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Resumen

Stevia rebaudiana B. es una planta herbacea originaria de Paraguay, contiene un edulcorante
natural bajo en calorias, esta planta aporta una contribucién significativa a la vida humana,
puesto que ofrece una solucién para las personas con diabetes y obesidad, al ser sustituida por
la azlcar de cafia. La propagacion de esta especie es principalmente por esquejes; pero con este
método de reproduccion se obtiene bajo numero de individuos por planta, otra forma es por
semillas, esto implica recombinacion genética y la tasa de germinacion es muy baja o nula para
considerarse efectiva para el cultivo. Se formuld un protocolo de establecimiento in vitro de
Stevia rebaudiana B. a partir de &pices meristematicos, utilizando medio nutritivo a diferentes
combinaciones de 6-bencilaminopurina (6-BAP) y acido naftalenacético (ANA), para ello se
midieron las variables formacion de brotes, tamafio de los brotes y periodo de brotacion, se
utilizaron las sales de Murashige y Skoog suplementadas con las dosis de fitorreguladores T1:
0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 mg/l ANA, T2: 0.40 mg/l 6-BAP + 0.050 mg/l ANA, y T3 sin
fitorreguladores, se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en la variable formacion de
brotes destacandose el Tratamiento 1 con el mayor nimero de brotes, para la variable tamafio
de los brotes no hubo diferencia estadisticamente significativa puesto que los 3 tratamientos
presentaron promedios de longitudes similares, se determind al Tratamiento 1 como el mejor
tratamiento para el protocolo del establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. ya que

presento mayor nimero de brotes y no existié deformacion de los mismos.
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1. Introduccién

La especie Stevia rebaudiana B. pertenece a la familia de las asteraceas, usada por sus
propiedades edulcorantes y por poseer muy bajo contenido caldrico, que aporta el estevidsido y
rebaudidsido, sustancias aprobadas por la FDA?, siendo una alternativa saludable para pacientes
diabéticos considerando que no aumenta los niveles de glucosa en la sangre; adicionalmente se

le atribuyen propiedades antibioticas.

En El Salvador, se han identificado cuatro sitios en los que se cultiva “stevia”: Cantdn
El Carmen en Cojutepeque departamento de Cuscatlan, San Juan Opico departamento de La
Libertad, CENTA? (Banco de Germoplasma), ENA® y Santo Domingo en San Vicente (Mejia
etal., 2014).

La propagacion de esta especie es principalmente por esquejes; pero con este método de
reproduccion se obtiene bajo numero de individuos por planta, otra forma es por semillas pero
esto implica recombinacion genética y la tasa de germinacion es muy baja o nula para

considerarse efectiva para el cultivo.

Como alternativa de propagacion de esta especie, la técnica de cultivo de tejidos
vegetales permite la obtencion de plantas con las mismas caracteristicas de la planta madre. Con
esta técnica se alcanza una propagacion masiva, que permite mayor control sobre la sanidad del

material y conservacion de su pureza varietal.

La investigacion consistio en el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B. a partir
de la extraccion de apices meristematicos, utilizando las sales de Murashige y Skoog,
considerando dos fitorreguladores vegetales: 6-BAP*y ANA® a diferentes concentraciones. Con
los resultados obtenidos, se formuldé un protocolo de establecimiento in vitro de Stevia

rebauiana B. como informacion base para la micropropagacion de la especie.

'FDA: Food and Drug Administration.

2CENTA: Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez
Cordova”.

SENA: Escuela Nacional de Agricultura “Roberto Quifionez”.

46-BAP: 6-bencilaminopurina

SANA: &cido naftalenacético
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2. Revisioén de la literatura

2.1 Origen y distribucion
Al referirse al origen de la especie Stevia rebaudiana B. se distribuye en gran parte de América:

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni es una planta originaria del Sudeste de Paraguay, de
la parte selvética subtropical de Alto Parana. Esta planta fue usada ancestralmente por
sus aborigenes, como edulcorante y medicina. Sin embargo, el género Stevia consta de
mas de 240 especies de plantas nativas de Sudamérica, Centroamérica y México, con
muchas especies encontradas en lugares tan lejanos como Arizona, Nuevo México y
Texas. Por siglos las tribus Guaranies de Paraguay y Brasil usaron especies diferentes
de “stevia” y principalmente, Stevia rebaudiana B.; ellos la llamaron ka’a he’é o yerba
dulce (Martinez, 2015, p.6).

Stevia. Rebaudiana B. cuenta con mas de 144 variedades a nivel mundial, destacando a
Morita 2, esta especie presenta numerosos eco tipos; también la variedad Ariete es actualmente
muy cultivada, debido a su mayor edulcoracion. La variedad Morita 2 fue desarrollada en Japén
por Toyosigue Morita, la ventaja de esta variedad es que presenta mayores rendimientos de hoja

seca y mejor contenido quimico que las otras variedades. (Martinez, 2015).
2.2 Clasificacion taxonémica de la especie.

Respecto a la clasificacion taxonomica de “stevia”, Flann (2011, parr. 1), plantea lo

siguiente:
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Geénero: Stevia

Especie: Stevia rebaudiana (Bertoni)
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2.3 Boténica de la especie
2.3.1 Raiz.

Las raices son fibrosas, filiformes y perennes, formando abundantes reservas,
distribuyéndose en la superficie de la tierra; es la Unica parte de la planta que no contiene

esteviosido, las raices finas se juntan alrededor de la superficie del suelo y raices méas gruesas

en las zonas mas profundas (Ramesh, Singh y Megeji, 2006) (Ver fig. 1).

Figura 1. Raiz de Stevia rebaudiana B.

2.3.2 Tallo.

El tallo es erecto, sublefioso y pubescente; durante su desarrollo inicial no posee
ramificaciones, sin embargo después del primer ciclo vegetativo forma numerosos tallos, puede
alcanzar hasta 90 cm de altura en su habitat natural y en los tropicos puede llegar a tener alturas
superiores a 100 cm (Martinez, 2015) (Ver fig. 2).

Figura 2. Tallo de Stevia rebaudiana B.
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2.3.3 Hoja.

La planta posee hojas elipticas, ovales o lanceoladas, algo pubescentes; presentan
disposicion opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su madurez
fisioldgica (Martinez, 2015) (Ver fig. 3).

09

Figura 3. Hojas de Stevia rebaudiana B.

2.3.4 Inflorescencia.

La flor es hermafrodita, pequefia y blanquecina; su corola es tubular, pentalobulada, en
capitulos pequefios terminales o axilares, agrupados en paniculas corimbosas. La planta es auto
incompatible (protandria), por lo que la polinizacion es entomdfila (Martinez, 2015) (Ver fig.
4).

Figura 4. Inflorescencia de Stevia rebaudiana B.
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2.3.5 Fruto y semilla.

El fruto es un aquenio que puede ser claro (estéril) u oscuro (fértil) y es diseminado por

el viento, la semilla tiene un pequefio endospermo (Martinez, 2015) (Ver fig. 5).

Figura 5. Semillas de Stevia rebaudiana B. vistas bajo el estereoscopio.

2.3.6 Contenido dulce de glucosido en partes de la planta.

En la planta de “stevia” se encuentran diez glucosidos de los cuales el esteviosido y el
rebaudidsido A, son de los mas importantes, las planta contiene diferentes cantidades de
glucosido y estevidsido, de acuerdo al siguiente orden de mayor a menor: hojas, flores, tallos,

semillas. La raiz es el unico érgano que no contiene estevioésido (Sparks, 2006).

En 1997 Ngowata purificd el extracto de stevia obteniendo un Estevioésido, un polvo
blanco y altamente higroscopico, por lo cual hay que mantenerlo en un envase hermético para
evitar la humedad. En la produccién a gran escala se utiliza el mismo método anterior, salvo

para el paso final que genera productos secos mediante el uso de una secadora en aerosol.

Los investigadores informaron que de 3000 g de Estevia se podia producir 101,5 g de
polvo fino de color amarillo de Estevidsido. Extractos de la Stevia rebaudiana B. se utilizan
como edulcorante natural o en suplementos dietéticos por su contenido de glucésidos:
Estevidsido y rebaudiésido con caracteristicas quimicas y farmacoldgicas adecuadas para su uso
en la alimentacion humana. Los principios de la Stevia rebaudiana B. se deben a sus
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componentes naturales activos presente en las hojas que son el Esteviésido y rebaudiosidos. El
Esteviosido tiene un ligero sabor amargo y proporciona 250 a 300 veces el dulzor del azcar.

Figura 6. Estructura quimica de Steviosido (der) y rebaudiosido A (izq) de Stevia rebaudiana B.
recuperado de Dulcosides A and B, Kobayashi, M., Horikawa, S., Degrandi, I.H., Ueno, J. and
Mitsuhashi, H. (1977) p. 22

Las substancias del tipo glucésidos conocidas como steviosidos, rebaudidsidos en su
forma pura pueden tener un poder endulzante 300 veces mas dulce que el azicar de mesa. Como
referencia se dan las siguientes equivalencias: 1 Kg. de hoja seca y molida de estevia endulza
150 Litros de agua, 1 Kg. de Esteviosido endulza 1,500 Litros de agua y 1 Kg. de aztcar endulza
25 Litros de agua (Martinez, 2015).

