedd sobresalida 1 ¥2
cm. de alto. La lata fue ubicada en forma horizontal sobre la plataformay sostenida por
los cuatro clavos colocados de acuerdo a las dimensiones de la misma. El gas se dispersa
al traspasar lalata con la punta del clavo del centro (Figura ).
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La laa de bromuro de
metilo es fijada sobre €
JLF—T[TE clavo del centro antes de
- ubicarla sobre la cama a
Y v W4 esterilizar.
J’ L
et

La lata es presionada hacia
abajo sobre €l clavo del

centro de latabla para degjar
escapar € gas esterilizante.

Figura l. Esquemadel proceso de aplicacion de bromuro de metilo parala
esterilizacion de camas en € sistema de microtuneles para la aclimatacion
de vitroplantas de Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras,
2002.

Las camas estuvieron cubiertas 72 horas y se dgjaron aerear por 72 horas mas. Una vez
esterilizado el substrato se ubicé 8 tubosde PVC de 25 cm delargoy 2 plg. deancho alo
largo de la calle de los lados de cada cama (Figura 2a). Estos tubos fueron ubicados a una
distancia de 1.0 m uno del otro. Sobre los tubos de base se pusieron 16 arcos de PVC de
1.5 plg. de ancho y 2.5 m de largo que constituyeron las estructuras principales de los
microtuneles (Figura 2b). Luego se colocaron tres estacas aproximadamente a 20 cm de
distancia de la parte frontal de cada cama (Figura 2c), en donde se ataron unas cuerdas
plasticas que amarraban cada arco uno con otro a lo largo de la cama (Figura 2d). Estas
cuerdas plésticas se colocaron con € proposito de darle la fortaleza necesaria a los arcos
para que pudieran sostener € peso del plastico que fue colocado a continuacion.
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Los arcos son insertados
en los tubos de 25 cm.

clavados en € suelo.

Cuerdas de pléstico amarradas

atodos los arcos alo largo de
cada cama para sostener el
plastico que se colocara sobre

toda la cama.

Figura 2. Proceso de construccion de microtineles para la aclimatacion de vitroplantas
de Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

Finalmente los tratamientos en bolsa fueron ubicados en un microtlnel y las bandgjas en
otro microtlnel con €l fin de disminuir la variabilidad de condiciones para las vitroplantas
en los distintos medios y tipos de contenedores.
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3.5.2 Camaras plasticas

Las camaras plésticas (Anexo 1) son armazones construdos con tiras de madera que
forman un rectéangulo de 2.0 m. de largo por 1.2 m. de ancho y 0.5 m. de dtura. Estas
camaras estan cubiertas de pléstico transparente en todas sus caras.

Las camaras plésticas fueron ubicadas bajo un sombreadero cubierto con un saran que
retiene el 60% de laluz solar.

Las tres camaras plasticas que se utilizaron en este experimento fueron previamente
lavadas y desinfectadas con cloro a 20% y finamente con alcohol a 70%.
Posteriormente fueron colocadas sobre plataformas de metal a 30 cm. de atura del suelo.

3.5.3 Sistema de riego por nebulizacion

Para este sistema (Anexo 2) las vitroplantas fueron expuestas a un régimen de riego de 20
segundos cada cinco minutos desde las ocho de la mafiana hasta las cuatro de la tarde
Este es & método que actualmente utiliza € Laboratorio de Cultivo de Tejidos para la
aclimatacién de la mayoria de especies que se producen.

3.5.4 Toma de datos

Se tomaron datos del tamarfio de las vitroplantas (altura en cm.) y mortalidad a partir del
tercer dia de siembra y luego cada ocho dias durante cuatro semanas continuas. La
medicién de las plantas se hizo en forma individua con la ayuda de un “pie de rey” o
escalimetro, desde la base de la planta en el contenedor hasta la hoja mas alta. Latomade
datos comenzd el 21 de diciembre del 2001y concluyé e 10 de Enero del 2002.

3.5.5Andlisisestadistico

Para este segundo experimento, los tratamientos fueron ordenados en un arreglo factorial
con un disefo de bloques completos a azar. Los datos fueron analizados con €l programa
estadistico “Statistical Analysis System” version 8.0 (SAS®,1999) y Minitab. Release 13
for Windows® 95/98 and NT'™. Se rediz6 primeramente un Andlisis de Varianza
(ANDEVA) con los resultados de las dos etapas para determinar s los tratamientos
influyeron sobre las variables de interés. Luego se realizd una separacion de medias con
el método de “Tukey” paraidentificar |os mejores tratamientos.

Para ésta etapa de aclimatacion se analizaron los datos separadamente. Primero se
analizaron los tratamientos por tipo de contenedor, de manera que e nimero elevado de
tratamientos no provocara demasiadas interacciones que pudieran haber influido en la
inferencia estadistica.
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Posteriormente se evaluaron en conjunto los 12 mejores tratamientos resultantes del
andlisis anterior para poder encontrar el mejor sistema de manejo de humedad, substrato y
tipo de contenedor parala aclimatacion de Seviarebaudiana.

