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Resumen 
 

Stevia  es un género de plantas fanerógamas perteneciente a la familia de las 

asteráceas, tiene 407 especies; una de sus especies es Stevia rebaudiana Bertoni, 

nombrada así por Moisés de Santiago Bertoni. Para el establecimiento in vitro de 

Stevia rebaudiana se aplicaron cinco tratamientos de desinfestación y se obtuvo al usar 

Cloro® (1.8 % cloro activo), Ridomil y Fungimycin previo a la siembra in vitro y al 

agregar al medio Cefotaxima (500 mgL-1) se obtuvo un porcentaje de contaminación de 

50 % permitiendo una supervivencia de 47 %. En la inducción de callo se mostro que al 

combinar 1.5 mgL-1 2,4-D/AIA la capacidad de formación de callo del explante de hoja 

es de 25 %. El tratamiento de cinetina (1.3 gL-1) en el proceso micropropagación de 

Stevia mostro ser el mejor. En el proceso de aclimatación se obtuvo que a los 45 y 60 

días la sobrevivencia fue de 83.64 y 81.82 %, observando que entre 45 a 60 días el 

incremento en altura fue de 0.3 cm, mientras que los 15 días de aclimatación fueron 

críticos obteniendo una altura promedio de 0.1 cm. 
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ABSTRACT 
 

Stevia is a genus of flowering plants belonging to the family Asteraceae, has 407 

species, is one of its species Stevia rebaudiana Bertoni, named Moises Santiago 

Bertoni. For the in vitro establishment of Stevia rebaudiana five treatments were 

applied, and disinfestation was obtained using Chlorine ® (1.8 % active chlorine), 

Ridomil and Fungimycin before planting in vitro and adding to the medium Cefotaxime 

(500 mgL-1) was obtained a contamination percentage of 50 %, allowing a survival of 47 

%. In callus induction was shown that by combining 1.5 mgL-1 2,4-D/AIA training 

capacity of leaf explant callus is 25 %. Treatment of kinetin (1.3 gL-1) in the 

micropropagation process showed Stevia being the best. In the process of 

acclimatization was obtained that at 45 and 60 days survival was 83.64 and 81.82 %, 

noting that between 45 to 60 days the increase in height was 0.3 cm. whereas the 15 

critical days of acclimatization were getting an average height of 0.1 cm. 
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Capítulo 1 

Introducción 

La industria de los edulcorantes, naturales y artificiales mueve cientos de 

millones de dólares ya sea como aditivos en alimentos o como suplementos 

dietéticos, en este orden, la especie estevia, como familiarmente la llamamos (Stevia 

rebaudiana), constituye una prometedora alternativa, en el rango de edulcorantes 

naturales, más aun cuando los endulzantes sintéticos están seriamente cuestionados 

por los efectos de su consumo a corto y largo plazo (Marín, 2004). 

Stevia rebaudiana Bertoni produce una serie de glucósidos diterpenoides o 

steviósidos, los cuales tienen un poder endulzante considerablemente mayor que la 

glucosa. Dichos compuestos no son tóxicos, ni mutagénicos y son bajos en calorías 

(Soejarto y Kinghorn, 1982; Matsui et al., 1996). 

En los EEUU, la Agencia de Alimentos y Drogas (FDA) aprobó en 2008, el uso 

de los glucósidos diterpeniodes como edulcorantes naturales no calóricos en 

alimentos y bebidas (Jiménez et al., 2010), dando el cultivo una enorme expectativa, 

no solamente en lo que se refiere al mercado de los edulcorantes, sino también en la 

agricultura, ganadería, farmacéutica y cosmética. 

Debido a las propiedades endulzantes de la estevia, su demanda ha ido en 

aumento, lo que ha ocasionado que los países busquen nuevas alternativas de 

producción.  

Estevia se propaga principalmente por medio de semillas, que resultan de la 

polinización cruzada; esta forma de reproducción implica recombinación genética y 

por lo tanto alta heterogeneidad en las semillas resultantes que se reflejan tanto en su 

crecimiento como en la producción de steviósidos (Ferreira y Handro, 1988). Se ha 

recurrido a la reproducción asexual mediante estacas para tratar de obtener 

materiales homogéneos, lo que no ha sido muy satisfactorio con respecto a la 
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uniformidad del material obtenido, por lo que se ha tenido que buscar otras opciones 

propagativas. 

Una alternativa es el cultivo de tejidos (micropropagación) que permite obtener 

plantas en forma masiva con características seleccionadas y uniformes en cuanto a su 

crecimiento y la producción de steviósidos. Asimismo, mediante el cultivo de tejidos es 

posible producir steviósidos cultivando células en un medio nutritivo (cultivo de células 

en suspensión) para posteriormente, extraerlos y purificarlos sin requerir de la planta 

completa.  

Por lo antes expuesto los objetivos del siguiente trabajo son: 
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Capítulo 2 

Objetivos 

2.1.  Objetivo general 

 
Establecer el cultivo in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni para la formación 

de callo y su aclimatación en el invernadero. 

2.2.  Objetivos específicos 

 Inducir la formación de callo a partir de tejidos de hojas de Stevia rebaudiana 

Bertoni. 

 Establecer las condiciones de cultivo in vitro para su micropropagación. 

 Determinar la presencia de steviósidos en planta madre, microplantas 

aclimatadas en el invernadero, plantas in vitro y callo mediante cromatografía 

en capa fina. 
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Capítulo 3 

Revisión de Literatura 

3.1. Descripción botánica de Stevia rebaudiana 

Bertoni 

Stevia o estevia es un género de plantas fanerógamas perteneciente a la 

familia de las asteráceas, tiene 407 especies; una de sus especies es Stevia 

rebaudiana Bertoni, nombrada así por Moisés de Santiago Bertoni, conocida 

comúnmente como El Ka‟á He‟é (en guaraní, hierba dulce) "dulce hoja", o 

simplemente, "Estevia”. La planta es herbácea y perenne, con hojas simples, 

inflorescencia capitular y frutos denominados “aquenios” crece como arbusto salvaje 

en el suroeste de Brasil y Paraguay (Marín, 2004). 

Estevia es una planta, con tallo anual ramificado formando múltiples brotes, 

subleñosa, puede alcanzar hasta 80 cm de altura. La raíz es fibrosa, filiforme y 

perenne, formando abundante cepa que apenas ramifica y no profundiza, 

distribuyéndose cerca de la superficie; es el único órgano de la planta que no contiene 

steviósidos (De Vargas, 1980), en plantas se propagan asexualmente por pedazos de 

tallos en arena gruesa, las hojas son pequeñas, lanceoladas, muy dulces, 

festoneadas, opuestas en verticilos alternados, sésiles. Las flores se hallan 

dispuestas en capítulos pequeños terminales o axilares, agrupados en panículas 

corimbosas, de lóbulos blancos. 

El fruto es un aquenio delgado y plumoso; el tallo puede morir todos los 

años ya sea por cuestiones de ciclo reproductivo, temperatura (heladas) u otras 

razones ambientales, quedando un tallo subterráneo con un sistema de raíz que 

luego forma cepas, emergiendo nuevos brotes en la base del tallo anterior. La hoja 

es el órgano con mayor contenido de steviósidos y la raíz es el único órgano que 

no contiene steviósidos. 
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La polinización es auxiliada por insectos, uno de los cuales es la abeja 

melífera, dándose una fuerte polinización cruzada, por lo tanto, sus semillas poseen 

gran variedad genética. Esto es, si se procediera a hacer un cultivo comercial con 

plantas obtenidas a partir de semillas, se obtendría un cultivo muy variable y 

genotípicamente no conveniente (Jarma, 2005). 

3.2.  Importancia económica 

 
El rápido desarrollo de la industria de los edulcorantes y la búsqueda de 

alternativas menos riesgosas que los edulcorantes artificiales; ha permitido que el 

cultivo de S. rebaudiana prospere en países como Brasil, China, Japón, Corea, 

Tailandia e Israel. China actualmente cultiva el 90 % de la producción global de 

esta planta. 

El consumo internacional se concentra en la Unión Europea, EE.UU., China, 

Australia y especialmente Japón, a pesar de tener fábricas para la extracción de 

los steviósidos, es insuficiente para satisfacer su mercado interno (se estima que el 

consumo anual de steviósidos en Japón es de 50 toneladas al año con un valor 

aproximado de $240 millones de dólares americanos). Brasil, cuenta con la mayor 

planta de tratamiento de hoja seca para extracción del steviosido. Actualmente, se 

producen 3000 toneladas de cristal de steviosidos en el mundo el cual se consume 

en su totalidad. Rusia y varios países Latinoamericanos han incorporado este 

nuevo edulcorante a su dieta (Eafit, 2004). 

La FDA, OMS y la FAO (Administración de Drogas y Alimentos, Organización 

Mundial de la Salud y la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y 

la Alimentación) han aprobado el uso de la Stevia como “Aditivo Alimentario” para 

ser consumida por personas de todas las edades: El Comité Mixto FAO/OMS de 

Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) en sus reuniones 68ª y 69ª del año 

2008, estableció una Ingestión Diaria Admisible (IDA) para los glucósidos de 

steviol de 0 a 7 mg por kg de peso corporal por día, aunque dicha cifra es 
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altamente conservadora y un humano nunca llegaría a consumir más de lo 

permisible en un día (Castillo, 2011 y Xili et al., 1992). 

En el mercado, la estevia se puede conseguir en diferentes presentaciones 

de productos, como una simple infusión de hojas secas, como líquido denso de 

color oscuro el resultado de hervir las hojas en agua, otro tipo de líquido obtenido a 

través del macerado de las hojas en agua destilada o en una mezcla de licor 

alcohólico y agua (consumido de manera popular en algunas regiones del 

Paraguay). También se encuentra el steviosido en polvo, en líquido, en cristales 

solubles, pasando por extractos, lociones cosméticas y como aditivo en diversidad 

de alimentos, y cada una de estas tiene diferentes propiedades o aplicaciones en 

diferentes industrias (Marín, 2004). 

3.3.  Características químicas de los Steviósidos 

 
El químico paraguayo Ovidio Rebaudi realizó los primeros estudios en 1905 

sobre la composición química de la planta e identificó sus compuestos dulces. Los 

steviósidos se caracterizan por ser edulcorantes naturales no nitrogenados 

compuestos solamente de Carbono, Hidrógeno y Oxígeno, siendo su fórmula 

química C38H60O18, a diferencia de la sacarosa cuya composición química es 

C12H22O11 (Ministerio de Agricultura y Ganadería de Paraguay, 1994; Machacuay, 

2007). 

Los compuestos edulcorantes son diterpenoides formados por nueve 

glucósidos bajos en calorías, cuyo contenido promedio en las hojas son los 

siguientes; Steviosido (10 %); Rebaudiosidos A, C, D, E,  F  (3 a 4 %); Dulcósidos 

A, B; Isosteviol, Steviol-glicósido (en proporciones menores al 1 %). Actualmente, 

se denomina steviósidos totales al conjunto de todos estos componentes (Molinas, 

1989). Entre estos componentes, el Rebaudiosido A, es el que presenta mayor grado 

de dulzor siendo aproximadamente 400 veces más dulce que la sacarosa.  
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Estas sustancias químicas en conjunto representan aproximadamente 5−10 % 

del peso de las hojas secas (Soejarto et al., 1982; Hanson y De Oliveira, 1993). 

Los steviósidos poseen estabilidad térmica a valores de pH entre 2 y 8 a una 

temperatura entre 5 y 90o C sin presentar alteraciones en las moléculas del steviol, 

lo que indica que presenta estabilidad durante la cocción y el almacenamiento 

(Pezzuto et al., 1985). Esta propiedad hace más apta a la estevia para ser utilizada 

en productos horneados, debido a que muchos de los otros edulcorantes se 

descomponen con el calor. 

3.4.  Ruta de síntesis de steviósidos 

Los componentes edulcorantes en su mayoría concentrados en las hojas son 

glucósidos de diterpeno sintetizados, al menos en los estados iniciales de la ruta del 

ácido giberélico a partir del mevalonato (Hsieh y Goodman, 2005, Guevara et ál., 

2005, Kasahara et al., 2002), con la diferencia de que en la Stevia el kaureno 

(precursor de dichas hormonas) es convertido a steviol (ent-13-hydroxykaur-16-en-

19-oico) en el retículo endoplásmico. 

3.5.  Síntesis de glucósidos de diterpeno 

Estos diterpenos se sintetizan a partir de unidades de acetato del acetil 

coenzima A en la ruta del ácido mevalónico (MVA) (Guevara et al., 2005). Este último 

ingresa al cloroplasto y se convierte en pirofosfato de isopentenilo (IPP) una molécula 

de cinco carbonos denominada regularmente como el isopreno activo, ya que 

comienza el alargamiento de la cadena terpénica, para luego formarse en pirofosfato 

de geranilgeranilo (un compuesto de 20 carbonos, que sirve como donador de todos 

los átomos de carbono de las giberelinas), más tarde se convierte en pirofosfato de 

copalillo (con dos sistemas de anillos) y por último en kaureno, un compuesto que 

tienen 4 sistemas de anillos (Figura 3.1). 
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El kaureno es el compuesto donde divergen los glucósidos de steviol y las 

giberelinas; en estevia, el kaureno es convertido a steviol (espina dorsal de los 

glucósidos de diterpeno) en el retículo endoplásmico; dicho steviol puede ser 

glucosilado o rhamnosilado en el aparato de Golgi, para formar los principales 

edulcorantes como el steviosido (triglucosilado steviol) y Rebaudiosido A y C 

(tetraglucosilado steviol) Dulcósido A, los cuales van finalmente a las vacuolas 

(Brandle y Telmer, 2007). 