Las hojas de la planta son 30 veces més dulce que el azlcar y el extracto o edulcorante
puro es 300 veces mas (Martinez, T., 2002 cit. Por Martinez, 2015 p. 56).

2.4 Plagas y enfermedades

La “stevia” es una planta susceptible al ataque de plagas y enfermedades, sus mayores
problemas fitopatoldgicos son los ocasionados por hongos y hematodos, como se muestra en la
tabla 1, mientras que las plagas méas frecuentes son: los &caros e insectos masticadores,
raspadores y succionadores. Estos factores inciden negativamente en el rendimiento y calidad

del producto, debiendo realizarse un estricto control de plagas (Martinez, 2015).
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Tabla 1
Géneros de hongos causantes de enfermedades en el cultivo de “stevia”.
Sintomas Genero Organo atacado
Marchitamiento Fusarium sp. Raiz-Tallo
Rhizoctonia sp. Raiz-Tallo
Sclerotium sp. Raiz-Tallo
Manchas necrdticas Septoria sp. Hojas
Alternaria sp. Hojas- Tallos
Ennegrecimiento Colletotrichum sp. Tallos
Phomopsis sp. Tallos
Curvularia sp. Tallos
Botryodiplodia sp. Tallos
Phyctaena sp. Tallos
Pudricidn oscura y aborto Aspergillus sp. Flores
Cladosporium sp. Flores

Nota. Adaptado de Martinez Cruz, Michel. (2015). Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. Una

revision. Cultivos Tropicales, p.10.

Los tres primeros grupos de enfermedades (marchitamiento, manchas necroticas y
ennegrecimiento) son los que mayores dafios ocasionarian a la produccién de este rubro,
teniendo en cuenta que los hongos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Sclerotium sp., ocasionan la
muerte de las plantas, reduciendo asi la poblacion de plantas por unidad de area. Las manchas
necroticas influyen negativamente en la calidad del producto, dando lugar a que las hojas se
clasifiquen en una categoria inferior y de menor precio, pues a nivel comercial se prefieren hojas

de coloracion verde y sin manchas (Martinez, 2015).
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Lista de los insectos de incidencia negativa en “stevia”.

Nombre cientifico Orden Organo atacado
Tetranychus sp. Spacari Hojas

Agallia sp. Homoptera Hojas

Myzus persicae Homoptera Hojas — brotes
Diabrotica sp. Coleoptera Hojas

Dichelops furcatus Hemiptera Hojas — brotes
No identificado Hemiptera Hojas — brotes
Taylorilygus pallidus Hemiptera Hojas — brotes
Harmostes serratus Hemiptera Hojas — brotes
Proxys sp. Hemiptera Hojas — brotes
Trips tabaco Thysanoptera Hojas — brotes

Pseudoplusia includens
Spodoptera sp.
Schistocerca sp

Gryllotalpa sp.

Pseudococcus sp.

Lepidoptera
Lepidoptera
Orthoptera

Orthoptera

Homoptera

Hojas
Hojas
Hojas

Raiz - Tallo

Raiz

Nota: Adaptado de Martinez Cruz, Michel. (2015). Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. Una

revisién. Cultivos Tropicales, p. 7.

Los dafios ocasionados por los insectos de los dérdenes Coleoptera, Lepidoptera y

Orthoptera influyen directamente en el rendimiento del cultivo pues estos consumen las hojas,

con lo cual el area foliar se reduce, causando una menor cosecha de hojas como se muestra en

la tabla 2. Las plagas chupadoras y raspadoras (Hemiptera, Homoptera, Acari y Thysanoptera)

causan dafio indirecto, pues se alimentan de la savia o del jugo celular, disminuyendo el

crecimiento de la planta. (Martinez, 2015).
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2.5 Importancia de la “stevia”
2.5.1 Medicinal.

La “stevia” es apta para personas diabéticas; por su propiedad hipotensora es también
recomendada para personas con tension alta, pues la reduce, es adecuada para bajar el nivel de
acidez de la sangre y de la orina, ayuda a bajar de peso, debido a que es bajo en calorias; su
sabor dulce proviene de varias sustancias entre ellas la mas destacada es el esteviosido, que no
produce enfermedades como las causadas por el consumo de azlcar en exceso y los demas

edulcorantes artificiales (Mejia, Avendafio y Lozano, 2014).

En Japén se comprobaron los beneficios de esta planta y la ausencia de efectos
desfavorables para la salud y hoy dia la “stevia” es utilizada en la version japonesa de la Coca
Cola dietética y de los chicles Wrigley y cuenta con el 40% de participacion del mercado de

edulcorantes en ese pais. (Mejia et al., 2014).
2.5.2 Medioambiental.

El cultivo de “stevia” tiene capacidades de restaurar el suelo donde se cultiva, también
estimula el crecimiento de raices al sembrar otro cultivo, puede contribuir a mejorar el suelo
luego del mal uso de fertilizantes y abonos inorganicos, asi mismo desintoxica la tierra de

residuos agroquimicos (Mejia et al., 2014).
2.5.3 EconOmica.

Los principales productores son Japon, China, Taiwan, Tailandia, Corea, Brasil, Malasia

y Paraguay (Mejia et al., 2014).

La “stevia” que se produce china es pobre en calidad dado que solo tiene del 5 al 6% de
estevidsido/rebaudosidos, mientras que en Paraguay tiene entre el 9 y 13%, por lo que la
exportacion de esta planta es un éxito. La “stevia” puede remplazar los otros edulcorantes en

comidas, tortas y bebidas en general (Mejia et al., 2014).

La productividad de “stevia” se calcula mediante la cantidad de hoja seca que se puede
obtener durante los primeros doce meses como se muestra en la tabla 3, iniciando con una
plantacion madre, esta planta puede ser una opcion viable para ciertos paises con cultivos ilicitos

debido a que su cultivo es muy promisorio por su buen precio internacional (Mejia et al., 2014).
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Area 3 meses 6 meses 12 meses Total
1,00 has. 500,00 kgs. 666,67 kgs. 2,166,67 kgs 3,333,33 kgs
1,25 has. 625,00 Kkgs. 833,33 kgs 2,708,33 kgs. 4,166,66 kgs
2,50 has. 1,250,00 kgs 1,666,67 kgs. 2,916,67 kgs
3.75 has. 1,875,00 kgs 2,500,00 Kkgs. 4,375,00 kgs
5,99 has. 5,833,33 kgs. 5,855,33 kgs
6,25 has. 7,291,67 kgs. 7,291,67 kgs
8,50 has. 500,00 Kkgs. 1,916,67 kgs 9,666,67 kgs. 12,083,33 kgs
11,25 has. 625,00 Kkgs. 2,708,33 kgs 12,500,00 kgs. 15,833,33 kgs

Nota. Adaptado de Mejia A., & Avendafio, S, & Lozano, J. (2014). Estudio de factibilidad para la
agroindustrializacién de los productos derivados de la planta de “stevia” para pequefios productores en
el municipio de Tejutepeque, Cabafas (Tesis de pregrado). Universidad de El Salvador facultad de

ingenieria y arquitectura, San Salvador, El Salvador, p. 54.
2.6 Cultivo de “stevia” en El Salvador

En nuestro pais, actualmente se han identificado cuatro sitios en los cuales se cultiva la
“stevia”, estos son: Canton ElI Carmen en Cojutepeque departamento de Cuscatlan, San Juan
Opico departamento de La Libertad, CENTA (Banco de Germoplasma) y Santo Domingo en
San Vicente (Mejia et al., 2014).

2.6.1 Caracteristicas agronomicas del cultivo de “stevia”.

La “stevia” es una variedad de planta que al igual que muchas de las plantaciones,
requieren de parametros para poder desarrollarse a plenitud. Segun la Fundacién para la
Innovacion Tecnologica Agropecuaria (FIAGRO), el cultivo de la “stevia” en El Salvador puede
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desarrollarse a plenitud, en ambientes que presentan condiciones como se muestran en la tabla

4 (Martinez, 2015).

Tabla 4

Parametros y condiciones del cultivo de “stevia” en el campo.

Parametro

Condiciones

Altitud

Precipitacion
Temperatura media
Temperatura relativa
Brillo solar

Vientos

Textura del suelo

pH

Materia organica
Pendiente del terreno
Canales de drenaje
Ubicacion del terreno
Densidad de siembra
Control de arbustos

Sistema de riego

Mecanizacion

100 a 1200 m.s.n.m

1000 a 2000 mm/afio

24°a35 °

75% a 85%

6 a 10 horas

Moderados

Franco- arenoso, franco- arenoso-arcilloso.
55a6.5

Alta

No mayor a 6%

Muy buenos

Cerca a vias de carretera y centros poblados
Entre 80,000 a 100,000 plantas por hectarea
Cobertura plastica moulch

Ferti-riego por goteo

Cosecha y post cosecha

Nota. Adaptado de Mejia A., & Avendafio, S, & Lozano, J. (2014). Estudio de factibilidad para la
agroindustrializacién de los productos derivados de la planta de “stevia” para pequefios productores en
el municipio de Tejutepeque, Cabafias (Tesis de pregrado). Universidad de El Salvador facultad de

ingenieria y arquitectura, San Salvador, El Salvador, P. 44.