3.6 Experimento 3. Etapa V. Uso de microinver nader os para la aclimatacion de
Stevia rebaudiana en invernadero

En un tercer experimento se aclimaté 180 vitroplantas utilizando el sistema de
microinvernaderos (Anexo 4). Se evalud el crecimiento de las plantas en los seis tipos de
substratos involucrados por 1o que se obtuvo seis tratamientos (Cuadro 4). Se llevaron a
cabo tres réplicas por tratamiento en cada uno de los experimentos y cada tratamiento
tuvo 10 unidades experimentales para un total de 180 UE's.

Cuadro 4. Evauacion de substratos bajo un sistema de microinvernadero parala
aclimatacion (etapa |V) de vitroplantas de Sevia rebaudiana. (Experimento 3).
Zamorano, Honduras, 2002.

TRT # SISTEMA SUBSTRATO" CONTENEDOR
1 100% P
2 75%P / 25%A
3 . . 50%P / 50% A -
4 Microinvernaderos 25%6P | 75% A Bandej a
5 Cot+ A+ Sue (1:1:1)
6 Bo+ A+ Sue (1:2:1)

1P= Promix, A=Arena, Sue=Suelo, Co= Compost, Bo= Bocashi
2= Tratamiento

3.6.1 Construccién de microinver nader os

Para la construccién de los microinvernaderos se siguié el mismo procedimiento descrito
por Castro (1999) y que se describe en e Anexo 5.
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3.7 Preparacion y pasteurizacion de substratos

De cada tipo de substrato se prepard cuatro pies cubicos a excepcion del Pro-mix® Bx
(Premier Brands Inc. Canadd) que fue importado y se compone de: turba de musgo
esfagnineo Canadiense (Canadian Sphagnum Peat Moss), perlita, vermiculita cal
dolomitica, piedra caliza'y agente humectante. Todos los substratos fueron pasteurizados
durante 45 minutos a una temperatura de 200°C. De cada substrato pasteurizado se
tomaron muestras representativas a las cuales se les realizd una prueba de pH y se analizo
la cantidad de Nitrogeno, Fosforo y Potasio. Los resultados de estos andlisis se muestran
en el Anexo 6.

Los substratos fueron distribuidos en las bandejas multiceldas (50 celdas) y en bolsas. Los
tratamientos debidamente identificados se fueron ubicando en cada uno de los sistemas de
aclimatacion bajo los invernaderos y € sarén. Para € caso de las bandgjas multiceldas se
ubicé dos substratos por bandeja. Cada substrato fue ubicado en las diez primeras celdas
de cada extremo, dejando las 30 celdas del centro vacias (Figura 3). Finamente se midio
laluminosidad con un espectrofotdmetro de triple rango (Genera Electric 214).

Los diferentes
tratamientos
fueron ubicados
enlasdiez
primeras celdas
de cada extremo

por bandgja.

Figura 3. Distribucion de substratos en bandejas multiceldas para su evaluacion durante
el proceso de aclimatacién de Sevia rebaudiana. Zamorano, Honduras, 2002.

Los resultados de luminosidad de cada sistema de aclimatacion que se presentan a
continuacion fueron derivados a partir de 8500 pies candela totales de un dia soleado
tomado a azar en € sitio y época de larealizacién del experimento:

» Cémaras plésticas: 60% de sombra— 3400 pies candela.
» Riego nebulizado: 40% de sombra — 5100 pies candela.
» Microtunel: 40% de sombra — 5100 pies candela.

» Microinvernadero: 40% de sombra— 5100 pies candela.
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3.8 Procedimiento utilizado para la transferencia de vitroplantas dela etapal 11
alaetapalV

Las vitroplantas utilizadas en esta etapa de la investigacion fueron obtenidas de la
produccion del LCTM y del primer experimento de este estudio. Cinco dias antes del

transplante y con €l fin de que las vitroplantas adquiriesen mayor resistencia a la baja
humedad relativa del medio ambiente, se removio € sello de parafilm de todos los frascos
gue estaban en el cuarto de crecimiento y que iban a ser transplantados.

Las plantitas fueron extraidas de cada frasco con la ayuda de pinzas. Luego se lavaron
muy bien con agua de la llave para remover los residuos del medio de cultivo.
Seguidamente se sumergieron en una solucion funguicidabactericida (Benomil 1 gr/l y
Agrimicin 0.6 g/l) por 20 minutos y se sembraron en los distintos contenedores con los
diferentes substratos que fueron previamente humedecidos. De cada tratamiento se
sembré una réplica por dia durante tres dias.

3.9 Toma de datos

La toma de datos en este experimento se readizd de la misma manera que en €
experimento 2 y evaluando las mismas variables, sin embar go para este experimento fue
agregada la variable de ganancia de atura final (GAF). La GAF se obtuvo mediante la
suma de todas las diferencias de altura de vitroplantas entre una semanay la anterior.

