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RESUMEN

Las hojas Stevia rebaudiana Bertoni contienen azlcares no caléricos conocidos como
steviolglicésidos, que pueden ser de 100 hasta 300 veces mas dulces que la sacarosa.
Una alternativa para cubrir la demanda de planta genéticamente uniforme y con sanidad
vegetal es la propagacion in vitro; sin embargo, el éxito de este método radica en
optimizar el medio de cultivo y las condiciones de incubacion. El objetivo de esta
investigacion fue obtener la combinacién éptima entre medio de cultivo y condicién de
incubacion para la regeneracion in vitro de stevia. Se cultivaron segmentos nodales en
Murashige y Skoog al 50 y 100 % y solucién Steiner al 100, 200 y 300 % de
concentracion y dos condiciones de incubacion [140 pmol m2 s densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (DFFF) + 28+ 2 °C y 80 pmol m? s DFFF + 26 + 2 °C]. Los
explantes cultivados en MS 50 % y 80 pmol m s* DFFF + 26 + 2 °C mostraron mayor
supervivencia, numero y longitud de brotes, nUmero de hojas y menor porcentaje de
oxidacion y vitrificacion, comparados con MS 100 % y 80 pmol m2 st DFFF + 26+2 °C.
La solucién Steiner al 200 y 300 % combinadas con 140 umol m? s DFFF + 28 +2 °C
resultaron en los valores mas altos de supervivencia, nimero y longitud de brotes y
numero de hojas comparadas con 100 % de solucién Steiner y 140 umol m? s DFFF
+ 2812 °C. El mejor periodo para obtener segmentos nodales para la propagacion in
vitro de stevia es durante la etapa vegetativa de las plantas madre, que corresponde a
los meses de abril a julio. Se concluye que las condiciones de cultivo mas propicias
para la regeneracion in vitro de stevia a partir de segmentos nodales consisten en el

uso del medio MS al 50 % en combinacién con 80 umol m?s* DFFF y 2642 °C.

Palabras clave: Stevia rebaudiana, regeneracion in vitro, medio de cultivo MS, solucién

nutritiva Steiner, luz, temperatura.
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ABSTRACT

Leaves of stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) contain non-caloric sugars known as
steviosides, which can be 100 to 300 times sweeter than sucrose. In vitro propagation
is an alternative to produce plant material with genetic uniformity and plant health for
field establishment. However, success of this method depends on culture medium and
incubation conditions. The objective of this research was to find the optimum
combination of culture medium and incubation conditions for the in vitro regeneration of
stevia. Nodal segments were cultivated under different concentrations of the Murashige
and Skoog (MS, 50 and 100 %) and Steiner (100, 200 and 300 %) nutrient solutions,
and two incubation conditions [140 pmol m2 s photosynthetic photon density flux
(PPDF) and 28 + 2 °C and 80 ymol m st PPDF and 26 + 2 °C]. Explants cultivated in
MS medium at 50 % and 80 ymol m? s* PPDF and 26 + 2 °C showed greater survival
rate, shoot number per explant, shoot length, and number of leaves, and lower oxidation
and vitrification rates compared to 100 % MS medium and 80 ymol m? s PPDF and
26 + 2 °C. The 200 and 300 % Steiner nutrient solution and 140 pmol m 2 s -1 PPDF
and 28 + 2 °C promoted the greatest values for explant survival rate, shoot number,
shoot length of and number of expanded leaves compared to Steiner 100% and 140
umol m 2 s -1 PPDF and 28 + 2 °C. The best period for harvesting nodal segments from
the mother plants is during the vegetative phase, which occurs from April to July. The
best combination for in vitro regeneration of stevia using nodal segments are 50 % MS
medium and 80 umol m? st PPDF and 26 + 2 °C.

Key words: Stevia rebaudiana, in vitro regeneration, MS culture medium, Steiner

nutrient solution, light, temperature.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Ante los crecientes problemas de salud publica relacionados con la diabetes y los
efectos negativos de los edulcorantes artificiales, los consumidores han optado por el
uso de productos naturales con bajo o nulo aporte cal6rico para sustituir a los productos

artificiales.

Las hojas de stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) contienen azucares no caloricos
conocidos como steviolglicésidos (SG’s) (Abdullateef y Osman, 2011), de los cuales el
steviésido y los rebaudiosidos A, B y C son los més abundantes (Mildmore y Rank,
2002; Gardana et al., 2010). En estado puro, los steviésidos pueden ser hasta 300
veces mas dulces que la sacarosa y no presentan toxicidad ni efectos negativos en la
salud humana (De Oliveira et al., 2009; Jarma, 2010; Khalil et al., 2014). Estas
cualidades han incrementado el potencial de los steviésidos como sustitutos de la

sacarosa Yy de edulcorantes sintéticos (Mildmore y Rank, 2002).

Los steviolglicésidos se emplean en Europa, Asia y Estados Unidos desde los afios
80°s (FDA, 2010), y existe una demanda creciente de follaje de stevia, por lo que
algunos paises estan impulsando su cultivo. Se estima que el consumo mundial de

steviésidos es de 50 toneladas al afio (Mageji et al., 2005).

La propagacion convencional de esta planta es mediante esquejes enraizados, ya que
las semillas presentan baja tasa de germinacion (Huda et al., 2007); sin embargo, la
tasa de multiplicaciébn por esta via es baja (una planta por esqueje) (Sivaram y

Mukundan, 2003). Ante este panorama, herramientas biotecnol6gicas como la



micropropagacion, pueden ser alternativas que ayuden a cubrir la demanda que de

estos compuestos se tiene.

El éxito de ésta técnica radica en optimizar el medio de cultivo (concentracion de sales
inorgénicas, reguladores de crecimiento, fuente de carbono, agente gelificante y pH) y
las condiciones de incubacion (intensidad luminica, fotoperiodo y temperatura)
(Boavida y McCormick, 2007), de tal manera que el material vegetal (explante) con el
gue se pretenda llevar a cabo la micropropagacion, exprese su maximo potencial. Los
principales sintomas que presenta un explante en un medio de cultivo o condiciones de
incubacién no 6ptimas son: tasa de supervivencia baja, tasa de regeneracion limitada,
clorosis, oxidacion y necrosis (Foyer et al., 1997; Sikach, 1998; Boavida y McCormick,

2007).

Para la propagacion in vitro de stevia, varios autores han utilizado las sales basales del
medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (MS, 1962) (Huda et al., 2007;
Anbazhagan et al., 2010; Shatnawi et al., 2011; Razak et al., 2014); sin embargo, se
tienen referencias de que la concentracién nutrimental del medio MS puede exceder los

requerimientos de los explantes (Gonzélez et al., 2012; Martinez Villegas et al., 2015).

Por otra parte, la solucién universal Steiner (1984) ha sido utilizada con éxito en
hidroponia y agricultura protegida de distintas especies vegetales como Solanum
lycopersicum L. (Cruz et al., 2012), Lilium sp. "Marlon” (Urbina-Sanchez et al., 2015),
Mangifera indica L. (LOpez-Ordaz et al., 2011). Esta solucién nutritiva se caracteriza por
tener balance estequiométrico entre aniones y cationes que proporcionan los nutrientes

necesarios para diferentes etapas de desarrollo.



La solucién Steiner se ha empleado en la micropropagacion so6lo en la etapa de
adaptacion de vitroplantas a las condiciones de invernadero (aclimatacién) (Enriquez
et al., 2000), por lo que su uso durante las primeras etapas de la propagacion como
fuente alternativa de nutrimentos, podria mejorar las caracteristicas de las plantas

regeneradas.

Por otro lado, las condiciones de incubacién (intensidad de luz, fotoperiodo vy
temperatura) influyen en la morfogénesis de plantas cultivadas in vitro (Shin et al.,
2008). Existen reportes del efecto tanto positivo como negativo de la incubacion en altas
0 bajas intensidades de luz y temperatura sobre la capacidad de regeneracion in vitro.
Por ejemplo, Barrales et al. (2015) encontraron mayor supervivencia, altura de planta,
namero de hojas y mayor porcentaje de enraizamiento de vitroplantas de Capsicum
chinense Jacp en la menor intensidad de densidad de flujo de fotones fotosintéticos (28
umol m st DFFF), mientras que la mayor intensidad de luz (225 pmol m2 s* DFFF)

genero menores resultados.

Por otra parte, Alvarenga et al. (2007) reportan que se incrementé la acumulaciéon de
peso fresco y seco, asi como la longitud y nimero de brotes de Sechium edule conforme

las temperaturas de incubacion aumentaron (16, 18, 20, 22 y 25 °C).

Por lo anterior, en el presente trabajo se plantean los siguientes objetivos:



1. 1. Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes concentraciones de soluciones nutritivas (MS y
Steiner) y condiciones de incubacién (luz y temperatura) sobre la capacidad de

regeneracion in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

1. 2. Objetivos especificos

Evaluar el efecto de dos concentraciones de medio de cultivo MS (50 y 100 %) y dos
condiciones de incubacion (140 pmol m2 s de DFFF + 28 +2 °C y 80 umol m2 s'* DFFF

+ 26 + 2 °C) en la capacidad de regeneracion in vitro de stevia.

Evaluar el efecto de tres concentraciones de solucion nutritiva Steiner (100, 200 y 300
%) y dos condiciones de incubacién (140 pumol m2 s de DFFF + 28 +2 °C y 80 umol

m?2 st DFFF + 26 + 2 °C) en la capacidad de regeneracion in vitro de stevia.
Determinar la combinacion 6ptima entre concentracion de solucion nutritiva (MS y Stei-
ner) y condiciones de incubacion para la regeneracion in vitro de stevia.

1. 3. Hipétesis general

Las diferentes soluciones nutritivas y concentraciones en combinacién con las
condiciones de incubacion modificaran la capacidad de regeneracion in vitro de Stevia

rebaudiana Bertoni.



1. 4. Hipotesis especificas

Al menos una combinacién entre concentracién de medio MS y condicién de incubacién

permitira la regeneracion in vitro de Stevia.

Al menos una combinacion entre concentracioén de solucion nutritiva Steiner y condicion

de incubacion permitira la regeneracion in vitro de Stevia.



CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2. 1. Generalidades de Stevia: origen y descripcion botéanica

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbacea perenne originaria de Amabay,
region fronteriza entre Paraguay y Brasil (Jarma, 2010). Pertenece a la familia
Asteracea y se han descrito al menos 407 especies distribuidas desde Sudamérica
hasta Norte América. Sin embargo, S. rebaudiana es la U(nica que sintetiza

steviolglicésidos (Brandle y Telmer, 2007).