La “stevia” se cultiva a temperaturas entre los 24 y 35°C, crece entre los 300 y 1600
metros sobre el nivel del mar, su habitat es en zonas con mucha luz solar pero con temperaturas
gue no excedan los 35 °C. Es una planta de gran adaptabilidad y las cantidades de luz pueden

controlarse con invernaderos o filtros. (Martinez, 2015)
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En estado silvestre crece en terrenos arenosos, poco fértiles y de buen drenaje; es
ligeramente aciddfila. Requiere dias largos, y mucho sol. Para efectos agricolas se prefiere
emplear esquejes, suelo de textura ligera e irrigar con frecuencia durante el periodo seco. La
cosecha se realiza justo antes de la floracion, para mantener la maxima concentracion posible

de edulcorante en las hojas (Martinez, 2015)
2.7 Propagacion de la especie
2.7.1 Propagacion sexual.

La “stevia” se propaga por medio de aquenios, gran parte de estos son estériles, el
porcentaje de germinacion es bajo, entre 10 y 38 %, son livianos y de fécil dispersion,
observandose alta heterogeneidad en las poblaciones resultantes, debido principalmente a la
polinizacidn cruzada; la recoleccion de la semilla es lenta y dificil debido a que la floracion no

es uniforme, lo que afecta a la maduracion de la semilla (Martinez, 2015).

La produccion de plantulas a través de semilla se realiza en almécigos convencionales,
pero con algunas recomendaciones Yy practicas especiales, como poner cobertura
inmediatamente después de sembrar, con una tela fina, para evitar que las semillas sean
arrastradas por el viento; la propagacion por medio de aquenios es til para el mejoramiento

genético, pero no para cultivos comerciales (Martinez, 2015).
2.7.2 Propagacion asexual.

Debido a la alta heterogeneidad de las plantas obtenidas a través de semillas, la
propagacion agamica es la mejor por conservar las caracteristicas de la planta madre. Esta puede
ser por retofios, esquejes y por cultivo de tejidos. La reproduccion por retofios puede utilizarse
para plantaciones pequefias, puesto que su nimero es reducido; los retofios nacen en la base del
tallo o bajo tierra; aparecen pequefios vastagos, muchos con sus respectivas raices, que pueden

separarse y plantarse en el lugar definitivo (Martinez, 2015).

La propagacion por estacas es el método méas conveniente para ser usado a escala
comercial; para esto es importante tener una plantacion madre, que va a proveer del material
vegetativo inicial. Para el establecimiento de la plantacion madre se debe realizar una seleccion
de plantas que presenten caracteristicas deseables como vigor, rusticidad y productividad
(Martinez, 2015).
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2.8 Cultivo de tejidos vegetales

La técnica de cultivo de tejidos vegetales se define como: El cultivo de células, tejidos,
y/u organos extraidos de la plantas, que se mantiene bajo condiciones artificiales y permite
reproducir plantas que poseen todas las caracteristicas de la planta madre, o sea que esta es una

técnica de propagacion vegetativa en condiciones artificiales (Usui et al., 1996, p.1).

Por medio de esta técnica se puede dar origen a plantas enteras pues el principio
fundamental de la técnica es la totipotencia celular que consiste en que cada célula de un
organismo vegetal contiene todos los genes del mismo, es decir que si una célula individual da
origen a una planta completa, esta expresando su toti potencia celular. En el cultivo de
tejidos se pueden obtener plantas a partir de células, hojas, tallos, raices, apices meristematicos,

flores, al inducirlos a desarrollarse para convertirse en vegetales enteros (Nabors, 2006).
2.8.1 Fines del cultivo de tejidos vegetales.

De acuerdo a Usui, Okabe, Victores y Ramirez (1996) explica que “actualmente la técnicas de
cultivo de tejidos se ha diversificado con diferentes objetivos. Por ejemplo: Mejoramiento,

Produccion, Desinfeccion, Uniformizacion, etc” (p.67).

El cultivo se basa en dos principios importantes: el primero es la totipotencia celular que
indica que cualquier célula vegetal contiene una copia exacta del material genético de la planta
a la que pertenece sin importar su funcién o posicion en ella, y por lo tanto tiene el potencial
para regenerar una nueva planta completa; y el segundo principio es el balance hormonal que
estd definido como las sustancias quimicas que la planta produce de manera natural que incide

en sus etapas fenoldgicas. (Roca y Mroginski, 1991)

El cultivo de tejidos permite la propagacion clonal rapida y masiva en un periodo breve
de tiempo de un gran namero de plantulas, bajo condiciones controladas, en espacios pequefios
y con poca mano de obra, mediante el cultivo hay ciertas ventajas que favorecen: menores costos
de mano de obra, ausencia de infecciones de campo, ausencia de peligros ambientales, acceso

al material para la micro propagacion, disponibilidad permanente del material (Espinoza, 1992)

El crecimiento de las plantas y el contenido de esteviosido en las hojas de las plantas

cultivadas a partir de cultivo de tejidos, son mas uniformes que la planta cultivada a partir de
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semillas, los numero de raices, biomasa de brotes y contenido de estevidsido es mayor en las

plantas de crecimiento vegetativo (Truong y Valicek, 1999)
2.8.2 Factores fisicos que influyen en el cultivo de tejidos.
Los factores fisicos que intervienen en el cultivo de tejidos con mayor impacto son:

La temperatura puesto que as respuestas morfogenicas pueden ser alteradas por la
temperatura de incubacion, en general temperaturas entre 25 y 28 °C son adecuadas para el

establecimiento de los cultivos (Roca y Mroginski, 1991).

La luz, en condiciones in vitro, la intensidad y cantidad de luz es muy baja en
comparacion con condiciones naturales por lo que se recomienda el espectro Util para

los vegetales es de 400 a 700 nanémetros.

El pH, la acidez o alcalinidad del medio de cultivo es importante y diferente para cada
tipo de planta, por lo que se hace necesario ajustarlo a los requerimientos de cada especie,

sin embargo el pH adecuado para las plantas generalmente oscila entre 4.5a 7.0

La humedad, en condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes es cercana al
100%, por lo que la planta in vitro no desarrolla un adecuado sistema de regulacion
hidrica (L6pez 2013, cit por Rumaldo 2016)

2.8.3 Etapas del cultivo de tejidos vegetales.

Murashige en 1974 propuso tres pasos fundamentales para micropropagar
eficientemente una especie: 1) Establecimiento aséptico del cultivo, 2) Multiplicacion, y 3)
Enraizamiento y la preparacion del explante para su trasplante al suelo (Roca y Mroginski,
1991).

2.8.3.1. Fase de establecimiento.

El primer paso para el establecimiento se basa en la eleccion del explante o la planta
madre, dependera del objetivo que se desea alcanzar y la especie vegetal utilizada, Es frecuente
la utilizacién de apices o meristemos, hojas, entrenudos, cotiledones, anteras, esto puede resultar
efectivo con el uso de técnicas y medios nutritivos especificos. Otro punto importante en la fase
de iniciacion de un cultivo es la asepsia, las condiciones fisicas y quimicas en las que se cultiva

un explante es un ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos como bacterias y
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hongo, evitar la contaminacidn es un aspecto basico para lograr el éxito en el establecimiento,

incubacion y manipulacién (Roca y Mroginski, 1991)

Previo a la introduccién del material a la cdAmara de flujo laminar se debera realizar una

desinfeccion de la planta madre, Roca y Mroginski (1991) explica que:

Hay una gran vasta gama de compuestos quimicos que se pueden utilizar como
desinfectantes para los explantes, pero en la actualidad es casi generalizado el empleo
de etanol (70 % v/v) y de hipoclorito de sodio (NaClO) del 1 % al 3% contenido en

productos de uso domestico.
2.8.3.2 Fase de multiplicacion.

Durante la incubacion en un medio artificial estéril, el explante se multiplica con la
formacion de callos o yemas, segun las condiciones de cultivo. La fase intermedia de formacién
de callos se evita cuando se tienen fines de micropropagacion debido al hecho de que las plantas
que provienen de callos embriogénicos presentan diferentes grados de variacion. (Roca y
Mroginski, 1991).

La fase de multiplicacion se considera que se debe a la division de las células, al aumento
de su tamarfio 0 a ambos procesos, la diferenciacion estara asociada con la produccion de nuevas
celulas cuya organizacion estd de acuerdo con las condiciones in vitro. (Roca y Mroginski,
1991).

2.8.3.3 Fase de enraizamiento.

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere generalmente del

trasplante a un medio de cultivo con menor concentracion de sales (Roca y Mroginski, 1991)

De igual manera requiere se requiere cambiar el balance hormonal, disminuir las
citocininas y aumentar las auxinas exogenas para lograr el estimulo que el explante necesita

para la diferenciacién del sistema radical (Roca y Mroginski, 1991).
2.8.3.4 Fase de aclimatacion.

En todos los cultivares la técnica de aclimatacion se debe desarrollar bajo una atmosfera

natural. Lo mas importante es conocer como Se controla esto en el area de ambiente artificial o
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invernadero. Para la aclimatacién de las vitro plantas deben controlarse 3 condiciones:

obscuridad, humedad y temperatura (Usui et al., 1996).
2.8.4 Técnicas de cultivo de tejidos vegetales.
2.8.4.1 Embriogénesis somatica.