3.10 Andlisis estadistico

Para €l tercer experimento, los tratamientos fueron ordenados en un arreglo factorial con
un disefio de bloques completos al azar. Los datos fueron analizados con el programa
estadistico “Statistical Analysis System” versién 8.0 (SAS?,1999) yMinitab. Release 13
for Windows® 95/98 and NT™. Se rediz6 Andisis de Varianza (ANDEVA) con los
resultados de las dos etapas para determinar s los tratamientos influyeron sobre las
variables de interés. Luego se realizd una separacion de medias con el método “ Tukey”
paraidentificar los mejores tratamientos.



4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 EXPERIMENTO 1. ETAPA I11. PRE-TRANSPLANTE O ENRAIZAMIENTO
IN VITRO

Las auxinas utilizadas para e enraizamiento in vitro de las vitroplantas mostraron datos
muy variados a ser analizados estadisticamente, los resultados de dichos andlisis para
cada una de las variables analizadas se detallan a continuacion.

4.1.1 Dias a Formacién de Raices (DFR)

Se encontraron diferencias significativas en cuanto a Tipo de Auxina (TA) y e Nivel de
Auxina (NA) utilizados y sus interacciones (Anexo 7).

Como se puede apreciar en el Cuadro 5, durante esta etapa de enraizamiento in vitro de
Sevia rebaudiana se observé & menor DFR (15 dias) con un nivel de 0.5 mg/l de ANA.

A este nivel de auxina s obtuvo iguamente un mayor nimero de vitroplantas con raices
mayores de 10 mm.

Cuadro 5. Efecto del tipo y nivel de auxina en €l nimero de dias a formacion de raices
(DFR) y en € tipo de enraizamiento in vitro de Stevia rebaudiana
(Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2002.

Auxina* Dosis (mg/l) SDias a formacion de raices (DFR)
ANA 0.5 15.00a
ANA 0.0 16.00b
AlB 1.0 17.00c
AlA 0.5 17.00c
AlA 0.0 17.00c
ANA 1.0 17.00c
AlA 1.0 17.50c
AlB 0.0 17.50c
AlA 15 17.66¢
AlB 0.5 18.00c
AlB 15 18.33d
ANA 15 18.33d
ANA 2.0 19.00d
AlA 2.0 19.22d
AlB 2.0 19.30d

S Promedios seguidos de letras mindsculas diferentes son estadisticamente diferentes Tukey (P<0.05).*
ANA-= &cido nalftalenacético; AlB= &cido indolbutirico; AlA= acido indoleacético.
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Con una concentracion de 1.5 mg/l de AIB o ANA 6 utilizando cualquiera de las auxinas
tratadas a 2.0 mg/l se obtienen pobres enraizamientos 6 formacion de callo alos 18y 19
dias después de su induccion, por lo que resultaron ser |os tratamientos en que se observo
el mayor DFR en este experimento. Estos resultados se asemean a los encontrados por
Lyakhovkin et al., (1993) los cuales demuestran que se obtiene una dptima rizogénesis de
Steviain vitro con € uso de bajas concentraciones de ANA (0.05y 0.2 mg/l). Con estas
concentraciones las vitroplantas enraizadas pudieron ser transplantadas a los 18 a 20 dias
después de haber sido inducidas y cuando ya presentaban un vigoroso sistema radicular
(Anexo 8).

4.1.2 Por centaje de vitroplantas enr aizadas (PVE)

Para obtener el PVE en cada tratamiento, se tomé en cuenta el promedio de vitroplantas
enraizadas por tratamiento. Los resultados obtenidos en esta parte del experimento van
acompafados de la respuesta morfogénica de las vitroplantas.

Como se puede observar en €l Cuadro 6, los PVE més altos se obtuvieron con 1.0y 0.5
mg/l de AIA y ANA, respectivamente, y con 0.5 y 0.0 mg/ll de AIB y ANA,
respectivamente, aunque estadisticamente todos estos tratamientos tuvieron iguaes
resultados para la PVE (Anexo 9).

Se distinguié un enraizamiento tipo 4 ( > a 10 mm de largo) utilizando 0.5 mg/l de ANA
(Anexo 8) a pesar de que estadisticamente no existio una correlacion directa entre €l
porcentaje de vitroplantas enraizadas y € tipo de auxina utilizado (Anexo 10).

La mayor formacion de callo y un pobre desarrollo de las raices se observo en aquellos
tratamientos cuyos medios nutritivos se encontraban ausentes de auxinasy con niveles de
2.0 mg/l en cuaquiera de las auxinas tratadas (Anexo 11).
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Cuadro 6. Efecto del tipo y nivel de auxina en € nimero de plantas enraizadasy € tipo
de enraizamiento in vitro deStevia rebaudiana (Experimento 1). Zamorano,
Honduras, 2002.