Durante siglos, los habitantes de la regién de Amabay y tribus guaranies de Paraguay
han empleado las hojas y extractos de esta planta para endulzar alimentos y bebidas
(Soejarto, 2002; Landazuri y Tigrero, 2009). En 1899 esta planta fue clasificada por el
botanico Moisés Santiago Bertoni con el nombre de Eupatorium rebaudium, en honor a
los estudios del quimico Paraguayo Ovidio Rebaudi, quien en 1905 publicé el primer
reporte de los compuestos presentes en esta planta (Bertoni, 1905). En 1905 se
renombré como Stevia rebaudiana Bertoni en honor a las aportaciones de ambos

investigadores (Lemus-Moncada et al., 2012).

El género Stevia presenta al menos 144 variedades con diferentes ecotipos (Segura et
al., 2014). Sin embargo, las variedades Morita | y Morita Il son de mayor valor comercial
debido al mayor rendimiento (expresado en gramos de hoja seca por planta), contenido
de steviolglicosidos y alta estabilidad fenotipica (Valencia, 2000; Jarma-Orozco et al.,

2011).



En estado silvestre, es decir su habitat natural, la planta puede crecer de 40 a 80 cm
de altura (Jarma et al., 2005), aunque Nufiez (2010) menciona que en algunas regiones
tropicales puede llegar a medir hasta 1.5 m de altura. Stevia posee un tallo sub-lefioso,
pubescente con ramificaciones que forman multiples brotes. La raiz es fibrosa y
filiforme, que forma una cepa que no profundiza sino se distribuye cerca de la superficie
(De Vargas, 1980). Algunas variedades de stevia presentan hojas ovaladas con borde
acerrado, por ejemplo, las variedades Eirete y Rebaudiana. En el caso de las

variedades Morita | y Morita Il presentan hojas lanceoladas con borde acerrado (Figura

1).

Figura 1. Morfologia de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, a) variedad Eirete y b)

variedad Morita Il.

En etapa vegetativa, las hojas se disponen opuestas y en etapa reproductiva llegan a
ser alternadas para dar lugar a la formacion de flores. Stevia es una planta al6gama,
es decir, se reproduce por fecundacion cruzada (Jarma, 2008). Las flores presentan
corola tubular, son pentalobuladas y se agrupan en paniculas corimbosas (Marin,

2004). Sus frutos son aquenios de color obscuro cuando son fértiles y de color claro



cuando son infértiles (Monteiro, 1982; Lester, 1999; Madan et al., 2009; Lemus-

Moncada et al., 2012).

Yadav et al. (2011) mencionan que stevia es una planta de dias cortos y florece en los
meses de enero a marzo en el hemisferio sur y, de septiembre a diciembre en el
hemisferio norte; aunque el proceso varia de acuerdo a la sensibilidad de la variedad al
fotoperiodo, que puede oscilar entre 8 y 14 horas (Chalaphati et al., 1997). Asimismo,
algunos autores mencionan que la floracion puede iniciar entre 54 y 100 dias después

del transplante.

La acumulacion de stevidsidos tiende a ser mas alta en las hojas basales, es decir, las
hojas mas viejas contienen mas edulcorante que las hojas jovenes; sin embargo, al
iniciar la floracién la concentracion y sintesis de estos compuestos declina. La raiz es

el unico 6rgano que no produce steviolglicésidos (Singh y Rao, 2005).

2. 2. Ruta de sintesis de steviolglicésidos (SG’s)

Los steviolglicésidos son diterpenos sintetizados bajo la ruta del &cido giberélico a partir
del mevalonato (Geuns, 2003; Hsieh y Goodman, 2005; Jarma et al., 2010).
Posteriormente, los steviolglicésidos y las rutas del acido giberélico divergen en el
kaureno, que se convierte en el “esqueleto” de los steviolglicésidos para formar los
diversos edulcorantes. Yadav et al. (2011) mencionan que las moléculas precursoras
se sintetizan en el cloropasto, de ahi son transportadas al reticulo endoplasmico, al

aparato de Golgi y posteriormente a las vacuolas (Figura 2).
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Figura 2. Localizacién subcelular de la sintesis de steviolglicésidos.

Genes involucrados en la sintesis de steviolglicésidos: DXS (Desoxicelulosa
-fosfato cintasa), DXR (Deoxicelulosa 5-fosfato reductoisomerasa), CMS (4-
difosfocitidyl-2-C-metil- D-eritol sintasa), CMK (4-difosfocitidil-2-C-metil D-
eritritol kinaza), MCS (4-difosfocitidil-2-C-metil- D-eritritol 2,4- ciclodifosfato
cintasa), HDS (1-hidroxi-2-metil-2(E)-butenil 4-difosfato sintasa), HDR [Hi-
droxi-2-metil-2(E)-butenil 4 difosfato reductasa], GDPS (Geranilgeranil difos-
fato sintasa), CDPS (Copalil difosfato sintasa), KS (kaureno sintasa), KO
(Kaureno oxidasa), KAH (Acido kaurenoico 13-hidroxilasa). Enzimas Gluco-
siltransferasas: UGT85C2, UGT74G1, UGT76G1 (modificado de: Brandle y
Telmer, 2007).

La acumulacién de steviésidos como parte del metabolismo secundario de stevia no ha
sido esclarificado. Lim et al. (2003) proponen que puede tratarse de mecanismos de
defensa contra insectos y como alternativa para controlar los niveles de acido

giberélico.



2. 3. Importancia comercial

Stevia rebaudiana es una planta de interés comercial tanto en la industria de alimentos
y bebidas como en la farmacéutica debido a sus diversos componentes, entre los que
destacan steviolglicésidos, antioxidantes, flavoniodes, &cidos clorogénicos, vitaminas,
minerales (Jeppense et al., 2002). Dichos compuestos le brindan a la stevia, ventajas
frente a los edulcorantes artificiales que han sido cuestionados por los efectos negativos
en la salud humana (Yadav et al., 2007; Carackostas et al., 2008). En este contexto,
existen reportes acerca del uso de stevia para el tratamiento de enfermedades
vasculares como la diabetes mellitus, la hipertension (Chan et al., 1998; Jeppesen et
al., 2002), como agente diurético y en la prevencién de caries dental (Kinghorn y
Soejarto, 1991; Lemus-Moncada et al., 2012; Yadav et al., 2011). Los beneficios a la
salud asociados al consumo de Stevia se atribuyen a su composicién nutricional

(Salgado, 2013) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Compuestos presentes en hojas secas de Stevia (g 100 g peso seco).

Componente  Savita Tadhani- Mishraetal. Goyal Serio  Abou- Kaushik

etal.  Subhash (2010) et al. (2010) Arab et et al.
(2004) etal. (2010) al. (2010)
(2006) (2010)

Humedad 7 ND 7 4.6 ND 54 7.7
Proteina 9.8 20.4 10 11.2 11.2 11.4 12
Grasa 2.5 4.3 3 1.9 5.6 3.7 2.7
Ceniza 10.5 13.1 11 6.3 ND 7.4 8.4
Carbohidratos 52 35.2 52 ND 53 61.9 ND
Fibra cruda 18.5 ND 18 15.2 15 15.5 ND

ND: No determinado. Modificado de Lemus-Moncada et al. (2012).
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Otras caracteristicas de los stevidsidos que incrementan su potencial en la industria es
la alta solubilidad en agua, su estabilidad a altas temperaturas (100 ° C), ademas de

gue no son fermentables (Kinghorn y Soejarto, 1985).

2. 4. Propagacion y cultivo

Aungue es posible propagar stevia por la via sexual, el porcentaje de germinacion de
la semilla es bajo, adicionalmente, la reproduccion sexual es limitante cuando se trata
de establecer cultivos comerciales debido a la variacion genética y fenoldgica (Lester,
1999; Taware et al, 2010; Lemus-Moncada et al., 2012). Por esta razon,
convencionalmente la stevia se propaga mediante el enraizamiento de esquejes, ya
sean brotes apicales o secciones intermedias del tallo con dos o tres nudos (Hearn y
Subedi, 2008). Al respecto, Gvasaliya et al. (1990) mencionan que se puede obtener
hasta 98 % de esquejes enraizados cuando se emplean brotes jovenes con cuatro
nudos. Estos autores también recomiendan evitar usar brotes con yemas florales,

debido a que el tejido dificilmente enraiza.

El contenido de steviolglicésidos (SG’s) puede variar entre 4 y 20 % del peso seco de
las hojas (Kennely et al., 2002). Al respecto, Ashwini et al. (1996) reportan que algunas
variedades cultivadas en Paraguay, como Morita | y Morita Il, contienen de 9 a 13 % de
SG’s. Sin embargo, estas mismas variedades cultivadas en China e India pueden

contener de 5-6 y 9 %, respectivamente.

El potencial endulcorante de los diferentes steviosidos tomando como referencia a la

sacarosa (sacarosa=1) es de 250 a 300 para el steviésido, de 350 a 450 para el
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rebaudiosido A, de 300 a 350 del rebauditsido B, de 50 a 120 del rebaudidsido C, de
200 a 300 rebaudiésido D, de 50 a 120 rebaudiésido E y de 100 a 120 del steviolbidsido
(Crammer y Ikan, 1986; Jarma et al., 2011). Sin embargo, la concentracion de SG’s
varia en funcién al genotipo, ambiente y manejo del cultivo (Kennely, 2002; Jarma et

al., 2011).

2. 5. Micropropagacion de Stevia

Como componente fundamental de la biotecnologia, el cultivo de tejidos vegetales y en
particular la micropropagacion, permite la multiplicacion masiva de plantas
seleccionadas, con alta homogeneidad para el transplante a campo y libre de

fitopatdgenos. Asimismo, resulta clave para estudios de mejoramiento genético.

En cuanto a la propagacion in vitro de stevia, existen diversos reportes de éxito donde
emplean el medio de cultivo descrito por Murashige y Skoog (MS, 1962) por ejemplo:
Sairkar et al. (2009) reportan que obtuvieron 83.2 % de brotes (1.55 brotes por explante)
al cultivar explantes foliares y segmentos nodales en 3.5 mg L* de 6-bencil aminopurina
(BAP). Estos brotes fueron enraizados en un medio MS al 50 % de su concentracion
suplementado con 100 mg L de carbén activado. Verma et al. (2011) encontraron que
cultivar segmentos nodales en sales basales del medio MS suplementado con 0.5 mg
L't de BAP + 0.5 mg L de cinetina promovia la formacion de brotes en 81% de éstos
y 17.5 brotes a partir de cada uno de ellos. Los brotes obtenidos formaron raices (88%)
en un medio con 2.0 mg L™* de &cido indolbutirico (AIB) y mostraron alta capacidad para

sobrevivir (95%) en condiciones de invernadero.
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Khalil et al. (2014) evaluaron técnicas de propagacion in vitro de Stevia empleando
explantes foliares los cuales fueron cultivados en medio MS con diferentes
concentraciones de BAP y &cido 2, 4- diclorofenoxiacético (2,4-D) y reportan que el 86

% de los explantes cultivados in vitro formaron callo y el 96 % formaron brotes.