La embriogénesis somatica, es el proceso de desarrollo que produce un embrién a partir
de una o de un grupo de células somaticas (Merino 1998).

Estos embriones son parecidos a los embriones cigdticos presentes en la semilla pero
provienen de células somaticas es decir de células no implicadas en el proceso sexual (Etienne,

Etienne, Vaquez y Berthouly, 1999).

En micropropagacion se usa para obtener clones somaticos y regenerar plantas completas
con caracteristicas uniformes y asi establecer cultivares de plantas valiosas, libres de

microorganismos Y dificiles de obtener por métodos de cultivo tradicionales (Vargas, 2005).
2.8.4.2 Micro injerto.

La técnica consiste en microinjertar en condiciones asépticas un apice caulinar,
conteniendo dos o tres primordios foliares, excisado de una planta madre, sobre un portainjerto
establecido y proveniente de semilla germinada in vitro, se decapita el portainjerto y se hace
una escision en forma de T invertida, en donde se introduce el microinjerto (Pereira da Paz y
Pascual, 1998).

Refiriéndose a la técnica asexual de microinjerto:

La microinjertacion in vitro se ha convertido en el procedimiento mas recomendado para
recuperar plantas de citricos libres de virosis, a pesar de la dificultad intrinseca de su
aplicacion. Entre las principales ventajas de esta técnica estan la produccion de plantas
sin caracteristicas juveniles que florecen y fructifican dos afios después del microinjerto
y la ausencia de variaciones genéticas en el material procedente de plantas

microinjertadas (Paniagua 2004, p.24).
2.8.4.3 Extraccion de meristemo.

Esta técnica se utiliza con el objetivo principal de desinfeccion del material puesto que

evita la presencia de virus en las plantas, es decir, para la propagacion de plantas que en la
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agricultura que tienen muchos problemas de contaminacion. El meristemo que no tiene base de
la hoja no se encuentra infectado de virus, debido a que no esté diferenciado el sistema vascular
y en esta region las células se dividen rapidamente, es por esto que hay mayor éxito de

desinfeccion si se obtiene el meristemo lo mas pequefio posible (Usui et al, 1996).

En el cultivo de meristemos 0 &pices meristematicos, los pocos milimetros superiores a
un &pice del vastago se cultivan en un medio que estimula el desarrollo de yemas axilares en la

base de cada hoja o primordio foliar para convertirse en un vegetal entero. (Nabors, 2006).

El crecimiento del tallo en las plantas no solo es longitudinalmente sino que también
produce hojas y ramas axilares, el meristemo apical da lugar a los primordios foliares y yemas
axilares; consiste en un grupo de células de lenta division rodeadas de una regién con células de
rapida division, a medida que el tallo crece, nacen nuevos primordios foliares a partir de unas
protuberancias en un flanco del meristemo apical del vastago, esto indica que aparecera una
nueva hoja. (Nabors, 2006)

2.8.5 Medio nutritivo para el cultivo de tejidos.

Las células requieren una variedad de nutrimentos organicos e inorganicos, estos
nutrimentos los podemos encontrar en cualquier tejido de las plantas, en niveles macro y micro,
las células en crecimiento puede fabricar sus propias proteinas a partir de fuentes de nitrogeno
y carbohidratos suministrados por el medio de cultivo. (Roca y Mroginski, 1991)

El éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos vegetales depende del uso del medio
nutritivo, como el empleo de tejidos viables, las combinaciones apropiadas de nutrientes y
usando las sustancias quimicas necesarias. Los ingredientes del medio de cultivo se pueden
clasificar en: sales inorganicas (mezcla de sales), compuestos organicos y vitaminas (Merino,
1987)

Existe actualmente un gran nimero de sales minerales especificas para cada tipo de

plantas, las méas utilizadas son las sales de Murashige & Skoog desde 1962.
2.8.5.1 Fitorreguladores.

El termino hormona deriva del griego hormon, que significa “despertar” o “estimular,
en los primeros estudios de estas sustancias los cientificos observaron que habian unas

sustancias que estimulaban las respuestas, mas tarde se descubrié que también podian inhibirlas,
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considerando que algunas hormonas suprimen el crecimiento de yemas axilares, mientras que
otras lo promueven, el efecto de una hormona especifica puede variar dependiendo sus

concentracion o donde esta localizada en la planta (Nabors, 2006).

Las plantas producen sus propios reguladores vegetales o fitohormonas naturalmente,
pero al desarrollar fragmentos de la planta en condiciones artificiales, en algunas ocasiones son
requeridas por la misma, Robins, Weier y Stocking (1966) definen a una hormona vegetal como
“una sustancia organica producida por la planta, la cual actuando en cantidades muy pequenas,
regula los procesos fisioldgicos de la planta. Generalmente las hormonas existentes en la planta,
son trasladadas del tejido donde se producen, al tejido donde actual para producir efectos

especiales de crecimiento” (p.309).

La funcion que desempefian las hormonas en los organismos vegetales es vital para el
crecimiento celular, también influyen en muchos procesos como la formacion de tejido nuevo,
control de ciertos procesos fisiol6gicos como se muestra en la tabla 5, entre otras respuestas que
ayudan al desarrollo de la planta, Nabors (2006) concluye que:

Las hormonas de las plantas, como ocurre con la de los animales y otros organismos,
originan el crecimiento y desarrollo, asi como las respuestas a estimulos
medioambientales. Aunque las plantas carecen de sistema nervioso o cerebro que las

ayude a responder a dichos estimulos, utilizan sus hormonas de manera notoria.

“En micropropagacion, principalmente se utilizan Citocinina y Auxinas como
reguladores de crecimiento. Lo mas importante es la proporcion y cantidad de las mismas” (Usui

etal., 1996, p.35).
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Tabla s
Funciones de los fitorreguladores de acuerdo al tejido.
FUNCIONES
Para formacion de Para formacion de ) L
o i o Para diferenciacion de callo
yemas adventicias raices adventicias
Promocién: Auxina >
Promocién: Auxina < Citocinina Promocién: Auxina> Citocinina Citocinina
Inhibicién: Auxina > Citocinina Inhibiciéon: Auxina < Citocinina Inhibicién: Auxina <

Citocinina

Nota. Adaptado de Kanji Usui, Ken Okabe, Ruth Victores P. y Aida Eleonora Ramirez. (1996).

Principios basicos de cultivo de tejidos vegetales. Guatemala, p. 35.
2.8.5.1.1 Auxinas.

Refiriéndose a las sustancias que promueven el crecimiento celular, Robins et al. (1966)
plantea que “las auxinas estdn ampliamente distribuidas en el reino vegetal, tanto en plantas
superiores como en las inferiores; en las superiores pueden existir en el follaje, en el hipocatilo,

tallos, pedicedos florales, raices, frutos, semillas y aun en el polen” (p.312).

Las plantas no poseen glandulas para la secrecion de hormonas, aun asi logran
sintetizarlas, la auxina se localiza cono en ciertas partes de la planta y es transportada a todas
partes donde lo requiera la misma. Las auxinas ayudan a coordinar actividades especificas de
crecimiento, en una planta las yemas apicales y las hojas jovenes que se estan extendiendo son
activos centros de sintesis y exportacion de auxina. El regulador de tipo auxina natural y mas
comun que ha sido identificado en las plantas es el acido 3 indolacetico (AlA), que actualmente

se ha logrado la fabricacién artificial de la sustancia. (Robins et al, 1966).

Roca y Mroginski (1991) plantea que “las auxinas comprenden una gran familia de
sustancias que tienen en comun la capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento
celular; sin embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que promueven la division celular en

el cultivo de tejidos” (p.64)

También se utiliza ampliamente un buen numero de sustancias que provocan un efecto

fisiologico similar y que se han producido sintética mente; son las llamadas "auxinas sintéticas',
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entre las cuales el 2,4-D, el ANA 'y el AIB se encuentran ampliamente disponibles y se utilizan
comunmente. También existen muchos compuestos que son derivados de los acidos fenilacético
o fenoxiacético (clorosustituidos) y se ha encontrado una amplia utilizacién. (Roca y Mroginski,
1991)

2.8.5.1.2 Citoquininas.
Con respecto al tipo de reguladores vegetales que estimulan la formacion de yemas:

Las citoquininas influyen en el crecimiento vegetal de varias maneras, incluidos el
control de la division y diferenciacion celulares, contrarrestando la dominancia apical, y
retrasando el envejecimiento de las hojas, EI nombre citoquininas se refiere a su papel
en la division celular o citocinesis. Suelen ser formas modificadas de adenina y
originalmente, se descubrieron como resultado de una serie de experimentos en plantas
de tabaco, cuyo fin era encontrar agentes quimicos estimulantes del crecimiento celular.
Las citoquininas se sintetizan en la raiz y se transportan a través del xilema a otros
6rganos de la planta, donde fomentan de manera general un estado mas juvenil de
desarrollo (Nabors 2006, p. 269).

