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RESUMEN

Delvalle, W. 2001. Propagacion in vitro de Stevia rebaudiana B. a partir de segmentos
nodales. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agrénomo, Zamorano,
Honduras. 44 p.

La Stevia rebaudiana es una planta herbacea, perteneciente a la familia compositae, y es
originaria del Paraguay. Es conocida como el unico edulcorante natural no caldrico y es
aproximadamente 300 veces mas dulce que la sacarosa. Es propagada naturalmente por
semilla, pero tiene baja germinacion y una pérdida acelerada de la viabilidad. Ademas,
por ser una planta alégama, tiene mucha variabilidad genética y fenotipica. La
micropropagacion es una alternativa para contrarestar estas desventajas. El estudio se
realizd con el proposito de establecer un protocolo de produccion in vitro del cultivo a
partir de segmentos nodales. En la etapa de establecimiento se evalud la consistencia del
medio (s6lido y liquido), la concentracion de macroelementos (50 y 100%), el tipo de
citocinina (Kin y BAP) y el nivel de cada citocinina (0, 2, 4 y 6 uM) en el medio basal
de Murashige y Skoog. El mayor tamafio de brotes result6 en el medio liquido con 50%
de macroelementos y 6 pM de Kin. Este tratamiento fue sometido a nuevas
evaluaciones de nivel de Kin (2, 4 y 6 uM) en la etapa de multiplicaciéon para inducir
mas brotes y crecimiento. El mejor resultado se obtuvo en el medio con 6 uM de Kin.
Todas las vitroplantas multiplicadas se transfirieron a un medio estandar de
enraizamiento, pero formaron pocas raices in vitro. Es recomendable analizar los costos
de utilizacion del medio s6lido o liquido, ya que no present6 diferencias en crecimiento
de brotes durante la etapa de establecimiento, y ampliar las evaluaciones en la etapa de
enraizamiento.

Palabras claves: Cultivo de tejidos, edulcorante natural, hierba dulce,
micropropagacion, reguladores de crecimiento.

Dr. Abelino Pitty
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Nota de Prensa

La Stevia, una alternativa de diversificacion agricola en Honduras

La Stevia rebaudiana es una planta originaria del Paraguay, considerada como el unico
edulcorante natural no caldrico. Fue introducida a Honduras mediante la Direccion de
Ciencia y Tecnologia Agropecuaria (DICTA) como una alternativa de diversificacion
para los pequenios y medianos productores, ya que agrondmicamente su produccion es
factible y se puede obtener muy buenos ingresos mediante la venta de hojas secas para
la industrializacion del “steviosido”. Se llama steviosido al conjunto de compuestos
dulces que contiene la planta, aproximadamente 300 veces mas dulce que la sacarosa.

La Stevia es una alternativa al consumo de aspartame, ya que la calidad del dulzor es
muy similar, siendo un producto completamente natural. Ademas tiene un poder
edulcorante 2 veces mas potente que el aspartame. Podemos decir que 1 kg de
steviosido equivale aproximadamente a 2 kg de aspartame y a 300 kg de sacarosa o
azlcar de cana.

En Zamorano se desarrolld un protocolo para la produccion in vitro de Stevia a partir de
segmentos nodales. Para el establecimiento se evalu6 la concentracion de
macroelementos MS, la consistencia del medio (sélido y liquido), el tipo y nivel de cada
citocinina (Kinetina y Bencilaminopurina). Para la etapa de multiplicacion se evalu6 el
nivel de Kinetina (Kin), se validé una formulacién nutritiva para el enraizamiento in
vitro 'y se prob¢ diferentes substratos y frecuencias de riego para su aclimatacion.

Para la etapa de establecimiento el mejor tratamiento fue el de 6 uM (micromoles) de
Kin en un medio liquido al 50% de macroelementos MS, y este mismo tratamiento dio
muy buenos resultados para la etapa de multiplicacion, resultando en una tasa de
multiplicacion bastante elevada, 4 en el primer subcultivo y de 6 a 8 en los siguientes
subcultivos.

Las vitroplantas fueron enraizadas en el laboratorio mediante la validaciéon de un
procedimiento de induccion de raices in vitro. Las pruebas preliminares realizadas en la
etapa de aclimatacion no dieron muy buenos resultados por lo que se recomienda
ampliar las evaluaciones en esta etapa.

La reproduccién in vitro de Stevia es factible y es una alternativa para proveer de
plantulas a los productores interesados en su produccion

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

La Stevia rebaudiana, comunmente conocida como “ka’a he’e”, hierba dulce o
simplemente Stevia es una planta herbacea (0.80-1.20 m de altura), semiperenne (6-8
anos), perteneciente a la familia compositae, tribu Eupatoriae. Esta especie nativa de la
zona norte de la region oriental del Paraguay, es conocida desde épocas inmemoriales
por los nativos guaranies por su poder edulcorante y algunas propiedades medicinales.

La tecnologia relacionada con su cultivo evolucion6 considerablemente desde que el
sabio Moisés S. Bertoni lo descubri6 e identificd taxondémicamente (1905), y luego
que el agronomo Juan B. Aranda y su esposa comenzaran a establecer los métodos de
multiplicacion y de produccion que condujeron a su “domesticacion” (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, 1994).

Por otro lado, el quimico Ovidio Rebaudi realizdé los primeros estudios sobre la
composicion quimica de la planta e identifico sus compuestos dulces. Eventualmente
esos compuestos dulces fueron considerados como edulcorante natural no calorico,
con un poder edulcorante aproximadamente 300 veces mas dulce que la sacarosa. Los
steviosidos estan compuestos solamente de Carbono, Hidrogeno y Oxigeno, siendo su
formula quimica C;s3 Hgp O3 (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 1994), a
diferencia de la sacarosa cuya composicion quimica es Cj; Hyp Oy

Los compuestos edulcorantes son diterpenoides formados por nueve glucésidos, cuyo
contenido promedio en las hojas son los siguientes. steviosido (10%); rebaudiosidos
A, C, D, E (3-4%); dulcosidos A, B; isosteviol; steviol-glicosido (en proporciones
menores al 1%). Entre estos componentes, el rebaudiosido A, es el que presenta mayor
grado de dulzor siendo aproximadamente 400 veces mas dulce que la sacarosa.
Actualmente se denomin.a steviosido total al conjunto de todos estos componentes
(Molinas, 1989).

En el afio de 1967 fueron enviadas muestras de la planta al Japén, donde comenzaron
una serie de estudios y en donde actualmente se concentra la industria,
comercializacion y los mayores conocimientos acerca de la planta.



1.1 Importancia del estudio

La importancia de este estudio radica en buscar un método alternativo de reproduccion
clonal para producir mayor cantidad de plantines en menor tiempo, para proveer a
productores interesados en su comercializacion e industrializacion. La propagacion de
la Stevia fuera de su ambiente natural, puede tener complicaciones utilizando métodos
tradicionales de propagacion. Los métodos de propagacion mas comunes son los
siguientes.

1.1.1 Reproduccion sexual

Bajo condiciones naturales, la Stevia se reproduce por semilla, pero éste proceso de
multiplicacion para fines comerciales tiene varias desventajas.

>

Las semillas son viables unicamente cuando las flores provienen de una
polinizacién cruzada, generalmente por abejas; por lo que se recomienda tener 3 a
4 apiarios por Ha de Stevia (Molinas, 1989). Esto conlleva a una floracion
desuniforme, ademas de una alta heterogeneidad en la poblacién. Se puede
identificar la viabilidad de las semillas observando su color: oscuro si la semilla
esta fértil y claro si la semilla es infértil.

Las plantas de Stevia propagadas por semilla generalmente presentan una amplia
variacion en el contenido de steviosido (5-15% del peso seco), asi como en las
caracteristicas morfologicas, como la forma y el color de las hojas.