En estudios del efecto de diferentes concentraciones y combinaciones de BAP y acido
naftalenacético (ANA), Rangappa y Aind (2013) reportan que someter yemas axilares
de hojas jovenes al efecto de la combinacion de 2 mg L't de BAP y 1 mg Lt de ANA, el

92 % de los explantes formaron brotes con un promedio de 9.8 brotes por explante.

Por su parte, Razak et al. (2013) cultivaron explantes nodales de stevia en medio MS
adicionado con diferentes concentraciones de BAP y cinetina para inducir brotes
adventicios; y posteriormente, evaluaron diferentes concentraciones de A&cido
indolacético (AlA), acido indolbutirico (AIB) y acido naftalenacético (ANA) para la
induccidn de raices de los brotes regenerados. Ellos reportan que el 68 % de explantes
formaron brotes con un promedio de 1.55 brotes en el tratamiento resultante de 0.5 mg
Lt de BAP y 0.25 mg L de cinetina. Asimismo, obtuvieron 30 % de rizogénesis con
1.0 mg L de AIB. Posteriormente, las vitroplantas fueron aclimatadas en un sustrato

compuesto de tierra negra, fibra de coco y humus, y obtuvieron 83 % de supervivencia.

2. 6. Medios de cultivo

El medio de cultivo proporciona nutrientes basicos para que los explantes puedan
regenerar plantas (Cafal et al., 2001). La adaptacion del explante al medio de cultivo y

la influencia de los reguladores de crecimiento permite la formacion de células
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indiferenciadas y masa embrionaria (embriogénesis directa o indirecta) e incluso, la
regeneracion de érganos (organogénesis). Sin embargo, se requiere de investigacion
previa para determinar la mejor combinacion de nutrientes, reguladores de crecimiento,

fuente de carbono y agente gelificante para lograr la 6ptima respuesta del explante.

Los nutrientes del medio de cultivo pueden clasificarse de acuerdo a su importancia
para el crecimiento de la planta, ya sea en algun proceso fisiol6gico, como activador de
enzimas, o como constituyentes de biomoléculas y compuestos organicos (Alcantar et
al., 2013). De esta manera, los nutrientes se clasifican en macro elementos y micro

elementos, de acuerdo al rol que desempefian en la planta.

2. 6. 1. Macroelementos

De acuerdo con Alcantar et al. (2013), los macro elementos son los principales
constituyentes estructurales de las biomoléculas (carbohidratos, enzimas y proteinas,
etc.) y participan en todas las funciones fisiolégicas y metabdlicas de la planta

(fotosintesis, respiracion, transpiracion, etc.).

Nitrégeno (N)

Es elemento primordial para la planta, ya que es un componente estructural de
proteinas, enzimas, coenzimas, aminoacidos, vitaminas, nucleotidos, grupos amino,
etc. También esta presente en las porfirinas de la clorofila y en los citocromos (Fagueria,
2009). Las principales formas asimilables para la planta son amonio (NH*#) o nitratos

(NO3). El nitrégeno es componente de las paredes celulares, por lo tanto, su deficiencia
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genera baja tasa de crecimiento, formacion de hojas pequefas y subsecuentemente,
reduccion del indice foliar y baja actividad fotosintética. Asimismo, influye en el volumen

de los brotes, y ganancia en peso de tallos y hojas (Gonzalez et al., 2012).

La deficiencia de nitrégeno genera clorosis (coloracion verde pélido que puede llegar a
tornarse amarillenta o purpura en tejidos y nervaduras foliares) debido a la disminucién
en la sintesis de citocromos y pigmentos fotosintéticos: Los primeros sintomas de la
clorosis se presentan en hojas viejas, debido a que el N es un elemento movil. Asi
mismo, se detiene o disminuye el crecimiento de o6rganos, incluso puede generar
muerte celular de 6rganos y tejidos, principalmente en hojas y frutos (Favela et al.,

2006).

En el caso del cultivo de tejidos, Avila et al. (2013) mencionan que la fuente nitrogenada
influye sobre la respuesta morfogénica in vitro, no solo entre especies sino dentro de la

misma especie.

Fosforo (P)

Este nutrimento es componente de acidos nucleicos, fosfoproteinas y fosfolipidos como
las lecitinas (constituyentes de las membranas citoplasmaticas). Participa en los
procesos metabdlicos, asi como en el almacenamiento y transferencia de energia como
constituyentes del ATP (adenosin trifosfato), ADP (adenosin difosfato), AMP (adenosin

monofosfato) y PPi (pirofosfato) (Salisbury y Ross, 1994).
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Las plantas absorben el fosforo en forma de fosfatos inorgénicos, principalmente en
forma de aniones H2PO.1 y HPO?4. El fésforo interviene en la formacion de érganos
reproductores y en la calidad de frutos, ya que es un modulador de la utilizacion del
azucar y almidén. La deficiencia de fésforo impide la exportacion de triosas fosfatadas

del cloroplasto y, por consiguiente, en la sintesis de sacarosa (Mengel y Kirkby, 1987).

Las plantas deficientes de fésforo presentan enanismo, coloracién verde intenso en las
nervaduras de hojas y tallos, incluso coloracion marrén o parpura, debido a la formacion

de antocianinas (Azcén-Bieto, 2000).

Potasio (K*)

Es cofactor o activador de mas de 50 enzimas del metabolismo de carbohidratos y
proteinas. Participa en el equilibrio idnico y en regulacion osmética debido a que es el
catibn mas abundante en la vacuola y citoplasma (p. ej. entre 2000 y 5000 ppm en el
xilema de remolacha azucarera). Desempefia un papel clave en la apertura y cierre

estomético (Azcon-Bieto, 2000).

El K es crucial para la nutricion, crecimiento, tropismo, homeostasis enzimatica y
osmoregulaciéon. También incrementa la rizogénesis y mejora la absorcion de agua y
nutrientes. Esta relacionado con la sintesis de clorofila o con la prevencién de la
descomposicion de la misma. Un sintoma caracteristico de la deficiencia de K es la
destruccion de la clorofila y pigmentos fotosintéticos (clorosis, coloracion amarillenta,

etc.) (Fageria, 2009).
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La deficiencia de K genera amarillamiento de los bordes de hojas basales y
posteriormente desecacion conforme avanza la deficiencia incluso la defoliacion

prematura (Favela et al., 2006).

Azufre (S)

Esta presente en las proteinas y aminoacidos (cistina, cisteina, metionina, tiamina,
nicotina y coenzima A, entre otros). Participa en reacciones de intercambio de energia:
respiracion, sintesis y degradacion de acidos grasos, asi como en la sintesis de

glucosidos de diterpenos (Jarma-Orozco et al., 2010).

La planta tiende a cubrir sus requerimientos de S organico o mineralizado del suelo
(SO4) a través de la raiz y simultaneamente, esta capacitada para fijarlo en forma de
gas (SOz2) en las hojas, aunque este tipo de absorcidn ocurre Gnicamente en regiones
ndustriales; en éste caso, el excedente es almacenado como sulfato y posteriormente,
puede ser reducido e incorporado en moléculas organicas en la medida que planta lo

requiera (Alcantar et al., 2013).

La deficiencia de S genera clorosis en hojas jovenes y reduccién del nimero de hojas

nuevas (Jarma-Orozco et al., 2010).

Calcio (Ca)

Es un nutriente basico para el optimo crecimiento vegetal, ya que participa como
componente y estabilizador de la membrana y pared celular. En tejidos meristematicos,

es esencial en la divisién y elongacion celular, ya que se requiere de él para la formacion
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de la lamina media en la placa celular que se forma entre dos células hijas (White et al.,
2000). La concentracién de Ca en la célula se distribuye de la siguiente manera: vacuola
> pared celular > reticulo endoplasmico> plasmalema> citoplasma. Sin embargo, en
plantas jovenes puede encontrarse mayor concentracion en el protoplasma y en las
membranas celulares, mientras que en plantas adultas se depositan en las vacuolas en

forma de oxalacetato, principalmente en hojas adultas (Navarro y Navarro, 2003).

El Ca activa reacciones en cadena y cumple con funciones de mensajero secundario y
modulador enziméatico, sobre todo en el citosol cuando se asocia con las calmodulinas.
También participa en el mecanismo de accion de citocininas, giberelinas, etileno, acido

abscisico, acetilcolina y el fitocromo (Salisbury y Ross, 1994).

La planta absorbe y transporta calcio como ion Ca*?, principalmente via xilema,
dependiendo de su concentracion y de las tasas de transpiracion; asimismo, la tasa de
absorcion de Ca*? es dependiente de los iones antagoénicos en la solucién, por ejemplo,
es mayor cuando existen iones NO- en la solucién (Dunlop, 1973). También participa
en el equilibrio electrostatico de la célula, debido a que la mayor concentracion se
encuentra en las vacuolas, donde contribuye al balance de anion- catiébn actuando como

ion acompafiante de aniones organicos e inorganicos.

Los sintomas de deficiencia de Ca*? son mas visibles en tejidos jévenes y zonas
meristematicas de raiz, tallo y hojas, y se caracteriza por disminucioén de crecimiento y

necrosis de tejidos apicales (Azcon-Bieto, 2000).
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Utumi et al. (1999) indujeron deficiencias de Ca*? en plantas de stevia y observaron
sintomas de necrosis apical en primordios foliares, que resulté en la muerte de las
plantas; asimismo, disminuy6 el contenido de steviosidos, las ramas formadas eran

quebradizas y hubo reduccion de longitud y grosor de raices.

Magnesio (Mg)

Ademés de estar presente en las clorofilas participa como cofactor o activador en
reacciones enziméaticas asociadas al ATP en la transferencia de energia (fotosintesis,
glucdlisis, ciclo de Krebs) (Taiz y Zeiger, 2006). Participa en la fosforilacion del acido
mevalonico (AMV), unidad de cinco atomos de carbono, especifica de la biosintesis de
terpenos, para formar isopentenil pirofosfato (PPI), primer compuesto isoprenoide en la

sintesis de steviolglicésidos (Jarma-Orozco et al., 2010).

Alcantar et al. (2013) mencionan que la biosintesis de clorofila requiere de la insercion
de Mg en la estructura de la porfirina para formar Mg-protoporfirina, reaccién que es

ademas catalizada por la enzima Mg-quelatasa (Walker y Weinsten, 1991).

La deficiencia de Mg se manifiesta en hojas adultas y se caracteriza por clorosis

intervenal y en los bordes de la hoja (Favela et al., 2006).

Hierro (Fe)

Es componente de enzimas y participa en la transferencia de electrones (reacciones
redox), como en los citocromos, en las cadenas de transporte electronico debido a su

capacidad de cambiar de valencia. Es cofactor en mas de 130 enzimas que canalizan
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reacciones bioquimicas que intervienen en la fotosintesis, respiracion, reduccién de

nitratos y sulfatos (Imsande, 1998).