 

Figura 3.1: Enzimas que intervienen en el alargamiento de la cadena terpénica 
en la ruta de síntesis del steviol: 1. GPP-sintasa; 2. FPP-sintasa; 3. GGPP-sintasa; 4. 

CPP-sintasa; 5. Kaureno sintetasa. 
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Las enzimas que catalizan el alargamiento de la cadena terpénica son las 

prenil trans-ferasas, de las cuales se han aislado, hasta ahora, la geranil pirofosfato 

sintasa, enzima identificada en plastos que requieren Mg+ o Mn+ como cofactores 

(Suga y Endo, 1991; Kim et al., 1996); la farnesil pirofosfato sintasa, que requiere Mg+ 

como cofactor, se localiza en el citoplasma y cataliza la formación de farnesil 

pirofosfato (FPP) en dos etapas; por último, la geranil geranil pirofosfato sintasa, que 

requiere Mn+ para su máxima actividad, se localiza en plastos y forma el geranil 

geranil pirofosfato (GGPP) en tres etapas. 

Brandle et al., (2002) clonaron y secuenciaron el gen de estevia que codifica la 

enzima copalil pirofosfato sintasa, responsable de la conversión de GGPP a CPP, y 

afirman que la hidroxilación del ácido ent-kaurenóico en la posición C13 es el punto de 

divergencia para la síntesis del steviol y las giberelinas. Esta hidroxilación requiere de 

NADPH y oxígeno molecular proveniente del estroma, y es catalizada por la enzima 

ácido ent-kaurenoico 13-hidroxilasa (Jarma et al., 2010). 

Richman et al., (1999), concluyeron que los profundos cambios en la regulación 

de la expresión de la sintasa de copalilfosfato y sintasa kaureno en las hojas de 

estevia han permitido la síntesis y la acumulación de altas concentraciones de 

edulcorantes. El hecho de que los niveles de expresión son más altos en tejidos 

maduros, en comparación con los tejidos jóvenes de rápido crecimiento plantea la 

posibilidad de la separación temporal y espacial, la prevención de una superposición 

de steviol y la biosíntesis de GA. Algunos investigadores afirman que los steviósidos 

ayudan a rechazar ciertos insectos y otros especulan que es un mecanismo detallado 

para controlar los niveles de ácido giberélico (Brandle, 2000). 

3.6.  Algunas consideraciones médicas 

 
Algunos estudios, han demostrado cualidades de la estevia para su utilización 

en personas con problemas de diabetes, al mostrar que las curvas de tolerancia a la 

sobrecarga de glucosa postprandial (prueba en la cual se analiza el nivel de glucosa 2 
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horas después de la ingestión de alimentos) en pacientes diabéticos obesos fue mejor 

en aquellos que habían sido tratados previamente con 130-140 mg de extracto de 

estevia, que en aquellos que habían recibido 280-300 mg del hipoglucemiante de 

síntesis glibenclamida. El porcentaje de descenso fue en promedio del 35 % respecto 

a los niveles basales al cabo de 6-8 horas. El efecto hipoglucemiante como el 

incremento en la tolerancia a la glucosa también se evidenció en las personas 

euglucémicas, durante y después de la toma de un extracto acuoso elaborado con 5 g 

de hojas de estevia (Curi et al., 1986). 

Estudios hechos por el Departamento de Endocrinología y Metabolismo del 

Aarhus University Hospital de Dinamarca, revelaron que steviósido actúa estimulando 

en forma directa las células beta del páncreas, generando así una secreción 

considerable de insulina, reduciendo los niveles de glucosa en sangre hasta un 35 %. 

El resultado de estas pruebas médicas indican que la estevia podría tener un papel 

potencial antihiperglucémico en personas con diabetes tipo 2 (no insulina 

dependientes) (Jeppesen et al., 2000). 

La estevia es un endulzante que se ha utilizado en Japón desde hace más de 

20 años. Estudios hechos por la división de medicina Cardiovascular del hospital 

Taipei (Taiwán), permitieron observar el efecto hipotensor del steviosido luego de tres 

meses de tratar un grupo de pacientes con este compuesto.  

3.7.  Aspectos agronómicos 

3.7.1. Variedades 

El género Stevia, perteneciente a la tribu Eupatorieae, familia Asteraceae, se 

extiende desde el suroeste de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina, a 

través de México, América Central, los Andes y las Tierras Altas Brasileñas, en 

ecosistemas localizados entre 1000 y 2000 m sobre el nivel del mar. Se estima que el 

número de especies dentro del género es de 300, de las cuales más de 80 se 
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encuentran en Norte América, y de éstas, 70 especies son nativas de México 

(Grashoff, 1972). 

En Ecuador se han encontrado S. anisostemma y S. bertholdii, en 

Chimborazo e Imbabura la S. crenata, en Loja la S. bertholdii, en Pichincha S. 

anisostemma, S. crenata y S. dianthoidea y en Tungurahua la especie S. 

tunguraguensis (Valencia et al., 2000). Existen otras especies como: Stevia 

eupotoria, S. obata, S. plummerae, S. salicifolia, S. serrata (Brandle et al., 2000, 

Ramesh et al., 2006). 

En el Estado de Hidalgo, las condiciones climáticas y fisiográficas tan diversas 

de la Sierra de Pachuca, propician la existencia de un considerable número de 

hábitats, favoreciendo el establecimiento de distintas comunidades vegetales, entre 

las cuales se encuentran 21 especies de Stevia: S. eupatoria, S. hirsuta DC. var 

hirsuta, S. iltisiana, S. jorul lensis, S. latifolia, S. lucida, S. micrantha, S. aff. 

monardifolia, S. monardifolia, S. nepetifolia, S. ovata, S. ovata var. ovata, S. pilosa, 

S. porphyrea, S. purpusii, S. rhombifolia var. typica, S. saücifolia, S. salicifolia var. 

salicifolia, S. serrata, S. tephra y S. tomentosa (Manitto, 1981). De las 21 especies 

encontradas en el Estado de Hidalgo, únicamente se han descrito en estudios 

fitoquímicos 10 de ellas (Hernández, 1998; Álvarez, 2005). 

Debido a que el género Stevia es uno de los más grandes y reconocidos de la 

tribu Eupatorieae, este taxón, morfológicamente tiene una amplia diversidad en su 

composición química. De los estudios fitoquímicos realizados en aproximadamente 70 

especies, se han encontrado metabolitos tales como aceites esenciales y otros 

constituyentes volátiles como borneol, cineol, pulegona, geraniol, acetato de linalol, 

chamazuleno, ahumuleno, cariofileno, etc. Derivados de la acetofenona, benzofurano 

y cromeno. Como ejemplos de estos compuestos se encuentran: p-

hidroxiacetofenona, un derivado del benzofurano y el derivado del cromeno (Alvarez, 

2005). 
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Representantes de los tetracíclicos característicos de este tipo de diterpenos, 

son los derivados del ent-kaureno, los cuales son glucósidos dulces que se emplean 

como sustitutos del azúcar debido a su alto poder edulcorante y bajo contenido 

calórico y Stevia rebaudiana Bertoni es la única especie con principios edulcorantes 

en las hojas (Grashoff, 1972). 

La Stevia pilosa Lag., se utiliza como planta ornamental en el tradicional día de 

muertos en el Estado de Hidalgo, tal vez por su llamativa flor morada, de esta planta 

se encontró en un estudio químico sobre la parte aérea, de donde se aisló una 

sesquiterpenlactona conocida como leukodina. A partir del extracto hexánico de las 

raíces de S. tomentosa, se aislaron y caracterizaron los sesquiterpenos, así como los 

tríterpenos: acetato de dammaranilo, 3ϒ-friedelanol, ϒ-sitosterol y estigmasterol 

(Alvarez, 2005). 

A pesar de la amplia capacidad de adaptación de S. rebaudiana, se ha 

reportado que la cantidad glucósidos que constituyen la hoja, especialmente el 

steviósido y el Rebaudiósido A, los dos principales glucósidos; dependen en gran 

medida del genotipo, las condiciones ambientales (Gardana et al., 2010), la nutrición 

(Nepovim et al., 1998, Geuns, 2003, Das et al., 2007) y el riego (Fronz y Folegatti, 

2003) entre otros. Este último puede llegar a aumentar los rendimientos de hoja seca 

por hectárea de 2000 a 3000 kg y el contenido de glucósidos a 15 a 20 % (Barathi, 

2002). La Stevia Rebaudiana tiene una adaptabilidad asombrosa a diversas 

condiciones de clima, no obstante, el clima puede ser una limitante para la producción 

de cristales de steviósido (Grashoff, 1972). 

Las variables ambientales, principalmente la luz, tienen un efecto directo y 

positivo sobre la síntesis del isopentenil pirofosfato IPP, la cual interviene en la ruta de 

síntesis de las giberelinas y de los glucósidos de steviol (Guenther et al., 1994). De 

esta forma altos niveles de luz (intensidad) favorecen esta ruta y por consiguiente la 

producción de glucósidos totales (Jarma, 2010). Por ello, es posible encontrar 

diferencias marcadas en la concentración de steviósidos y Rebaudiósidos en las 
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plantas crecidas en las distintas zonas geográficas, siendo la "Stevia peruana", la de 

mejor calidad y la mayor rentabilidad con hasta 4 cosechas anuales. 

3.7.2.  Condiciones ideales de cultivo 

 

La región de Paraguay, crece naturalmente la estevia en clima subtropical, 

semihúmeda, con precipitaciones de 1400 a 1800 mm, que se distribuyen 

regularmente durante todo el año y según Sakaguchi (1982), la temperatura más 

apropiada para Stevia es de 15 a 30 ºC con un límite inferior de −3 ºC. La planta se 

desarrolla mejor donde la intensidad de la luz es alta, riesgos mínimos de heladas y 

sin períodos de largas sequías, en zonas con más de 800 mm, puede alcanzarse un 

rendimiento de 2000 kg ha-1. Las heladas de baja intensidad y duración corta son 

toleradas, aunque disminuyen el rendimiento hasta un 25 % (Machacuay, 2007). 

Según Brandle (2002), la floración en estevia es fotoperíodo-dependiente es 

mayor al reducirse la duración del día; sin embargo las respuestas de la floración y del 

contenido de steviósidos a la longitud del día parecen ser variables; algunos genotipos 

son de día corto en forma obligada, aunque a su vez, algunas líneas parecen ser 

insensibles al fotoperíodo. Sumida (1980) indicó que genotipos de floración temprana, 

producto del efecto de días cortos, tienen un contenido de steviósido superior, pero 

menor rendimiento de biomasa. 

En ese mismo sentido, Brandle y Rosa (1992), reportaron que la alta relación 

hoja/tallo fue una función del genotipo cuando las plantas se sometieron a días largos. 

Por su parte, Ramesh et al., (2006) afirmaron que el crecimiento vegetativo, área 

foliar, peso seco de hojas y rendimiento de glucósidos variaron de acuerdo a la 

duración del día, y que estos parámetros fueron mayores en días largos que en días 

cortos, principalmente la concentración de steviósidos aumentó en un 50 %. Así 

mismo, se ha reportado que el crecimiento vegetativo de estevia se reduce cuando las 

temperaturas están por debajo de 20 °C y cuando la longitud del día es menor a 12 

horas (Metivier y Viana, 1979). Los mismos autores reportaron que al aumentar la 
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longitud del día a 16 horas y la intensidad de la misma, se incrementaron el 

crecimiento vegetativo así como los niveles de steviósidos. 

En una evaluación de comportamiento de dos variedades de Stevia 

rebaudiana, se sometieron las plantas a 100 %, 62 %, 57 % y 20 % de radiación 

incidente y se encontró que los rendimientos de masa seca de la especie, responden 

positiva y proporcionalmente al aumento de la radiación (Rengifo et al., 2003). La 

estevia es una especie que requiere días largos y alta intensidad solar (Landázuri y 

Tigrero, 2009). Los fotoperiodos largos aumentan la longitud de los entrenudos, área 

foliar, peso seco y aceleran la aparición de hojas. La materia seca se reduce a la 

mitad con fotoperiodos de días cortos, en tanto los azúcares, proteínas y steviósidos 

aumentan tanto en valores absolutos como relativos en días largos (Sagacuchi, 1982). 

Durante el invierno la parte aérea de la planta se seca, rebrotando desde la 

base en primavera. La planta resiste la humedad pero no la sequía, y esto puede 

explicarse por la morfología de su sistema radicular; se desarrolla mejor donde la 

estación de crecimiento es larga, cuando la intensidad de luz es alta, con 

temperaturas tibias, riesgos mínimos de heladas después la brotación y sin períodos 

largos de sequía. La temperatura óptima para la germinación de la semilla es de 20 

ºC. 

Respecto a los suelos, son óptimos aquellos con pH 6.5−7, de baja o nula 

salinidad, con buen contenido de materia orgánica, de textura franco arenosa a franco 

y con buena permeabilidad y drenaje (Vergara et al., 2003). Exige una muy buena 

preparación del terreno, debido a que su sistema radicular es moderadamente 

superficial. La planta se mantiene varios años en el mismo sitio y además es buena 

competidora con malezas. Asimismo, existen estudios enfocados al reconocimiento de 

enfermedades limitantes en el cultivo y causales de bajos rendimientos, las cuales son 

causadas por: Sclerotium, Fusarium, Choanephora, Curvularia y Corynespora (Jarma, 

2008). 
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3.8.  Métodos de propagación de Stevia 

3.8.1.  Propagación sexual 

La flor de la estevia es hermafrodita, pequeña y blanquecina, en capítulos 

pequeños terminales o axilares, agrupados en panículas corimbosas (Shock, 1982). 