Considerando que las plantas de Stevia son altamente autoincompatibles, la
mayoria de la variaciéon se debe probablemente a la segregacion de genes. Esta
segregacion dificulta mantener la estabilidad e integridad genética de los cultivares
seleccionados por su alto contenido de steviosido. Para evitar la segregacion y
mejorar el rendimiento de steviosido es necesario utilizar métodos vegetativos de
propagacion para obtener poblaciones genéticamente homogéneas de plantas
seleccionadas con caracteres deseables (Tamura et al., 1984)

Trabajar con semilla es a veces un trabajo dificil, considerando que las semillas
son muy pequefias y rapidamente pierden su capacidad de germinacion.
(Lyakhovkin et al., 1993).



1.1.2 Reproduccion asexual.

1.1.2.1 Por division o separacion de macollos. Este método es el mas usado por los
pequetios cultivadores. Una planta puede proveer 3 a 4 plantulas por afio. Estas plantas
tienen sus propios sistemas radiculares que pueden ser divididos y facilmente regenera
una nueva planta (Molinas, 1989).

La calidad y la cantidad de brotes que conforman cada cepa estan directamente
relacionados, entre otros factores, con la edad y el manejo del cultivo que se ha de
llevar a cabo para la obtencién del material de propagacion. Por ello se recomienda
escoger para este fin una plantacion constituida por cepas vigorosas de 3 a 4 afos, las
cuales pueden contar con 20 o mas brotes. La extraccion de cepas se debe realizar a
inicios de la brotacion (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 1994).

1.1.2.2 Por esqueje. Consiste en pedazos de tallo, principalmente termin.ales,
provenientes de brotes nuevos que crecen después de una poda o cosecha. El tallo
debe ser tratado con hormonas enraizadoras para facilitar la formacion de suficientes
raices para sobrevivir al transplante en su lugar definitivo.

Segiin Cenéz et al. (1997), la propagacion vegetativa de la Stevia por medio de
esquejes apicales es factible utilizando hormonas enraizadoras y un substrato
consistente en una mezcla de arena y compost; con estos tratamientos se puede lograr
un prendimiento de hasta un 70 %. Adicionalmente se ha observado que las estacas
termin.ales o apicales enraizan mejor. Este método de propagacion, aunque no muy
generalizado, es una alternativa de buena factibilidad economica, dada la rapidez de
propagacion y la posibilidad de realizarlo con poco material vegetal.

1.1.3 Propagacion in vitro

Es un método alternativo para producir mayor cantidad de plantines en menor tiempo.
Lyakhovkin et al. (1993) reporta una tasa de multiplicacion de 3 a 4 en cada
subcultivo, utilizando apices meristematicos. El nimero de subcultivos promedio que
se reporta es de 5, para un total aproximado de 3200 plantines por explante en un
periodo de 8 meses, considerando un 75% de sobrevivencia. Ademads, La clonacion in
vitro es la técnica més factible a la hora de realizar mejoramiento genético, ya sea para
la obtencion de plantas uniformes y con alto contenido de steviosido y rebaudiosido A
(glucédsidos de mayor poder edulcorante), asi como para lograr plantas con mayor
rendimiento en hojas.



1.2 Justificacion

1.2.1 Cultivo

>

>

Es un cultivo de interés nacional, como un rubro de diversificacion

Es un cultivo de gran potencial econdmico, sabiendo que el steviosido puede ser
usado como edulcorante natural no caldrico, ya que no es asimilado por el
organismo humano, puede ser utilizado como azucar dietético. Existen industrias a
nivel nacional e internacional interesados en la extraccion del steviosido.

Diferentes zonas agroecoldgicas de Honduras son favorables para la produccion de
Stevia.

La ubicacion geografica de Honduras favorece la exportacion.

1.2.2 Micropropagacion

>

Este estudio es la primera investigacion realizada en micropropagacion de la Stevia
rebaudiana, en Honduras

El protocolo de produccion desarrollado servird como guia a otros laboratorios de
investigacion y/o produccion.

El estudio servira como base para posteriores investigaciones en temas
relacionados a su propagacion in vitro.

1.3 Objetivos

1.3.1 Generales

>

Desarrollar un protocolo para la propagacion in vitro de Stevia rebaudiana a partir
de segmentos nodales.

1.3.2 Especificos

>

Evaluar el medio basal Murashige y Skoog (MS) a diferentes concentraciones de
macroelementos para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana.

Evaluar la consistencia del medio de cultivo para el establecimiento in vitro de
Stevia rebaudiana.

Evaluar el tipo de citocinina para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana.



Evaluar el nivel de citocinina para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana

Evaluar el nivel de Kinetina que promueva una mejor proliferacion de brotes
durante la multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana.

Validar un protocolo estdndar para el enraizamiento in vitro de Stevia rebaudiana.

Validar substratos para la aclimatacion de vitroplantas de Stevia rebaudiana.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Propagacion in vitro

La necesidad de producir poblaciones de Stevia genéticamente uniformes para la
obtencion de mejor calidad y mayor cantidad de steviosido ha hecho que muchos
investigadores enfaticen cada vez mas en las técnicas de micropropagacion.

Varias técnicas de cultivo de tejido exitosas han sido reportadas, no obstante un
limitado numero de ellas han sido publicados en forma clara.

2.1.1 Induccion de embriogénesis somatica directa

Embriones somaticos asexuales o adventicios son aquellos iniciados a partir de células
que no son el producto de la fusion de gametos (Tisserat et al., 1979; citado por CIAT,
1993). Los embriones somaticos son estructuras bipolares con un eje radical-apical
que no poseen conexion vascular con el tejido materno; las estructuras bipolares deben
ser también capaces de crecer y formar plantas normales (CIAT, 1993).

En estudios realizados en el Instituto Agrondmico de Parand, embriones somaticos de
Stevia rebaudiana fueron inducidos directamente a partir de hojas cultivadas in vitro
en medio basal MS con 2,4 - D (10-25 mM) y BAP (I mM) y con una alta
concentracion de sacarosa (120 g/I). Sin embargo los embriones somadticos no
maduraron y cuando fueron inoculados en medio MS sin reguladores de crecimiento
formaron raices, pero no formaron parte aérea. (Bespalhok et al., s.f.)

2.1.2 Induccion de organogénesis directa.

Segtun CIAT (1993), la organogénesis directa comprende el desarrollo de yemas
adventicias o de meristemas radicales adventicios a partir de los explantes
directamente. Varias partes de una planta pueden responder diferentemente a idénticas
condiciones de cultivo, y tales diferencias reflejan el estado fisioldgico de la fuente del
explante (Tran Thanh Van, citado por CIAT, 1993).

Ferreira y Handro (1987) establecieron un método de micropropagacion para Stevia
rebaudiana utilizando hojas jovenes de plantas adultas cultivadas en un medio basal
Linsmaier y Skoog (LS) conteniendo benciladenina (BA) (2.0 mg/l) bajo iluminacion,
o 4cido naftalenacético (ANA) (2.0 mg/l) en la obscuridad. Los rebrotes regenerados
directamente de los explantes foliares fueron transferidos a un medio conteniendo BA
(0.1 mg/l), con subcultivo continuo y aislamiento adecuado de rebrotes. La adicion de



AIB (0.1 g/l) al medio de enraizamiento favorecid la formacion de raices en los brotes
y la sobrevivencia de las plantas a las condiciones ex vitro.

2.1.3 Organogénesis directa a partir de puntos directos de crecimiento

2.1.3.1 Apices meristematicos. Se ha establecido un protocolo de micropropagacion
para Stevia rebaudiana a partir de &pices meristematicos con un pequeiio nimero de
primordios foliares, en un medio basal LS, s6lido, suplementado con una alta
concentracion de Kin (10 mg/l). Una examinacion anatémica ha sugerido que se da
igualmente una brotacién multiple que se origina de brotes adventicios en la base de la
hoja. Innumerables brotes pueden ser obtenidos repitiendo el ciclo de multiplicacion
de los brotes a partir de un solo explante. Estos brotes producen raices cuando son
transferidos a un medio conteniendo ANA (0.1 mg/1), sin Kin. Las plantulas
regeneradas pueden ser transferidas al suelo. Se ha comprobado que la
micropropagacion por medio de dpices meristematicos es un método efectivo para la
clonacion masiva de plantas para la produccion de edulcorantes glucésidos. (Tamura
etal., 1984).