Alcantar et al. (2013) mencionan que el Fe participa en la sintesis de clorofila y el
funcionamiento y estructura de cloroplasto; su deficiencia en las plantas provoca
clorosis férrica que conlleva a la disminucion de la concentracion de las clorofilas,
carotenos y xantofilas, lo que afecta el transporte de electrones en los fotosistemas

(Rémheld y Marschner, 1981).

2. 6. 2. Microelementos

Manganeso (Mn)

Es constituyente y activador de algunas enzimas como las descarboxilasas y
deshidrogenasas que participan en la respiracion, también cataliza la liberacién de

oxigeno en la fotdlisis del agua.

En la naturaleza, el Mn existe en diversos estados de oxidacién en el suelo que son
insolubles, solo es absorbido en forma de catiéon divalente (Mn*2) después de la

reduccion de estos 0xidos en la superficie de la raiz (Azcon-Bieto, 2000).

Los sintomas de deficiencia de Mn es la clorosis intervenal junto con el desarrollo de
pequefias manchas necroticas, esto puede estar asociado con la desorganizacion de

las membranas del tilacoide, del nacleo y de las mitocondrias (Azcon-Bieto, 2000).
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Zinc (Zn)

Es fundamental en la sintesis de auxinas, especialmente en la ruta del triptéfano que
conduce a la formacion de acido indolacético. Es componente esencial y activador de
las enzimas: carbonato deshidratasa, alcohol deshidrogenasa, algunas piridiin
nucleétido deshidrogenasa, glucosa-fosfato deshidrogenasa vy triosafosfato

deshidrogenasa (Favela et al., 2006).

La deficiencia de Zinc produce clorosis intervenal, lo que se ha relacionado con un papel
estabilizador sobre la molécula de clorofila. Otras alteraciones tipicas de la deficiencia
de Zn son la disminucion del crecimiento de hojas y acortamiento de longitud de

entrenudos, especialmente en especies lefiosas (Azcon-Bieto, 2000).

Boro (B)

El boro debe considerarse como un elemento formativo de las estructuras vegetales.
La falta o déficit de éste elemento provoca una falta de ordenacion normal y el desarrollo
completo de varios tejidos. Las necesidades de B varian considerablemente entre
especies y es comldn que una concentracion que para algunas plantas puede ser

adecuada, para otras resulte toxica (Alcantar et al., 2013).

El B participa en el metabolismo y transporte de carbohidratos por lo que su deficiencia
afecta el proceso de conducciéon de los productos asimilados; de tal manera que las
regiones meristematicas presentaran déficit de azlcares mientras que las hojas

fotosintéticamente activas acumularan estos productos (Alcantar et al., 2013).
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Cobre (Cu)

La principal funcion del Cu en los vegetales estd asociada con la activacion y
composicion de la superdxido dismutasa (SOD) y de la plastocianina (encima
involucrada en el transporte de electrones entre los fotosistemas). El papel esencial de
las enzimas SOD es la desintoxicacion por radicales superoxido. Asimismo, es una
molécula estructural de algunas enzimas como la citocromo oxidasa (enzima terminal
de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria) que contiene dos atomos

de Cu y dos de Fe (Alcantar et al., 2013).

Molibdeno (Mo)

Participa en reacciones de tipo redox como constituyentes de sistemas enziméaticos
como el nitrato reductasa (responsable de la reduccion de nitratos a nitritos) y de la
nitrogenasa (fundamental en la fijacion biol6gica de N). También forma parte de la
enzima xantin deshidrogenasa oxidasa, implicada en la degradacion (catabolismo) de

bases puricas como la adenina y guanina (Alcantar et al., 2013).

Favela et al. (2006) reportan que la deficiencia de Mo en citricos disminuye el vigor y

causa achaparramiento de la planta.

2. 7. Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS, 1962)

Existe gran variedad de formulaciones nutritivas para el cultivo in vitro de células y
tejidos vegetales; sin embargo, el medio propuesto por Murashige y Skoog en 1962

(MS) es el mas usado. Inicialmente fue desarrollado para el cultivo de células de tabaco
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y actualmente se emplea para el cultivo in vitro de muchas especies vegetales. Este
medio se caracteriza por presentar una relacion amonio:nitrato (NH**:NO?S) 1:2
(Gonzélez et al., 2012). Asimismo, presenta componentes organicos: carbohidratos,

vitaminas, aminoé&cidos, que contribuyen en la nutricién del explante (Cuadro 2).

2. 8. Solucioén nutritiva universal Steiner (1984)

Esta solucién nutritiva fue disefiada en 1961 por Abram A. Steiner y se distingue por la
relacion estequiométrica entre aniones y cationes: a) iones nitrato (NO-3), fosfato
(H2POQa4) y sulfatos (SO-4) en relacion 65:5:35, lo que equivale a 12, 1y 7 meq L7,
respectivamente; y b) cationes: K*, Ca*?2y Mg*?, en proporcion 35:45:20, lo que equivale
a9, 4y7 meq L? respectivamente. La suma total de iones es de 20 meq L (Cuadro

3).

La aplicacion continua de solucién nutritiva Steiner permite la absorcién de iones a muy
bajas concentraciones; sin embargo, una concentracién baja no cubrira la demanda
minima de nutrientes. Mientras que, concentraciones altas incrementara el consumo y
puede generar efectos toxicos (Steiner, 1984). En este sentido, determinar
concentraciones 6ptimas esta en funcion del cultivo (especie y etapa fisioldgica) y de

las condiciones ambientales (Juarez et al., 2006).
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Cuadro 2. Componentes del medio Murashige y Skoog (1962).

Compuesto Concentracion (mg L
Y
Macroelementos
NH4NOs 1650
KNOs 1900
CaCl2*2H20 440
KH2POa4 170
MgSO4*7H20 370
Microelementos
MnSO4*4H20 22.3
FeS04*7H20 27.8
Na*EDTA 37.3
ZnS04*7H20 8.6
H3BOs 6.2
Kl 0.83
CuSO04*5H20 0.025
NaMoO4*2H20 0.25
CoCI*6H20 0.025
Vitaminas
Inositol 100
Acido ascorbico 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina 0.1
Glicina 2.0

Fuente de carbono (g L?)
Sacarosa 30




Cuadro 3. Composicion quimica de la solucion nutritiva Steiner (1984).

Compuesto Peso molecular meq L™* gparallL
solucion

Macroelementos

Ca (NO3)2*4H20 (99.9 %) 118 9 1.062

KNO3 (100 %) 101 3 0.303

K2SO4 (100 %) 90 3 0.270

MgSO4*7H20 123 4 0.492

H3PO4 (85 %; D=1.7 gxmL-1) 32.6 1 22.56 mL

KH2PO4 174.2 1 0.136

Microelementos

H3BO3 61.81 2.8

MnSO4*H20 168.94 2.2

ZnSO4*7H20 287.39 0.4

CuSO4*5H20 249.55 0.008

NaMoO4*2H20 241.92 0.1

Fe-EDTA (1 % Fe) 345.85 42.85

" Este componente puede ser sustituido con KH2PQOs4. Se recomienda que los
fertilizantes tengan pureza cercana a 100 %. Fuente: Alcantar et al. (2013).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y Patologia de Se-
millas y en los invernaderos del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado
en el Km 36.5 de la Carretera Federal México-Texcoco, municipio de Texcoco, Estado
de México a 19° 29” latitud norte, 98° 53" latitud oeste y altitud de 2,250 msnm. El clima
de esta region es templado subhumedo con lluvias en verano y escasa precipitacion en
invierno. La temperatura y precipitacién anual promedio es de 15. 2 ° C y 635.5 mm

respectivamente.

3. 1. Material vegetal

Se utilizaron plantas de S. rebaudiana Bertoni variedad Eirete. Las plantas se
propagaron mediante el enraizamiento de esquejes con el producto comercial Radix 50
®. El sustrato empleado correspondié a una mezcla de tezontle:turba (CosmoPeat ®) en
relacion 2:1. Las plantas fueron fertilizadas con el producto MiracleGro ® que contiene

15 % de nitrégeno (N), 30 % de fésforo (P) y 15 % de potasio (K).

Las plantas madre fueron saneadas con solucién fungicida Benomyl ® 1 g L una

semana previa al establecimiento in vitro.
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3. 2. Establecimiento in vitro: desinfestacion de explantes

Se seleccionaron brotes de aproximadamente 20 cm de longitud con 5 nudos en
promedio con un par de hojas opuestas, y se llevaron al laboratorio donde se eliminaron

laminas foliares y se lavaron con jabdn liquido y agua corriente.

Posteriormente, en la campana de flujo laminar se seleccionaron segmentos nodales
(explantes) de 2 a 3 cm de longitud y se desinfestaron con solucién de Benomyl ® 1 g
L por 10 min, seguido de 15 min en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % de ingrediente
activo y 30 min en una solucién de nanoparticulas de plata (40 pL L) (AgROVIT-CP ©).
Posteriormente se eliminaron las zonas oxidadas y se establecieron en el medio de

cultivo.

En el caso de los explantes provenientes de plantas variedad Morita Il (bioensayos no
reportados), el protocolo de desinfestacion se ajusté de la siguiente manera: inmersion
en Benomyl ® 1 g L* por 6 min, 8 min en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2 % y 25 min

en 40 pL Lt de solucién AgROVIT ©.

3. 3. Bioensayo. Establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni en

medios de cultivo MS y Yasuda et al.

Para conocer la respuesta morfogénica de los explantes de stevia frente a las
condiciones in vitro, se desinfestaron segmentos nodales y se cultivaron en 50 y 100 %
de concentracion de sales basales de Murashige y Skoog (MS, 1962) y en las sales de

Yasuda et. al. (1985) al 100 %, ambas suplementadas con 1.125 mg L? de 6-
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bencilaminopurina (BAP) y 30 g L de sacarosa y 5.2 g L de Phytagel ® (Cuadros 4 y

5).

Cuadro 4. Comparacién de la concentracién de macro y micro elementos (mg L) de

los medios de cultivo Murashige & Skoog (MS) y Yasuda et al. al cien por

ciento de su concentracion.

Componente MS Yasuda et al.

Macronutrientes

NHsNOs3 1650 412
KNOs3 1900 475
Ca(NO3)2 *4H20 - 170
CaClz 440 -
MgSOa4 *7H20 370 92
KH2PO4 170 85
Micronutrientes

HsBOs 6.2 3.1
Kl 8.3 -
MnSOa4 *4H20 22.3 -
MnSO4 *H20 - 6.8
ZnSO4 *7H20 8.6 4.3
NaMoOs *2H20 0.25 0.125
CuS0s4 *5H20 0.025 0.005
CoCl2 *6H20 0.025 -

Naz EDTA 37.3 -
FeSO4 *7H20 27.8 27.8
Fe EDTA - 373

Fuente: Murashige & Skoog 1962) Yasuda et al. (1985)
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Cuadro 5. Vitaminas y fuentes de carbono de los medios de cultivo Murashige y Skoog

y Yasuda et al. al cien por ciento de su concentracion.