La polinización es entomófila (Polinización cuyos agentes son los insectos), 

autoincompatible (tiene barreras genéticas y fisiológicas que impiden la germinación 

del propio polen o el desarrollo del tubo polínico), protandria (fenómeno reproductivo 

de las plantas en las cuales ocurre la maduración de los gametos masculinos antes 

que los gametos femeninos); de tipo esporofítico o con polinización cruzada entre dos 

variedades o biotipos de distinta época de floración (Monteiro, 1982). 

El fruto es un aquenio que es diseminado por el viento, se clasifica en: claro 

estéril, oscuro fértil y oscuro estéril (Gattoni, 1945). Una planta de Stevia tarda más de 

un mes en producir todas sus flores. En Paraguay florece en Octubre, Diciembre y 

Marzo pero se clasifica como una planta de día corto, situando el fotoperiodo crítico 

en 12-13 horas según el ecotipo. 

La recolección de la semilla es lenta y muy difícil, debido a que la floración no 

es uniforme, lo que afecta a la maduración de la semilla; además, el porcentaje de 

germinación es bajo entre el 10 y 38 % (Felippe et al., 1971, De Vargas 1980 y 

Jordán, 1983). 

La reproducción sexual de Stevia, presenta ciertas desventajas que pueden 

afectar de forma negativa la eficiencia del cultivo, así como causar alta 

heterogeneidad de las poblaciones resultantes, baja eficiencia de germinación debido 

al alto porcentaje de semillas estériles y la ineficiencia en la recolección de la semilla 

por la desuniformidad en la floración y la maduración de la misma. Además, la 

variabilidad genética y fenotípica de la Stevia), también podría afectar el contenido de 

glicósidos diterpenicos (Tamura et al., 1984; Molinas, 1989; Ferreira y Handro, 1988). 
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3.8.2.  Propagación asexual 

Debido a las desventajas que presenta la propagación sexual, se ha propiciado 

el uso de la reproducción asexual, que implica el empleo de partes vegetativas de la 

planta original (Hartmann y Kester, 1998). La propagación asexual puede llevarse a 

cabo por hijuelos, estacas, esquejes, injertos y por cultivo de tejidos (Jordán, 1983). 

Para la siembra de cultivos comerciales, la cual no está exenta de problemas debido a 

las bajas tasas de multiplicación por estacas, lo que ha obligado a la utilización de 

técnicas de cultivo de tejidos para hacer más eficiente el proceso de multiplicación ya 

que entre otras cosas permite la multiplicación masiva de plantas con características 

uniformes (micropropagación) (Taiariol, 1995; Cassacia y Alvarez, 2006; Suárez et al., 

2008).  

3.9.  Micropropagación en la producción de plantas 

Una de las aplicaciones del cultivo de tejidos es la micropropagación, que 

consiste en regenerar plantas a partir del cultivo in vitro de células, tejidos y órganos. 

La micropropagación se ha aplicado con éxito en especies hortícolas, ornamentales y 

especies leñosas (Orozco, 2006 y Levitus, 2010). 

Entre las ventajas que la micropropagación ofrece están, el incremento 

acelerado del número de plantas derivadas de un genotipo seleccionado, la reducción 

del tiempo de multiplicación, la posibilidad de obtener grandes cantidades de plantas 

en una superficie reducida, a bajos costos y en tiempos económicamente costeables, 

mayor control sobre la sanidad del material que se propaga, facilidad para transportar 

el material in vitro de un país a otro, con menos restricciones (Orozco, 2006, Levitus, 

2010). 

3.9.1.   Micropropagación por yemas axilares 

La micropropagación de una especie puede ser posible a partir de células 

meristemáticas preexistente como los meristemos apicales o yemas laterales que se 
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encuentran en las axilas de las hojas, a partir de estructuras con función 

meristemática obtenidas a partir de células especializadas. La micropropagación 

mediante yemas axilares consiste en cultivar en un medio nutritivo un segmento nodal 

que lleva una yema a partir de la cual se desarrolla un vástago, mientras que la 

micropropagación de novo implica que las células especializadas sufran un proceso 

de desdiferenciación, inducción y rediferenciación previo a la formación de las plantas 

(morfogénesis) (Pierik, 1990). 

La producción de plantas por medio de la proliferación de brotes axilares, ha 

demostrado ser un método confiable y aplicable en un gran número de especies 

(George, 1993). El cultivo de yemas axilares es una manera sencilla de obtener 

nuevos brotes, los cuales pueden enraizarse y producir plantas. 

3.10.  Fases de la micropropagación 

La propagación in vitro consta de cinco etapas: etapa 0 o inicial, etapa I 

establecimiento, etapa II (multiplicación de brotes), etapa III o enraizamiento y la etapa 

IV de aclimatación o transferencia al ambiente (Krikorian, 1991). 

Etapa inicial (Selección de la planta madre) 
 

George (1993) expone que la planta donante debe ser típica de la variedad o 

de la especie y estar in vitro y responder apropiadamente. Una vez seleccionados los 

individuos, es preciso definir el tipo de (célula, órgano o tejido) a establecer en 

condiciones in vitro.  

Los materiales (explantes) que han mostrado tener mayor capacidad 

regenerativa son los obtenidos de tejidos meristemáticos jóvenes, como yemas 

axilares o adventicias, embriones, semillas o plántulas, y tejidos meristemáticos como 

el cambium de las plantas leñosas.  

 

 



 

18 

 

Etapa 1 (Establecimiento del cultivo aséptico) 

En esta etapa los principales procesos a controlar son el aislamiento y la 

esterilización de los explantes. Es indispensable que se tenga un método eficiente 

para eliminar esporas, tejidos fungosos, bacterias y otros contaminantes sin dañar el 

tejido y reducir la capacidad de regeneración del explante. Algunos patógenos 

permanecen latentes y se expresan cuando son transferidos a un medio de cultivo 

nuevo. En general, estos patógenos incluyen los patógenos superficiales del material 

vegetal, los patógenos endógenos y los patógenos propios del manejo en el 

laboratorio. 

La desinfestación requiere el empleo de sustancias químicas, que son toxicas 

para los microorganismos pero relativamente inocuas para el material vegetal, tales 

como Hipoclorito de Sodio y de Calcio, además se emplean algunos alcoholes (Etílico, 

Metílico o Isopropilico) en diferentes concentraciones, la efectividad de estas 

sustancias es esencialmente una respuesta tiempo-concentración, en el cual la 

efectividad para desinfectar aumenta con ambos factores, pero también aumenta la 

capacidad para dañar el tejido, en consecuencia se debe de buscar un equilibrio de 

acuerdo al explante de que se trate (Hartmann y Kester, 1987). Otra sustancia 

química es el Cloruro de Mercurio (HgCl2) empleando en bajas dosis y por corto 

tiempo; sin embargo, su uso es poco recomendable debido a su alta toxicidad (Dodds 

y Roberts, 1985). 

Etapa 2 (Multiplicación) 

Esta etapa generalmente comprende dos períodos, la fase de inducción y la 

fase de multiplicación propiamente dicha. La primera implica el empleo de reguladores 

de crecimiento, para favorecer la desdiferenciación celular. La segunda fase, requiere 

del empleo de un balance hormonal adecuado para favorecer los procesos de 

diferenciación y multiplicación (Dodds y Roberts, 1985). 

 



 

19 

 

Etapa 3 (Enraizamiento) 

En esta etapa, se produce la formación de raíces adventicias en los brotes 

regenerados. El enraizamiento puede realizarse tanto en condiciones in vitro como ex 

vitro. En el primer caso pueden emplearse reguladores de crecimiento (auxinas) en el 

medio de cultivo para promover la rizogénesis. Asimismo, los nutrientes del medio se 

pueden reducir a la mitad o a la cuarta parte de la composición original y la sacarosa 

reducir de 1-2 %. En el enraizamiento ex vitro, puede hacerse uso de sustratos como 

perlita o vermiculita humedecidas con medio nutritivo o agua.  

La auxina más utilizada en esta etapa es el AIB (ácido 3-indolbutírico), que 

puede utilizarse a concentraciones de 1 a 10 mg L-1 durante pocas horas. 

Alternativamente se pueden emplear niveles más bajos de auxinas (0.1 a 1 mg), pero 

manteniendo la inducción por un período más prolongado (3 a 7 días). Luego los 

vástagos, se transfieren a un medio de cultivo basal desprovisto de reguladores de 

crecimiento para permitir el desarrollo de las raíces. 

Etapa 4 (Aclimatación) 

Incluye la trasferencia de las plántulas del medio aséptico de cultivo al 

ambiente de un invernadero. Al principio de esta etapa las plántulas pueden estar 

enraizados o no. En cualquiera de los casos, para que puedan sobrevivir deben de 

pasar por la etapa de aclimatación, en la que deben de volverse autótrofas, desarrollar 

las raíces, brotes funcionales y aumentar su resistencia a la desecación y al ataque de 

organismos patógenos. Para ello, es importante considerar ciertas condiciones como 

el mantenimiento elevado de humedad relativa para evitar la deshidratación, y la 

protección contra diversos organismos patógenos, por considerar algunas (Hartmann 

y Kester, 1987). Sin embargo, el estrés asociado a la evapotranspiración acelerada de 

las plantas durante las etapas iniciales del trasplante puede reducir 

considerablemente la tasa de supervivencia. Por ello, es conveniente contar con 

instalaciones de invernadero o cámaras de crecimiento adecuadas para brindar 

temperatura y humedad relativa moderadas, que permitan lograr la adaptación de las 
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plantas en forma progresiva. Bajo condiciones exvitro, se utilizan diferentes sustratos, 

mezclas de tierra y arena y/o abonos, los cuales es conveniente que estén 

debidamente esterilizados. 

3.11.  Medio de cultivo y sus componentes 

El medio de cultivo tiene dos funciones principales, la primera es proporcionar 

los nutrientes básicos para el crecimiento continuando de los explantes aislados y los 

propágulos subsiguientes y la segunda, es dirigir el crecimiento y desarrollo mediante 

el control hormonal (Hartmann y Kester, 1987). Para Hurtado y Merino (1987), el éxito 

del cultivo de tejidos vegetales depende del medio nutritivo adecuado, como también 

del empleo de tejidos viables, incubación, calidad de reactivos, etc. 

Los requerimientos nutritivos para el crecimiento in vitro óptimo varia con la 

especie, con el explante que se esté cultivando y la respuesta que se desea obtener. 

Debido a estas necesidades específicas se han desarrollado muchas formulaciones 

para los medios de cultivo. La fórmula propuesta por Murashige y Skoog en 1962, ha 

sido aceptada en forma general ya que ha permitido la supervivencia y crecimiento de 

la mayoría de los tejidos empleados (Martínez, 1997). 

3.11.1 Carbohidratos 

Las células en cultivo in vitro generalmente no son fotosintéticamente activas 

por lo que requieren una fuente de carbono. Comúnmente se utiliza sacarosa o 

glucosa del 2 al 5 % (peso/volumen). Niveles menores se emplean en cultivo de 

protoplatos y mayores en cultivo de embriones y anteras. Los azucares pueden sufrir 

caramelización si son esterilizados por tiempo excesivo, pueden ser degradados y 

formar compuestos de color café, y el alto peso molecular que inhiben el crecimiento 

celular (Dimassi y Bosabalidis, 1997). 
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3.11.2 Sales minerales 

Estas se dividen en dos grandes grupos: macronutrientes, grupo de elementos 

esenciales como N, P, K, Ca y Mg, que son requeridos normalmente en cantidades 

relativamente altas (g) y micronutrientes, grupo de elementos como Fe, B, Zn, Mo, 

Mn, Cu, Co, entre otros, que las plantas necesitan en pequeñas cantidades (mg) y 

que son imprescindibles en la nutrición. 

3.11.3 Vitaminas 

Las vitaminas tienen funciones catalíticas en reacciones enzimáticas y son 

necesarias en el metabolismo, son comúnmente las más empleadas y corresponden 

al grupo B, por ejemplo: Tiamina (B1), Riboflamina (B2), Piridoxina (B6), Acido 

Pantotético (B12) y Ácido Fólico (Gamborg et al., 1976). 

3.12.  Reguladores de crecimiento 

Las hormonas vegetales son compuestos que son sintetizados por las plantas 

en concentraciones micromolares o menores, las cuales provocan respuestas 

fisiológicas especificas ya sea en forma local, o bien son traslocadas a otras regiones 

de la planta para modificar su crecimiento y desarrollo. Las hormonas median la 

comunicación intercelular en las plantas, para ello las células poseen receptores, que 

son proteínas específicas. El complejo hormona-receptor es la forma activa de una 

hormona. 

Los reguladores de crecimiento son compuestos químicos capaces de 

intervenir en el metabolismo vegetal, actuando en pequeñas concentraciones, 

activando o reprimiendo algún proceso, pueden ser naturales o sintéticos. Barba 

(1988), los define como compuestos orgánicos que en pequeñas cantidades 

estimulan, inhiben o modifican los procesos fisiológicos en las plantas. Se reconoce 

que la mayor parte de la actividad fisiológica de las plantas está influenciada por los 

reguladores de crecimiento (Devlin, 1983) los cuales son sustancias mensajeras 

activas, la mayoría de las veces en muy pequeñas cantidades. 
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Existen diversos grupos de reguladores de crecimiento entre los que se 

encuentran: auxinas, citocininas, giberelinas, ácido abscísico, etileno, oligosacaridos, 

turgorinas, triacontanol, jasmonatos, poliaminas, ácido salicílico y brassino esteriodes 

(Salisbury y Ross, 1992, Pierik (1987), George, 1993). Las auxinas y citocininas, son 

los más importantes reguladores de crecimiento utilizados en la micropropagación de 

plantas. 