2.1.3.2 Segmentos nodales. Con este nombre se conoce el aislamiento de una yema,
junto con una porcidn de tallo, para obtener un vastago a partir de la yema. Este es el
método mas natural y comln de propagacion vegetativa de las plantas in vitro. Cada
una de las yemas que se encuentra en las axilas de las hojas, idénticas a las del apice
del tallo, pueden ser aisladas sobre un medio nutritivo, desarrolladas in vitro y
repicadas cuando es necesario (Pierik, 1990).

En experimentos realizados en Paraguay por el Instituto Agronémico Nacional (IAN),
se ha tenido éxito en la micropropagacion de Stevia utilizando segmentos nodales,
especialmente para fines de mejoramiento genético y para multiplicar clones selectos
obtenidos mediante el cultivo de meristemos. Este mejoramiento genético apunta a
lograr cultivares con alto potencial productivo de hojas a nivel de campo, alto
contenido de steviosido y rebaudiosido A, buenas caracteristicas agronémicas y
tolerancia y/o resistencia a enfermedades foliares (Septoria y Alternaria)'.

" Alvarez, E. 2001. Propagacion in vitro de Stevia rebaudiana. Ca’acupe, Paraguay, Instituto
Agronomico Nacional. (Comunicacion personal)



2.2 Etapas en el proceso de micropropagacion de Stevia rebaudiana

Segtun CIAT (1990) la mayoria de los plantas cultivadas in vitro pasan por las
siguientes etapas en el proceso de micorpropagacion:

2.2.1 Etapa 0: Seleccion y preparacion de las plantas madres

Involucra todo el tratamiento que se le da a la planta madre con el objetivo de reducir
los niveles de contaminacion del explante. Estos tratamientos incluyen mantener las
plantas madres libres de plagas y enfermedades a través de un programa consciente de
prevencion, regar directamente en el macetero y no a la planta a manera de mantener
el follaje seco. Ademas, se deberd mantener un programa de fertilizacion que cubra los
requerimientos nutritivos de la planta.

2.2.2 Etapa I: Establecimiento o iniciacion del cultivo

El objetivo de esta etapa es llegar a establecer un cultivo aséptico in vitro del material
vegetal que se ha seleccionado. Esta etapa involucra la seleccion, preparacion y
desinfeccion del explante escogido, y su cultivo aséptico in vitro. El tipo de medio a
utilizar en esta etapa depende de la especie con que se estd trabajando y del tipo de
explante.

Varios tipos de respuesta se pueden presentar en esta etapa:

a) No hay respuesta visible por parte del explante a su adaptacion in vitro

b) Contaminacioén

c¢) Iniciacion de callo a partir de las superficies cortadas del explante, mas
regeneracion indirecta de yemas adventicias.

d) Regeneracion directa a través de la estimulacion de brotes axilares, o a la
iniciacion de brotes adventicios a partir de explantes de tallos, hojas, escapos
florales, cotiledones, y otros 6rganos.

En la etapa primera de establecimiento, en el caso de que se busque la estimulacion de
brotes axilares a partir de puntos directos de crecimiento:

» Se debe agregar citocinina en un rango de aproximadamente 0.5-1 mg/1 de
cualesquiera de las citocininas: BAP, Kin o 2iP; y

» Se debe mantener el nivel de auxinas muy bajo en un rango de 0.01-0.1 mg/l, o
debe ser omitida completamente.

Por lo general los explantes pasan de 4 a 6 semanas en etapa | antes de estar listos para
la siguiente etapa. Plantas lefiosas requieren de un mayor tiempo que puede ser hasta
de un afo.



2.2.3 Etapa II: Multiplicacion

En esta etapa el objetivo es alcanzar un nivel de multiplicacion 6ptimo sin perder la
estabilidad genética del cultivo. Para esta etapa el explante ya ha crecido y se ha
desarrollado en un grupo de microesquejes provenientes directamente del explante o
de una masa basal de tejido semejante a callo. Esta masa de brotes se divide y se
transplanta a un medio fresco con la misma composicion. Este proceso denominado
“subdivision”, “subcultivo” o “repique” , se repite cuantas veces sea necesario
(generalmente de 4 a 6) y como se menciono antes, sin dafiar la estabilidad genética

del cultivo.

El tipo de medio a utilizar depende del genotipo y el tipo de explante. En algunos
casos el medio etapa II tiene la misma composicion que el medio etapa I, pero a
menudo sucede que el nivel de citocinina y de algunos minerales se incrementa en el
medio etapa II. Si algunos ajustes son necesarios, éstos se encuentran mediante la
experimentacion.

2.2.4 Etapa I1I: Pre-transplante o enraizamiento in vitro

Esta etapa involucra la preparacion de las vitroplantas en el laboratorio para su
transplante a su ambiente natural de invernadero y posteriormente al campo si asi se
requiere. Durante la etapa III los microesquejes enraizan en un ambiente de reducido
nivel de carbohidratos y mayores niveles de luz.

Para la diferenciacion de raices se requieren medios con una relacion baja de
citocinina:auxina. (CIAT, 1993) o que contengan solamente auxina. El tipo de medio a
utilizar depende asi mismo de la especie, el cultivar y el tipo de cultivo.

2.2.5 Etapa IV: Aclimatacion y/o enraizamiento in vivo

La transferencia de plantas regeneradas in vitro (vitroplantas) al invernadero es un
proceso sistemdtico que requiere de mucho cuidado ya que estas plantas son
particularmente susceptibles a una excesiva deshidratacion inmediatamente después de
que se las retira del contenedor en que han estado creciendo en el laboratorio. Si no se
toman las medidas necesarias para realizar la aclimatacion, las pérdidas de vitroplantas
pueden ser muy grandes.

La aclimatacion de las vitroplantas se realiza en invernadero bajo condiciones
controladas de luminosidad, humedad y temperatura. El tiempo de endurecimiento
depende mucho de la rusticidad de las especies. Esta etapa puede durar de 45 a 60
dias aproximadamente.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El ensayo se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Micropropagacion de
Zamorano, Zamorano, Honduras.

3.2 Duracion

El ensayo se realizo en el periodo comprendido entre enero y agosto de 2001.

3.3 Origen de las plantas
Las plantas madres de Stevia fueron proveidas por la Direccion de Ciencia y

Tecnologia Agropecuaria (DICTA), de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia de
Honduras. Estos son clones mejorados con 13% de steviosido, traidos desde Canada.

3.4 Plantacion madre

3.4.1 Ubicacion

Las plantas madres se mantuvieron bajo invernadero en condiciones controladas de
riego e intensidad luminica, en maceteros grandes de aproximadamente 10 litros de
capacidad.

3.4.2 Substrato

Las plantas madres se mantuvieron en un substrato hidropdnico, compuesto por
casulla de arroz y arena

3.4.3 Riego y Fertilizacion

Las plantas madres fueron regadas dos veces al dia (evitando mojar las hojas) la
primera con solucioén hidropénica A (macroelementos) y B (microelementos) (Anexo

1), y la segunda con abundante agua, hasta que el substrato quede completamente
hamedo.
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3.4.4 Tratamiento fitosanitario

Las plantas madres fueron fumigadas semanalmente, durante un mes, previo al
establecimiento del ensayo, con las siguientes soluciones.

- Bactericida (Agri-mycin® — 16.5 WP. 1.5 g/l)

- Fungicida (Benlate® 50 WP. 0.8 g/1)

- Insecticida (Vydate® 24 SL. 6 ml/l)

3.5 Seleccion del material vegetal

Se colectaron ramas de brotacion joven de unos 10 a 12 cm de longitud (Anexo 2),
realizando los cortes con tijeras de podar bien desinfectadas con alcohol al 70%. Se
recolectaron las ramas en horas tempranas de la mafiana para evitar que se
deshidrataran.