Tipo de Dosis de *Tipo de % devitroplantas  “Grupo

Auxina Auxina(mg/l)  enraizamiento  enraizadas (PVE) SNK
AlA 1.0 1 90 a
ANA 0.5 4 73 ab
AlB 0.5 2 60 abc
ANA 0.0 1 60 abcd
AlA 0.5 1 50 bcd
AlB 0.0 0 50 bcd
AlB 1.5 2 50 bcd
AlA 0.0 2 45 bcde
AlB 1.0 0 40 bcde
ANA 1.0 1 40 cde
AlA 1.5 0 40 cde
AlB 2.0 0 35 cdef
ANA 1.5 1 30 def
ANA 2.0 0 30 def
AlA 2.0 1 30 def

S Promedi osseguidos de letras mindscul as diferentes son estadisticamente diferentes SNK (P<0.05).
€Tipo de enraizamiento: 0 = no enraizamiento; 1 = formacién de callo; 2 = raices entre 1-3 mm;
4 =raices> de 10 mm

Estos resultados superan los encontrados por Delvalle, 2001 en los que utilizando una
concentracion de 0.1 mg/l de &cido indolbutirico (AIB), encontro diferentes reacciones en
el enraizamiento de Stevia, obteniendo aproximadamente un 40% de formacion de calo,
40% de plantas no enraizadas y tan solo un 20 % de plantas enraizadas.

4.1.3 Numer o de contenedor es contaminadosy tipo de contaminacion

No se presentd contaminacion significativa (aproximadamente 15%) durante €l
enraizamiento in vitro del cultivo. La mayor parte fue afectada por hongos como agente
causal.

4.1.4 Respuesta morfogénica por tratamiento

Como se mostré en e Cuadro 6, la mayor parte de las vitroplantas formaron callo, sin
embargo se obtuvo un nimero considerable de vitroplantas con raices que superaron los
10 milimetros de longitud (tipo 4), mismas que correspondieron en su mayoria a
tratamiento del Acido Nalftalenacético (ANA) aun nivel de 0.5 mg/l.
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4.2 ETAPA IV. ACLIMATACION EN INVERNADERO

En esta etapa de aclimatacion se presentan resultados en respuesta a las variables
propuestas y para cada uno de los dos experimentos realizados que se llevaron a cabo
durante el periodo de aclimatacion de vitroplantas.

4.2.1 Experimento 2. Etapa | V. Uso de microtineles, cAmaras plasticasy riego por
nebulizacion parala aclimatacion de Stevia rebaudiana en inver nader o

Los resultados del segundo experimento corresponden a los métodos de manejo de
humedad en camaras plésticas, nebulizacion y microtineles para la aclimatacion de
vitroplantas en invernadero.

4.2.1.1 Porcentaje Promedio de Sobrevivencia (PPS). Para e PPS de las vitroplantas
aclimatadas se encontraron diferencias estadisticas para e sistema de mangjo de humedad
y €l tipo de contenedor utilizado. No se encontraron diferencias significativas entre los
substratos evaluados, ni para las interacciones de las variables estudiadas (Anexo 12).
Una importante y significativa tasa promedio de sobrevivencia (aprox. 82.7%) se logro
bajo el sistema de humedad de microtineles e influenciadas por €l uso de bolsas plésticas
como contenedor (Figura 4).

Tal como se observa en la Figura 4, se encontré un mayor PPS (aproximadamente 11%
mas) a utilizar bolsas plasticas, dicha diferencia significativa se vio acentuada en €l
substrato compuesto por 50% Promix y 50% Arena, en donde sobrevivieron d 100% de
las vitroplantas siendo € mejor PPS observado en este experimento.
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Figura4. Efecto del sistema de microtlineles en € porcentgje de sobrevivencia durante la
aclimatacién de vitroplantas de Steviarebaudiana (Experimento 2). Zamorano,
Honduras, 2002.

El sistema de microtineles superd significativamente a sistema de nebulizacion (Figura
5) en donde solo se pudo aclimatar un promedio de 9% de las plantas independientemente
del tipo de substrato y del tipo de contenedor utilizado. Bagjo el sistema de nebulizacién €l
tratamiento de bolsas plasticas con € substrato compuesto de 75% Promix con 25%
Arena fue donde se pudo observar € meor porcentgje de sobrevivencia (26%
aproximadamente).

En general, tanto en bolsas como bandegjas para € sistema de microtineles el mejor PPS
de 92.6% fue observado en el substrato de 50% Promix 50% Arena, mientras que en €l
sistema de nebulizacién € mejor PPS se logré con e substrato de 25% Promix 75%
Arena con un promedio de 13% de sobrebivencia.
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Figura5. Efecto del sistema de nebulizacion en el porcentaje de sobrevivencia durante la
aclimatacion de vitroplantas de Stevia rebaudina (Experimento 2). Zamorano,
Honduras, 2002.

Bgjo & sistema de camaras plésticas casi la totalidad de las vitroplantas perecieron antes
de cumplir la cuarta semana de aclimatacion; segun lo observado, esto pudo ser
consecuencia de la baja humedad a la que las plantas estuvieron expuestas ya gue dichas
camaras no permarecian herméticamente cerradas, dgjando escapar |la humedad.

Como se puede apreciar en la Figura 6, € PPS fue superior en € sistema de microtineles.
En ambos sistemas de humedad €l uso de bolsas plésticas superé € uso de bandgjas
multiceldas.