3.12.1. Auxinas 

El nombre de auxina proviene del griego auxein, que significa crecer, se sabe 

que las auxinas están universalmente presentes en las plantas superiores. De forma 

natural, las auxinas se producen en los ápices del tallo. El movimiento de las auxinas 

desde su lugar de síntesis es principalmente basipétalo (hacia la raíz). Son muchos de 

los efectos que provocan las auxinas, entre los que se encuentran el alargamiento y la 

división celular, la formación de brotes, raíces, callo, embriones somáticos, abscisión, 

dominancia apical, etc. 

Se ha comprobado que las auxinas actúan de modo diverso en el crecimiento 

por elongación celular, incrementando el contenido citoplasmático y la permeabilidad 

al agua, aumentan la síntesis de pared celular reduciendo la presión, lo que produce 

un aumento en la plasticidad de pared ocasionando su extensión y con ello el 

crecimiento (Barba,1988). Las auxinas más ampliamente utilizadas en el cultivo in 

vitro son el ácido indolacético (AIA) e indolbutirico (AIB) de origen natural, además del 

ácido naftalenacético (ANA) y ácido 2, 4-diclorofenoxiacético (2, 4−D) que es de 

origen sintético (Devlin, 1983). 

3.12.2. Citocininas 

El nombre genérico de las citocininas se emplea para aquellas sustancias que 

estimulan principalmente la división celular, casi todas las citocininas conocidas tanto 

naturales como sintéticas, son derivadas de la adenina. Existen evidencias de que las 

citocininas se concentran en tejidos con crecimiento activo. El transporte principal de 
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la citocininas es vía xilema y fundamentalmente acropétalo (de las raíces a las partes 

aéreas). 

Entre los principales efectos de las citocininas se encuentran promover la 

división celular, inhibir el crecimiento de las raíces y la elongación del tallo, estimular 

el alargamiento de las hojas, retrazar la senescencia e inhibir la dominancia apical 

(Barba, 1988). Las citocininas más ampliamente utilizadas son la 6−benciladenina o 

bencilaminopurina (BA), 6−furfurilaminopurina o cinetina (KIN), 2-isopenteniladenina 

(2iP) y zeatina (ZEA)  

3.12.3.  Agentes gelificante 

Generalmente los medios nutritivos para el cultivo de tejidos son solidificados 

con agar. El gel debe de ser suficientemente firme para sostener el explante, pero no 

demasiado para no impedir un adecuado contacto entre el medio nutritivo y el tejido. 

Entre los geles más utilizados están el Agar-Agar y el Gelrite, la cantidad de Agar-

Agar que se incorpora al medio varía de acuerdo a su grado de pureza, se puede 

agregar por cada litro de 2 hasta 12 g (Pierik, 1990). 

3.13.  Cultivo in vitro de stevia 

La regeneración de plantas de cultivo in vitro de Stevia rebaudiana puede 

obtenerse por embriogénesis somática o por organogénesis. La vía organogénesis 

desde hojas (Ferreira y Handro, 1987; Ferreira y Handro, 1988; Yang y Chang, 1979), 

brotes axilares (Bespalhok et al., 1992), tallo (Tamura et al. 1998), cultivos en 

suspensión (Ferreira y Handro, 1988) y anteras (Flachsland et al., 1966). La se han 

realizado además embriogénesis somática a partir de hojas (Bespalhok et al, 1993; 

Wada et al, 1981) y tallos (Miyagawa et al., 1984). 

Tamura et al. (1998) realizo trabajos de propagación clonal de Stevia 

rebaudiana a partir de planta madre. Bespalhok y Hattori, (1997) obtuvieron formación 

de callos embriogénicos y realizaron cortes histológico. Sivaram y Mukundan (2002) 
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reportaron estudios de cultivo in vitro de S. rebaudiana a partir de explantes de flores. 

Ferreira y Handro (1988) describen un método para el mantenimiento y regeneración 

de plantas de producción de cultivos en suspensión de células de S. rebaudiana . 

3.13.1. Micropropagación 

Se han desarrollado protocolos de regeneración de plantas in vitro de estevia a 

partir de distintos explantes como segmentos nodales, meristemos y hojas.  

Arpita et al., (2011), realizaron micropropagación en medio de Murashige y 

Skoog (MS) suplementado con sacarosa (30 g L-1), agar (7 g L-1) y cinetina (2 mg L-1) 

obteniendo más de 11 brotes múltiples de un explante en 35 días de cultivo. Para la 

inducción de raíces y elongación, usaron medio MS más indol-3-acético y 6-

bencilaminopurina el cual mostró un efecto adverso, promoviendo el crecimiento de 

callos indeseables en la zona radicular. Posteriormente microplantas se aclimataron 

con éxito en una mezcla equilibrada de arena, tierra y abono de granja (1:1:1 v/v). 

Anbazhagan et al., (2010), establecieron ápices y segmento nodales la 

producción in vitro de estevia obteniendo en la combinación de BA/IAA (1.0/0.5 mg L-

1) el mayor número de brotes de (16.20 ± 0.37) en explantes de ápices seguido de 

segmento nodales (14.00 ± 0.31) mientras que al usar solo BAP (2mg L-1) obtuvieron 

número de brotes de (9.20 ± 0.37) en ápices seguido de segmento nodales (8.20 ± 

0.40); sin embargo al usar BA (1mg L-1) se obtuvieron número de brotes (3.60 ± 0.40) 

en ápices y de segmento nodales (4.00 ± 0.31). En el proceso de rizogénesis se 

obtuvo un porcentaje de (93 %) en IAA (1.0 mg L-1) obteniendo número de raíces 

(11,80 ± 0,80) mientras que al usar IBA (1mg L-1) se obtuvo el porcentaje (86 %) en 

formación de raíces con un numero de raíces de (10,40 ± 0,74). El número de raíces 

disminuyó con a modo que las concentraciones tipos de auxina aumentaba. De tipo 

similar se encontraron resultados por trabajos anteriores en las mismas especies 

(Sivaram y Mukundan, 2003; Ahmed et al, 2007; Mitra y Pal, 2007). En el proceso de 

aclimatación se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia de 82 % después de 4 
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semanas en sustrato que contiene arena, tierra y humus de lombriz en la proporción 

1:1:1.  

Hossain et al., (2008), establecieron que ápices y segmentos nodales de Stevia 

responden de manera diferente a los efectos de las hormonas ya que fueron 

significativamente diferentes en términos de número de brotes. Ya que los ápices en 

MS con BAP (1mg L-1) mostro el mayor número de brotes (3.10) mientras que los 

segmento nodales se obtuvo el mayor número de brotes (2.50) en Kin (3mgL-1). En 

este mismo estudio se realizó enraizamiento de microplantas en medio MS (100 y 50 

%) y se obtuvo que en MS (100 %) a los 7.5 días inicio la formación de raíces 

mientras que en MS (50 %) la formación de raíces comenzó después de 10.5 días con 

un numero de raíces de 6.0 mientras que en Ms (100 %) se obtuvo número de raíces 

(8.6) por microplantas. Mientras que al usar MS (100 %) suplementado con NAA (1.5 

mg L-1) se obtuvo el mayor número de raíces por plántula (13.80) y al usar MS (100 

%) suplementado con AIB (1.0 mg L-1) se obtuvo el número de raíces por plántula 

(10.80).  

Espinal de Rueda et al., (2006), obtuvieron el establecimiento in vitro de Stevia 

rebaudiana el mayor tamaño de brotes (2.50 cm) en medio líquido MS con 50 % de 

macroelementos y 6 μM de kinetina (Kin). En la etapa de multiplicación este 

tratamiento fue sometido a tres cantidades de kinetina (2, 4 ó 6 μM) para inducir más 

brotes y el mejor resultado se obtuvo en el medio con 6 μM de kinetina obteniendo 

número de brotes (2.50). Las pruebas para el enraizamiento in vitro de las 

microplantas se realizaron en un medio basal de MS con tres tipos de auxina: ácido 

Indolacético (AIA), ácido Indolbutírico (AIB) o ácido Naftalenacético (ANA) y cinco 

concentraciones para cada tipo de auxina; la mayor cantidad y la mejor calidad de 

raíces se obtuvo utilizando ANA (0.5 mg L-1) a los 15 días después de su inducción en 

un porcentaje de 73 %, también se obtuvo que al aumentar ANA (2 mg L-1) 

aumentando la formación de callo e inhibiendo la formación de raíces. Las plantas 

más altas y el mayor número de plantas aclimatadas se obtuvieron usando 
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microtúneles en bolsa plásticas con sustrato compuesto por Pro-Mix „BX‟:arena (1:1) 

con un porcentaje de sobrevivencia de 82.7 % para bolsas plásticas. 

Suárez y Salgado (2008), observaron que la presencia de auxina en el medio 

de cultivo es necesaria y suficiente para inducir la formación de callos en los explantes 

de estevia. Estos autores trabajaron con secciones de entrenudos tomados de plantas 

de Stevia rebaudiana establecidas en condiciones in vitro inducidos a formar callos en 

presencia de diferentes concentraciones de Bencilaminopurina (BAP) combinadas con 

varias cantidades de ácido Naftalenacético (ANA) evaluándose su efecto sobre el 

porcentaje de inducción de callo, friabilidad y formación de órganos. Obtuvieron que al 

menos el 80 % de los explantes cultivados desarrollaron callos en presencia de ANA y 

ANA + BAP. El mayor porcentaje de friabilidad se obtuvo en el tratamiento con 

combinaciones ANA (0.5 mg L-1) y BAP (4.0 mg L-1), mientras que los valores más 

bajos en esta variable ocurrieron cuando el medio estaba desprovisto de BAP. Los 

bajos porcentajes de friabilidad en presencia de ANA solamente indica la necesidad 

de la interacción de ambas hormonas en el medio para obtener callos friables. 

La formación de brotes caulinares bien diferenciados y desarrollados con 

morfologías normales cuando los explantes fueron cultivados en presencia de ANA 

(1.0 mgL-1) BAP (4.0 mg L-1). Los brotes mostraron una coloración inicial amarillo-

blanquecino producto de la oscuridad aunque rápidamente se tornaron de color verde 

ante la presencia de luz. De forma alterna, se observó el desarrollo de estructuras 

radicales notándose un mayor número de estas cuando los explantes fueron 

cultivados en medios suplementados solo con ANA. En conclusión recomiendan un 

suplemento combinado de ANA (1.0 mg L-1) y BAP (4.0 mg L-1) para obtener plantas 

de Stevia rebaudiana a través de organogénesis. 

3.13.2. Producción de callos y células en suspensión 

Ceiba et al., (2006), obtuvieron que la mejor respuesta en propagación in vitro 

de estevia en explantes de brotes cultivados con 6 μM de kinetina en medio liquido 

con 50 % de macroelementos MS, seguido del tratamiento en que se utilizaron 4 μM 
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de kinetina en medio liquido con 50 % de macroelementos MS. El menor tamaño de 

los brotes se observó al utilizar la mayor dosis de Bencilaminopurina, en medio sólido 

con 50 % de macroelementos MS. 

Tisserat (1985), demostró que la formación de callos está íntimamente ligada a 

la adición de auxinas al medio de cultivo, este efecto podría verse potencializado por 

la adición de citocininas. Suárez y Salgado (2008), puntualizaron que el mayor 

porcentaje de friabilidad de los callos inducidos a partir de secciones de entre nudos 

de estevia se obtuvo en el tratamiento con 0.5 mg L−1de ANA + 4.0 mg L−1 de BAP, 

mientras que los valores más bajos ocurrieron cuando el medio estaba desprovisto de 

BAP. Los bajos porcentajes de friabilidad en presencia de ANA indica la necesidad de 

la interacción de ambas hormonas en el medio. 

Oriza et al. (2005), cultivaron explantes de estevia en un medio con de BAP 

(2.0 mg L-1) de ANA (2.0 mg L-1) y obtuvieron una formación de callo en los explantes 

foliares, iniciándose la respuesta en el haz de la hoja en la región más cercana al 

pecíolo, para posteriormente formarse a lo largo de todo el explante. Los cultivos 

incubados bajo un fotoperiodo formaron callo en menor tiempo y la producción de 

callo se duplicó con respecto a los explantes incubados en oscuridad continua. 

Asimismo, observaron que la adición de ácido cítrico y ácido ascórbico en el medio de 

cultivo evitó la oxidación del explante y del callo, pero retrasó la respuesta.  

Bespalhok y Hattori (1997) obtuvieron que La formación de callo embriogénico 

a partir de flores de estevia después de 10 días de la inoculación. El callo 

embriogénico fue caracteriza por un color de verde brillante a claro amarillo, de 

estructura compacta y la presencia de globulares somáticos embriones en su 

superficie. La formación de callos embriogénicos (42 %) de 2,4-D (18.10 mM) 

adicionado con cinetina (2.32 mM). También se obtuvo una formación de callos 

embriogénicos (40 %) en 2,4-D (9.05 μM) en el medio sin cinetina. Por el contrario al 

aumentar la concentración de kinetina (9.29 mM) redujo el porcentaje (35 %) de 

formación de callo embriogénico. Además realizaron cortes histológicos y mostraron la 

formación de tejido embriogénico y embriones somáticos. El callo embriogénico se 
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caracterizó por células pequeñas con núcleos oscuros teñidos y nucleolos. Los 

embriones somático se observaron en la periferia del el callo embriogénico en 

diferentes etapas de desarrollo. Estos autores sugieren que la ontogenia de la estevia 

somática embriones comienza cuando una sola célula embriogénica se divide para 

formar un patrón de proembrión filamentosas. Una red fibrilar se podía ver en los 

superficies de embriogénicas células individuales y proembriones, Vasser et al. (1995) 

sugiere que esta red extracelular podrían jugar un papel en la adhesión y 

reconocimiento, ayudando a coordinar el desarrollo temprano las etapas de 

proembriones. La naturaleza de esta red fibrilar aún no está aclarada.  