3.6 Esterilizacion superficial y preparacion del material vegetal

Se realizaron unas pruebas preliminares de esterilizacion superficial del material, para
facilitar el establecimiento in vitro del cultivo. Se probaron cuatro concentraciones de
Hipoclorito de Sodio (NaOCI) y cuatro tiempos de exposicion de los materiales al
NaOCl, para un total de 16 tratamientos (Cuadro 1). A todas las soluciones se les
agregd 3 gotas de “Tween 20” por cada 100 ml de solucién desinfectante, para
disminuir la tension superficial de los tejidos. Se sembraron 10 tubos por tratamiento.

Cuadro 1. Ensayo sobre esterilizacion superficial de explantes de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.

Concentracion Tiempo de exposicién (min)

de NaOCl (%) 10 15 20 25
1.2 D" | @ 3) )
1.6 %) (6) () (8)
1.8 © | a0 | ap | a2
2.0 a3 | a9 | as | ae

* ’ .
Numero de tratamiento

3.6.1 Resultado del estudio preliminar sobre esterilizacion superficial del material
vegetal.

La menor contaminacion (11%) se presentd con la exposicion de los explantes durante
15 min. a una solucion de NaOCl al 1.2%. Se consideraron las siguientes variables:
» Numero de explantes y contenedores contaminados.
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» Tipo de contaminacion: se identificd contaminacion por hongos (Anexo 3) y
bacterias (Anexo 4). Resultdé que la mayor parte de los tratamientos fueron
contaminados por bacterias y unos pocos por hongos.

» Grado de clorosis: se uso una escala de 0 a 4 en base al porcentaje de area clordtica
del explante:

CO0: sin clorosis

C1: clorosis leve (0-25%)
C2: clorosis media (25-50%)
C3: clorosis alta (50-75%)
C4: clorosis total (75-100%)

» Numero de explantes brotados: un explante brotado se considerd a partir del
surgimiento de un brote visible a simple vista (Anexo 5).

Se concluye que los pasos a seguir para una desinfeccion superficial del material, son
los siguientes:

1. Deshojar las ramas y lavarlas con agua destilada esterilizada.

2. Desinfectar las ramas con alcohol al 70% durante 30 segundos, mantenidos en un
recipiente en agitacion. Luego escurrirlos completamente.

3. Sumergir las ramas desinfectadas durante 15 min. en una solucion desinfectante de
NaOClI al 1.2%, mas tres gotas de “Tween 20" por cada 100 ml de solucion.
Mantener en agitacion constante.

4. A nivel de la Camara de Flujo Laminar se debe realizar tres enjuagues con agua
destilada esterilizada.

3.7 Preparacion de los explantes

A nivel de la Camara de Flujo Laminar, las ramas desinfectadas fueron divididas en
segmentos nodales, conteniendo por lo menos una yema axilar Estos segmentos
nodales median aproximadamente 1.5 a 2 cm de longitud y de 2 a 3 mm de grosor
(anexo 6).

3.8 Etapa de establecimiento

3.8.1 Medio de cultivo

Durante la etapa de establecimiento in vitro del cultivo se utilizd el medio basal
Murashige y Skoog (MS). Para esta etapa se evaluaron dos concentraciones de
macroelementos del medio nutritivo (50 y 100%), dos consistencias del medio (solido
y liquido), dos tipos de citocinina (Kin y BAP), y cuatro niveles para cada tipo de
citocinina (0, 2, 4 y 6 uM), para un total de 36 tratamientos (Cuadro 2). Cada
tratamiento consisti6 en 3 réplicas y cada réplica tuvo un total de 10 unidades
experimentales.
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Cuadro 2. Evaluacion de formulaciones nutritivas para el establecimiento in vitro de
Stevia rebaudiana, Zamorano, Honduras, 2001.

Concentracion de Consistencia Tipo de Nivel de
# Tto.| macroelementos MS del medio citocinina | citocinina (uM)
1 2
2 , 4
3 Kin 6
4 8
5 SOLIDO 2
6 4
7 BAP 5
8 8
9 o Testigo 0
10 50% 5
11 : 4
12 Kin 5
13 8
14 LiQuibo 2
15 4
16 BAP 5
17 8
18 Testigo 0
19 2
20 : 4
21 Kin 6
22 8
23 SOLIDO 2
24 4
25 BAP 5
26 8
27 o Testigo 0
28 100% 5
29 , 4
30 Kin 6
31 8
32 LiQuiDo 2
33 4
34 BAP 5
35 8
36 Testigo 0
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3.8.1.1 Preparacion del medio de cultivo. El medio de cultivo basal MS utilizado
para el establecimiento y multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana fue modificado
segun los resultados obtenidos en el estudio (Cuadro 3).

Cuadro 3. Formulacién y preparacion del medio nutritivo utilizado para el
establecimiento y multiplicacion in vitro de Stevia  rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.

Cantidad final Solucion madre: Cantidad de solucién
en el medio de cantidad (mg) disuelto madre por litro de
Compuestos cultivo (mg/1) en 11de agua destilada medio (ml)
Macroelementos
50% MS 10X
KNO, 950.000 9,500.000
NH ,NO, 825.000 8,250.000
CaCl,.2H,0 220.000 2,200.000 100.0
MgSO ,.7H,0 185.000 1,850.000
KH,PO, 85.000 850.000
Microelementos
100% MS 1000X
MnSO 4,.H,0O 22.300 22,300.000
ZnSO ,.7H,0 8.600 8,600.000
H;BO, 6.200 6,200.000
KI 0.830 830.000 1.0
CuS0,.5H,0 0.025 25.000
Na,Mo00,.2H,0 0.250 250.000
CoCl,.6H,0 0.025 25.000
Solucion de Hierro 200X
FeNaEDTA 50.000 10,000.000 5.0
Azucar - alcohol
M-Inositol 100.000
Vitaminas Dilucién (mg/ml)
Tiamina HCI 0.400 1:1 0.4
Acido nicotinico 0.500 1:1 0.5
Piridoxina HCI 0.500 1:1 0.5
Otros compuestos
Sacarosa 30,000.000 | No requieren preparacion
Phytagel 0 de soluciones madres
pH 5.8

Fuente: Pierik (1990), adaptado por el autor.
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3.8.1.2 Proceso de elaboracion del medio de cultivo. En un beaker de vidrio, se
coloca la mitad del volumen de agua destilada del total final de medio de cultivo
deseado, luego se agregan los macroelementos, FeNa EDTA, microelementos,
vitaminas y sacarosa en las cantidades recomendadas. Se mantiene en agitacion
constante hasta que todos los componentes estén completamente disueltos. Finalmente
se afor6 al volumen final deseado en frascos volumétricos.

Para el establecimiento del cultivo se prepard 10.8 litros de medio, que fue dividido en
porciones de 300 ml para cada uno de los 36 tratamientos, en beakers de 500 ml. A
cada beaker se le agreg6 la dosis correspondiente de reguladores de crecimiento segun
el Cuadro 2. El pH fue ajustado a 5.8 utilizando soluciones de HCl y KOH.
Seguidamente se afiadi6 el Phytagel a razon de 3 g/l a los tratamientos en sélido; al
afiadir el Phytagel, se calent6 el medio nutritivo en un microondas para poder disolver
el agente gelatinizador. Una vez disueltos completamente los componentes del medio,
¢ste fue dispensado en tubos de ensayo (25* 150 mm) a razén de 10 ml por
contenedor. Los tubos fueron tapados y esterilizados en un autoclave por 20 min. a una
temperatura de 120 °C y 15 PSI de presion.

3.8.2 Preparacion de contenedores para medio liquido

Para los tratamientos con medio liquido, los contenedores fueron previamente
preparados de la siguiente manera: se cort6 papel filtro de 5.5 cm de largo y 1.5 cm de
ancho que fueron colocados en forma de puente dentro de cada tubo de ensayo
(25*150 mm). Al colocar el papel filtro dentro del contenedor se debe evitar que éste
se hunda en el medio de cultivo o que quede muy alto de manera que las plantas no
puedan absorber eficientemente los nutrientes.