En e sigema de microtuneles se observé un PPS de 82.7% y 71.6% para bolsas y
bandejas multiceldas respectivamente. En e sistema nebulizado se obtuvo un PPS de 16%
y 2.5 % para bolsas y bandejas multiceldas respectivamente.
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Figura 6. Efecto del sistema de mangjo de humedad ytipo de contenedor utilizado en €
porcentaje promedio de sobrevivencia (PPS) durante la aclimatacion de
vitroplantas de Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras,
2002.

4.2.1.2 Altura Promedio de Vitroplantas (APV). Para este andlisis solo se tomé en
cuenta los mejores tratamientos de sobrevivencia correspondientes a los sistemas de
mango de humedad de microtineles y nebulizado. En este experimento,
independientemente de las otras variables, fue el sistema de humedad donde se encontro
diferencia estadistica (Anexo 13).

Como se aprecia en e Cuadro 7 los mejores resultados se obtuvieron con e sistema de
microtuneles, en e cua se logré una atura promedio de 58 cm por vitroplanta
aproximadamente, comparado con el sistema de nebulizacién en donde se logrd una altura
promedio de 4.1 cm por vitroplanta (Cuadro 7).

Esto pudo deberse a que los microtineles proveyeron del ambiente adecuado de humedad
necesaria para la adaptacion gradual a medio externo de las vitroplantas (Anexo 14).
Mientras que en el sistema de nebulizacién, a medida que se avanz6 en las semanas
durante € proceso de aclimatacion el régimen de riego se fue tornando danino (Anexo
15), yaque el exceso de humedad provoco una pudricion enalgunos tratamientos.
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Cuadro 7. Efecto del sistema de aclimatacion en la altura durante la aclimatacion
vitroplantas de Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras,

2002.

Sistema Substrato _ s AR (CT) .
Bandga (b) Bolsa (a) Promedio

75% P 25% A2 5.2911 7.0109 6.1510

Microtunel 50% P 50% A 5.6789 6.7033 6.1911

()¢ 25% P 75% A 44221 5.9776 5.1999

Promedio 5.1307 6.5640 5.8473

75% P 25% A? 4.3500 4.4000 4.3750

Nebulizado  50%P50% A 0 4.0000 4.0000

(b) 25% P 75% A 0 3.9500 3.9500

Promedio 4.3500 4.0500 4.0929

3 Letras minGsculas diferentes son estadisticamente diferentes Tukey (P<0.05).

Estos datos concuerdan con |os observados por Lyakhovkin et al., (1993), los que indican
gue la mayor formacién de raices se obtiene manteniendo una alta humedad por un corto
lapso de tiempo durante la formacién de nuevas raices. Este comportamiento fue
observado en € sistema de riego por nebulizacion durante la primera semana de
aclimatacion.

Lyakhovkin et al., (1993), observaron ademéas que reduciendo gradualmente la humedad
con intervalos largos de riego a uno o dos diarios se puede adaptar rapiday gradualmente
a las plantas a las condiciones climaticas naturaes, tal como se observé en el sistema de
microtuneles utilizando riego al criterio.

Estos resultados concuerdan con los observados por Delvalle, 2001 obteniendo una buena
sobrevivencia en la primera semana de aclimatacion de Stevia utilizando un riego
nebulizado pero con pobre desarrollo de raices verdaderas.

4.2.2 Experimento 3. Etapa | V. Uso de microinver nader os para la aclimatacion de
vitroplantas de Stevia rebaudiana en inver nadero

4.2.2.1 Porcentaje Promedio de Sobrevivencia (PPS). En este segundo experimento de
aclimatacion sobrevivieron un nimero bajo de plantas de Sevia rebaudiana en los
diferentes substratos evaluados (cinco vitroplantas en promedio), por 1o que no hubo
diferencia estadistica significativa como se muestraen e Anexo 16.

Al igual que en e primer experimento se observaron altas mortalidades en los substratos
de compost, arena mas suelo y en € substrato compuesto de bocashi, arena y suelo
(Anexo 17). El resto de substratos indicaron una bgja o nula sobrevivencia significativa
debido a intoxicaciones con atas concentraciones de Fésforo (P) y Potasio (K) (Kidder y
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Rhue, 1998) como es el caso del substrato de bocashi con arenay suelo (1:1:1) (Anexo
18), 6 de una mala estructura fisicacomo es el caso del compost con arenay suelo (1:2:1),
el cua tendid a compactarse répidamente (Anexo 19).

Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por Lyakhovkin et al., (1993),
los que indican que se obtiene una alta sobrevivencia en la aclimatacion de Stevia
utilizando substratos sueltos, especidmente en la mezcla de arena con suelo (1:1) 6
simplemente en arena pura.

Los resultados de esta investigacion contrastan con |os obtenidos por Delvalle (2001) en
los que se obtuvo tan solo un 10% de sobrevivencia utilizando un medio que consistio en
aserrin, tierra y arena en proporcion de 3:2:1 respectivamente con dos riegos a dia
durante cinco minutos.