Una sustancia mucilaginosa se observó el llenado espacios entre los 

embriones somáticos y embriogénicas callo, cuando se tiñen con azul de Toluidina 

que tiene un 

color rojo-púrpura (metacromasia), lo que indica una la naturaleza glicoprotéica. La 

sustancia mucilaginosa también informó en callo embriogénico friable en maíz (Franz 

Y Schel, 1991), donde los autores sugirieron que podrían estar implicados en la 

nutrición de los embriones somáticos, para facilitar el transporte de nutrientes y 

metabolitos por difusión. 
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Capítulo 4 

Materiales y Métodos 

La presente investigación se realizó en los Laboratorios de Biotecnología de 

semillas y Bioquímica (Botánica) además en los invernaderos del Campus Montecillo 

del Colegio de Postgrados, ubicado en el Km 36.5 de la Carretera Federal México-

Texcoco, Montecillo, Estado de México. El clima de la región es templado 

(Co)(w)b(y‟)(g) subhúmedo con lluvias en verano, época seca en invierno y 

temperatura media anual de 15.2 ºC, siendo Mayo el mes más caluroso y Enero el 

más frio. La precipitación media anual es de 635.5 milímetros. 

4.1.  Características del material vegetal 

Se utilizaron plantas de Stevia rebaudiana B., de la llamada variedad Criolla, 

introducida de Paraguay, por el Ing. Agr. Alfonso Muratalla Lúa en el año 2008, con el 

auxilio económico del Sindicato Independiente de Académicos del Colegio de 

Postgraduados (SIACOP) y propagadas por estacas en el Huerto Agroecoturístico 

Nezahualcoyotl ubicado en S. J. Tezontla, Texcoco. Dichas plantas tenían 

aproximadamente 3 meses de edad, con una altura promedio de 20 cm, de apariencia 

sana y sin heridas. 

4.2.  Desinfestación del material vegetal 

Se utilizaron hojas 3 a 5 cm de longitud y segmentos nodales, los cuales se 

sometieron a un proceso de desinfestación, que consistió en lavarlos tres veces con 

agua corriente, para posteriormente mantenerlos sumergidas en solución durante 18 

minutos para tejidos de hojas y 25 minutos para segmentos nodales, con fungicida y 

bactericida al 0.5 % (Ridomil: Metalaxil-M (R)-2-[(2,6-dimetilfenil)-metoxiacetilamino]-

ácido propiónicometilester (0.5 %), Clorotalonil: Tetracloroisoftalonitrilo (72 %) 

ingredientes inertes: Dispersante, conservador, antiespumante, anticongelante, 
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espesante, amortiguador y solvente (23 %), y bactericida (Fungimycin 100: 

Estreptomicina 18.75 %, Oxitetraciclina 2.0 %). 

En la desinfestación de hojas de estevia se realizaron en 5 tratamientos 

(Cuadro 4.2.1.) y para la desinfestación de segmentos nodales se probaron 4 

tratamientos (cuadro 4.2.2). 

Cuadro 4.2.1. Tratamiento de desinfestación de hojas de Stevia para su 

establecimiento in vitro. 

T
RAT Antes de la siembra 

Aplicado en Medio de 
Cultivo 

  
Fun

gimycin  
R

idomil 
C

loro  
R

idomil  
Fun

gimycin 
Cef

otaxima 

  
0.7 

g L− 
0

.7 g L−1 

1

1.8 % 
0

.5 g L−1 
0.5 

g L−1 
0.5 

g L−1 

  
5 

min 
5

 min 
1

8 min  
1

0 Dias  
10 

Dias 
10 

Dias 
T

1 
  *    

T
2 

  *   * 

T
3 

* * *   * 

T
4 

* * * * *  

T
5 

* * * * * * 

 

Al término de este tiempo, se retiró la solución fungicida-bactericida y se 

agregó Hipoclorito de Sodio comercial (cloralex® 1.8 % de cloro activo) con 0.5 % de 

jabón líquido durante 5 minutos, enseguida los tejidos se enjuagaron tres veces con 

agua destilada esterilizada dentro de una cámara de flujo laminar.  
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Cuadro 4.2.2. Desinfestación de segmentos nodales de Stevia. 

T
RAT 

Antes de la siembra Medio de cultivo 

  
Fu

ngimycin 
R

idomil  
C

loro  
R

idomil  
Fu

ngimycin 
Ce

fotaxima 

  
0.7 

gL
−1

 
0

.7 gL
−1

 
1

.8 % 
0

.5 gL
−1

 
0.5 

gL
−1

 
0.5 

gL
−1

 

  
5 

Min  
5

 Min 
2

5 Min  
1

0 Dias  
10 

Dias 
10 

Dias 

1       

2      * 

3 * * *   * 

4 * * * * * * 

4.3.  Medios de cultivo 

4.3.1.  Inducción de callo 

El medio de cultivo empleado en la etapa de inducción de callo fue el de 

Murashige y Skoog (MS, 1962) al cual se le agregaron 30 g L−1 de sacarosa, 

diferentes concentraciones de ácido Indolacético (1 y 1.5 mg L−1) y 2, 4−D (1 y 1.5 mg 

L−1) y Bencilaminopurina (1 mg L−1); asimismo, se le adicionó 0.7 g L−1de Fungimycin 

100, 0.7 g L−1de Ridomil y 500 mg L−1de Cefotaxima sódica, la cual se agregó 

después de la esterilización (una vez que estaba a 30 oC aproximadamente). El pH 

del medio se ajustó a 5.8 y se le agregó 2.3 g L−1 de Phytagel. El medio de cultivo se 

esterilizó en una autoclave a 121oC durante 20 min y después se vació en cajas Petri 

y se sellaron con Parafilm. 

4.3.2.  Regeneración de brotes adventicios 

Este medio consistió en sales del medio MS, más diferentes concentraciones 

de ácido Indolacético (0.3, 0.5, 0.8 y 1 mg L−1), en combinación con 

Bencilaminopurina (2 y 4 mg L−1) y cinetina (6-furfurilaminopurina) (1.3, 2 y 8 mgL−1). 

Además, el medio fue complementado con 0.7 g L−1 de Fungimycin 100, 0.7 g L−1 de 

Ridomil y 500 mg L−1 de Cefotaxima. El pH del medio se ajustó a 5.8 y se le agregó 

2.3 g L−1 de Phytagel. 
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4.4.  Inducción y mantenimiento de callo 

Segmentos de 1 cm2 obtenidos de las hojas previamente desinfestadas se 

colocaron en cajas Petri que contenían 30 ml del medio para la inducción de callo 

previamente descrito. Las cajas con nueve segmentos cada una, se incubaron en 

obscuridad completa durante 28 días, a una temperatura de 25 ± 2 oC realizando el 

cambio de los explantes a medio fresco cada cuatro semanas. 

4.5.  Formación y desarrollo de brotes adventicios 

Los segmentos nodales desinfestados se sembraron en frascos de 250 mL de 

capacidad con 30 ml de medio para la regeneración de brotes adventicios. Los frascos 

se incubaron en una cámara de ambiente controlado a 25 + 2 oC con 16 horas de 

fotoperiodo y una intensidad lumínica de 25 µmolseg−1cm−2. Para propiciar el 

desarrollo de los nuevos brotes formados éstos se transfirieron individualmente a un 

medio MS con 20 g L−1de sacarosa,  

4.6.  Enraizamiento de brotes 

Los brotes adventicios regenerados que alcanzaron una longitud de 5 cm se 

cultivaron en un medio MS suplementado con sacarosa 20 g L−1 y 1 mg L−1 de ácido 

Indolbutírico (AIB), en el cual permanecieron por siete días. Transcurrido este tiempo 

los brotes se cambiaron a un medio MS libre de AIB. 

4.7.  Aclimatación a condiciones de invernadero 

Las microplantas regeneradas se extrajeron del frasco y sus raíces se lavaron 

con agua corriente para eliminar los residuos del agar; después se sumergieron en 

una solución fungicida (Ridomil 1 g L−1) durante 5 min. Posteriormente, se colocaron 

en vasos de unicel de 250 ml de capacidad conteniendo Peat Moss (Farfard Growing 

mix 1) humedecido a capacidad de campo. Los vasos se cubrieron con bolsas de 

polietileno y se establecieron en el invernadero; después de 10 días se les retiraron 
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las bolsas, y se colocaron bajo una malla sombra de 90 % durante 8 días. Las plantas 

se regaron cada tercer día con agua corriente y se les aplicó fertilizante (Miracle-Gro® 

All Purpose) en una dosis de 1 g L−1 cada 15 días. Se evaluó la sobrevivencia y altura 

de las plantas durante 60 días. 

4.8.  Diseño experimental 

El diseño experimental fue completamente al azar, en el experimento de 

inducción de callo se establecieron cada caja Petri 9 explantes de hojas y cada 

repetición consistió en una caja Petri, en total se establecieron 25 cajas Petri en medio 

sólido.  

Para la inducción de brotes adventicios se establecieron 25 repeticiones, 

considerando como una repetición un frasco con un segmento nodal.  

Se realizó un análisis de la varianza con el programa SAS V6.4, así como una 

compa- ración de medias mediante la prueba de Tukey (P≤ 0.05). 

4.9.  Determinación cualitativa de Steviol, 

Steviósido y Rebaudiosido A por Cromatografía en capa 

fina. 

4.9.1.   Material vegetal 

Se utilizaron tejidos de cuatro diferentes fuentes: a) planta madre de 3 meses 

de edad de la variedad Criolla, b) planta cultivada in vitro en un medio MS con 1.3 mg 

L−1, c), microplantas aclimatadas en el invernadero y d) callos obtenidos a partir de 

segmentos de hoja cultivados en medio solido con 2,4-D (1 mg L−1) y BA (1mg L−1). 
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4.9.2.  Obtención de extractos 

Se utilizaron 100 mg de cada muestra vegetal proveniente de planta madre, 

microplanta aclimatada, planta cultivada in vitro y callo, se liofilizaron por un tiempo de 

72 horas hasta obtener el tejido vegetal seco; enseguida las muestras se trituraron por 

separado en un mortero, se le añadió 10 ml de Metanol y se pasaron a un vaso de 

precipitado de (25 ml) en agitación por 2-4 horas en plancha magnética para una 

mejor separación de los compuestos. Se centrifugaron por 5 minutos a 1400 rpm a 

una temperatura de 4 oC, el sobrenadante obtenido de cada muestra se concentró 

hasta un 1 ml en una estufa a 90oC por aproximadamente 2 horas. Las muestras 

concentradas fueron filtradas con un sistema Milipore de 0.45 µm. 

Estas muestras se utilizaron para la separación e identificación de los 

compuestos de steviosido en cromatografía de capa fina (TLC). Se aplicó un volumen 

de 100 µL de extracto de cada muestra, las cuales fueron aplicadas en placas 

diferentes de TLC de Sílica Gel 60 F254 (5 x 20 cm, Merck, Germany) y se corrieron 

dentro de una cámara de separación, por un tiempo de 4 a 5 horas en presencia de 

soluciones mixtas: Cloroformo-Metanol (35:15) (v/v)), Cloroformo-Metanol-Agua 

(20:20:5 )(v/v)) y Cloroformo-Isopropanol-ácido Acético-Agua (25:25:5:5) (v/v)), esto 

se realizó para conocer y obtener la mejor separación de steviósidos. 

Para el revelado del steviosido se utilizaron las soluciones de Timol y 

Anisaldehído por aspersión, finalmente los steviósidos se revelaron a una temperatura 

de 110 oC, por un tiempo de 10 minutos. Las muestras separadas y reveladas fueron 

comparadas de manera paralela con patrones de steviósidos de referencia: steviol, 

Steviosido y Rebaudiosido A (marca: SIGMA-ALDRICH USA). 

Para la preparación de solución Timol se pesó 500 mg de Timol sólido y se 

disolvió en 5 mL de H2SO4 y se le agregó 95 mL de Etanol. Para la solución de 

Anisaldehído se pesó 1 g y se le agregó 1 mL de H2SO4 y 18 mL de Etanol. 
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Capítulo 5 

Resultados y Discusión 

5.1.  Establecimiento in vitro  

El establecimiento es una etapa fundamental para el inicio del cultivo in vitro 

de cualquier material vegetal. Teixeira (2004) y Villegas (2006), mencionaron que 

los requerimientos de cada selección, cultivar o variedad son específicos, por lo cual 

es necesario determinar las condiciones ideales para cada genotipo. 

Especialmente, se debe determinar el proceso de desinfestación que depende de 

varios factores, entre los que se encuentran las condiciones en la que se mantienen 

las plantas madre (en campo o invernadero), su edad, (a mayor edad, mayor 

probabilidad de contaminación in vitro), ya que el tiempo de exposición a los 

contaminantes ambientales aumenta (Villegas, 1990). 

Asimismo, el tipo de explante y su tamaño guardan una estrecha correlación 

con el grado de contaminación; así, a mayor tamaño mayor contaminación (Villegas, 

2006). Utilizando ápices se reduce la contaminación en comparación con las 

secciones nodales, la época del año también influye en el nivel de contaminación de 

los explantes. Al respecto se ha observado en explantes de Prunus que en verano y 

otoño la contaminación in vitro es mayor que en el resto de año (Skirvin et al. 

1981; Rodríguez et al. 2003). 

Para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana se aplicaron cinco 

tratamientos para la desinfestación de las hojas y nudos, para ello se utilizó una 

solución de fungicida y bactericida (Fungimycin, Ridomil y Cefotaxima) durante la 

desinfestación del material vegetal, además de incluirlos en el medio de cultivo.  