3.8.3 Siembra e incubacion in vitro

Se sembraron aleatoriamente 10 tubos de ensayo de cada tratamiento por dia,
considerando que se realizd un disefio estadistico de Bloques Completos al azar. Se
realizd bloqueo por dias de siembra debido a la cantidad de tratamientos que dificulto
realizar la siembra en un solo dia. Se utiliz6 un segmento nodal por cada tubo de
ensayo.

Tratamientos sélidos. Cada segmento nodal se ubico en forma vertical al medio
(Anexo 7) de manera que aproximadamente 0.5 cm de la porcion distal a la yema
axilar fue introducido en el medio de cultivo.

Tratamientos liquidos. Cada segmento nodal se ubico en los tubos de ensayo en
forma horizontal sobre un puente de papel filtro (Anexo 8).

Los tubos fueron colocados en gradillas en el cuarto de crecimiento, el cual permanece
a una temperatura de 21 °C, con un fotoperiodo de 16 horas luz, utilizando tubos
fluorescentes del tipo blanco frio.



16

3.8.4 Toma de datos

La revision de los cultivos contaminados y/u oxidados se comenzé el tercer dia
después de la siembra y, a partir de alli cada 8 dias. Los explantes contaminados, ya
sea por hongo 6 bacteria, y los explantes oxidados completamente, fueron descartados
para evitar una contaminacion cruzada hacia los tubos no contaminados.

Las variables de interés fueron tomadas a los 8 y 15 dias después de siembra, tratando
de realizarlo siempre a la misma hora. Se tomaron datos de cada tubo
individualmente. Las variables evaluadas fueron las siguientes.

1. Nuamero de explantes y contenedores contaminados
Tipo de contaminacién: Hongo o bacteria
3. Clorosis: El grado de clorosis fue medido en una escala de 0 a 4. Los explantes
que presentaron oxidacion alta y oxidacion total fueron descartados.
CO0: sin clorosis.
C1: clorosis leve (0-25%)
C2: clorosis media (25-50%)
C3: clorosis alta (50-75%)
C4: clorosis total (75-100%)
4. Brotacion: SI o NO, esto para medir sobrevivencia de los explantes
Numero de brotes por explante: se consideré un explante brotado a partir del
surgimiento de un brote visible a simple vista.
6. Tamafio de cada explante: se midi6 en forma aproximada con una regla
milimetrada desde la parte externa del tubo de ensayo.

9]

3.9 Etapa de Multiplicacion

A los 30 dias después de la siembra los explantes alcanzaron suficiente ramificacion y
se procedio al repicado en un medio basal MS con 50% macroelementos (Cuadro 3) y
la adicion de correspondiente de Kin. Los explantes que sobrepasaron los 30 dias en el
medio de establecimiento se fueron debilitando, ya que el medio no contenia suficiente
cantidad de nutrientes para mantener el crecimiento del cultivo.

3.9.1 Medio de cultivo
Los dos mejores tratamientos que superaron la etapa de establecimiento fueron:

» 50% macroelementos MS en medio Liquido, con 6 uM de Kin.
> 50% macroelementos MS en medio Liquido, con 4 uM de Kin.

Estos dos tratamientos fueron sometidos a nuevas pruebas hormonales en la etapa de
multiplicacion: 2, 4 y 6 uM de Kin, para un total de 6 tratamientos. Se utilizd un
medio liquido basal MS con 50% macroelementos, resultado del mejor tratamiento en
la etapa de establecimiento. Se utilizo 10 repeticiones por tratamiento.
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3.9.2 Preparacion del medio de cultivo

El procedimiento que se siguidé fue similar al realizado para preparar el medio de
establecimiento. Se prepard 600 ml de medio de cultivo, que fue dividido en porciones
de 100 ml por tratamiento en beaker de 300 ml. A cada beaker se agreg6 la dosis
correspondiente de Kin en prueba. El pH fue ajustado a 5.8.

3.9.3 Transferencias

Los microesquejes que fueron desarrollados en el contenedor en la etapa I, fueron
sacados del medio a los 30 dias, se colocaron en un plato de Petri y se volvieron a
cortar en segmentos nodales 1 a 1.2 cm de longitud. El grosor de cada explante fue de
aproximadamente 1 a 2 mm. Estos explantes fueron transplantados a un medio fresco
(Cuadro 3), sobre los puentes de papel filtro para sujetar el material, considerando que
el medio utilizado fue liquido. se colocd un explante por tubo de ensayo de forma
horizontal al puente. El tubo fue flameado, tapado y sellado con parafilm, para luego
ser trasladados al cuarto de crecimiento nuevamente.

3.9.4 Toma de datos

Se tomaron datos del tamafio inicial de los explantes transplantados a etapa II, para
considerarlo como una covariable al momento del analisis estadistico.(anexo 9.)

La revision de contaminados y oxidacion se realizé al tercer dia y luego cada 8 dias.
Los explantes contaminados ya sean por hongos y/o bacterias y los que presentaron
necrosis severa fueron sacados del cuarto de crecimiento. La toma de datos de las
variables de interés se realizaron los dias 8 y 15 después de siembra.

Las wvariables se analizaron con los mismos criterios que en la etapa de
establecimiento. Las variables consideradas fueron:

1. Numero de contaminados: por hongos o bacterias.
2. Numero de brotes por explante
3. Tamaiio de brotes

3.9.5 Subcultivos

Los microesquejes fueron subcultivados en el mejor medio resultante del ensayo en la
etapa Il (50% macroelementos MS liquido con 2 puM de Kin). Se realizaron 3
subcultivos en total, cada 20-25 dias.
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3.10 Etapa de enraizamiento

Las vitroplantas provenientes de la etapa de multiplicacion, fueron transplantadas a un
medio sélido basal MS con 100% de macroelementos y la adicion de 0.1 mg/l de AIB
(Cuadro 4), para el desarrollo de raices in vitro.

Cuadro 4. Composicion del medio basal nutritivo Murashige y Skoog con 100%
macroelementos utilizado para el enraizamiento in vitro de Stevia
rebaudiana, Zamorano, Honduras, 2001.

Compuestos Cantidades (mg/l)

Macroelementos MS 100%

NH4 NO;3 1650.000
KNO; 1900.000
CaCl,.2H,0 440.000
MgS0,4.7H,0 370.000
KH,PO, 170.000
Microelementos 100% MS

MnSO4.4H,0 22.300
ZnS0,4.7H,0 8.600
H;BO; 6.200
KI 0.830
Na,Mo00,4.2H,0 0.250
CuS0,4.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeNa EDTA 50.000
Azucar - alcohol

M-Inositol 100.000
Vitaminas

Acido Nicotinico 0.500
Piridoxina 0.500
Tiamina 0.400
Reguladores de Crecimiento

AlIB 0.100
Azucares

Sacarosa 35,000.000
Agente gelatinizador

Phytagel 2,500.000
PH=5.8

3.10.1 Toma de datos

Se realizaron observaciones semanales, sobre el progreso del enraizamiento.
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3.11 Etapa IV (Aclimatacion)
Para la etapa de aclimatacion de Stevia se probo dos tipos de substratos:

1. Pro-mix® Bx (Premier Brands Inc. Canadd), cuyos componentes son: turba de
musgo esfagnineo Canadiense (Canadian Sphagnum Peat Moss), perlita,
vermiculita, cal dolomitica, piedra caliza y agente humectante.

2. Mezcla de aserrin descompuesto, tierra y arena en proporcion 3:2:1

Cada uno de estos substratos fue sometido a tres tipos de riego colocados bajo
invernadero:

1. Riego nebulizado, donde las bandejas multiples que contienen las plantulas fueron
cubiertas con plastico transparente en forma de microtlinel para evitar que el agua
cayera directamente sobre las plantas.