Componente MS Yasuda et al.
Vitaminas (mg L?)

Inositol 100 100
Acido ascérbico 100 -
Acido nicotinico 0.5 1
Piridoxina HCI 0.5 1
Tiamina 0.1 10
Glicina 2.0 -
Fuente de carbono (g L)

Sacarosa 30 30
pH 5.8 6.3

Fuente: Murashige & Skoog 1962) Yasuda et al. (1985)

En este estudio se emple6 una sola condicién de incubacién proporcionada por una

camara de ambiente controlado con 140 pmol m-? s de densidad de flujo de fotones

fotosintéticos (DFFF), temperatura de 28 + 2 °C y fotoperiodo de 16 h.

Después de 35 dias de incubacion se evaludé la supervivencia, contaminacion,

oxidacion, reactivacion del crecimiento y numero de brotes por explante.

3. 4. Experimentos

A partir de los resultados obtenidos en el bioensayo se plantearon tres experimentos

en el que se decidié probar dos concentraciones del medio MS (50 y 100%) vy tres

concentraciones de soluciéon nutritiva Steiner (100, 200 y 300 %) y la comprobacion de
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los mejores tratamientos de ambos experimentos. Las caracteristicas fisicoquimicas y

concentraciones de los medios evaluados se describen en los Cuadros 6y 7.

Los experimentos 1 y 2 se establecieron en verano, cuando las plantas madre se
encuentran en etapa vegetativa. Mientras que en el experimento 3 se emplearon

plantas cultivadas en invierno con inicios de floracion (etapa reproductiva) (Figura 3).
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Figura 3. Temperatura mensual maxima, minima y promedio de durante el crecimiento
de las plantas madre, de enero 2016 a enero 2017. Fuente: Estacion Agro-

Meteorologica, COLPOS, Montecillo.

Los experimentos se sometieron a dos condiciones de incubacion con el objetivo de
determinar la combinacion 6ptima para la morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana

Bertoni.
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Cuadro 6. Composicion del medio cultivo de Murashige y Skoog (1962) y Solucion

nutritiva Steiner y caracteristicas fisicoquimicas.

Componente (mg L-1) MS MS Steiner Steiner Steiner
50 % 100 % 100 % 200 % 300 %
NHsNOs3 825 1650 - - -
KNOs 950 1900 303 606 909
Ca(NO3)2 *4H20 - - 1062 2124 3186
CaCl2*2H20 220 440 - - -
MgSOa4 *7H20 220 370 492 984 1476
KH2PO4 185 170 136 272 408
K2S04 *(100%) - - 270 540 810
HsBOs3 6.2 3.1 2.8 5.6 8.4
Kl 0.83 0.41 - - -
MnSO4 *4H20 22.3 111 - - -
MnSO4 *H20 - - 2.2 4.4 6.6
ZnS04 *7H20 8.6 4.3 0.4 0.8 1.2
NaMoOs *2H20 0.25 0.125 0.1 0.2 0.3
CuSOa4 *5H20 0.025 0.0125 0.008 0.016 0.024
CoCl2 *6H20 0.025 0.0125 - - -
Naz EDTA 37.3 18.6 - - -
FeSO4 *7H20 27.8 13.9 - - -
Fe-EDTA (1 % Fe) - - 42.85 85.7 128.55
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Cuadro 7. Caracteristicas fisicoquimicas del medio cultivo de Murashige y Skoog (MS)

(1962) y Solucion nutritiva Steiner al inicio de los experimentos.

Medio de cultivo CE (dS) pH Ca*™ (ppm) K* (ppm) NO- (ppm)
MS 50 % 2.7 5.7 95 390 1200

MS 100 % 55 5.7 190 800 2500
Steiner 100 % 2.0 5.6 210 260 720
Steiner 200 % 4.1 5.6 430 530 1400
Steiner 300% 6.0 5.6 580 800 2300

3. 4. 1. Experimento 1. Efecto de concentraciones de medio MS 'y
condiciones de incubacidon en la morfogénesis in vitro de Stevia

rebaudiana Bertoni

Se emplearon explantes desinfestados de stevia variedad Eirete y se colocaron en
frascos de vidrio con 8 mL de medio de cultivo liquido. En esta fase, los explantes se
sometieron a cuatro tratamientos, resultado de la combinacion factorial de dos
concentraciones de sales basales de Murashige y Skoog (1962) y dos condiciones de
incubacion. Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar con

35 repeticiones (un explante por repeticion).

Las concentraciones de sales del medio MS fueron 50 y 100 % y ambas fueron
suplementadas con 1.125 mg L™* de 6-bencilaminopurina (BAP) y 30 g L de sacarosa.
En sustitucion del agente gelificante se utilizaron puentes de papel filtro para soporte
del explante. EI pH de los medios de cultivo se ajusté a 5.7. Las condiciones de

incubacion fueron en cdmaras de ambiente controlado: 1) 140 pmol m2 s densidad de
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flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) + 28 + 2 °C, y 2) 80 pmol m?s? DFFF y 26 + 2

°C, con fotoperiodo de 16 h en ambas cadmaras.

Se registré la supervivencia de explantes con las siguientes caracteristicas: tejido
turgente, de coloracion verde y con actividad morfogénica (Sandoval et al., 2013).
Asimismo, se registré el grado de oxidacion (tejido con coloracion rojiza moteado) y
vitrificacion (tejido hiperhidratado con apariencia transparente) de los brotes y hojas
regeneradas; para ello se considero el area afectada en escala de 0 a 100 %. También
se contabilizd el nUmero de brotes por explante, longitud de brotes (de la base del tallo

al apice) y el numero total de hojas expandidas por explante.

Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza y comparacion de medias con

la prueba de Tukey (P<0.05). Los valores expresados en porcentaje fueron

transformados con vx + 1, ya sea para disminuir el coeficiente de variacion, obtener
homogeneidad de varianza o normalidad de los valores, segun sea el caso. En estos

analisis se utilizo el programa estadistico Statistical Analysis System (SAS) version 9.4.

3. 4. 2. Experimento 2. Efecto de la solucién nutritiva Steiner y
condiciones de incubacidon en la morfogénesis in vitro de Stevia

rebaudiana Bertoni

Se desinfestaron explantes de stevia variedad Eirete y se establecieron en frascos de
vidrio con 8 mL de solucién nutritiva Steiner sin agar. Los explantes se sometieron a la
combinacion factorial de tres concentraciones de solucion nutritiva Steiner: 100, 200 y

300 %; y se incubaron bajo las mismas condiciones del Experimento 1. Las soluciones
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nutritivas fueron suplementadas con las vitaminas del medio Yasuda et al. (1985): 100
mg L1 de inositol, 1 mg L* de &cido nicotinico, 1 mg Lt de piridoxina-HCly 10 mg L1 de
tiamina, 1.125 mg L de 6-bencilaminopurina (BAP) y 30 g L de sacarosa. El pH se

ajustd a 5.7.

En total se generaron seis tratamientos y se distribuyeron en un disefio completamente
al azar con 35 repeticiones (un explante por repeticion). Las variables respuesta y

andlisis de datos corresponden a las mencionadas en el experimento anterior.

3. 4. 3. Experimento 3. Efecto de la época del afio, medios de cultivo,
condiciones de incubacién en la morfogénesis in vitro de Stevia

rebaudiana Bertoni

Después de conocer los efectos de las soluciones nutritivas MS (50 y 100 %) y Steiner
(100, 200 y 300 %), y las dos condiciones de incubacion, se decidi6 comparar los
mejores tratamientos durante el invierno. Para esto se desinfestaron explantes nodales
y se cultivaron en medio de MS al 50 % y solucion Steiner al 200 % de concentracién y
dos condiciones de incubacion: 1) 140 pmol m?2 s densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (DFFF) + 28 + 2 °C, y 2) 80 pmol m2s DFFF y 26 + 2 °C, con fotoperiodo
de 16 h. Para el establecimiento in vitro y preparacion de los medios de cultivo se siguio
la metodologia descrita en los experimentos anteriores. Las caracteristicas iniciales de

los medios de cultivo utilizados se reportan en el Cuadro 6.

El experimento se establecioé en el mes de enero. Los explantes nodales provenian de

plantas crecidas en la época de invierno y se encontraban en floracion (etapa
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reproductiva). La cosecha de los segmentos nodales para cultivo in vitro se realizo en
enero del 2017. El crecimiento y desarrollo de los nudos cosechados en las plantas

madre ocurrio entre noviembre y diciembre del 2016.

La combinacién de factores genero cuatro tratamientos y se distribuyeron en un disefio
completamente al azar con 45 repeticiones, considerando un frasco con segmento

nodal como repeticion.

Se registré la supervivencia de explantes, el nUmero de brotes por explante, longitud
de brotes por explante, nimero total de hojas expandidas por explante, grado de
oxidacion vy vitrificacion a los 35 dias después del establecimiento (dde). También se
determind el contenido de pigmentos fotosintéticos mediante espectrofotometria con el

método descrito por Inskeep y Bloom (1985).

Al finalizar el experimento (55 dde), se registr6 nuevamente el pH, conductividad
eléctrica (CE) y la concentracién de iones Ca*?, K* y NO-2 disponibles en las soluciones
nutritivas y los iones Ca*?, K* y NO- asimilados por las plantas. Para ello se maceraron
las plantas muestreadas por tratamiento (repeticiones) para obtener un extracto global,
debido a que el tamafio de una repeticion (una planta) no cubria el volumen necesario

(120 pL) para realizar la lectura y el niumero de repeticiones era limitado. En estas
mediciones se emplearon los equipos: HORIBA LAQUAtwin®y Hanna ® HI 991301para

conocer el pH, CE e iones, respectivamente.
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3.5. Anédlisis de datos

Los datos de las evaluaciones no destructivas fueron sometidos a analisis de varianza
(Anova) y comparacion de medias con la prueba de Tukey (P<0.05). Los valores
expresados en porcentaje fueron transformados con vx+1 para disminuir el
coeficiente de variacion. En estos estudios se utilizo el programa estadistico Statistical

Analysis System (SAS) version 9.4.

Para los datos de las evaluaciones destructivas se presentan valores promedio, debido
al limitado tamano de las vitroplantas y al nUmero de repeticiones disponibles después

de 55 dias de establecimiento in vitro.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4. 1. Bioensayo: Establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni en el

medio de Murashige y Skoog y Yasuda et al.

La etapa de establecimiento es fundamental en el desarrollo de protocolos de
regeneracion in vitro, ya que permite conocer la respuesta del explante frente a la
disponibilidad de nutrientes de medio de cultivo y las condiciones de incubacion.
Asimismo, permite verificar la sanidad de material vegetal y la eficacia del proceso de
desinfestacion. En este ensayo se aprecia que los valores de las variables respuesta

son diferentes en cada uno de los tratamientos (Cuadro 8).