4.2.2.2 Altura de las plantas. Las mejores aturas promedios que se encontraron en este
segundo experimento de aclimatacion, se obtuvieron con los substratos compuestos de
50% Promix®-50% Arera (4.9 cm) y 25% Promix®-75% Arena (3.4 cm) durante la cuarta
semana de aclimatacion (Figura 6), lo cual pudo deberse a un adecuado equilibrio entre la
capacidad de retencion y desalojo del agua de exceso que se pudo conseguir con estos
substratos.
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Figura7. Efecto dd tipo de substrato en la atura de vitroplantas (APV) durante la
aclimatacion de Stevia rabaudiana en bandeas multiples bajo un sistema de
microinvernadero (Experimento 3). Zamorano, Honduras, 2002.
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De acuerdo a Cuadro 8, e mayor crecimiento de las vitroplantas se observo entre la
tercera y cuarta semana de aclimatacion en donde la mayor parte de las vitroplantas
mostraron crecimiento en los substratos evaluados. Se observé una adaptacion
especiamente rapida de agquellas vitroplantas que se encontraron en el substrato de 25%
Promix 75% Arena, ya que en la primera semana de aclimatacion este substrato presento
el megor promedio de crecimiento y como consecuencia mostro la mejor Ganancia de
AlturaFinal (GAF) en este experimento.

El substrato de 50% Promix y 50% Arena presentd una mejor tendencia de crecimiento a
pesar de no resultar con & megor GAF en este experimento. Los substratos cuyas

caracteristicas de retencién de humedad resultaban ser las menos equilibradas fueron
igualmente los menos propensos a un crecimiento adecuado debido a las condiciones
adversas de su substrato para su aclimatacion.

Cuadro 8. Efecto del tipo de substrato utilizado bajo un sistema de microinvernaderos
en la Altura Promedio de Vitroplantas (APV) durante la aclimatacién de Stevia

rebaudiana (Experimento 3). Zamorano, Honduras, 2002.

SDiferencia de altura de vitroplantas (cm) entre semanas incremento

Substratos en altura en 4 semanas
1 2 | DIF| 2 3 | DIF| 3 4 | DIF | *GAF
1.79 | 1.85 1.85 | .86 1.86 | 1.92
100% P* o il U Al L o[ 008 [ 013
> | 1.64 | 1.78 1.78 | 1.83 1.83 | 1.99
s6P2spA” [ T T o4 [ S0 TR [ oos | T o[ o6 ] o35
c006 P50 A | 32 | 332 | 011 | 322 [ 357 [ 035 | 37 | %39 | 05 | oss
a a a a a a
2596 P 75% A 2£1 329 | ggg |32 [ 358 | gog [ 39838 | 540 167
a a a a a
3
Bo+A+ Sue 0.13 | 0.13 0.13 | 0.13 013 | 0.14
(1:2:1) r 'l BTN s b0 00 | T b | oo oo1
Cor+A+Sue® | 172 [ .73 173 | 1.74 1.74 | 1.78
L11) " A I o[ ooL| o | 004 [ 006

3 promedios seguidos de | etras minGscul as diferentes son estadisticamente diferentes. SNK (P<0.05)
L promix®, 2Arena, > Bocashi, * Compost °sudlo
&GAF= Ganancia de Altura Final




5. CONCLUSIONES

5.1 Etapalll. Pre-transplante o enraizamiento in vitro

» Se obtiene un mejor enraizamiento in vitro de Seviarebaudiana utilizando
100% de un medio Murashige & Skoog (MS) + 0.5 mg/L ANA + 35 ¢g/L
sacarosa + 2.5 mg/L Phytagel y pH gustado a 5.8 (Cuadro 1).

» Utilizando dicho medio se obtiene raices de més de 10 nm de longitud a los
15 dias.

5.2 Etapa lV. Aclimatacion en invernadero

» El sistema de microtuneles resultd ser el mejor sistema de manejo de humedad
para aclimatar Stevia rebaudiana.

» Dentro del sistema de microtineles se obtuvo un mejor PPS (82.7%) y wna
mejor dtura (6.19 cm) utilizando bolsas plasticas y con un substrato

compuesto de 50% Promix-50% Arena.

» Dentro del sistema de nebulizacién se obtuvo un meor PPS (25.9%)
utilizando bolsas plasticas y con un substrato compuesto de 25% Promix-75%
Arena.

» El uso de substratos més sueltos resultan ser los més favorables para la
aclimatacion de Sevia rebaudiana.

> El uso de substratos compuestos de arena, compost y suelo (1:1:1) y de arena,
bocashi y suelo (2:1:1) no son favorables.



6. RECOMENDACIONES

6.1 Etapalll. Pre-transplante o enraizamiento in vitro

1

Utilizar un medio de 100% MS de su formulacion original + 0.5 mg/L ANA + 35
g/L sacarosa + 2.5 mg/L Phytagel y pH gjustado a 5.8 (Cuadro 1).

Realizar pruebas de enraizamiento in vitro utilizando diferentes cantidades de
sacarosa en e medio de cultivo para acelerar la formacion de raices duras
necesarias para una adecuada aclimatacion.

Redlizar un andlisis de costo para la produccién comercia de Sevia rebaudiana a
partir de vitroplantas cloredas in vitro.

Readlizar més evaluaciones sobre € enraizamiento in vitro de Sevia rebaudiana
utilizando y/o dternando periodos de luz y oscuridad para una efectiva
rizogénesis.