2. Riego automatico dos veces al dia, durante 5 min.

Riego manual segin necesidad de las plantas

(98]
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4. ANALISIS ESTADISTICO

En el experimento realizado en la primera etapa de establecimiento in vitro los
tratamientos fueron ordenados en un arreglo factorial con un disefio de bloques
completos al azar. En la II de multiplicacion se utiliz6 un disefio completo al azar,
incluyendo como covarianza el tamafio inicial de los brotes provenientes de la etapa 1.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico “Statistical Analysis System”
version 6.12 (SAS®, 1997). Se realiz6 Analisis de Varianza (ANDEVA) con los
resultados de las dos etapas para determinar si los tratamientos influyeron sobre las
variables de interés. Luego se realizd la separaciéon de medias usando el método
“Student -Newman-Keuls” (SNK) para identificar los mejores tratamientos.

En la etapa I el tamafio de los brotes fue medido en dos periodos, 8 y 15 dias después
de siembra, por lo que se realizo el andlisis de medidas repetidas en el tiempo, el cual
salig altamente significativo, por lo tanto todos los analisis se separaron por tiempo.
Los datos a los 8 dias después de la siembra (dds) se tomaron inicamente para ver la
tendencia en el crecimiento promedio de los brotes, pero la decisién sobre los mejores
tratamientos se bas6 en los resultados obtenidos a los 15 dds.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Etapa I (Establecimiento)

5.1.1 Tamaiio Promedio de Brotes por Explante (TPBE) a los 15 dds

El TPBE a los 15 dds se vio influenciado por la concentracion de macroelementos MS
(Cma), el tipo de citocinina (TC) y el nivel de citocinina (NC); ademds también
influyeron las interacciones: Cma con consistencia del medio (Cme), Cma con TCy
Cme con NC (Anexo 10)

5.1.2 Tamaiio Promedio de Brotes por Explante (TPBE) a los 8 dias después de la
siembra (dds)

Los resultados obtenidos indican que el TPBE a los 8 dds se vio influenciado
mayormente por el NC utilizado y las interacciones entre Cma y el TC. Ademas
también influyeron las interacciones: Cma con el NC, la Cme con el TC y la Cme con
el TC. La Cma, Cme, el TC y la interaccion entre TC y NC no fueron lo
suficientemente determinantes en el TPBE (Anexo 11).

5.1.3 Brotacion

La Cma, la Cme, el TC, el NC y la interaccion entre los mismos no influyé en la
formacion de brotes, probablemente esto dependa mas del tamaiio, el estado
fitosanitario y la edad fisiologica del explante, tal como menciona Montoya
(1991).

5.1.4 Contaminacion

El porcentaje de contaminacion durante el establecimiento del cultivo fue bastante alto
(aproximadamente 60%), utilizando los resultados del estudio preliminar de
desinfeccion. Probablemente haya contribuido a esta contaminacion la entrada y salida
de varias personas a la cédmara de flujo laminar durante el desarrollo de la
investigacion.
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5.1.5 Efectos individuales de las principales variables en el Tamafio Promedio de
Brotes por Explante (TPBE) a los 15 dias después de siembra (dds)

5.1.5.1 Efecto de la concentracion de macroelementos en el Tamafio Promedio de
Brotes por Explante. Independientemente de las otras variables estudiadas con
respecto a la Cme, las mejores respuestas se lograron utilizando 50% de
macroelementos en el medio MS. Utilizando esta concentracion de macroelementos, el
TPBE a los 15 dds fue de 1.59 cm en el medio de 50% macroelementos MS, mientras
que en el medio 100% macroelementos MS solo se logro 0.97 cm (Figura 1)

N50% MS
®100% MS

TPBE (cm)

dds

Kin: Kinetina. BAP: Bencilaminopurina

150% MS= Medio basico MS con 50% de concentracién de macroelementos
2100% MS. Medio basico MS con 100% de concentracion de macroelementos
*medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes. SNK (P<0.05)

Figura 1. Efecto de la concentracion de macroelementos MS en el tamafio
promedio de brotes por explante (TPBE) a los 8 y 15 dias después de
siembra (dds), Zamorano, Honduras, 2001.

5.1.5.3 Efecto del tipo y nivel de citocinina en el Tamafio Promedio de Brotes por
Explante. Se observo que la Kin tuvo un mejor efecto que el BAP en el crecimiento

de los brotes, aunque estadisticamente no hubo diferencia significativa, pero si hubo
diferencias significativas con el testigo el cual consistia en no citocinina. EI mejor
TPBE a los 15 dds se logré con 6 pum de Kin, aunque estadisticamente no hubo
diferencia significativa con la respuesta obtenida con 4 um de Kin (Figura 2)
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Figura 2. Efecto del tipo y nivel de citocinina en el Tamafio Promedio de Brotes por
Explante (TPBE) a los 8 y 15 dias después de siembra (dds), Zamorano,
Honduras, 2001.

5.1.6 Efecto de las interacciones en el Tamafio Promedio de Brotes por Explante

La mejor respuesta se observdo con 6uM de Kin en medio liquido con 50% de
macroelementos MS, seguido del tratamiento que consistié de 4 uM de Kin en medio
liquido con 50% de macroelementos MS. El menor tamafio de brotes se observo con 8
pM de BAP en medio sélido con 50% de macroelementos MS (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto de la concentracion de macroelementos MS en el medio,
consistencia del medio, tipo de citocinina y nivel de citocinina en el
tamafio promedio de brotes por explante a los 15 dias después de la

siembra durante el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.
Concentracion de Nivel de  Tamaio

N° de macroelementos MS Consistencia citocinina de brote
tratamiento (%) del medio Citocinina (um) (cm) 1Grupo SNK
12 50 liquido Kin 6 2.50 a
11 50 liquido Kin 4 2.45 ab
24 100 sélido BAP 4 2.12 bc
7 50 sélido BAP 6 2.00 bc
23 100 sélido BAP 2 2.00 bc
18 50 liquido Test 0 2.00 bc
10 50 liquido Kin 2 2.00 bc
1 50 sélido Kin 2 1.86 bc
2 50 solido Kin 4 1.75 bc
15 50 liquido BAP 4 1.71 bc
13 50 liquido Kin 8 1.66 bc
3 50 solido Kin 6 1.62 bc
20 100 solido Kin 4 1.50 bc
27 100 sélido Test 0 1.50 bc
19 100 sélido Kin 2 1.41 bc
4 50 sélido Kin 8 1.33 bc
16 50 liquido BAP 6 1.27 bc
34 100 liquido BAP 6 1.20 bc
30 100 liquido Kin 6 1.10 bc
33 100 liquido BAP 4 1.05 bc
5 50 sélido BAP 2 1.00 bc
9 50 sélido Test 0 1.00 bc
17 50 liquido BAP 8 1.00 bc
35 100 liquido BAP 8 1.00 bc
6 50 sélido BAP 4 0.83 bc
26 100 sélido BAP 8 0.83 bc
14 50 liquido Kin 2 0.80 bc
25 100 sélido BAP 6 0.80 bc
32 100 liquido BAP 2 0.77 bc
28 100 liquido Kin 2 0.76 bc
22 100 sélido Kin 8 0.75 bc
29 100 liquido Kin 4 0.71 bc
36 100 liquido Test 0 0.68 bc
21 100 sélido BAP 6 0.65 c
31 100 liquido Kin 8 0.64 c
8 50 sélido BAP 8 0.63 c

"letras minusculas diferentes son estadisticamente diferentes. SNK (P<0.05)

’Kin: Kinetina BAP: Bencilaminopurina Test: testigo (0 uM de citocinina)
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5.2 Etapa II (Multiplicacion)

5.2.1 Numero Promedio de Brotes por Explante (NPBE)

El tamafio inicial (covarianza) no influy6 en el nimero de brotes por explante. El nivel
de Kin utilizado si influy6 (Anexo 12).

5.2.1.1 Efecto del nivel de Kin en el Niimero Promedio de Brotes por Explante

a) En explantes provenientes de la etapa I del medio liquido con 50% de
macroelementos a un nivel de 6 pM de Kin

El mayor NPBE en la etapa de multiplicacion se encontrd con el tratamiento con 6 pM

de Kin, aunque estadisticamente no fue diferente del tratamiento con 2 uM de Kin
(Cuadro 7).

b) En explantes provenientes de la etapa I del medio liquido con 50% de
macroelementos a un nivel de 4 pM de Kin

El mayor NPBE en la etapa de multiplicacion para ésta procedencia se logré con 6 uM

a pesar de que no fue estadisticamente diferente de los tratamientos con 2 uM y 4 uM
(Cuadro 7).