Cuadro 8. Respuesta morfogénica de los explantes de Stevia rebaudiana establecidos

en diferentes medios de cultivo.

Tratamiento* Supervivencia  Oxidacion Reactivacion No. brotes por
(%)+ (%)+ de crecimiento explante ++
(%0)+
1: MS 100 % 74 51.0 70 20+0.5
2: MS 50 % 100 30.3 100 28+1.1
3: Yasudaetal. 60 65.0 50 1.2+0.8

" MS: Medio de Murashige y Skoog (1962); Yasuda et al.: Medio de Yasuda et al. (1985).
* Porcentaje calculado de 35 explantes por tratamiento. ** Promedio de 35 repeticiones
+ desviacidn estandar. Evaluacion a los 35 dias después de establecimiento.

Los explantes cultivados en el medio de cultivo MS al 50 % de su concentracion,
presentaron mayor porcentaje de supervivencia (100 %), reactivacion de crecimiento

(100 %) y numero de brotes por explante (2.8) y oxidaciéon (30.3 %), en comparacion
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con los explantes cultivados en MS al 100 %. Los valores mas bajos para estas
variables se observaron en los explantes que se cultivaron en el medio Yasuda et al.
Esta solucion se caracteriza por contener 1/4 de la concentracién de macro y micro
elementos del medio MS, lo que pudiera ser insuficiente para la morfogénesis in vitro

de stevia.

Al respecto, Gonzélez et al. (2012) reportan mayor numero de brotes y hojas, asi como
mayor numero y longitud de raices en Agave cocui en los medios con 75, 50, incluso al
25 % de concentracién, en comparacion con el MS al 100 % de concentracién. Por otra
parte, los brotes regenerados en los diferentes tratamientos presentaron de 35 a 65 %

de oxidacién a partir de la quinta semana de cultivarse en el mismo medio (35 dde)

(Figura 4).

Figura 4. Presencia de oxidacién en brotes de Stevia rebaudiana Bertoni cultivados en:
a) MS 100 %, b) MS 50 % y c) Yasuda et al. Evaluacion realizada a los 35

dias después de establecimiento in vitro.
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Al respecto, Kumar et al. (2014) en estudios de regeneracion in vitro de stevia, reportan
gue los explantes provenientes de brotes jovenes (de una a tres semanas de formacion)
exudan mayor proporcién de compuestos fendlicos, en comparacién con explantes
provenientes de brotes de cuatro a siete semanas de edad. Asimismo, reportan que el
porcentaje de supervivencia es menor cuando los explantes exudan compuestos

fendlicos, es decir, al usar explantes jovenes.

La presencia de oxidacidon en explantes y tejidos regenerados in vitro esta relacionado
con la formacion de compuestos fendlicos y puede desencadenar desordenes
fisiologicos, morfologicos, genéticos y epigenéticos tales como recalcitrancia,

hiperhidratacion y variacion somaclonal (Van Staden et al., 2006).

Experimento 1

4.2. Efecto de la concentracion del medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) y
la condicion de incubacion en la morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana

Bertoni

Después de 35 dias del establecimiento in vitro se encontraron diferencias significativas
(P=<0.05) en las variables morfogénicas: numero de brotes por explante, longitud del
brote mayor y nimero de hojas expandidas en cada uno de los factores evaluados;
mientras que en las variables vitrificacion y oxidacion soélo en la interaccion de factores
o en factores independientes, respectivamente. Asimismo, no se observo diferencias

significativas en la variable supervivencia (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Suma de cuadrados del andlisis de varianza para el efecto de dos
concentraciones de medio Murashige & Skoog y dos condiciones de

incubacion en la morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Factor de variacion S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
Concentracion 0.068 NS 3.2* 30.1* 225* 63.1* 10.4 NS
Incubacion 0.035NS 2.1* 43.0* 36.2** 27.0* 7.1 NS
Conc*Incub 0.012NS 22* 26.2* 11.5* 100NS 352*
cVv 104 26.9 44 .4 34.9 42.6 77.5

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Numero de
hojas; Oxid: Oxidacion de explantes; Vit: Vitrificacion. NS No significativo, * significativo
al 5 %, ** significativo al 1 %, CV=coeficiente de variacion. Concentraciones del medio
MS: 50 y 100 %. Condiciones de incubacion: 140 umol m= s densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (DFFF) + 28 + 2 °C y 80 umol m2s* DFFF + 26 + 2 °C.

De acuerdo con la comparacion de medias del efecto de los factores, los explantes
cultivados en el medio MS al 50 %, presentaron mayor nimero de brotes por explante
y longitud de brotes, asi como mayor numero de hojas expandidas. Adicionalmente, los
brotes presentaron menor grado de oxidacion en comparacién con los explantes

cultivados en MS al 100 %.

Estos resultados son similares a los de Gonzalez et al. (2012) obtenidos en Agave cocui
Trelease, quienes obtuvieron mayor acumulacion de azlcares y mayor crecimiento de
raices en medio MS al 25 y 50 % de la concentracion de sales inorganicas. Mientras
gue Andrade-Rodriguez et al. (2015) en estudios con Euphorbia leucocephala Lotsy
reportan que MS al 50 % genero efecto similar en altura de brote, diametro de tallo y
numero de hojas que el mejor de sus tratamientos con el medio de cultivo WPM (Woody

Plant Medium) modificado.
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Por otra parte, los explantes incubados en la mayor intensidad de luz y temperatura
(140 umol m2 st DFFF + 28 + 2 °C) presentaron mejor respuesta morfogénica: ya que
tenian mayor numero y longitud de brotes y hojas expandidas; sin embargo, el
porcentaje de oxidacion fue mayor. En contraste, los explantes incubados en la menor
intensidad de luz y temperatura presentaron valores menores para estas mismas
variables. Un comportamiento similar lo presentan las plantas cultivadas en campo e
invernadero, ya que stevia requiere de dias largos y de alta intensidad solar para
aumentar la longitud de entrenudos, la formaciéon de hojas, incrementar el area foliar y

posteriormente, el peso seco (Landazuri y Tigrero, 2009) (Cuadro 10).

Asimismo, Jarma et al. (2011) mencionan que la radicacion fotosintéticamente activa
(RFA) (21.61 MJ/m?) en combinaciéon con temperaturas altas (29 © C), favorece la

distribucién de fotoasimilados del tallo hacia la hoja en las plantas de stevia.

La comparacion de medias del efecto de las interacciones sefiala que los tratamientos
1 (MS 100 % +140 pmol m2s*DFFF + 28 + 2 °C), 3 (MS 50 % + 140 umol m2s* DFFF
+28+2°C)y4 (MS50 % + 80 umol m2s DFFF + 26 + 2 °C) generaron mayor niimero

de brotes, longitud de brote mayor y nimero de hojas (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Comparacion de medias del efecto de la concentracion del medio Murashige

y Skoog y de las condiciones de incubacion en la morfogénesis in vitro de

Stevia rebaudiana Bertoni.

Factores y S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
niveles

Concentracion
MS 100 % 78.0a 3.0b 41b 13.1b 415a 6.4 a
MS 50 % 910a 4.4 a 51a 203 a 249b 99a
Incubacion*
C140 88.0 a 43a 5.2a 21.3a 38.3a 95a
Cc80 80.0 a 3.3b 41b 12.3b 27.5b 6.7 a
CcvVv 104 26.9 44.4 34.9 42.6 775a

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Numero de
hojas; Oxid: Oxidacién de explantes; Vit: Vitrificacion. * Condiciones de incubacion;
C140: 140 pmol m? st DFFF + 28+2 °C; C80: 80 umol m? s DFFF + 26+2 °C.
CV=coeficiente de variacion. Medias con la misma letra por columna y por factor de

estudio no presentan diferencias significativas (Tukey, P < 0.05).

En cuanto a la propagacion in vitro de stevia, algunos autores recomiendan usar el

medio MS al 100 % de su concentracion y temperaturas de incubacion de 25 +2°C

(Yadav et al., 2011; Razak et al., 2014). Sin embargo, en este estudio, usar MS al 50

% + 80 umol m2s™* DFFF + 26 + 2 °C de incubacioén, generé efectos similares que usar

MS 100 % ya sea en 80 pmol m2s™* DFFF + 26 + 2 °C 0 140 pmol m?s! DFFF+28+2°C.
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Cuadro 11. Comparacién de medias del efecto de la interaccidn entre concentracion del
medio Murashige y Skoog y las condiciones de incubacion en la

morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Combinacién de S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
tratamiento”

1. MS100 + C140 85.0a 42a 52a 202a 440a 49b
2. MS100 + C80 71.0a 2.0b 3.1b 75b 39.1a 8.1ab
3. MS 50 + C140 920a 44a 53a 225a 331ab 155a
4. MS 50 + C80 88.0a 45a 50a 182a 179b 54D
CcvVv 10.4 26.9 44.4 349 426 77.5

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Namero de
hojas; Oxid: Oxidacion de explantes; Vit: Vitrificacion. * Combinacion de tratamientos:
MS100 + C140= MS 100 % +140 pmol m? s DFFF + 28 + 2 °C, MS100 + C80= MS
100 % + 80 umol m2 s DFFF + 26 + 2 °C, MS50 + C140= MS 50 % + 140 pmol m2 st
DFFF + 28 + 2 °C y MS50 + C80 = MS 50 % +140 umol m2 s DFFF + 26 + 2 °C.
CV=coeficiente de variaciéon. Medias con la misma letras por columna y por factor de
estudio no son significativamente diferentes (Tukey, P < 0.05).

Experimento 2

4.3. Efecto de la concentracién de solucion nutritiva Steiner y las condiciones

de incubacion en la morfogénesis in vitro

Después de 35 dias del establecimiento in vitro, las concentraciones de la solucién
nutritiva Steiner (100, 200 y 300 %), las condiciones de incubacién (140 pumol m2 s
DFFF + 28 + 2 °C y 80 umol m? st DFFF + 26 + 2 °C) y su interaccién, generaron

efectos significativos (P<0.05) en todas las variables respuesta (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Suma de cuadrados del andlisis de varianza del efecto de tres
concentraciones de solucion nutritiva Steiner y dos condiciones de

incubacion en la morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Fuente de variacion S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
Concentracion 0.3** 4.4*  31.6* 24.8**  76.3** 125.2 **
Incubucion 1.9%* 33.8* 675.3* 430.8* 132.1*  494*
Conc*Incub 0.5** 3.5*  62.9* 58.1**  218.0*  258*
cVv 11.9 26.5 59.4 39.4 34.1 52.7

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Numero de
hojas; Oxid: Oxidacion de explantes; Vit: Vitrificacion. NS No significativo, * significativo
al 5 %, ** significativo al 1 %, CV=coeficiente de variacion. Concentraciones de solucién
nutritiva Steiner: 100, 200 y 300 %. Condiciones de incubacién: 140 pmol m=2 s?
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) + 28 + 2 °C y 80 pmol m? s** DFFF
+26+2°C.