Las citocinina 6- Bencilaminopurina (6-BAP), es un agente inductor y regulador del
crecimiento, la concentracién mas utilizada es de 0.1 a 2.0 mg/l. En forma natural se encuentra
en los tejidos vegetales jovenes, promueve la morfogénesis en explantes y especificamente en

yemas axilares promueve la proliferacion de brotes (CIREN, 1988)
2.9 Antecedentes de cultivo in vitro de Stevia rebaudiana B.

Para evaluar la multiplicacion, brotes establecidos in vitro fueron cultivados en ¥2 MS
con cinco concentraciones de BAP (0.0, 2.22, 4.44, 8.88 y 17.6 uM). Posteriormente, los tallos
multiplicados se subcultivaron en presencia de cinco concentraciones de ANA (0.0, 2.69, 5.37,
10.74 de 21.48 uM) para evaluar enraizamiento. Los resultados indicaron que el medio 1/2MS
adicionado con BAP indujo una mayor tasa de multiplicacion. 10.74 uM de ANA indujo el
mejor enraizamiento; sin embargo, los tallos sin enraizamiento resultaron en la mayor

supervivencia ex vitro (Suarez y Quintero, 2014).

En México se realiz6 una investigacion en la cual los explantes se cultivaron en medio

MS al 50% con una combinacion de auxinas, citocininas, conteniendo 15g/L de sacarosa y 8
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g/L de agar, cisteina (200 mg/L) ajustando pH 5.7. Los cultivos preparados fueron incubados a
26+ 1°C y fotoperiodo de 16 horas luz (32 uM/seg m2) y 8 horas de oscuridad. Al transcurrir
28 dias se observaron plantulas sanas de 10-12 cm de largo que presentaban raices. El alto
porcentaje de sobrevivencia y de crecimiento, indican que las condiciones beneficiaron el
desarrollo y crecimiento de las plantulas. La viabilidad de la multiplicacion in vitro es el punto
de partida para obtener plantas en forma masiva con caracteristicas seleccionadas. (Romero,
Rios y Cabrera, s.f).

Otra de las investigaciones realizadas en Mexico, mediante segmentos nodales, los
cuales fueron cultivados me medio basal M&S suplementado con distintas combinaciones de
BAP (2,0 a 4,0 mg. L.-1) cinetina (1,3 a 8,0 mg. L.-1) y AIA (0,3 a 1,0 mg. L.-1). El anélisis
mostro diferencias para el porcetaje de explantes que formaron brotes y el nimero de brotes
formados, resultando inferior a la combinacion que contenia 2,0 mg. L.-1 de cinetina y 0,5 mg.
L.-1 de AIA, en la cual solo se obtuvo 29.41% explantes con brotes y 1,40 brotes por explante
(Vazquez, Robledo, Muratalla y Martinez, 2014).
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3. Metodologia

3.1 Enfoque, alcance y disefio de la investigacion

La investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, con un alcance descriptivo y explicativo;
puesto que se midieron, evaluaron y recolectaron datos sobre las variables del fenémeno, asi

como también estuvo dirigida a responder por las causas de los mismos. (Sampieri, 2006).

La investigacion tuvo un disefio experimental, especificamente es un experimento puro,
puesto que poseen grupos de comparacion (manipulacion de la variable independiente) y

equivalencia de los grupos (Sampieri, 2006).

Las variables independiente fueron: las dosis de fitorreguladores: 6-bencilaminopurina
(6-BAP) y Acido naftalenacetico (ANA). Se midieron y evaluaron las variables dependientes:
formacion de brotes, tamarfio de brotes por explantes (cm) y periodo de brotacion para cada

tratamiento.
3.2 Descripcién del area de estudio

La investigacion se realizd en el Departamento de Biotecnologia- Laboratorio de
Biotecnologia de la escuela nacional de agricultura “Roberto Quifionez” (ENA), ubicada en San

Andrés, kilémetro 33 1/2, carretera a Santa Ana, Departamento de La Libertad, EI Salvador.
3.3 Universo, poblacién y muestra

El universo fueron los arbustos de la especie Stevia rebaudiana B., en el departamento
de La Libertad.

La poblacion fueron los arbustos de la especie Stevia rebaudiana B., dentro del
municipio de Ciudad Arce.

La muestra fueron 120 apices como material vegetativo, de 50 arbustos de la especie
Stevia rebaudiana B., de los cuales se extrajeron los &pices meristematicos, del vivero San
Andrés, ubicado en el km 34 carretera a Santa Ana, Canton San Andreés, seleccionados de
manera intencionada, cumpliendo con las mejores condiciones como tamario de la planta (20

cm) tamafio de la hoja (4-5cm), libre de plagas, edad (2 meses).
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3.4 Recoleccidn de datos

Durante toda la fase de establecimiento, que se llevo a cabo entre los meses de Abril a
Junio de 2018, la toma de datos se realizé dos veces por semana por cada tratamiento, durante
1 mes, las cuales fueron registradas en hojas disefiadas para la recoleccion de datos del desarrollo

in vitro de los &pices como se muestra en el anexo A

Cada uno de los tratamientos tuvo un total de 20 unidades por serie, divididas en 2
siembras de 20 unidades en cada tratamiento como se muestra en la tabla 6, es decir 40 unidades

por tratamiento, para un total de 120 unidades experimentales

g?gladi siembra de apices meristematicos de “stevia” durante la fase de establecimiento
Semana Dias de la semana
Lunes Martes
1 T1 (20 unidades) T2 (20 unidades)
2 T3 (20 unidades) T1 (20 unidades)
3 T2 (20 unidades) T3 (20 unidades)

Nota. Cada tratamiento tuvo un total de 40 unidades experimentales, cada tratamiento se sometié a la
toma de datos por 4 semanas (1 mes), se sembraron 20 unidades por dia por el tiempo que lleva la

extraccion de apice meristematico.
3.4.1 Fase de campo.
3.4.1.1 Colecta y traslado de material vegetativo.

La planta madre que se utilizo para la investigacion, fue colectada en el vivero San
Andrés, ubicado en el km 34 carretera a Santa Ana, Cantén San Andrés, Ciudad Arce, La
Libertad, el material colectado fueron brotes apicales.

Se aseguro6 que el material cumpliera con las mejores condiciones, tamafio de la planta

(20 cm) tamario de la hoja (4-5cm), libre de plagas, edad (2 meses).

Para la colecta de las muestras se utilizé un bisturi N° 10, se cortaron los brotes apicales

de la planta madre, cada brote apical se colocé en los recipientes plasticos con agua destilada.
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3.4.2 Fase de laboratorio.
3.4.2.1 Disefo experimental.

Se organizaron los tratamientos en un disefio completamente al azar. Se utiliz6 la mezcla
de dos fitorreguladores 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido naftalenacetico (ANA) a
diferentes dosis:

T1: 6-BAP 0.20 mg y ANA 0.025 mg
T2: 6-BAP 0.40 mg y ANA 0.050 mg
T3: 6-BAP 0 mg y ANA 0 mg

El total de tratamientos en la investigacion fueron 3. A cada tratamiento se le aplico un
total de 40 repeticiones, siendo la unidad experimental cada tubo con un explante.

3.4.2.2 Preparacion de medio nutritivo.

3.4.2.2.1 Agua destilada

Se adicionan 500 ml de agua destilada en un Erlenmeyer.

3.4.2.2.2 Sacarosa

Como fuente de energia se utilizé azGcar comercial del cafial 20 g/l
3.4.2.2.3. Preparacion de Sales M&S.

Para la preparacion del medio nutritivo se utilizaron las sales de Murashige & Skoog,
estas sales tienen una presentacion en polvo y contiene todas las soluciones madre como se
muestra en la tabla 7; Se prepar6 de acuerdo a las especificaciones técnicas del fabricante, es
decir, para 1 litro de medio nutritivo, se diluyo en 3 ml de agua destilada previamente calentada

en hotplate, con un agitador magnético, al disolverse completamente se vertio en el Erlenmeyer.
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Tabla 7
Composicion quimica de las sales de Murashige y Skoog y sustancias organicas

N. Componentes Concentracion mg/l Cantidad requerida para 1 It
I Nitrato de amonio (NH4NOs3) 100X 1650 10 ml/l
I Nitrato de potasio (KNO3) 100X 1900 20 ml/i
i Cloruro de calcio (CaCLy) 100X 440 20 ml/1
v Sulfato de magnesio (MgSO.) 100X 370 10 ml/l
\ Fosfato de potasio ( KPO,) 100X 170 10 ml/l
VI Hierro(FeSO.) 100X 27.8 10 mi/1
Vil Microelementos mg/l 10 ml/l
H3BOs 100X 6.2 10 mi/l
MnSO4H>0 100X 22.3 10 mi/l
ZnS047H.0 100X 8.6 10 mi/l
Kl 100X 0.83 10 mi/l
NaMo042H,0 100X 25 10 mi/l
CuS045H,0 100X 0.025 10 mi/l
CoCl,6H.0 100X 0.025 10 mi/l
Na;EDTA;H,0 100X 374 10mil/ |

Nota. Adaptado de Roca, William M.; Mroginski, Luis A. (1991). Cultivo de tejidos en la agricultura:

Fundamentos y aplicaciones. Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, CO, p. 30.