¢) Comparacion de Numero Promedio de Brotes por Explante entre las 2
procedencias

Las mejores respuestas en NPBE se obtuvieron con los tratamientos provenientes del
medio de establecimiento liquido con 50% de macroelementos a un nivel de 6 uM de
Kin, siendo el mejor tratamiento durante la etapa de multiplicacién el medio con 6 uM
de Kin, es decir el mismo tratamiento que resultd mejor en la etapa de establecimiento.

Utilizando el mejor medio que resultd de la etapa de establecimiento y multiplicacion
se logrd una tasa de multiplicacion de 4 en el primer subcultivo y de 6 a 8 en el
segundo y tercer subcultivo.

Los menores NPBE se presentaron con los tratamientos provenientes del medio de
establecimiento liquido con 50% de macroelementos a un nivel de 4 uM de Kin,

siendo el peor tratamiento durante la etapa de multiplicacion el medio con 4 uM de
Kin (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto del nivel de Kinetina (Kin) en el Numero Promedio de Brotes por
Explante (NPBE) durante la multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.

'Procedencia de la Etapa  Nivel de Kin

I (nM) NPBE *Grupo SNK
6 2.50 a
50% MS/L/6 UM Kin' 2 1.90 ab
4 1.30 b
6 1.37 b
50% MS/L/4 uM Kin? 2 1.30 b
4 1.00 b

'50% MS/L/6 uM Kin: 50% de concentracion de macroelementos en medio liquido con 6 uM de Kinetina
250% MS/L/4 uM Kin: 50% de concentracién de macroelementos en medio liquido con 4 pM de Kinetina
promedios seguidos de letras mintsculas diferentes son estadisticamente diferentes. SNK (P<0.05)

5.2.2 Tamaiio Promedio de Brotes por Explante (TPBE)

El tamafo inicial y el nivel de Kin en el medio de multiplicacién no influyeron en el
TPBE. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 8)

Cuadro 8. Efecto del nivel de Kinetina (Kin) en el Tamafio Promedio de Brotes por
Explante (TPBE) durante la multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.

'Procedencia de la Etapa  Nivel de Kin
I (1M) TPBE (cm) *Grupo SNK

2.12
1.45
1.15
1.42
1.18
1.17

50% MS/L/6 uM Kin'

50% MS/L/4 uM Kin?

AN B~ DN
[T [ I

'50% MS/L/6 pM Kin: 50% de concentracion de macroelementos en medio liquido con 6 uM de Kinetina
?50% MS/L/4 uM Kin: 50% de concentracién de macroelementos en medio liquido con 4 uM de Kinetina
promedios seguidos de letras mintsculas diferentes son estadisticamente diferentes. SNK (P<0.05)

5.2.3 Contaminacion

Durante la multiplicacion del cultivo no se presentd contaminacion significativa
(aproximadamente 10%), la mayoria fueron contaminados por hongos.
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5.3 Resultados de los experimentos realizados en la etapa de Establecimiento y
Multiplicacion

En el cuadro 9 se presenta el resumen de los resultados obtenidos en cuanto al
crecimiento de los brotes durante la etapa de Establecimiento y Multiplicacion

Cuadro 9. Resumen de los efectos principales de los tratamientos en el tamafo
promedio de brotes por explante (TPBE) en las etapas de establecimiento
y multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana, Zamorano, Honduras,

2001.
Etapas Variable principal 'TPBE (cm)
8 15
Concentracion de
E macroelementos MS (%)
S 50 0.9° 1.5°
t 10 0.7° 0.9°
g Consistencia del medio
| s6lido 0.8 " 12°
e liquido 0.8° 1.2°
C Tipo de citocinina
I a a
m Kinetina 0.9 1.4
i Bencilaminopurina 0.8 ° 11°
e Nivel de citocinina (uM)
? 6 11° 1.4
o 4 0.8° 1.5°
8 0.8 " 0.9°
2 0.7 1.1
0 0.6 0.9 °
M
u Nivel de Kinetina (uM)
![ Explantes provenientes
: tratamiento ~ (Etapa I) no se midid
p 2 2.1°
| 4 1.1°
' 6 14°
g Nivel d0 Kinetina (uM)
c Explantes provenientes
[ tratamiento ° (Etapa I) no se midid
o] 2 1.1°
n 4 14°
6 1.1

"etras diferentes en cada columna son diferentes estadisticamente. SNK (P<0.05)
*Tratamiento 12 (Etapa I). 6 uM de Kin en medio liquido con 50% de macroelementos MS
*Tratamiento 11 (Etapa I). 4 uM de Kin en medio liquido con 50% de macroelementos MS
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5.4 Etapa III (Enraizamiento)

Las vitroplantas transferidas al medio estandar para el enraizamiento in vitro (Cuadro
5) reaccionaron de diferente manera: aproximadamente un 40% de las vitroplantas
formo callo, un 40% no formo callos ni raices y solamente un 20% formo raices
(Anexo 13).

5.5 Etapa IV (Aclimatacion)

Las vitroplantas transferidas a invernadero para aclimatacion tuvieron una baja
sobrevivencia. Solamente un 10% de las plantas sobrevivio en un medio que consistio
en aserrin, tierra y arena en proporcion de 3:2:1 respectivamente con dos riegos al dia
durante 5 minutos.

Las vitroplantas tratadas con riego manual no sobrevivieron.

Las vitroplantas expuestas a riego nebulizado tuvieron buena sobrevivencia durante la
primera semana, pero no desarrollaron raices verdaderas.
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6. CONCLUSIONES

6.1 Material vegetal

» Los explantes extraidos de material vegetal endurecido o en plena floracion
generalmente no brotaron o tardaron para iniciar la brotacion; por lo que se debe
de escoger material vegetal de brotacion joven de 10 a 12 cm de longitud y de 2 a
3 mm de grosor.

» Los segmentos nodales provenientes de brotes apicales e intermedios brotaron
mejor que los explantes provenientes de brotes basales.

6.2 Esterilizacion superficial del material vegetal
» Desinfectar las ramas deshojadas con alcohol al 70% durante 30 segundos

» Sumergir las ramas en una solucion de NaOCI al 1.2% mas 3 gotas de “Tween
20” por cada 100 ml de solucion desinfectante, durante 15 min. en agitacion
constante.

» A nivel de la camara de flujo laminar, realizar tres enjuagues con agua bidestilada
esterilizada

6.3 Etapa de establecimiento

» El mayor tamafio de brotes promedio por explante a los 15 dias después de la
siembra se present6 en el medio liquido con 50% macroelementos MS, utilizando
6 uM de Kin. Seguido del mismo medio con un nivel de 4 uM de Kin; por
consiguiente, se escogieron estos dos tratamientos para continuar la evaluacion en
la etapa de multiplicacion.

» Tomando en cuenta los efectos individuales de las principales variables, la
consistencia del medio no influyé en el tamafio de brotes. Los explantes crecen de
igual manera en medio sélido o liquido

» Los mayores tamafios promedios de brotes se presentaron con los medios que
contenian Kin. Ademas se observdo que el tamafio promedio de brotes iba
aumentando al incrementar el nivel de 0 a 2, 4 y 6 uM de Kin. Sin embargo a un
nivel de 8 uM el tamaiio promedio de los brotes comienza a disminuir.

» Ninguna de las variables estudiadas tuvo un efecto significativo en la brotacion.
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6.4 Etapa de multiplicacion

» El tratamiento que present6 el mayor nimero promedio de brotes por explante
durante la multiplicacion del cultivo, coincide con el mejor medio de la etapa de
establecimiento, es decir un medio liquido con 50% macroelementos MS y 6uM
de Kin

» Utilizando el medio liquido con 50% macroelementos MS y 6uM de Kin, se logro
una tasa de multiplicacion de 4 en el primer subcultivo y de 6 a 8§ en los siguientes
subcultivos.