Las soluciones nutritivas Steiner al 100 y 200 % generaron mayor porcentaje de
supervivencia que la solucion al 300 % de su concentracion. EI nUmero de brotes fue
mayor en Steiner 200 y 300 % que la solucion al 100 %. Para las variables longitud de
brotes y nimero de hojas la solucion Steiner al 200 % fue significativamente mas alto
gue Steiner al 100 y 300 %. Asimismo, la solucién Steiner 200 % presento valores mas
bajos de oxidacién en comparacién con Steiner al 100 y 300 %; sin embargo, los brotes

generados presentan mayor porcentaje de vitrificacion.

Al respecto, Steiner (1984) menciona que la absorcién nutrimental de la solucion esta
determinada por la fase de crecimiento, por el tipo de planta y de las condiciones
ambientales del cultivo (temperatura, radiacién, humedad relativa, etc.). En este
contexto, los requerimientos nutrimentales del explante para el cultivo in vitro pueden

ser muy diferentes y alin son poco dilucidadas.
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Existen reportes de correlacidon positiva entre aumento del crecimiento vegetal y el
incremento de concentraciones de la solucién nutritiva Steiner. Por ejemplo, Enriquez
del Valle et al. (2005) fertilizaron plantas de Dendranthema grandiflora en la etapa de
aclimatacién con diferentes concentraciones de solucién Steiner (25, 50, 75, 100y 125
%) y obtuvieron mayor altura, mayor didmetro de tallo, nUmero de hojas, area foliar y

biomasa conforme aumenté la concentracion.

Por otro parte, la mayor intensidad de luz y temperatura (140 umol m2s! DFFF + 28 +
2 °C) generd mayor supervivencia de explantes de stevia; asi como mayor cantidad y
longitud de brotes por explante, mayor nimero de hojas y menor porcentaje oxidacion,
en comparacion con menor intensidad de luz y temperatura. En contraste, algunos
autores mencionan que incrementar la temperatura de incubacion (30/26 °© C dia y
noche) afectdé negativamente el desarrollo morfogénico de Solanum tuberosum en
comparacion con el intervalo de temperatura 6ptima (27/25 °© C dia y noche) (Orozco et

al., 2000) (Cuadro 13).

En el andlisis de comparacion de medias del efecto de los tratamientos, se aprecia que
la combinacion Steiner 200 % + 140 pmol m s DFFF + 28 + 2 °C (tratamiento 3) sélo
fue superior a Steiner 100 % + 80 pmol m?s® DFFF + 26 + 2 °C (tratamiento 2) en
cuanto a la superviviencia de los explantes. En tanto que para el nimero de brotes por
explante, longitud de brote y nimero de hojas, Steiner 200 % + 140 pmol m? s DFFF
+ 28 + 2 °C fue estadisticamente similar a Steiner 300 % + 140 umol m? s DFFF + 28
+ 2 °C, es decir, las concentraciones altas de solucion Steiner en combinacion con

intensidad de luz y temperatura de incubacion alta favorecen la morfogénesis de brotes
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Cuadro 13. Comparacién de medias del efecto de tres concentraciones de solucién
nutritiva Steiner y dos condiciones de incubacion en la morfogénesis in vitro

de Stevia rebaudiana Bertoni.

Factores y niveles S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
Concentracion

Steiner 100 % 71.0ab 2.2b 19b 9.7b 43.6 ab 12.1b
Steiner 200 % 79.0a 35a 25a 14.7a 36.8b 18.7 a
Steiner 300 % 58.0b 2.8ab 1.8b 10.0b 55.3a 6.2 C
Incubacion

C140 920a 43a 39a 224a 355D 15.2a
Cc80 470b 15b 0.7b 3.8b 55.4 a 8.8b
CcvVv 11.9 26.5 59.4 39.4 34.1 52.7

*S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: NUumero de hojas;
Oxid: Oxidacion de explantes; Vit: Vitrificacion. CV=coeficiente de variacion. Medias con
la misma letra por columna y por factor de estudio no presentan diferencias
significativas (Tukey, P < 0.05). Condiciones de incubacion: C140: 140 pmol m=2 s
DFFF + 28 £ 2 °C y C80: 80 umol m? s DFFF+ 26 £ 2 °C

y hojas en stevia (tratamientos 3 y 5). Asimismo, el porcentaje de vitrificacion de los
brotes cultivados en Steiner 200 % + 140 umol m2 st DFFF+ 28 + 2 °C (tratamiento 3)
y Steiner 200 % + 80 umol m? s! DFFF+ 26 + 2 °C (tratamiento 4) soélo fue
estadisticamente diferente de aquellos cultivados en Steiner 100 % + 80 pmol m2 s
DFFF+ 26 + 2 °C (tratamiento 2) y Steiner 300 % + 80 pmol m2s® DFFF+ 26 + 2 °C

(tratamiento 6).

Algunos protocolos de propagacion in vitro de stevia han utilizado menor intensidad
luminica y temperatura durante la incubacion (50 pmol m2s* DFFF + 24 + 2 °C) que la
usada en este trabajo (Shatwani et al., 2011; Razak et al., 2014). Sin embargo, los

resultados de la presente investigacion muestran que incrementar la intensidad de luz
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y la temperatura favorecié la morfogénesis in vitro de stevia en ambos experimentos.
Lo anterior concuerda con los reportes de Vaz et al. (2004) quienes mencionan que
incrementar la temperatura de incubacion a 27 °C (temperatura convencional 22 a 24
°C) en Psygmorchis pusilla (orquidea epifita), promoviéo mayor germinacion in vitro, asi

como mayor tamarfio de las plantas, nimero de hojas y peso fresco (Cuadro 14).

Cuadro 14. Comparacion de medias del efecto de las interacciones entre la
concentracion de la solucién nutritiva Steiner y las condiciones de incubacién

en la morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Combinacién de S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
tratamiento

1. S100 + C140 89.0ab 3.0b 29b 146b 489b 16.4 ab
2. S100 + C80 54.0c 15¢c 09c 5.7c 38.6 bc 8.4 bc
3.S200 + C140 91.0ab 54a 4.7 a 285a 28.9c 18.8a
4. S200 + C80 670bc 19bc 09c 53c 45.7 bc 18.6 a
5. S300 + C140 97.0a 49a 41a 254a 30.4bc 11.0 ab
6. S300 + C80 22.0d llc 0.2d 1.1d 88.4 a 26¢C
CcvVv 11.9 26.5 59.4 39.4 34.1 52.7

*S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: NUumero de hojas;
Oxid: Oxidacién de explantes; Vit: Vitrificacion. Medias con la misma letra por columna
no presentan diferencias significativas Tukey (P < 0.05), CV=coeficiente de variacion.
Combinacién de tratamientos: S100=Steiner 100 %, S200=Steiner 200 % y S300:
Steiner 300 %; C80: 80 pmol m2 st DFFF + 26 + 2 ° y C140: 140 pmol m2 s DFFF +
28+2°,

Aungue la solucién nutritiva Steiner en combinaciéon con 140 pumol m2s* DFFF + 28 +
2 °C permitié obtener valores mas altos para supervivencia, niumero de brotes, longitud
de brotes y nimero de hojas, que el medio MS al 50 % + 80 umol m? s DFFF + 26 +

2 °C, los brotes regenerados también mostraron mayor grado de oxidacién y
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vitrificacion, caracteristicas que pueden repercutir negativamente en el comportamiento
de las plantas bajo condiciones ex vitro. Por lo anterior, consideramos que la
combinacion entre MS al 50 % + 80 umol m? s DFFF + 26 + 2 °C proporciona las

mejores condiciones de cultivo para la regeneracion in vitro de stevia.

Experimento 3

4.4. Efecto de la época del afio, medios de cultivo y condiciones de incubacion

en la morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni

Fue posible encontrar diferencias significativas (P < 0.05) en cada una de las variables
evaluadas (excepto vitrificacion), por efecto del medio. El factor incubacion sélo generé
efectos significativos en las variables oxidacion y vitrificacién; mientras que la

combinacion de factores soélo influyo en la supervivencia de explantes (Cuadro 15).

Cuadro 15. Suma de cuadrados del analisis de varianza del efecto de dos medios de
cultivo: MS 50 % y Steiner 200 % y dos condiciones de incubacion en la

morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Factor de estudio S (%)+ NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
Medio 1.208" 3.65" 12.78" 41.60" 327.05 2.58NS
Incubacion 0.015Ns 0.23NS 0.04NS 1.06NS  96.74" 83.57"
Medio*Incubaciéon  0.183" 0.06NS  0.28Ns  0.12NS 0.02NS  3.82NS
CVv 16.0 30.3 32.0 45.8 52.6 60.0

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Numero de
hojas; Oxid: Oxidacién de explantes; Vit: Vitrificacién. NS No significativo, ** significativo
(P = 0.05), CV=coeficiente de variacion. Prueba de Tukey (P < 0.05).
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En el analisis de comparacién de medias del efecto de los factores se aprecia que las
plantas regeneradas en MS al 50 % presentaron mayor supervivencia, niumero de
brotes por explante, longitud de brotes por explante y nUmero de hojas expandidas, asi
como menor porcentaje de oxidacidn, con respecto a las plantas cultivadas en Steiner
al 200 %. Las condiciones de incubacion solo generaron diferencias significativas (P <
0.05) en las variables de oxidacion vy vitrificacién, donde la mayor intensidad de luz y

temperatura promovieron los valores més altos (47 y 23 %) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Comparacion de medias del efecto de dos medios de cultivo MS 50 % y
Steiner 200 % y dos condiciones de incubacion en la morfogénesis in vitro

de Stevia rebaudiana Bertoni.

Factores y niveles S (%) NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)
Medio

MS 50 % 58.0a 24a 20a 88a 228b 16.1a
Steiner 200 % 198b 14b 05b 38a 656.0a 181 a
Incubacion**

Cc80 403a 18a 12a 57a 29.1b 11.2b
C140 36.la 20a 1lla 6.5a 47.2a 23.2 a
Ccv 16.0 30.3 320 458 52.6 60.0

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Numero de
hojas; Oxid: Oxidacion de explantes; Vit: Vitrificacion. ** C80: 80 umol m? s DFFF +
2612 °C; C140: 140 pmol m? st DFFF + 28+2 °C. Medias con la misma letra por
columna y por factor de estudio no presentan diferencias significativas Tukey (P < 0.05),
CV=coeficiente de variacion.