Al usar en el proceso de desinfestación Cloro (1.8 %), Ridomil y Fungimycin 

previo a la siembra in vitro además de agregarlos en el medio junto con Cefotaxima 

(500 mg L-1) establecidos en el T5, se obtuvo un porcentaje de contaminación de 50 
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% y permitió la supervivencia de 47 % de ellos. Dichos resultados (T5) mostraron 

menor porcentaje de contaminación y por lo tanto mayor porcentaje de sobrevivencia 

que los obtenidos en los otros tratamientos probados (Cuadro 5.1.1).  

Cuadro 5.1.1. Porcentaje de contaminación y sobrevivencia de los 

explantes de hoja de estevia desinfestados mediante distintos tratamientos. 

TRATAMIENTO CONTAMINACION SOBREVIVENCIA 

T1 100 %  0 % 

T2 99.45 % 0.55 % 

T3 89.43 % 10.57 % 

T4 74.67 % 25.33 % 

T5 52.45 % 47.55 % 

 

En el tratamiento T1, únicamente se aplicó cloro antes de la siembra y se 

obtuvo 100 % de contaminación, para el T2 se aplicó cloro, además de incluir 

Cefotaxima (500 mg L-1) en el medio y el resultado fue un porcentaje de 

contaminación muy alto (99.45 %). En el Tratamiento 3, se incluyó antibiótico 

(Cefotaxima 500 mg L−1) en el medio de cultivo con la finalidad de que existiera 

contacto prolongado entre el antibiótico y el explante (10 días) y el porcentaje de 

contaminación fue fe 89.43 %. Con este tratamiento (T3) fue posible observar que 

durante los primeros días después de la siembra los explantes no mostraban 

evidencias de contaminación pero después de 30 días, éstos se tornaban de color 

café obscuro o negro. Para el T4, el porcentaje de contaminación fue de 74.67 % y el 

porcentaje de sobrevivencia fue 25.33 % el cual fue superado por el T5. 

Probablemente, los altos índices de contaminación se debieron a la alta 

concentración de azúcares que la planta produce de manera natural, que permite de 

esta manera la proliferación de las bacterias y hongos. La contaminación de los 

explantes con hongos o bacterias limita la capacidad morfogénica sana de los 

mismos. Se han desarrollado métodos enfocados a la erradicación de los virus y las 

bacterias, estas procedimientos van desde la eliminación de tejidos sospechosos 

hasta el empleo de antibióticos solos o combinados tal como la Estreptomicina, 
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Gentamicina, Eritromicina y Kanamicina utilizadas en cultivo in vitro de zanahorias y 

orquídeas (Blanco et al., 2003).  

El principal problema en el establecimiento in vitro de los explantes de estevia 

provenientes de hojas fue la alta incidencia de hongos y bacterias. Al incluir antibiótico 

en el medio de cultivo la presencia de dichos microorganismos, disminuyó, pero 

también causó compactación de los explantes y los callos que se formaron sobre 

ellos, así como una rápida oxidación de los mismos después de los 30 días. 

Respuesta similar se observó por Ramos (2007), en tejidos de Cempoalxóchitl 

tratados con antibióticos durante 15 días. El lavado previo de los explantes con agua 

corriente y detergentes, ayudo a una mejor desinfestación.  

La inmersión de los explantes en soluciones antibióticas y/o antimicóticas 

(Gentamicina, sulfato de estreptomicina, ampicilina, tetraciclina, Carbenicilina, sulfato 

de Gentamicina, Pentacloronitrobenceno, Rifampicina, Anfotericina B, Benomil, 

Carbendazim) puede ser de utilidad, pero debe ser utilizada en casos excepcionales, 

ya que estos productos pueden alterar la composición de los medios de cultivo o ser 

metabolizados por los explantes (Levitus et al. 2010). 

Al respecto, Malinga et al. (1980), encontraron que el Cloranfenicol (10 m L−1) 

inhibe el crecimiento de los callos y la iniciación de los tallos en cultivos de 

Nicotiana spp. En esta misma especie la estreptomicina (0.5 mg L−1) interfirió en 

el crecimiento de los callos (Umiel y Goldner, 1976) y en Lycorpersicon esculentum 

y Saccharum officinarum, la Kanamicina disminuyó la producción de biomasa e 

inhibió la regeneración y  desarrollo de los ápices. Por otro lado, se observó que el 

tejido de Nicotiana spp es tolerante a 50 y 100 mg L−1 de Espectinomicina, debido 

a que los callos sobrevivieron a esta concentración, pero al aumentar la 

concentración a 200 y 500 mg L−1 hubo necrosis del callo (Juárez, 1989) 

Por lo tanto, el desinfectante más efectivo debe ser aquel que cumpla el 

requisito de ser suficientemente fuerte para eliminar los agentes contaminantes, sin 

dañar al tejido u órgano (CIAT 1991). Los segmentos nodales de estevia pueden 
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considerarse como explantes difíciles de desinfestar, debido a la pubescencia de los 

tallos que favorecen el alojamiento de microorganismos y pequeños insectos.  

Para el establecimiento in vitro de segmentos nodales se probaron 4 

tratamientos en la desinfestación de segmentos nodales para establecer la 

micropropagación de Stevia rebaudiana. 

Se obtuvo que en el tratamiento 4, el porcentaje de contaminación de los 

explantes fue bajo (1.77 %) por lo que el porcentaje de sobrevivencia fue de 98.23 %. 

Estos resultados observados fue al utilizar una solución a base de Ridomil (0.7 g L−1), 

Fungimycin (0.7 g L−1) y cloro (18 %), además de incluir Cefotaxima (0.5 g L-1) en el 

medio de cultivo (Cuadro 5.1.2).  

Sin embargo en el tratamiento T1, el porcentaje de contaminación de los 

explantes fue de 100 % principalmente por hongos al utilizar solamente cloro antes de 

la siembra.  

Cuadro 5.1.2. Porcentaje de contaminación y sobrevivencia de segmentos 

nodales de estevia. 

Tratamiento Contaminación Sobrevivencia 

1      100 %    0 % 

2 89.22 % 10.78 % 

3 69.45 % 30.55 % 

4    1.77  % 98.23 % 

 

El análisis estadístico de los resultados de contaminación de los segmentos 

nodales cultivados in vitro, mostró que la mayor contaminación por hongos y por 

bacterias se presentó cuando sólo se aplicó cloro (1.8 % por 25 minutos). Por otro 

lado, al tratar los explantes con el Ridomil y Fungimycin antes de la siembra e incluir 

Cefotaxima (0.5 mg L−1) en el medio, el porcentaje de contaminación disminuyó para 

los tratamientos T2 y T3; sin embargo, al tratar los segmentos nodales con fungicida y 

bactericida antes de la siembra además de aplicar al medio de cultivo Ridomil, 
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Fungimycin y Cefotaxima resultó ser el mejor tratamiento, ya que se redujo la 

contaminación hasta 1.77 % y con 98.23 % de sobrevivencia.  

5.2.  Inducción a Callo 

Un callo es una masa de células más o menos organizada (Chawla, 2002) 

cuya formación depende del tipo de regulador del crecimiento y la concentración que 

se incluya en el medio, así como del genotipo y del contenido endógeno de 

hormonas del explante. Para inducir la formación de callo en los explantes de hojas 

de estevia se probaron tres tratamientos que consistieron en la combinación de 

auxina/citocininas y auxina/auxina. 

Para la inducción de callo se probaron 3 tratamientos para determinar la 

capacidad de formación de callo en explantes de hojas: T1 (2,4D/BA (1/1mg L-1)), T2 

(2,4D/AIA (1/1mg L-1)) y T3 (2,4D/AIA (1.5/1.5 mg L-1)).  

Las tres combinaciones de reguladores de crecimiento probadas promovieron 

la formación de callos, dichos callos fueron compactos y de color verde con zonas 

blancas; sin embargo, la cantidad del callo formado dependió del tipo y concentración 

de auxinas y citocininas utilizadas (Figura 5.1).  

 

     a)      b)      c) 

Figura 5.1. Respuesta a la formación de callo en (a) 2,4D/BA (1/1mg L-1), (b) 2,4D/AIA 
(1/1mg L-1) y (c) 2,4D/AIA (1.5/1.5mg L-1). 

  

Quince días después de la siembra, los explantes tratados con AIA, 2,4-D y BA 

mostraron la formación de callos con diferentes características. Al inicio del cultivo in 
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vitro las orillas de los explantes presentaron ondulaciones, más tarde comenzó a 

formarse un callo incipiente, el cual fue evidente 15 días después. Después de 25 días 

de su establecimiento, los callos se mostraron de color beige, pero cinco días más 

tarde los callos se tornaron café obscura (oxidación) en los bordes. Cabe señalar que 

algunos de los explantes formaron callo sólo en 25 % de su superficie, mientras que 

otros se cubrieron de callo en su totalidad. La mayor parte de los explantes de hoja 

crecieron en un medio (1 mg L-1) de 2,4-D y AIA fueron cubiertos por callo en el 50 % 

de su superficie, y los explantes que se cultivaron en 1.5 mg L-1 de 2,4-D y AIA y 

formaron callo en 25 % de su superficie, siendo este último el que mejor respuesta 

indujo comparado con los otros tratamientos probados (Cuadro 5.2.1).  

Cuadro 5.2.1. Capacidad de formación de callo en explantes de hoja de 

estevia 

Concentraciones de los 
reguladores 

Porcentaje de 
Formación de 

callo en 
explantes de 

hojas 

Medias 

T1: 1/1 (mgL-1) 2,4D/BA 

25 % 3.50 ab 

50 % 1.81 ab 

75 % 1.93 ab 

100 % 1.62 ab 

T2: 1/1 (mgL-1 ) 2,4D/AIA 

25 % 4.46 a 

50 % 0.68 b 

75 % 1.93 ab 

100 % 1.75 ab 

T3: 1.5/1.5 (mgL-1 ) 2,4D/AIA 

25 % 1.00 b 

50 % 4.68 a 

75 % 1.00 b 

100 % 2.06 ab 

* Valores con la misma letra dentro de las columnas son iguales de acuerdo a la prueba de Tukey a una P≤ 0.05.  

La capacidad de formación de callo fue claramente notable al combinar dos 

auxinas (2,4-D) y (AIA), respuesta que se observó a los 20 días de establecer el 

cultivo; en contraste la combinación de una auxina (2,4-D) con una citocinina (BA) 
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resultó poco favorable para inducción de callo, sin embargo Villanueva et al. (2005), 

obtuvieron mejores resultados al combinar (2,4-D/BAP). 

Los resultados obtenidos por Villanueva et al. (2005) Contrastaron con estos 

resultados ya que una combinación de auxina y citocinina (2,4-D/BAP) (20/50 µM) en 

explantes de hojas de Stevia, alcanzo un 100 % de formación de callo, altamente 

fiables, siendo útiles para el establecimiento de la suspensión celular, con peso 

promedio de 1.53 g transcurridos los 84 días y una supervivencia de 73.33 % a los 12 

días.  

Cabe señalar que después de 30 días de iniciar la inducción, los callos se 

tornaron de color café obscuro a negro y posteriormente murieron. El oscureciendo de 

los callos pudo deberse a la presencia de compuestos fenólicos oxidados que se 

asocia a los tejidos vegetales sometidos a situaciones de estrés, provocado por el 

daño mecánico producido durante el aislamiento del explante de la planta madre y 

las condiciones de cultivo in vitro (Mejia y Vittorelli, 1988). Los compuestos fenólicos 

liberados al medio, pueden inhibir el crecimiento e incluso matar al explante. Natali 

et al. (1990) afirman que el uso de BA y cinetina en el medio de cultivo causó el 

ennegrecimiento de los tejidos de hoja de Aloe vera por la oxidación de los 

compuestos fenólicos presentes. Los procesos de oxidación son causados principa-

lmente por efecto abrasivo del agente desinfectante aplicado durante la asepsia del 

explante, los cortes que sufre, la composición del medio de cultivo, volumen y calidad 

del frasco de cultivo (George 1993, Tabiyeh et al. 2006, Van Staden et al. 2006, 

Abdelwahd et al. 2008). 

Villanueva et al., (2005), por su parte reporto que BAP en las dosis de 20 y 50 

µM indujeron callo en 93.33 % de los explantes de hojas de Stevia. Estos callos 

fueron de gran tamaño, color amarillo, consistencia dura y mostraron procesos 

necróticos, confirmando los resultados obtenidos por Yamazaki et al. (1991). 

Para minimizar el daño de estos compuestos se incluyen en el medio de 

cultivo agentes adsorbentes de fenoles que modifican del potencial Redox con 
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agentes reductores, tales como el carbón activado, la Polivinilpirrolidona, 

antioxidantes, ácido ascórbico, Mercaptoetanol y Ditiotreitol, ya que inactivan las 

fenoloxidasas evitando la oxidación en explantes (Yamazaki et al. 1991). 

En algunos medios se incorporan ácidos orgánicos como el málico, el cítrico, el 

pirúvico y el succínico y es frecuente el empleo de L-glutamina y de caseína 

hidrolizada. Aún hoy se siguen utilizando ciertos componentes de composición 

química no bien definida como el agua de coco (5 a 15 %), jugo de tomate y puré de 

banana. También en ocasiones es necesaria la incorporación de agentes 

antioxidantes (L-cisteína, ácido ascórbico, Polivinilpirrolidona) para prevenir el 

ennegrecimiento tisular causado por la oxidación de polifenoles presentes en los 

explantes. Este ennegrecimiento puede causar la muerte de los mismos. El carbón 

activado (0.1 a 5 %) suele ser incorporado al medio, dado que es probable que 

absorba metabolitos tóxicos para los cultivos (Levitus et al. 2010). 

5.3.  Regeneración in vitro de plantas de S tevia 

rebaudiana B. 