3.4.2.2.4 Sustancias organicas.

Las sustancias organicas se prepararon de acuerdo a las especificaciones técnicas del
fabricante (Tiamina B1, Piridoxina B6, Acido nicotinico, glicina y mioinocitol) para luego
verterlas en el Erlenmeyer de la preparacion anterior (Ver fig. 6).

Figura 7. Preparacion de medio nutritivo con las sales Murashige & Skoog.
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3.4.2.2.5 Fitorreguladores.

6-BAP a 1Ny ANA a0.1 N, se tomd la concentracion correspondiente de 6-BAP y ANA

para cada tratamiento como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8
Tratamientos y dosis de fitorreguladores para el establecimiento in vitro de “stevia”

) Sales Fitorregu Cantidad Fitorregu Cantidad Unidades Numero
Tratamientos . . .
minerales lador (mg/1) lador (mg/1) por serie  de series
Tl M&S 6-BAP 0.20 mg ANA 0.025 mg 20 2 (40)
T2 M&S 6-BAP 0.40 mg ANA 0.050 mg 20 2 (40)
T3 (Testigo) M&S 6-BAP - ANA - 20 2 (40)

Nota. 6-BAP= 6-bencilaminopurina, ANA= &cido naftalenacético; las dosis descritas en esta tabla son
utilizados para otras especies en el laboratorio de biotecnologia en ENA por lo tanto se sometieron a

prueba para Stevia rebaudiana B.

3.4.2.2.6. Agente gelificante.

Se utiliz6 Phytagel 2.33 g/l.

3.4.2.1.5 pH.

El pH se ajust6 a 5.7 para 11 de medio nutritivo.

Seguidamente de la adicion de los componentes del medio, se llevé al punto de ebullicién
luego de esto se retird el Erlenmeyer de los agitadores magnéticos y se vertié cada medio de
cultivo (tratamiento) en beackers plasticos para dispensar 25 ml de medio en cada tubo de
ensayo, se taparon y luego se esterilizaron a 121 °C a 20 Ib de presion por 15 minutos, como se
muestra en el anexo B1 pasado el tiempo de esterilizacion se colocaron en una gradilla cubriendo
la tapa con plastico, y finalmente de dejaron reposar hasta la solidificacion a una inclinacion de
40 °.
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3.4.2.3 Desinfeccion del material vegetal.

Cada apice meristematico se sometié a las siguientes etapas de desinfeccion del

Laboratorio de Biotecnologia de la ENA.

» Se rociaron los utensilios para la desinfeccion con alcohol al 70% (Ver fig. 7).

Figura 8. Utensilios desinfectados con alcohol al 70%

» Se lavaron los apices realizando 2 enjuagues con agua destilada durante 2 minutos en
beakers de 500 ml (Ver fig. 8).

Figura 9. Apices de “stevia” en agua destilada.
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» Se desinfectaron con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% y 3 gota de Tween 80
(CsgH114026) en un beacker durante 5 minutos. Luego se colocaron los &pices en

recipientes plasticos sumergidos en agua destilada (Ver fig. 9).

Figura 10. Desinfeccion de &pices en NaClO al 5% y Tween 80.

» Se introdujo el material desinfectado a la camara de flujo laminar, en donde se
realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril, y se dejaron secar aproximadamente
30 minutos cubiertos con papel estéril para evitar la deshidratacion del tejido (Ver fig.
10).

Figura 11. Enjuagues de los pices con agua destilada esteéril.
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» Luego el material vegetativo se colocd dentro de un recipiente plastico con papel estéril,
y se realizo la siembra de cada &pice en el medio nutritivo correspondiente (Ver fig. 11)

Figura 12. Material vegetativo dentro de recipientes plasticos con papel estéril.

3.4.2.4 Siembra de apices meristematicos.

Se realiz6 en condiciones asépticas en la camara de flujo laminar, con la ayuda de un
estereoscopio, pinzas, mechero Bunsen y bisturi como se muestra en el anexo B2, asegurandose

realizar la actividad en el menor tiempo posible para evitar la deshidratacion del tejido

En esta fase, se realizé la extraccion de apice meristematico la cual consistié en aislar el

meristemo con 2 pares de primordios foliares.
3.4.2.5 Area de incubacion.

Luego de la ejecucion de las actividades anteriores, se incubaron en un area especial en
condiciones fisicas controladas: temperatura (25 °C) luz artificial con lamparas fluorescentes de

2,000 luxes (fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de obscuridad) y humedad relativa al 20%.

Durante los primeros 7 dias de incubacién el explante estuvo en total oscuridad, pasado
este tiempo se sometid 7 dias a luz difusa, luego de esto se incubaron con el fotoperiodo antes

descrito en el resto de los dias como se muestra en el anexo C.

3.5 Variables evaluadas
3.5.1 Formacion de brotes.

Visualmente se realiz6 un conteo del nimero de brotes que presento cada tubo (explante)

durante cuatro semanas de incubacion y se obtuvo un promedio de los mismos por cada
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tratamiento, se consider6 como brotes al tejido diferenciado a partir del material vegetativo
establecido inicialmente y se tomo en cuenta la morfologia de los explantes (sin deformacion).

3.5.2 Tamairio de brotes.

Se realiz6 la medicion de cada brote que contenian los tubos (explantes) durante cuatro
semanas, para ello se utilizé una regla milimetrada, la medida se expresd en cm, se obtuvo un
promedio de la longitud por cada tratamiento, se considero la longitud del brote desde la base

del explante hasta el apice.
3.5.3 Periodo de brotacién.

Se realiz6 la toma de datos 1 dia por semana de cada tratamiento, en esta variable se
tomo6 en cuenta la diferencia en el tiempo de brotacion por semana de cada tratamiento,

comparando las cuatro semanas de establecidos los explantes.
3.6 Procesamiento y tabulacion de datos

Los datos fueron procesados con el programa Microsoft Excel 2017 para la elaboracién
de gréficos, los datos fueron analizados con el software estadistico InfoStat (version 2018) para
la elaboracidn de tablas, para la toma de imagenes se utilizé un teléfono mévil Samsung Galaxy
S7 edge.

3.7 Analisis de los datos

Los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza para
comprobar si hay diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos, se realizo la
prueba de Tukey para la comparacién de medias para las variables que presentaron diferencia
significativa, estas pruebas fueron aplicadas a la formacién de brotes y al tamafio de los brotes.

3.8 Selecciodn del tratamiento para el protocolo de establecimiento in vitro.

El tratamiento elegido para formular el protocolo de establecimiento in vitro de Stevia
rebaudiana B. se tom0 en cuenta los mejores resultados en cuanto a las variables evaluadas, a
las cuatro semanas de establecido el cultivo, si estadisticamente no existe significancia entre los
tratamientos se tomd en cuenta el aspecto econdmico, la forma y coloracion del explante para

determinar la mejor dosis.
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4. Resultados
4.1 Fase de establecimiento

Se determino el mejor protocolo de establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B.
mediante la evaluacion de cuatro variables: formacion de brotes, tamafio de los brotes (cm) y

periodo de brotacion.
4.1.1 Formacién de brotes.

Se evalud durante la fase de establecimiento y se midi6 la capacidad de desarrollar brotes

en los explantes a las cuatro semanas de su respectiva siembra.

Se obtuvieron los siguientes resultados para la variable formacion de brotes: el
tratamiento que produjo mayor nimero de brotes, fue el que contenia 0.20 mg/l 6-BAP + 0.025
mg/l ANA (T1), con un total de 75 brotes y un promedio de 1.87 brotes por explante, muy de
cerca quedo el tratamiento con 0.40 mg/l 6-BAP + 0.050 mg/l ANA (T2), con 69 brotes por
tratamiento y un promedio de 1.72; el que produjo menor nimero de brotes fue el tratamiento

sin fitorreguladores totalizando 24 brotes por tratamiento y un promedio de 0.6 (Ver fig. 12).

Promedio de brotes por tratamiento
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Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Tratamientos

Figura 13. Promedio de numero de brotes por tratamiento en la etapa de establecimiento de Stevia
rebaudiana B., en medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores.
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4.1.1.1 Prueba estadistica ANOVA.

Tomando en cuenta las dosis de 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido naftalenacetico
(ANA), se realizo la comparacion entre los 3 tratamientos en funcion al nimero de brotes a las
cuatro semanas de incubacion, mediante el analisis de varianza como se muestra en la tabla 9.
El ANOVA presento diferencia estadisticamente significativa en el promedio de brotes de los

tratamientos que se evaluaron en esta investigacion.

Tabla 9
Analisis de varianza (ANOVA) para la formacion de brotes por tratamiento de Stevia
rebaudiana B., en medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores

Analisis de la varianza

Variable N RA. ‘RERT cv
formacion de brotes 120 0.11 0.10 114.37

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 38.85 2 19.43 7.58 0.0008
tratamientos 38.85 2 19.43 7.58 0.0008
Error 299.95 117 2.56
Total 338.80 119

Nota: El valor de la probabilidad P valor < 0.05 indica significancia entre los tratamientos.
En la tabla 9 se observa que el P valor (0.0008) de la prueba ANOVA es menor al valor

de significancia, lo que demuestra que hay diferencia significativa entre los tratamientos.