La comparacién de medias del efecto de los tratamientos (combinacion de factores)
sefiala que el tratamiento 1, con MS 50 % + 80 umol m?2 s DFFF + 26+2 °C sélo fue

diferente al MS 50 % + 140 umol m2 s DFFF + 28+2 °C en el grado de oxidacién y

49



vitrificacion de brotes (menor en tratamiento 1). Sin embargo, ambos tratamientos
indujeron la mayor longitud de brotes y ndmero de hojas, y menores valores de
oxidacion vy vitrificacién, en comparacion con los brotes cultivados en solucién Steiner

200 % + 80 pmol m2 s DFFF + 26+2 °C (Cuadro 17).

Cuadro 17. Comparacion de medias del efecto de las interacciones entre solucion
nutritiva MS (50 %), Steiner (200 %) y dos condiciones de incubacién en la

morfogénesis in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Combinacion de S (%)* NB LB (cm) NH Oxid (%) Vit (%)

tratamientos

1. MS50 + C80 523ab 23a 22a 85a 16.2c 100b
2. MS50 + C140 63.6 a 25a 18a 9.1a 30.6b 235a
3. S200 + C80 28.8Db 13b 04b 3.3b 45.7ab 13.7 ab
4, S200 + C140 111c l6ab 05b 42b 67.3a 23.0a
CVv 16.0 30.3 32.0 458 52.6 60.0

* S= Supervivencia; NB: Numero de brotes; LB: Longitud de brote; NH: Numero de
hojas; Oxid: Oxidacion de explantes; Vit: Vitrificacion. Letras iguales dentro de cada
columna y factor de estudio no presentan diferencias significativas, Tukey (P < 0.05),
CV=coeficiente de variacién. Combinacién de tratamientos: MS 50 = Murashige y Skoog
50 %, S200= solucién Steiner 200 %; C80= 80 pmol m2 s* DFFF + 26 + 2 °C y C140=
140 pmol m2? s DFFF + 28 + 2 °.

Las diferencias en los resultados de este experimento respecto a los experimentos 1y
2 pueden deberse al estado nutrimental de los explantes al momento de la cosecha de
los explantes. Asimismo, puede deberse a las caracteristicas de las plantas madre
(estado fonolégico, sanidad y edad de la planta), ya que este experimento se establecio

en enero y las plantas madre crecieron a finales de otofio e inicios de invierno, cuando
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la temperatura ambiental maxima, minima fueron mas bajas (13.5 y 13.3 °C,
respectivamente), en comparaciéon con los meses de abril a julio (25.6 y 17.8,
respectivamente), época de verano cuando se cosechd y establecieron los

experimentos 1y 2 (Figura 3).

Las caracteristicas fisiolégicas de la planta madre estan sujetas a la influencia de las
condiciones ambientales y de la época del afio (intensidad luminosa, temperatura,
humedad relativa, etc.) (El-Farash et al., 1993; Berthouly y Michaux-Ferreire, 1996). Al
respecto, Pirela y Mogollon (1996) reportaron que la variacibn de temperatura,
humedad y precipitacion provocaron fluctuaciones en el desarrollo vegetativo de
arboles de guayaba, que posteriormente influyeron en baja tasa de supervivencia, alto
grado de oxidacion y limitada respuesta morfogenética de los explantes cultivados in
vitro. Asimismo, Bertram et al. (2002) reportan que la baja intensidad luminosa en la
que cultivaron plantas madre de tomate influyé en la baja respuesta morfogénica de

explantes.

Por otra parte, Midmore y Rank (2002) sefalan que el crecimiento vegetativo de stevia
declina cuando la temperatura de cultivo es menor a 20 ° C. Asimismo, temperaturas
constantes menores a 20 ° C inducen la floracién de stevia. Los resultados obtenidos
en este experimento indican que la mejor época del afio para obtener explantes que

permitan la micropropagacion de stevia es previa a la floracion.
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4.4.1. Asimilacion de iones

Después de 55 dias de cultivo se aprecio una disminucion de la conductividad eléctrica
(CE) y potencial de hidrégeno (pH), asi como la concentracién de Ca*?, K* y NO2 de

las soluciones nutritivas, respecto a los valores iniciales (Cuadro 18).

Cuadro 18. Contenido de iones disponibles en los medios de cultivo a los 55 dias

después de establecimiento in vitro.

Tratamiento* CE(mS) pH Ca*? (ppm) K* (ppm) NO-3 (ppm)
1. MS50 + 80 1.64+0.2 4.9+0.5 7943 280156 539169

2. MS50 + 140 1.46£0.5 4.88+1.0 72+13 268+107 470212
3. S200 + 80 3.29+0.4 5.61+0.7 363+50 487168 80382

4. S200 + 140 3.34+0.7 5.23+0.3 33056 530+32 700+ 61

* Valores promedio de tres (Trat. 4) y cuatro repeticiones (Trats 1, 2 y 3) + desviacion
estandar. Combinacién de tratamientos: MS50: medio de Murashige y Skoog 50 %;
S200: soluciéon Steiner al 200%; +80: 80 pmol m2 s DFFF + 26 + 2 °C; +140: 140 umol
m? s DFFF + 28+ 2 °C.

La baja asimilacion de iones Ca*?, K* y NO puede relacionarse con la baja respuesta
morfogénica de los explantes, ya sea por efecto de la composicién de las soluciones
nutritivas (concentracion y fuente de nutrimento) o por la capacidad de regeneracion
del explante. Asimismo, podria pensarse que el explante (segmento nodal) proporcion6
los nutrientes a suficientes (al menos por un tiempo) para la formacion de los nuevos
brotes, posiblemente hasta la etapa fisiolégica donde el brote es capaz de absorber y

transportan los nutrientes del medio de cultivo.
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Cuadro 19. Contenido de iones asimilados por las plantas a los 55 dias después de

establecimiento in vitro.

Tratamiento Ca*? (ppm) K* (ppm) NO- (ppm)
1. MS50 + C80 74 895 805
2. MS50 + C140 68 970 870
3. 5200 + C80 260 950 485
4, S200 + C140 230 460 700

* Medicion unica obtenida del extracto de tres (Trats. 2, 3y 4) o cuatro explantes (Trat.
1). Combinacion de tratamientos: MS50: medio de cultivo Murashige y Skoog 50 %;
S200: solucién Steiner al 200%; C80: 80 pmol m? st DFFF + 26 + 2 °C; C140: 140
umol m? st DFFF + 28 + 2 °C.

Marin et al. (2010) mencionan que las plantas de Lilium sp. cultivadas en diferentes
concentraciones y potenciales osmoéticos de solucion Steiner, presentaron una
demanda moderada de N (92 a 211 mg L), y de K* (119 a 211 mg L?), y muy baja
demanda de Ca*? (34 a 126 mg L!); ademas sefalan que esta baja demanda puede

ser el resultado de una removilizacién de nutrimentos almacenados en el bulbo.

4.4.2. Contenido de pigmentos fotosintéticos

En cuanto al contenido de pigmentos fotosintéticos se observé que las plantas
regeneradas bajo la combinacién de MS 50 % + 80 umol m? st DFFF + 26 + 2 °C
(tratamiento 1) presentaron mayor contenido de clorofila a, b, clorofilas totales y
caroteniodes, en comparacion con las plantas cultivadas en MS 50% + 140 umol m2s-
1 DFFF + 28 + 2 °C o con los tratamientos que incluian la solucién Steiner 200% (Cuadro

20).
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Cuadro 20. Contenido de pigmentos fotosintéticos de brotes regenerados in vitro en
soluciones nutritivas MS 50 % y Steiner 200 % bajo dos condiciones de

incubacion. Evaluacion realizada a los 35 dias después del establecimiento.

Tratamiento Clorofila a Clorofila b Cloroflas totales  Carotenoides
(mgg'PF)  (mgg'PF) (mg g* PF) (mg g* PF)
1. MS50 + C80 742161 270131 1011+92 20+1.4
2. MS50 + C140 482453 93+13 286+34 7+0.7
3. 5200 + C80 361+3 117+1.3 338+1 6+0.2
4. S200 + C140 80+15 67+0.9 148+24 4+0.3

Valores promedio de 3 repeticiones por tratamiento + desviacion estandar. PF: Peso
fresco. Peso fresco muestra individual= 50 mg, volumen disolvente dimetil formamida:
6 mL. £ Desviacion estandar. Combinacion de tratamientos: MS50: medio de cultivo
Murashige y Skoog 50 %; S200: solucién Steiner al 200%; C80: 80 umol m2 s* DFFF
+26 + 2 °C; C140: 140 pmol m? s DFFF + 28 + 2 °C.

Esto resultados pueden ser efecto de los desoérdenes fisiolégicos de las plantas
regeneradas en 50 % + 140 umol m?s?® DFFF + 28 + 2 °C o en solucién Steiner en
ambas condiciones de incubacion, debido a que los brotes de estos tratamientos (2, 3,
y 4) presentaron mayor grado de oxidacion y de vitrificacion en comparacion con los de
aquellos cultivados en MS 50 % + 80 umol m2s* DFFF + 26 + 2 °C (tratamiento 1). Al
respecto, Barrales et al. (2015) encontraron mayor contenido de clorofilas (clorofila a, b
y ab) en vitroplantas de Capsicum chinense Jacq regeneradas con una intesidad
luminica de 28 pmol m? s DFFF que en las regeneradas en una intensidad mayor (225

umol m2 st DFFF).
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Figura 5. Vitoplantas representativas de la combinacion de factores de estudio: 1) MS
50 % + 80 pmol m2s1 DFFF+ 2642 °C, 2) MS 50 % + 140 pmol m2 s DFFF
+ 28 + 2 °C; 3) Steiner 200 % + 80 pmol m? s DFFF + 26 + 2 °C y 4) Steiner

200 % + 140 umol m2s1DFFF + 28 + 2 °C.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El uso del medio MS al 50 % y la menor intensidad de luz y temperatura (80 pmol m-2
s'1 de densidad de flujo de fotones fotosintéticos + 26 + 2 °C) generaron similar nimero
de brotes, longitud de brotes y nimero de hojas que los tratamientos con MS 100 % en
ambas condiciones de incubacion, con la ventaja de que estas vitroplantas presentaron

menor grado de oxidacion y vitrificacion que el resto de tratamientos.

Las tres concentraciones de solucién Steiner permitieron la regeneraciéon de brotes de
stevia, y la mejor combinacion resulté en Steiner al 200 % y 140 pmol m2 st de densidad
de flujo de fotones fotosintéticos + 28 = 2 °C. Sin embargo, las vitroplantas presentan

mayor grado de oxidacion y vitrificacion que las cultivadas en MS al 50 %.

La mejor época para obtener segmentos nodales para la propagacion in vitro de stevia
es durante la etapa vegetativa de las plantas madre, que corresponde a los meses de

abril a julio.

Las condiciones de cultivo in vitro mas propicias para la micropropagacion de stevia a
partir de segmentos nodales, consisten en el uso del medio MS al 50 % en combinacion

con 80 pmol m2 s de densidad de flujo de fotones fotosintéticos y 26+2 °C.
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