6.5 Etapa de enraizamiento

» El medio utilizado consistente en 100% MS de su formulacion original + 0.1mg/L
AIB + 35 g/L sacarosa + 2.5 mg/L Phytagel y pH ajustado a 5.8 (Cuadro 4),
indujo proliferacion de callo y lenta formacion de raices, por lo que se recomienda
realizar pruebas con tipos y niveles de auxinas , que promuevan un mejor
enraizamiento y mas rapido.

6.6 Etapa de aclimatacion

» La utilizacion de Promix® para aclimatar las vitroplantas no resulto favorable, ya
que el exceso de humedad pudre las raices y no son capaces de proliferar. Aunque
los primeros dias tuvo el mayor porcentaje de sobrevivencia.

» Solo hubo un 10% de prendimiento en el substrato que consistié en una mezcla de
aserrin, tierra y arena en proporcion es de 3:2:1 respectivamente, con dos riegos al
dia durante 5 minutos.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar un tratamiento fitosanitario (insecticida + fungicida + bactericida) a las
plantas madres por lo menos durante cuatro semanas antes de ingresar el material
vegetal al laboratorio.

Escoger material vegetal joven de 2 a 3 mm de grosor, evitando materiales en
plena floracion o que estén lignificados.

Realizar mas evaluaciones sobre esterilizacion superficial de los explantes para
disminuir el porcentaje de contaminacion durante el establecimiento, ya que la
contaminacion por bacterias es bastante alta en este periodo.

Utilizar un medio so6lido para disminuir la utilizacion de mano de obra en las
etapas de establecimiento y multiplicacion.

Realizar un andlisis de costo entre la utilizacion de un medio sdlido o liquido, ya
que la consistencia del medio no present6 ninguna diferencia en la brotacion ni en
el tamafio promedio de brotes.

Utilizar 50% de macroelementos del medio basal Murashige y Skoog mas 6 uM de
Kinetina en el medio de establecimiento.

Para la etapa de multiplicacion se puede utilizar el mismo medio de
establecimiento, ya que se obtiene el mayor nimero de brotes y un buen
crecimiento de brotes.

Realizar pruebas de enraizamiento utilizando diferentes nivel y tipos de auxinas
para la formacion de vitroplantas con raices mas endurecidas para ser aclimatadas
en invernadero.

Para la aclimatacion de las vitroplantas se podria probar lo siguiente:

Mezclar el Promix® con 50% de arena para ayudar a drenar el exceso de
humedad.

Plantar las vitroplantas en el substrato anterior y colocarlos bajo un microtunel
dentro del invernadero con riego nebulizado, esto es para tener un ambiente
bastante himedo, pero evitando que el agua le caiga directamente a las plantas.

Sembrar las mudas en macetitas de plastico con el substrato anteriormente
indicado, regarlo bien y cubrir las plantas con una bolsa plastica translicida y
sellarlo completamente para evitar la deshidratacion. Mantener las plantas bajo
invernadero hasta que estén en condiciones de sobrevivir en el campo.
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Anexo 1. Composicion de la solucion hidroponica utilizada para
la fertilizacion de la plantacion madre de Stevia
rebaudiana, Zamorano, Honduras, 2001.

Solucion Nutritiva Cantidad de nutrientes
por litro (g)

Soluciéon A (macroelementos)

Fosfato monoamonico (12-52-0) 34
Nitrato de Calcio 208
Nitrato de Potasio 110

Soluciéon B (microelementos)

Sulfato de Magnesio 123
Sulfato de Cobre 0.12
Sulfato de Manganeso 0.62
Sulfato de Zinc 0.3
Acido Boérico 1.55
Molibdato de Amonio 0.005

Quelato de Hierro 12.5




35

Anexo 2. Ramas de brotacién joven de Stevia rebaudiana
utilizados para la obtencion de explantes para el
establecimiento in vitro del cultivo, Zamorano,

Honduras, 2001.
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Anexo 3. Contaminaciéon por hongo observada durante el
establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.

Anexo 4. Contaminacién por bacteria observada durante el
establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano,Honduras, 2001.
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Anexo 5. Brotes observados a simple vista durante el
establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.
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Anexo 6. Explante utilizado para el establecimiento in vitro de
Stevia rebaudiana, Zamorano, Honduras, 2001
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Anexo 7. Explante sembrado en medio de cultivo solido durante
el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.

Anexo 8. Explante sembrado en medio de cultivo liquido durante
el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.
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Anexo 9. Tamafio inicial de los explantes transferidos al medio de
multiplicacion in  vitro de Stevia rebaudiana,
Zamorano, Honduras, 2001.
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Anexo 10. Efecto de la concentracion de macroelementos MS, consistencia del medio,
tipo y nivel de citocinina en el tamano promedio de brotes por explante
(TPBE) de Stevia rebaudiana a los 15 dias después de la siembra in vitro.
Zamorano, Honduras, 2001.

Fuentes de Variacion GL Suma de Cuadrados CME Valor F *P>F

Bloque 2 1.170 0.585 1.120 0.327
Concentracion de

macroelementos (Cma) 1 5.940 5.940 11.420 0.001
Consistencia del medio (Cme) 1 0.299 0.299 0.580 0.449
Tipo de citocinina (TC) 1 3.120 3.100 6.000 0.015
Nivel de citocinina (NC) 4 6.930 2.310 4.440 0.005
Cma * Cme 1 3.740 3.740 7.200 0.008
Cma * TC 1 15.050 15.050 28.910 0.000
Cma * NC 3 1.300 0.450 0.860 0.462
Cme * TC 1 0.630 0.630 1.220 0.271
Cme * NC 4 5.220 1.740 3.340 0.020
TC * NC 4 0.480 0.160 0.310 0.820
Error 194 105.170 0.520

Total 217 149.049

R’ 0.381 "P<0.05

C.V. 57,786 TPBE (cm): 1.25

Anexo 11 Efecto de la concentracion de macroelementos MS, consistencia del medio,
tipo y nivel de citocinina en el tamafio promedio de brotes por explante
(TPBE) de Stevia rebaudiana a los 8 dias después de la siembra in vitro.
Zamorano, Honduras, 2001.

Fuentes de Variacion GL Suma de Cuadrados @ CME Valor F *P>F

Bloque 2 3212 1.606 7.060 0.001
Concentracion de

macroelementos (Cma) 1 0.521 0.521 2.290 0.132
Consistencia del medio (Cme) 1 0.350 0.350 1.540 0.217
Tipo de citocinina (TC) 1 0.570 0.568 2.490 0.116
Nivel de citocinina (NC) 4 2.200 0.733 3.220 0.024
Cma * Cme 1 0.180 0.179 0.790 0.376
Cma * TC 1 1.595 1.595 7.010 0.009
Cma * NC 3 6.078 2.026 8.900 0.000
Cme * TC 1 1.488 1.488 6.540 0.011
Cme * NC 4 6.084 2.028 8.910 0.000
TC * NC 4 0.952 0.317 1.390 0.216
Error 194 44.150 0.230

Total 217 67.380

R? 0.37 "P<0.05

C.V. 55.91 TPBE (cm): 0.85
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Anexo 12: Efecto del nivel de kinetina en el nimero promedio de brotes por explante
(NPBE) de Stevia rebaudiana durante la etapa de multiplicacion in vitro,
Zamorano, Honduras, 2001.

Fuentes de Variacion GL  Suma de Cuadrados CME  Valor F P>F
Nivel de kinetina 5 14.51 2.90 4.85 0.0011
Tamafio inicial 1 1.53 1.53 2.55 0.1167
Error 50 29.95 0.59
Total 56 45.99

R? 0.35 "P<0.05

C.V 49.01 NBPE: 1.58
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Anexo 13. Raices in vitro formadas durante la Etapa de
enraizamiento de Stevia rebaudiana, Zamorano,

Honduras, 2001.
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