5.3.1 Inducción de brotes adventicios 

La morfogénesis puede definirse como el inicio de la forma y función de 

organismos vivos (Segura, 1993). Generalmente, se utilizan citocininas para 

estimular el crecimiento y desarrollo del material vegetal, ya que estas promueven la 

división celular, siendo la benciladenina y la cinetina las más comunes (Pierik, 

1990). 

Con la finalidad de inducir la proliferación de brotes adventicios a partir de 

yemas axilares presentes en los segmentos nodales, estos se cultivaron en distintas 

combinaciones de citocininas y auxinas.  

El análisis estadístico de los resultados, no mostró diferencias estadísticas en 

el número de brotes formados por explantes al utilizar distintas combinaciones de 
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reguladores de crecimiento, a excepción del que contenía 2 mg L-1 de cinetina y 0.5 

mg L-1 de AIA con el que se obtuvo el menor número de brotes por explante (1.4). Fue 

posible obtener un promedio de dos brotes por explante en la mayoría de los 

tratamientos probados (Cuadro 5.3.1) (Figura 5.3.1) 

Cuadro 5.3.1. Efecto de los reguladores de crecimiento en la inducción de 

brotes adventicios de Stevia rebaudiana B. 

 

Tratamiento 
Reguladores de Crecimiento  

Medias 
AIA (mg L−1) BA (mg L−1) K (mg L−1) 

T1 

T2 

T3 

T4 

T5 

0.0 

0.3 

0.5 

0.8 

1.0 

0.0 

4.0 

0.0 

0.0 

2.0 

1.3 

0.0 

2.0 

8.0 

0.0 

2.68 a 

  2.24 ab 

    1.40 b 

  1.92 ab 

  2.08 ab 

* Valores con la misma letra dentro de las columnas son iguales de acuerdo a la prueba 
de Tukey a una P≤ 0.05 

Fue posible encontrar diferencias en las características de los brotes obtenidos 

de acuerdo a la combinación de reguladores de crecimiento empleados, así los 

segmentos nodales cultivados en 1.3 mg L-1 cinetina formaron brotes con hojas 

grandes, brillantes, tallos firmes y vigorosos, sin formación de callo en la base, 

aunque en algunos brotes se presentó el efecto de vitrificación (Figura 5.2).  

 

 

 

 

 

Figura 5.2.Formación de brotes adventicios en segmentos nodales de Stevia 
rebaudiana cultivados con cinetina (1.3 mg L-1). 
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El efecto de la vitrificación in vitro es un proceso anormal con cambios 

anatómicos, morfológicos y fisiológicos, tales que producen hojas de una apariencia 

vidriosa (Levitus et al. 2010). Este fenómeno está regulado por dos factores clave, la 

humedad relativa y el potencial del agua, que afectan a dos procesos fisiológicos 

fundamentales como la fotosíntesis y la transpiración. Debido a la disfunción 

metabólica asociada, las plantas se vuelven completamente heterótrofas y transpiran 

excesivamente debido a un mal funcionamiento estomático, y a cambios estructurales 

en las paredes celulares (Orozco, 2004). 

Por otra parte, los tratamientos que contenían auxina y citocinina (AIA/K) 

indujeron la formación de brotes adventicios con hojas pequeñas y tallos delgados y 

flácidos con coloración verde oscuro, y en la base de los brotes se mostró un 

pequeño callo obscuro. Así mismo, los brotes adventicios formados en el medio 

suplementado con AIA y BA en los tratamientos mostraron hojas pequeñas y tallos 

con entrenudos muy largos al mismo tiempo que se formó callo en base de los 

mismos. 

 

Figura 5.3. Efecto de las citocininas y auxinas en la inducción de brotes de 
estevia, a) AIA/K: (0.5/8.0 mg L-1), b) K (1.3 mg L-1) y c) AIA/K (1/2 mg L-1). 

 

Estos resultados concuerda con los de Mitra y Pal, (2007), quienes 

obtuvieron que la kinetina es más eficiente que la BAP con respecto a la multiplicación 

de los brotes axilares y proliferación en Stevia rebaudiana. Estos autores encontraron 

que después de 12 semanas de iniciar el cultivo se formaron 10.4 brotes por explante 
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en un medio conteniendo de kinetina (10 mg L-1) y AIA (1.0 mg L-1), mientras que sólo 

obtuvieron 1.5 brotes por explante cuando utilizaron 10 mg L-1 de BAP. Figura 5.3.  

Por su parte, Espinal de Rueda et al. (2006), encontraron la mejor respuesta en 

la proliferación de brotes en explantes de segmentos nodales de Stevia rebaudiana 

cultivados con 6 μM de kinetina con 50 % de macroelementos MS (2.5 brotes) 

seguida del tratamiento con 4 μM de kinetina en con 50 % de macroelementos (1.3 

brotes), obteniendo en promedio 1.3 brotes por explante.  

Existen estudios similares en la proliferación de brotes de Stevia en los cuales 

se menciona que las hormonas endógenas de la planta son necesarias para disparar 

la elongación y estimular el enraizamiento (Patil 1996; Nepovin y Vanek, 1998; Sikach, 

1998; Ferreira y Handro, 1998 y Sivaram y Mukundan, 2003). En la mayoría de los 

casos la BA resultó ser esencial para el crecimiento y fue mejor que la cinetina para la 

inducción de brotes en los explantes. Se ha reportado que la combinación de BAP y 

IAA, es mejor para disparar la elongación. Taware et al. (2010), confirma que la 

combinación de auxinas con citocininas, dan como resultado longitudes muy cortas 

en los brotes en estevia. 

Tamura et al. (1984), observó que la combinación de kinetina y auxinas dio 

como resultado brotes adventicios de corta longitud, una longitud muy corta de los 

brotes. Ellos mismos encontraron que los explantes crecidos en 0.3 mg L-1 a 1.3 mg L-

1 de BAP mostraban tallos con longitudes normales. Santalla et al. (1998), obtuvo que 

las citocininas no inducen organogénesis en los cultivos de tejidos de S. rebaudiana.  

5.4.  Enraizamiento 

Las características genéticas, anatómicas y morfológicas propias de cada 

especie confieren la capacidad de enraizamiento de los brotes adventicios, sin el uso 

de fitohormona exógenas: En la mayoría de los casos los brotes adventicios no 

forman raíces sin un estímulo hormonal (auxinas) siendo necesario aplicar auxinas 
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para inducir la formación de raíces en tales estructuras; dichos proceso puede 

efectuarse in vitro o in vivo cuando el brote se transfiere a un sustrato (Olivera, 1998). 

En la presente investigación se manejaron dos medios de cultivo para la 

formación de raíces: el primer medio consistió en el 50 % de las sales de MS, 

sacarosa (20 g L-1), además de ácido Indolbutírico (AIB 1.0 mg L-1); el segundo medio 

fue uno similar pero sin AIB. En el primer medio solo se indujo la formación de brotes 

en 7 días el cual se observaron pequeñas protuberancias en la base del brote y en el 

segundo medio sin AIB, las raíces crecieron en 10 días obteniendo una longitud de 

5mm a 2 cm. Cabe señalar que los brotes muy delgados no lograron formar raíce 

(Figura 5.4).  

Espinal de Rueda et al. 2006 lograron la formación de raíces en brotes de 

Stevia al utilizar 0.5 mg L-1 de ANA, las cuales alcanzaron una longitud de 10 cm 

después de 15 días de la inducción. Estos resultados se asemejan a los encontrados 

por Lyakhovkin et al. (1993) y Tamura et al., (1984), quienes utilizaron 0.1 mg L-1 de 

ANA. De la misma forma, Taware et al. (2010), obtuvieron el 100 % de formación de 

raíces al cultivar brotes de Stevia rebaudiana en 2 mgL-1 de AIB. Espinal et al., (2006) 

obtuvo que al añadir 0.5 mg/L de ANA hubo 73 % de enraizamiento y se formaron 

raíces mayores de 10 mm de longitud. Se observó una mayor formación de tejido 

callogénico y un pobre desarrollo radicular en aquellos tratamientos cuyos medios 

nutritivos se encontraban, ya sea ausentes de auxinas ò con altos niveles (2 mg/L) de 

auxina, 
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Figura 5.4. Formación de raíces en brotes adventicios in vitro de Stevia. 

 

No existen estudios sobre el efecto de diferentes concentraciones de sacarosa 

en el enraizamiento in vitro de S. rebaudiana. Sin embargo, en especies como 

Gerbera (Gerbera jamesonii), Olivera et al. (2000), encontraron que incrementar la 

concentración de sacarosa de 20 a 40 g L-1 en el medio de cultivo causó un aumento 

en el número y longitud de las raíces y una reducción en la velocidad de 

enraizamiento. 

Por otro lado, Galiba y Erdei (1986) mencionan que la concentración de 

sacarosa en el medio de cultivo es de suma importancia, ya que influye, en la 

formación de cloroplastos y afectan tanto el metabolismo de la planta como las 

condiciones osmóticas del medio, lo cual puede alterar su desarrollo. 
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5.5.  Aclimatación y establecimiento en el 

invernadero 

 

Es fundamental que las microplantas sean de buena calidad cuando se lleven a 

la etapa de aclimatación, porque de ello depende el porcentaje de supervivencia, la 

velocidad de crecimiento y el éxito cuando se cultiven en campo.  

Aunque la presencia de las raíces afecta positivamente la aclimatación de las 

microplantas, cuando éstas son muy largas dificultan el trasplante ya que tienden a 

romperse, lo cual a su vez puede afectar la sobrevivencia de la planta.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.5. Aclimatación de plantas de S. rebaudiana regeneradas in vitro. 

 
Las plantas cultivadas in vitro frecuentemente tienen una cutícula poco 

desarrollada y escasa funcionalidad del aparato estomático que puede permitir una 

alta tasa de transpiración, lo cual puede ocasionar la muerte por deshidratación. Por lo 

anterior, es necesario proporcionar las condiciones necesarias que le permitan a las 

microplantas adaptarse a aquellas que predominan en el invernadero (mayor 

intensidad lumínica y temperatura, y menor humedad relativa). El proceso de 
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aclimatación es un proceso gradual que implica la rehabilitación de los estomas, así 

como su desarrollo, principalmente (Levitus et al. 2010 y Morgado et al. 2000).  

Las microplantas de S. rebaudiana se transfirieron al invernadero para su 

aclimatación bajo estas condiciones y se determinó durante 60 días, el porcentaje de 

sobrevivencia y altura (Figura 5.5). Durante los 10 primeros días de aclimatacion, las 

microplantas presentaron deshidratación y empezaron a mostrar daño en las hojas 

causado por los rayos del sol los cuales se caracterizaron por el cambio de coloración 

hacia un verde más obscuro. Dicho daño se redujo considerablemente al colocar, una 

malla de 90 % de sombra sobre las plantas durante ocho días.  

La sobrevivencia durante el periodo de observación en general fue alta, ya que 

después de 60 días y con un porcentaje de sobrevivencia 81.82 % (Figura 5.6). 
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Figura 5.6. Sobrevivencia de las microplantas de S. rebaudiana bajo 

condiciones de invernadero. 

Los resultados obtenidos indican que el procedimiento de aclimatación fue 

favorable para el crecimiento de las microplantas ya que permitió la sobrevivencia de 

más del 80 % de estas. 

Para encontrar los puntos críticos de crecimiento en el proceso de adaptación a 

invernadero de las plantas durante la etapa de aclimatación, se determinó la 
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diferencia en la altura de las plantas en intervalos de 15 días. La aplicación de la 

estadística descriptiva a los resultados permitió observar que el día 0, se 

establecieron 45 plantas con una altura mínima de 1.5 cm y un máximo de 15 cm, 

después de 60 días, las plantas mostraban una longitud mínima de altura de 5.6 cm y 

una máxima de 36.2 cm (Cuadro 5.5.1).  

Asimismo, se observó que el 25 % del total de las microplantas establecidas el 

día 0, tenían una altura de 4 cm, incrementado su altura hasta 17.40 cm a los 60 días 

establecidas en el invernadero, también se destaca que el 75 % de la microplantas 

establecidas el día 0, las plantas tenían una altura de 6.50 el cual también incremento 

su altura a 27 cm a los 60 días (Cuadro 5.5.1). 

Cuadro 5.5.1. Estadística descriptiva en la etapa de aclimatación de 

microplantas de estevia. 

Estadística 
Descriptiva 

Altura (cm) 
Día 0 

Altura (cm) 
Día 15 

Altura (cm) 
Día 30 

Altura (cm) 
Día 45 

Altura (cm) 
Día 60 

No. de 
observaciones 

45 45 45 45 45 

Mínimo 1.500 3.00 5.00 5.50 5.60 

Máximo 15.00 15.50 23.30 28.20 36.20 

1° Cuartil 4.00 6.00 10.20 16.50 17.40 

Mediana 5.00 7.80 14.50 19.40 23.30 

3° Cuartil 6.50 10.50 16.90 24.20 27.00 

Media 5.32 8.11 13.69 19.35 21.68 

Varianza (n-1) 6.11 10.17 20.61 30.68 40.25 

Desviación 
estándar (n-1) 

2.47 3.190 4.540 5.539 6.344 

La Figura 5.7, muestra los cambios de altura de las microplantas durante 60 

días; se observó que las plantas alcanzaron una altura de 8.11 cm en los primeros 15 

días, lo que significa que en este periodo de tiempo éstas crecieron 2.8 cm; mientras 

que a los 30 días el crecimiento promedio fue de 5.58 cm.  
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Figura 5.7. Aclimatación y establecimiento de las microplantas de S. 
rebaudiana en el invernadero. 