Redlizar un andlisis de costo para la produccion comercia de Sevia rebaudianaa
partir de vitroplantas clonadas in vitro.

6.2 EtapalV. Aclimatacion en invernadero

1

Utilizar un sistema de riego por nebulizacion bajo un régimen de riego de 20
segundos cada 5 minutos, de 800 am a 500 pm, por una semana
aproximadamente

Después del riego por nebulizacion se recomienda trasladar las vitroplantas a un
sistema de microtlnel con un sardn de 40% por un periodo de 3 a 4 semanas

aproximadamente y regando cuando la superficie del substrato se comienza a
Secar.

Utilizar bolsas plésticas de 5™ 4" para el proceso de aclimatacion.
Utilizar un substrato de 50% Promix — 50% Arena.

Probar remojar las vitroplantas en una solucion con una peguefia concentracion de
ANA (3 mg/L) por unas horas, antes de ser sembradas en cualquier substrato.

Redlizar evaluaciones reduciendo la frecuenciay duracion del riego nebulizado.



Probar € efecto de la luminosidad en e enraizamiento de las plantas y su
aclimatacion.

Probar otro tipo de substratos con caracteristicas mas sueltas en distintas
proporcio nes para lograr una mejor adaptacion de las vitroplantas.

Redlizar otros estudios evaluando substratos constituidos de suelo, arena y
gdlinaza u otro tipo de abono organico.
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Anexo 1. Sistemade camaras plasticas utilizadas para la aclimatacién de vitroplantas de
Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

Anexo 2. Sistema de nebulizacion utilizado para la aclimatacion de vitroplantas de
Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.
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Anexo 3. Sistema de microtuineles utilizado para la aclimatacién de vitroplantas de
Sevia rebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

Anexo 4. Sistema de microinvernadero utilizado para la aclimatacion de vitroplantas de
Sevia rebaudiana (Experimento 3). Zamorano, Honduras, 2002.
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Anexo 5. Metodol ogia utilizada para la construccién de microinvernaderos utilizados para
la aclimatacion de vitroplantas de Sevia rebaudiana (Experimento 3).
Zamorano, Honduras, 2002.

Para la construccion de microinvernaderos se cortaron tablas de madera de 56 x 30
cm. A estas tablas se les hicieron tres perforaciones en cada extremo, procurando no
atravesar toda latabla, con el fin de colocar arcos de alambre nimero 8.

Después de haber introducido las bandgas ya sembradas con los diferentes
tratamientos, se prosiguié a cubrir € microinvernadero con una bolsa plasticay se le
sellé amarrando la misma d frente con un alambre de cobre emplasticado. Una vez
sellados, los microinvernaderos se trasladaron a un invernadero con saran que retiene
el 60% delaluz.

Unavez trasladados y sellados los microinvernaderos, se procedi6 aregar una vez por
semanacon €l fin de evitar la pérdida de humedad relativa. Esto se realizaba con una

botella aspersora que emitia el agua en forma de nebulizacién. Los microinvernaderos
se abrian 1o menos posible con € fin de que no se escapara la humedad de los mismos

y nuevamente se volvian a sellar después del riego.

Fuente: Castro, A (1999).



42

Anexo 6. Resultado de andlisis de los substratos utilizados en la etapa |V de aclimatacion
de Steviarebaudiana. Zamorano, Honduras, 2002.

pH % ppm (Disponible)
#Lab Muestra (H,0) N o S K
o : LA A N/A A
1506 100 %Promix 6.28 0.54 o5 628
1507 75 % Promix LA A B N
25 % Arena 6.52 0.25 3 300
1508 50 % Promix MLAL B B B
50% Arena 7.20 0.04 3 122
1509 25% Promix MLAL B B B
75% Arena 7.39 0.05 2 82
Sudo-arena- MLA M A A
1510 Compost 6.65 0.19 618 1082
(1:2:1)
1511 Bokashi-arena- MLAL M A A
suelo (1:1:1) 7.10 0.17 601 1570
| nter pretacion:
A= Alto pH
M= Medio LA= Levemente &cido
B=Bago MLA= Muy levemente &cido
N= Normal MLAL= Muy levemente
N/A= Normal/Alto acdino.

Fuente: Laboratorio de Suelos de la Carrerade Cienciay Produccion.

Anexo 7. Efecto del tipo y nivel de auxina en el nimero de dias a formacion de raices
(DFR) durante & enraizamiento in vitro de Sevia rebaudiana (Experimento 1).
Zamorano, Honduras, 2002.

Fuentes de Variacion GL CME Valor F *P>F
Tipo de Auxina (TA) 2 1.13 5.77 0.0064
Nivel de Auxina (NA) 4 14.81 18.89 0.0001
TA  NA 6 6.89 1.15 0.0002
“Total 12 22.83
R? 0.98 *P< 0.05
CV 2.57 DFR: 17.22

“DFR= Dias aformacion de raices.
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Anexo 8. Rizogénesis de Sevia rebaudiana obtenidas a un nivel de 0.5 mg/l de ANA a

los 15 dias después de haber sido inducidas durante |a etapa de enraizamiento
in vitro (Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2002.