4.1.1.2 Prueba estadistica Tukey.

Para esta prueba se obtuvo la diferencia minima significativa (DMS) para comprobar la
diferencia entre las medias de los tratamientos como se muestra en la tabla 10, el resultado que
se obtuvo fue que entre el T1y el T2 no hay diferencia con respecto a las medias obtenidas en
el nimero de brotes y los tratamientos en los que se encontr6 diferencia entre ellos son el T3y
T2;yel T3y TL
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Tabla 10
Prueba de Tukey para la variable formacién de brotes al evaluar los tratamientos 1, 2 y 3.

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.84993
Error: 2.5637 gl: 117

tratamientos Medias n E.E.
tratamiento 3 0.60 40 0.25 &
tratamiento 2 1.73 40 0.25 B
tratamiento 1 1.88 40 0.25 B

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05)

4.1.2 Tamaiio de los explantes.

Se evalud durante la fase de establecimiento y se midié la longitud de los brotes en los

explantes a las cuatro semanas de su respectiva siembra.

Se obtuvieron los siguientes resultados por tratamiento: el tratamiento sin
fitorreguladores obtuvo la mayor longitud en la cuarta semana, con un promedio de 0.95 cm,
seguido del tratamiento 1 que contenia 0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 mg/l ANA, con 0.84 cm por
tratamiento; y con menor longitud el tratamiento 2 que contenia 0.40 mg/l 6-BAP + 0.050 mg/I
ANA, con 0.67 cm en promedio (Ver fig. 13).

Promedio de longitud de brotes por tratamiento
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Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Tratamientos

Figura 14. Promedio de longitud de brotes por tratamiento en la etapa de establecimiento de Stevia
rebaudiana B., en medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores.
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4.1.2.1 Prueba estadistica ANOVA.

Tomando en cuenta los volimenes de 6-Benzilaminopurina (6-BAP) y Acido
naftalenacetico (ANA), al realizar las mediciones a las cuatro semanas de incubacion, el analisis
de varianza ANOVA como se muestra en la tabla 11, pues no existio diferencia estadisticamente
significativa en el promedio de la longitud de los brotes en los tratamientos que se evaluaron en
esta investigacion.

Tabla 11

Analisis de varianza (ANOVA) para tamafio de los brotes por tratamiento de Stevia
rebaudiana B., en medio de cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores.

Anadlisis de la varianza

Variable N R R* A3 Cv
tamafio de los brotes 120 0.01 0.00 122

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 1.57 2 0.78 0.79 0.4584
tratamientos 1.57 2 0.78 0.79 0.4584
Error 116.89 117 1.00

Total 118.46 119

Nota. El valor de la probabilidad P valor < 0.05 indica la significancia entre los tratamientos. Medias
con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05)
En la tabla 12 se observa que el P valor (0.4585) de la prueba ANOVA es mayor al valor

de significancia, lo que demuestra que no hay diferencia significativa entre los tratamientos.

4.1.3 Periodo de brotacion.

Se realiz6 el conteo del nimero de brotes que presentaron los explantes por tratamiento,
de acuerdo a los dias de evaluacion, es decir, durante la cuarta semana de incubados los
explantes, para establecer una comparacion de la velocidad de los tratamientos al formar brotes
(Ver fig. 14).

Durante la etapa de incubacion que duro 30 dias, en el Tratamiento 2 se observo un
incremento del nimero de brotes durante la segunda semana, a diferencia del Tratamiento 1
gue en mismo tiempo solo formo la mitad de estos, sin embargo al realizar la toma de datos a la
cuarta semana, existio un notable aumento en el niumero de brotes en el Tratamiento 1, con un
total de 75.
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Periodo de brotacion por tratamiento
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Figura 15. Periodo de brotacion en la etapa de establecimiento de Stevia rebaudiana B., en medio de
cultivo suplementado con diferentes dosis de fitorreguladores.

4.1.3 Protocolo para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B.

Para el protocolo de establecimiento de Stevia rebaudiana B. se realizara la extraccion
de apices meristematicos.

Se determind la dosis de fitorreguladores que contenia el Tratamiento 1 para el protocolo
de establecimiento in vitro de “stevia”, se observo los mejores resultados mediante las variables:
Formacion de brotes, tamafio de los brotes (cm) y periodo de brotacion.

4.1.3.1 Seleccién de los materiales.

El material vegetativo deberda cumplir con las mejores condiciones, tamafio de la planta

(20 cm), etapa fenoldgica (vegetativa), sanidad (libre de plagas), edad (2 meses) y la especie.

Para la colecta de las muestras (&pices) se utilizara una hoja de bisturi estéril n° 10, se le

rociara con alcohol al 70% al recipiente plastico donde se depositaran los &pices, para prevenir
la contaminacion externa.
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4.1.3.2 Desinfeccién de los materiales.
Instrumentos:

» Beacker

Recipiente plastico

1 litro de agua destilada

1 litro de agua destilada estéril
Alcohol etilico al 70%

Hipoclorito de sodio al 5%

YV V V V V V¥V

Tween 80

Lavar los apices realizando 2 enjuagues con agua destilada durante 2 minutos en un
beaker de 500 ml.

Desinfectar con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%, adicionando 3 gotas de Tween 80
(CsgH114026) durante 5 minutos, luego se colocar los apices en recipientes plasticos

sumergiéndolos en agua destilada esteéril.

Introducir el material a la cdmara de flujo laminar en donde se le realiza nuevamente 3
enjuagues con agua destilada estéril, se dejan secar aproximadamente 30 min cubiertos con

papel toalla para evitar la deshidratacion del tejido.

Colocar sobre papel toalla en los recipientes plasticos para finalmente realizar la

extraccion de cada apice meristematico.
4.1.3.3 Extraccion de apices meristematicos.

Instrumentos:

> Papel estéril > Pinzas

» Cajas Petri esterilizadas » Mango de bisturi

» Alcohol etilico al 90% » Mechero de bunsen

» Estereoscopio » Céamara de flujo laminar
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Medio nutritivo: MS solidificado con Phytagel 2.33 g/l, fitorreguladores 0.20 mg/l 6-
BAP + 0.025 mg/l ANA, sacarosa 20 g/l, pH 5.7, (Distribuir 25 ml en cada tubo de ensayo).Se

deberd esterilizar a 121 °C a 20 Ib de presion durante 15 minutos.

Por medio del estereoscopio eliminar todas las hojas de una en una hasta llegar a los

primordios foliares, con la ayuda de pinzas y bisturi.

Extraer el 4pice meristematicos con 2 pares de primordios e inmediatamente colocarlo

en el tubo de ensayo que contiene el medio nutritivo.

Incubarlos bajo una iluminacion de 2000 luxes, a una temperatura de 25 °C, un

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de obscuridad y a humedad relativa al 20%

Durante los primeros 7 dias de incubacion el explante debe permanecer en total
obscuridad, pasado este tiempo se somete 7 dias a luz difusa, luego al fotoperiodo antes descrito

en el resto de los dias (30 dias).



49

5. Discusion
5.1 Fase de establecimiento
5.1.1. Formacion de brotes por explante.

Para esta variable se obtuvo un promedio de 1.87 brotes por explante, en el tratamiento
1 que contenia 0.20 mg/l 6-BAP + 0.025 mg/l ANA, con la mayor puntuacién en cuanto a
namero de brotes, este resultado se atribuye probablemente a la presencia de 6-BAP en el medio
de cultivo, considerando que incrementa significativamente el nimero de brotes producidos por
cada explante en comparacion con el tratamiento sin fitohormonas, en el que no se obtuvo

ningun otro brote mas que el establecido inicialmente.

La presencia de brotes en el tratamiento 1 y 2, esta relacionado con la citocinina 6-BAP
y la auxina ANA, se observo que la combinacién de estos fitorreguladores induce la formacion
de brotes en los explantes de “stevia”, de acuerdo a Ramesh et al., (2016) si los niveles de 6-
BAP son bajos, es decir, de 0.1-0.2 mg/l habrd mayor formacion de brotes puesto que la alta

dosis de 6-BAP resulta en una menor cantidad de los mismos.

En el tratamiento 3 sin fitorreguladores, solamente se observo el desarrollo del &pice
meristematico establecido inicialmente que se tomé en cuenta como brote, pero no indujo a la

formacion de otros brotes.

El tratamiento 3 obtuvo un promedio de 0.60 brotes por explante, este hecho podria
deberse a que naturalmente las plantas generan sus propios compuestos hormonales sintetizados
en los apices o en la cofia de la raiz puesto que, son los sitios donde se tiene mayor demanda de
hormonas ya que son los puntos de crecimiento en las plantas, estos compuestos se encuentran
en concentraciones muy bajas como para ser suficientes para la técnica de micropropagacion
in vitro, concordando con Anbazhagan (2010), al obtener una media de 0.20 brotes por explante
en el tratamiento con ninguna fitohormona en el medio de cultivo, la adicion de hormonas

vegetales en el medio nutritivo es imprescindible.

El analisis estadistico ANOVA para el nimero de brotes por explante presento diferencia

estadisticamente significativa, esto se comprob6 mediante el P valor < 0.05 como resultado de
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los tratamientos como se muestra en la tabla 9, en el promedio de brotes de los tratamientos que
se evaluaron T1, T2 y T3, lo que demuestra que las dosis utilizadas de fitorregulador,
probablemente inciden en la produccion de brotes en el explante durante la fase de

establecimiento.