El incremento en longitud de las microplantas de sólo 2.8 cm durante los 

primeros 15 días, pudo deberse a que durante este periodo de tiempo, las plantas 

estaban adaptándose a las condiciones del invernadero (alta temperatura e intensidad 

lumínica y baja humedad relativa); mientras que a los 30 y 45 días, se observa una 

altura 5.58 y 5.66 cm, respectivamente, lo que podría indicar que para este tiempo las 

plantas ya habían logrado adaptarse a las condiciones del invernadero.  

El periodo de 15 días de aclimatación en Stevia concuerda con aclimatación de 

Capsicum chinense de Barrales et al., (2009), y reportaron que el periodo de 

aclimatación en C chinense fue de 15 días, pues después de este tiempo se observó 

un aumento en los valores de las variables de respuesta evaluadas. Estrada et al., 

(2001), observaron en chile ancho ( capssicum annuum) valores bajos para el peso de 

la panta, número de hojas y área de hoja durante los primeros 6 días en el 

invernadero, pero tres días después, dichos valores incrementaron drásticamente. 

Asimismo, en Saccharum spp. Se observó disminución en el número de hojas y raíces 

durante la etapa de aclimatación (Rodríguez et al., 2003). 

En la Figura 5.8, se muestra la tasa de crecimiento promedio diario por planta 

durante los 60 días de evaluación. En ella se puede observar que el crecimiento 
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promedio fue de 0.3 cm entre los 15 y 45 días, mientras que en el intervalo de 45 a 60 

días, el incremento en altura fue de 0.16 cm.  

 

 

 

 

 

 

Figura.5.8. Crecimiento promedio diario de las microplantas de S. rebaudiana 
en condiciones de invernadero. 

 

La aclimatación y la sobrevivencia de la microplantas de S. rebaudiana se vio 

favorecida por varios factores como el sustrato, la bolsas de polietileno sobre ellas 

durante 10 días que mantuvo la humedad relativa alta y la malla sombra que redujo la 

intensidad lumínica; así como los riegos intermitentes y la fertilización (Figura 5.9).  

 

 

 

 

 

Figura 5.9. Microplantas de S. rebaudiana creciendo en el invernadero bajo 
malla sombra a los 50 días del trasplante. 
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Los resultados obtenidos indican que el procedimiento de aclimatación fue 

favorable para el crecimiento de las microplantas de Stevia ya que no sólo permitió la 

sobrevivencia de más del 80% de estas, sino que lograron llegar a la madurez y a la 

formación de semillas (Figura 5.10). 

 

 

 

 
 
Figura 5.10. Flores y semillas de microplantas de Stevia después de 6 meses de 

crecerlas en el invernadero.  

Sivaram y Mukundan (2003), reportaron una tasa de supervivencia del 70 % de 

brotes enraizados de S. rebaudiana, mientras que Jin (2006), por su parte obtuvo 98.4 

% de supervivencia durante la aclimatación en campo. 

De la misma forma, Espinal de Rueda et al. (2006), en el sistema de microtúnel 

hubo una sobrevivencia de 82.7 y 71.6 % para bolsas plásticas, respectivamente. En 

el sistema nebulizado se obtuvo una sobrevivencia de 16 y 2.5 % para bolsas 

plásticas respectivamente durante la aclimatación de microplantas de estevia y la 

mayor tasa de crecimiento entre la tercera y cuarta semana. 

5.10. Análisis cualitativo de los Steviósidos 

Diterpenicos  

Los Steviosidos Diterpenicos se encuentran en diferentes proporciones en las 

hojas de Stevia en una compleja mezcla de glucósidos naturales diterpenicos dulces 

llamados como steviol-glicósidos o glucósidos de steviol (SGS). El Steviósido se 

concentra en un 4-13 %, el Rebaudiosido C en 1-2 %, el Rebaudiosido A se concentra 
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en 2-4 % y Dulcosido A en 0,4-0,7 %, mientras que para el Steviolbiosido, 

Rebaudiosido B, Rebaudiósido D, Rebaudiósido E solo se encuentran en cantidades 

de trazas (Melis et al., 2009). El mayor contenido de Steviósido se encuentra en las 

hojas, lo que sugieren que estas sirven como el tejido principal para la síntesis y 

acumulación primaria de Steviosidos Diterpenicos (Soejarto et al., 1983 y Melis et al., 

2009).  

La extracción de los Steviosidos Diterpenicos en agua caliente es la mejor 

opción para la extracción debido a su mayor solubilidad del Steviósido en agua. Sin 

embargo, algunos autores recomiendan el uso de disolventes, tales como Etanol, 

Metanol/Cloroformo, Glicerina, Sorbitol ó Propileno Glicol (Esmat et al., 2010). El 

método óptimo para la extracción de steviósidos comprende varias etapas entre las 

más importantes es por extracción acuosa con temperatura, filtración, clarificación, 

purificación, precipitación, recristalización y secado de steviosido (Bravo, 2009).  

Para determinar la presencia o ausencia de glucósidos diterpenicos en planta 

madre, microplantas aclimatadas en el invernadero y planta de cultivo in vitro se 

utilizaron hojas, también usó callo friable. La extracción y separación de glucósidos 

diterpenicos se utilizaron diferentes solventes. La extracción se realizó en solución 

etanolica al 100 % y para la separación de los compuestos se utilizó dos solventes 

uno de ellos a base de Cloroformo-Metanol (35:15(v/v)) y el otro en Cloroformo-

Metanol-Agua ((20:20:5(v/v)).  

Los resultados obtenidos por cromatografía en placa fina indicaron que la 

separación de los compuestos de steviósidos diterpenicos no fue clara y eficiente 

cuando se utilizó la mezcla de solventes de Cloroformo-Metanol (35:15(v/v)), por lo 

que se probó Cloroformo-Isopropanol-Acidoacético-Agua (25:25:5:5 (v/v)), la cual 

permitió una mejor separación de los steviósidos diterpenoides en las diferentes 

muestras en experimentación, paralelamente se utilizaron algunos compuestos 

estándares de Steviosido y Rebaudiosido A marca SIGMA. Los compuestos 

estándares de Steviosido y Rebaudiosido A se manifestaron como bandas de color 
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violeta en las placas de (TLC) de Sílica gel, al ser reveladas con solución Timol a 

temperatura de 110 oC (Figura 5.10). 

Jaroslav et al., (2007), determinaron que la extracción óptima de los steviósidos 

se puede realizar con solventes de extracción, agua o metanol, ya que resultan ser 

parámetros con muy buena reproducibilidad; así mismo, determinaron que la 

extracción óptima del steviosido ocurre a una temperatura de 110 °C en hojas de 

Stevia rebaudiana, un incremento en la temperatura puede resultar una degradación 

significativa del steviosido. Kroyer (1999) por su parte, indicó que la degradación de 

steviosido, ocurre a una temperatura máxima de 80 a 100 grados centígrados (Chang 

y Coock, 1983).  

En el revelado de las Placas de Silica gel (Figura 5.10), se diferenciaron de 

manera visual la presencia de seis a ocho bandas en los extractos de Planta madre 

así como en las microplantas aclimatadas en invernadero, y se identificaron el Steviol, 

Steviosido y Rebaudiosido A, el resto de las bandas separadas pueden corresponder 

a otros compuestos de la familia de los Steviosidos diterpenicos no identificados en 

este trabajo de investigación (Figura 5.10a y b, Cuadro 5.10.2.). mientras las plantas 

cultivadas in vitro, así como en los callos, se reconoció el Steviosido como el 

Rebaudiosido A (Figura 5.10c y d, Cuadro 5.10.2.). Por otra parte, se menciona que 

esl estándar de Steviol fue utilizado pero no se muestra en la Figura 5.10, ya que la 

banda no se mostró con claridad. Bondarev et al. (2001, 2002) observaron que los 

glucósidos diterpenicos ó glucósidos de steviol (SGS) están presentes tanto en 

plantas regeneradas in vitro, como en callos y brotes adventicios de Stevia, y el 

contenido de tales compuestos depende principalmente del grado de desarrollo de los 

brotes.  

Se observó también, que en las muestras en experimentación fue posible 

separar otros compuestos que podrían tratarse de compuestos que pertenecen a la 

familia de Steviosidos diterpenicos, sin embargo en este trabajo no se realizó la 

comparación con todos los   estándares de steviósidos diterpenicos ya que por el 

momento no se encuentra identificados y clarificados como estándares además por 
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limitaciones del presupuesto no se adquirieron, el cual representa una desventaja de 

la técnica de TLC.  

 

a                       b                         c                        d                        e                   f  

Figura 5.10. Steviósidos Diterpenicos separados por Cromatografía en Placa fina de 

diferentes tejidos de Stevia rebaudiana: a) Planta madre, b) microplanta aclimatada, c) 

Plantas cultivadas in vitro, d) Callo, e) Steviosido (Sigma) y f) Rebaudiosido A (Sigma). 

La identificación cualitativa del Steviol, Steviosido y Rebaudiosido A se realizó 

por comparación de los Rf de los estándares vs los compuestos separados en cada 

uno de las muestras de Stevia. Los resultados mostrados en el cuadro 5.10.1, 

indicaron que los estándares de Steviosido y Rebaudiosido A tuvieron un Rf de 0.3 y 

0.4, respectivamente, mientras que el estándar de Steviol presentó un barrido con un 

Rf de 0.20 hasta 0.11.  
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Cuadro 5.10.1. Caracterización de los estándares de Steviósidos diterpenicos 

Compuesto 
estándar 
(Sigma Aldrich, USA) 

Masa 
molecular 
[g/mol] 

Rf 

Steviol 318.45 0.20, 0.11 

Steviosido 804.87 0.27 

Rebaudiosido A 967.01 0.36 

 

Bravo (2009) por su parte obtuvo que el Steviosido por extracción acuosa y 

después del proceso de clarificación mostró un Rf con valores de entre 0.63 y 0.67. El 

valor de Rf de 0.63 con la sexta banda revelada de la muestra de la planta madre de 

este trabajo. 

Cuadro 5.10.2. Comparación de Rf de muestra de Steviósidos 

Ditepenicos.  

Rf 

Número 
de 
Bandas 

Planta 
madre 

Planta 
micropropagada 
aclimatada 

Planta 
cultivada 
in vitro 

Callo 

1 0.12 0.10 --- --- 
2 0.22 0.16 --- --- 
3 0.2 0.19 0.26 0.25 
4 0.29 0.22 --- --- 
5 0.31 --- 0.36 0.34 
6 0.57 --- --- --- 

 

Bondarev et al. (2003) informaron que el nivel de glucósidos de diterpenoides 

(SG) presentes en las hojas de la planta de Stevia depende de la edad de la misma y 

de su fase de desarrollo. El contenido de SG en hojas de plantas jóvenes es superior 

comparado con algunas plantas que han finalizado su crecimiento. Los extractos de 

Stevia pueden contener un elevado porcentaje de los steviósidos y Rebaudiosido A y 

cantidades más pequeñas los otros glucósidos de steviol como son; Rebaudiosido C, 

Dulcósido A, Rubosido, Steviolbiosidos y rebaudiósidos B. La composición química de 
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los extractos depende del ambiente en el que hayan crecido las plantas (suelo, clima), 

así como de los procesos de extracción y purificación que se utilicen. 

Jiménez et al. (2010), En un análisis de sondeo evaluadas en 2000 plantas de 

Stevia a campo abierto se determinaron los contenidos de stevioles, y se obtuvo que 

existe una gran variabilidad para los contenidos de steviosido y Rebaudiosido A en las 

hojas, encontrándose valores de 0-21 % para steviosido y 0 a 12 % para 

Rebaudiosido A; Algunos resultados similares han sido reportados por otros autores 

(Ramesh, 2007; Rodríguez, 2007). También fue posible identificar individuos cuyo 

contenido de steviosido alcanza valores de 21 % y de Rebaudiosido A de 12 % 

constituyéndose un material de partida idóneo para la obtención de líneas clonales 

con elevado contenido de estos glucósidos. 

En la actualidad la producción in vitro de la planta de Stevia para la extracción 

de Steviósidos Diterpenicos no ha sido muy estudiada y los resultados obtenidos por 

diferentes investigadores hasta cierto punto son algo inciertos, por ejemplo, Nabeta et 

al. (1976). Miyagawa et al. (1984), indicaron que en estudio de cultivo de callo y 

células en suspensión no aportaron pruebas de la producción de dichos compuestos, 

sin embargo Lee et al. (1982), si encontraron steviósidos en los callos de Stevia. 

Hsing et al. (1983), también observaron steviósidos en explantes de hojas después de 

los 70 días de cultivo. Por su parte, Swanson et al., (1992) no encontró steviósidos en 

el callos.  
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Capítulo 6 

Conclusiones 

 La contaminación de los explantes por bacterias y hongos redujo 

sustancialmente el potencial de respuesta de los mismos bajo condiciones de 

cultivo in vitro. 

 La oxidación de los callos formados a partir de tejidos de hoja limitó el 

establecimiento de las células cultivadas en medios líquidos. 

 El protocolo de regeneración desarrollado en la presente investigación permitió 

obtener plantas de Stevia rebaudiana B., a partir de segmentos nodales, las 

cuales se establecieron con éxito en condiciones de invernadero 

 La cinetina (1.3 mg L-1) en el medio MS indujo el mayor número de brotes por 

explante.  

 Las condiciones de aclimatación permitió la sobrevivencia de más de 80 % de 

las microplantas a las condiciones de invernadero. 

 Por cromatografía en capa fina, los extractos de Planta madre y Planta 

microplantas aclimatadas, se identificaron el Steviol, Steviósido y Rebaudiósido 

A  

 Por cromatografía en capa fina los extractos de plantas cultivadas in vitro, así 

como en los callos se identificaron Steviósido y Rebaudiósido A.  
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