Anexo 9. Efecto del tipo y nivel de auxinaen el porcentaje de vitroplantas enraizadas
(PVE) de Sevia rebaudiana durante la etapa de enraizamiento in vitro
(Experimento 1). Zamorano, Honduras, 2002.

Fuentesde Variacion GL CME Valor F *P>F
Tipo de Auxina (TA) 2 8.69 341 0.0410
Nivel de Auxina (NA) 4 8.71 3.45 0.0382
TA” NA 8 5.56 2.18 0.0450
R 0.68 *P< 0.05
CV 49.33 INPE: 3.24
*NPE: Numero de plantas enraizadas
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Anexo 10. Efecto del tipo de auxina en €l porcentgje de vitroplantas enraizadas (PVE) de

Sevia rebaudiana durante la etapa de enraizamiento in vitro (Experimento 1).
Zamorano, Honduras, 2002.

Coeficiente de correlacion de Pear son
P >?r ?bajo la hipdtesisnula Ho: Rho=0

Dias a formacion de raices 1.00000 0.07979
(DFR)
0.4599
Dosis de Auxina 0.079790 1.00000

Anexo 11. Callogénesis observada en |os tratamientos ausentes de auxinas 6 con niveles
de 0.5 mg/l de AIA en e medio nutritivo utilizado durante la etapa de

enraizamiento in vitro de Sevia rebaudiana (Experimento 1). Zamorano,
Honduras, 2002.
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Anexo 12. Efecto del sistema de humedad y tipo de contenedor utilizado en el porcentaje
promedio de vitroplantas sobrevivientes (PPS) durante la aclimatacion de
Seviarebaudiana (Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

Fuentesde Variacion GL CME Valor F *P>F
Sistema (SI) 1 33611.1 124.04 0.000...
Substrato (SU) 2 705.6 1.30 0.292
Contenedor (CO) 1 11111 4.10 0.055
S SU 2 1372.2 2.53 0.102
S” CO 1 111 0.04 0.841
SU” CO 2 338.9 0.63 0.544
SIST CON™ {US 2 72.2 0.13 0.876

ERROR 2 5961.1

Total 35

Anexo 13. Efecto individual del sistema de humedad en la atura promedio de
vitroplantas (APV) durante la aclimatacion de Steviarebaudiana
(Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

Fuentesde Variacion GL CME Valor F *P>F
Sistema (SI) 1 16.703 5.23 0.040
Substrato (SU) 2 4578 1.30 0.305
Contenedor (CO) 1 7.555 0.52 0.484
S sU 2 1.112 0.02 0.984
S CO 1 0.861 1.01 0.333
SU” CO 2 0.396 0.19 0.828
ERROR 13 13.492
Total 24 60.129
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Anexo 14. Efecto del sistema de microtuneles utilizando bolsas plasticas, en la atura
promedio de vitroplantas (APV) durante la aclimatacion de Stevia rebaudiana
(Experimento 2). Zamorano, Honduras, 2002.

75%Promix
25% Arena

Anexo 15. Pudricion de plantas observada bajo un sustema de nebulizacién en bolsas
plasticas durante la aclimatacion de Stevia rebaudiana (Experimento 2).
Zamorano, Honduras, 2002.

Pudricion de plantas

e
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Anexo 16. Efecto del tipo de substrato en el porcentaje promedio de sobrevivencia (PPS)
durante la aclimatacion de vitroplantas de Stevia rebaudiana utilizando

bandejas multiceldas bajo un sistema de microinvernaderos (Experimento 3).
Zamorano, Honduras, 2002.

Fuentede Variacion GL CME Valor F P>F
Subsiraio 5 8.03 1.06 0.4295
R? 0.31
CV 174.35 'NPP: 5.33

TNPP. NUmero de plantas promedio

Anexo 17. Resumen de datos del Experimento 3 que influencié el porcentaje promedio de
sobrevivencia (PPS) durante la aclimatacion de Stevia rebaudiana. Zamorano. Honduras,
2002.

Substrato Plantas sobrevivientes en cuarta semana

100% P 1
75%P /| 25%A 9
50%P / 50% A 11
25%P / 75% A 9
Cot+ A+ Sue (1:1:1) 0
Bot+ A+ Sue (1:2:1) 2

PROMEDIO 533
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Anexo 18. Compactacion observada en el substrato de Compost, Arenay Suelo (1:1:1) en
bolsas plésticas bajo un sistema de microtineles durante la aclimatacion de
vitroplantas de Sevia rebaudiana (Experimento 3). Zamorano, Honduras,
2002.

Compost+ Arenat+Suelo
(1:1:1)
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Anexo 19. Compactacion observada en e substrato de Bocashi, Arenay Suelo (1:2:1) en
bandejas multicel das bajo un sistema de microinvernadero durante la
aclimatacion de vitroplantas de Stevia rebaudiana (Experimento 3).
Zamorano, Honduras, 2002.

; e < e g
Pl - L o A
-

at+Suelo

Bocashi+Aren
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