Entre los 3 tratamientos se observd que al realizar la prueba DMS de Tukey como se
muestra en la tabla 10, solo se obtuvo diferencia significativa entre T2y T3; y T1 y T3 puesto
que en los tratamientos con fitorreguladores y el que no contenia ningun fitorregulador, existio
una evidente diferencia en el nimero de brotes, en los tratamientos con fitorreguladores T1 Y
T2 no existié diferencia estadisticamente significativa debido a que el nimero de brotes en los

promedios fueron muy similares.

Se observo que el T1 presentaba mejor coloracion y forma respecto al T2, siendo el
primero el mas idoneo para la formacion de brotes de Stevia rebaudiana B.; asi mismo la
coloracion verde intenso muy parecido a la planta en el campo destacando la respuesta positiva
en el explante, de la absorcion de sales del medio nutritivo y los fitorreguladores. En el T2 con
la dosis mas alta de fitorreguladores la coloracion fue un verde claro translucido o palido en
algunos de los explantes, los tallos y hojas presentaban deformacion por hiperhidratacion como
se muestra en el anexo D. Segun Debergh (1987) niveles altos en los requerimientos especiales
del cultivo in vitro, como nutrientes (minerales y carbohidratos) y reguladores de crecimiento

son las principales causas de malformaciones e hiperhidricidad de los brotes.
5.1.2 Tamario de brotes por explante.

En dicha variable no existié diferencia significativa entre los tratamientos con
fitorreguladores y sin fitorreguladores, los tres tratamientos tuvieron un crecimiento muy similar
en cuanto a la longitud de los explantes, sin embargo en el Tratamiento 3 se obtuvo el mayor
promedio de 0.95cm, la importancia de este resultado radica en que a mayor longitud de los
explantes existe mas vigorosidad, por lo que favorece para la continuacién de las siguientes
etapas de la micropropagacion in vitro concordando con Agrobiotecnologia (2011), que asegura
que un explante que posee mayor longitud va a proliferar y a sobrevivir a diferencia de uno que

muestre poco desarrollo del tallo.

Probablemente al combinarse los fitorreguladores estos no inciden significativamente

en el crecimiento longitudinal del explante; tal como se observo en la investigacion no existio
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diferencia significativa en cuanto a la longitud al combinarse 6-BAP y ANA, este resultado es
similar al obtenido por Suérez et al. (2006), en el que se observé una disminucién de la longitud

de los explantes cuando 6-BAP y ANA eran utilizados en el medio de cultivo.

Asi mismo se destaca la disminucidn de la longitud de los explantes al utilizar altas dosis
de 6-BAP no produce los mejores resultados concordando con Suarez (2014) que observé que
los tallos de “stevia” producidos en presencia de 6-BAP se reducian, la cual se agudiza con el

incremento de la dosis de esta fitohormona.

En el tratamiento 2 que contenia mayor cantidad de fitorregulador en el medio nutritivo
0.40 mg/l de 6- BAP + 0.050 mg/l de ANA, se obtuvo un promedio de 0.67 cm, el tamafio menor
obtenido de los 3 tratamientos, esto podria deberse al requerimiento hormonal de la especie, ya
que responde de manera poco favorable respecto al crecimiento longitudinal en presencia de 6-
BAP y ANA en dosis alta, como ya se sabe ANA es la fitohormona encargada de la elongacion
celular y por ende el crecimiento longitudinal del explante, sin embargo en combinacién con 6-
BAP no mostro los mejores resultados, puesto que domino el fitorregulador en mayor dosis
siendo este 6-BAP (Ver fig 13).

Los explantes sin la presencia de fitorreguladores puesto a prueba en Tratamiento 3,
responden solamente a los macro y micro nutrientes que contiene el medio de cultivo, asi como
también a las hormonas vegetales que posee naturalmente, esto influyo positivamente en las
caracteristicas del explante, teniendo en cuenta que presento una morfologia y coloracion muy

similar a como es en campo, como se muestra en el anexo E.

El analisis estadistico ANOVA para la longitud de los brotes por explante no presento
diferencia estadisticamente significativa, esto se comprobd mediante el P valor < 0.4584 como
se muestra en la tabla 10, en el promedio de los tratamientos, debido a que las medias que se
evaluaron tuvieron una similitud en cuanto a la longitud de los explantes, la presencia o ausencia

del fitorregulador no fue estadisticamente significativo en el crecimiento de los brotes “stevia”.
5.1.3 Periodo de brotacion.

El tratamiento T2 que contenia la mayor dosis fitorregulador, en la segunda semana de
incubacion respondid positivamente en cuanto a la formacion de brotes, sin embargo el T1 que
contenia la mitad de la dosis de fitorregulador en el mismo tiempo, obtuvo solo la mitad de

brotes; en la cuarta semana se observé que la dosis alta de fitorregulador no produjo los mejores
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resultados en la formacion de brotes, puesto que el tratamiento que contenia la mitad
fitorregulador formo mayor nimero de brotes al finalizar el tiempo de incubacion, George
(1993) menciona que concentraciones muy altas de citoquininas pueden causar una cantidad de
brotes pequefios, que usualmente no se alargan y que en algunas especies presentan una forma

inusual llegando a ser hiperhidricos.

A la cuarta semana de cultivo, el explante ya ha utilizado los macro y micro nutrientes
del medio nutritivo para todos sus procesos fisiologicos como se muestra en el anexo F, asi
mismo el explante ha metabolizado la citocinina 6-BAP que tiene como funcién el retraso del
proceso natural de envejecimiento en las plantas, por lo que un subcultivo es requerido a los 30
dias en el caso de “stevia”, esto permite mantener la cantidad necesaria de nutrientes en el
explante para evitar el estrés del mismo, dicha observacion concuerda con Criollo (2011) quien
manifiesta que mediante la realizacién de subcultivos se desaceleran los procesos como la

senescencia en los explantes.
5.1.4 Protocolo para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B.

Al evaluar las variables antes mencionadas se seleccion6 el Tratamiento 1 que contenia
0.20 mg/l de 6-BAP + 0.025 mg/l de ANA, como el mejor para formular el protocolo de
establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B., sus criterios de seleccion fueron: menor
cantidad de fitorregulador pues reduce los costos, por la mayor formacion de brotes, como

también por las caracteristicas morfoldgicas en tallo y hojas, como se muestra en el anexo G.
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6. Conclusiones

En la fase de establecimiento los fitorreguladores 6-BAP y ANA estimulan la formacion
y el tamafio de los brotes en los Tratamientos 1y 2.

El Tratamiento 2, presento malformaciones por hiperhidricidad en los brotes de “stevia”,

causado por la dosis alta de fitorreguladores.

Al evaluar las variables se determiné que la dosis de 6-BAP 0.20 mg/l + ANA 0.025
mg/l es el mejor tratamiento para el protocolo del establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana
B.

Las dosis altas de 6-BAP disminuyen la cantidad de brotes de “stevia”, y las

concentraciones bajas de 6-BAP inducen a mayor formacion de brotes.

A los 30 dias de incubados los explantes de “stevia” se evidencio la falta de nutrientes

en el medio nutritivo, provocando la muerte del explante.
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7. Recomendaciones

Realizar tratamientos con los fitorreguladores 6-BAP y ANA para el establecimiento in

vitro de Stevia rebaudiana B.

Utilizar el protocolo para el establecimiento in vitro de Stevia rebaudiana B., con las
dosis de fitorreguladores 0.20 mg/l de 6-BAP y 0.025 mg/l de ANA en su medio de cultivo.

Se deben realizar subcultivos antes de los 30 dias de incubacién para evitar la pérdida

del material por falta de nutrientes en el medio de cultivo.

Realizar investigaciones de Stevia rebaudiana B. para continuar con la fase de

multiplicacion in vitro, utilizando diferentes dosis de fitorreguladores.
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Anexo A. Ficha de toma de datos para el establecimiento in vitro de “stevia”.

Ficha de recoleccién de Stevia rebaudiana B., datos de tratamiento

Fecha de evaluacién : N° de evaluacién

Numero de tubo | Numero de brotes por tubo | Longitud de brotes por explantes (cm) | Tiempo de incubacién

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20




Anexo B. Actividades del establecimiento in vitro de “stevia” en la fase del laboratorio.

Anexo B2: Siembra de apice meristematico en cAmara de flujo laminar



Anexo C. Explantes de “stevia” sometidos a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de

oscuridad bajo luz artificial con ldmparas fluorescentes de 2,000 luxes.
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Anexo D. Explantes de Stevia rebaudiana B. en incubacion.

Anexo D1. Explante de Tratamiento 1. Anexo D2. Explante de Tratamiento 2.



Anexo E. Explantes de Tratamiento 3 (sin fitorreguladores).




Anexo F. Explante de Stevia rebaudiana B. pasados los 30 dias de incubacion.




Anexo G. Tratamiento 1 con 0.20 mg/l de 6-BAP + 0.025 mg/l de ANA en el establecimiento
in vitro de Stevia rebaudiana B.




