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RESUMEN

La multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni ha sido descrita con anterioridad en diferentes fuentes
referenciales. Sin embargo, no se informa laimplicacion de las investigaciones realizadas en los procesos a
escala productiva. El presente trabajo se realizd con el objetivo de establecer una estrategia para la propagacion
in vitro de S. rebaudiana. Se realizaron estudios en el establecimiento, la multiplicacion de plantulas asi
como en el enraizamiento. Se determind el efecto de reguladores de crecimiento en diferentes concentraciones
con el fin de incrementar la produccion de plantulas a gran escala. Se logré el establecimiento in vitro de
apices meristematicos con un 66.67% de explantes libres de contaminantes microbianos y 83.33% de
supervivencia con el uso de NaOCI (1% v/v) durante 5 min y un tratamiento previo con Previcure. En la
multiplicacion in vitro se seleccioné el tratamiento con 6-BAP 0.5 + AIB 0.2 mg I y se logré el 76.67% de
enraizamiento con 0.5 mg I de AIB. Estos resultados permiten proponer una estrategia que reduce el tiempo
de obtencién de apices para el enraizamiento a dos semanas. Su aproximacion a un esquema de produccion
a escala lo hace (til para su implementacion en la rapida micropropagacion de clones élites y la produccion
de material vegetal de siembra de estevia en una escala comercial.
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Strategy for in vitro propagation of Stevia rebaudiana Bertoni

ABSTRACT

In vitro multiplication of Stevia rebaudiana Bertoni has been described previously in different reference sources.
However, the implication of the investigations carried out in the productive scale processes is not informed.
The present work was carried out with the objective of establishing a strategy for the in vitro propagation of S.
rebaudiana. Studies were carried out on planting, seedling multiplication as well as rooting. The effect of
growth regulators at different concentrations was determined in order to increase the production of large-scale
seedlings. The in vitro establishment of meristematic apices was achieved with 66.67% explants free of
microbial contaminants and 83.33% survival with the use of NaOCI (1% v / v) for 5 min and a previous
treatment with Previcure. The treatment with 6-BAP 0.5 + AIB 0.2 mg I was selected for in vitro multiplication,
and 76.67% of rooting was achieved with 0.5 mg I* of IBA. These results allow to propose a strategy that
reduces the time of obtaining apices for the rooting to two weeks. Its approach to a scale production scheme
makes it useful for its implementation in the rapid micropropagation of elite clones and the production of plant
material of stevia planting on a commercial scale.

Keywords: growth regulators, scale up, shoot tips culture, stevia

INTRODUCCION otros como Corea, Indonesia, Tanzania,

Canada, India (Pande y Gupta, 2013). Las

Stevia rebaudiana Bertoni (estevia), es una
especie perenne medicinal originaria del
Paraguay y ha sido introducida en paises del
continente americano, entre ellos, Brasil,
México, Estados Unidos de Norte América y

propiedades medicinales de los metabolitos
secundarios producidos por Stevia rebaudiana
hacen de ella una planta con especial valor
comercial dada la demanda de endulzantes no
caléricos. Ademé@s, se describe que los
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extractos de estevia, tienen propiedades
terapéuticas, como actividad antioxidante,
antimicrobiana y antifangica (Junbi y Amber,
2010; Millones et al., 2014). Por otra parte se
considera que tiene un gran potencial como
cultivo agricola ya que la demanda de los
consumidores de alimentos a base de hierbas
estd en ascenso y se ha demostrado que
contiene &cido félico, vitamina C y aminoacidos
indispensables con excepcién del tript6fano
(Lemus-Moncada et al., 2012).

Sin embargo, el bajo porcentaje de germinacion
de sus semillas y el bajo numero de esquejes
gue se obtienen en los procesos de
propagacion vegetativa son factores limitantes
para su cultivo a gran escala (Carneiro et al.,
1997; Pedroza, 2007; Taware, 2010).
Consecuentemente, la micropropagacion
puede proveer grandes cantidades de plantas
genéticamente uniformes lo cual representa
una técnica alternativa para la répida
multiplicacién de plantulas de estevia (Sairkar
etal., 2009; Das et al., 2011). En este contexto,
la propagacioén clonal in vitro de estevia ha sido
descrita usando explantes como hojas (Ali et
al., 2010; Das et al., 2011; Naidu et al., 2011;
Karimi et al., 2014), segmentos internodales
(Laribi et al., 2012; Thiyagarajan vy
Venkatachalam, 2012; Shende y Manik, 2013;
Singh etal., 2014) y 4pices (Giridhar y Sowmya,
2010; Das et al., 2011). En estos procesos se
ha descrito la formacion de estructuras
callosas en las plantulas micropropagadas y
periodos de subcultivo mayores a tres
semanas (Rangappa y Aind, 2013; Khalil et al.,
2014). Por otra parte, las posibilidades que
ofrece la biotecnologia y particularmente a
través de las técnicas de cultivo in vitro tienen
también un potencial uso en la produccién
industrial de metabolitos bioactivos (Singh et
al., 2014).

El objetivo del presente trabajo fue establecer
una estrategia para la propagacion in vitro de
S. rebaudiana. Esta podra ser implementada a
nivel productivo con el fin de reducir el tiempo
de cultivo y los costos de produccion.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal utilizado en las
investigaciones realizadas corresponde a
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plantas madre de Stevia rebaudiana cultivadas
en condiciones de campo. Se tomaron como
explantes iniciales brotes jovenes.

Desinfeccion del material vegetal y
establecimiento in vitro

Las operaciones de transferencia vy
manipulacién del material vegetal fueron
realizadas en una cabina de flujo laminar
horizontal en el laboratorio de produccién
comercial.

Previo a la toma de los explantes, la mitad del
total de las plantas madre utilizadas fueron
tratadas con una solucion del fungicida
comercial Previcure Flex (Bayer), en una
concentracion de 1.0 ml I de solucién y a la
otra mitad no se le realizé el tratamiento previo.
La aspersion se realizd sobre la superficie foliar
de los explantes, garantizando que tanto las
hojas como los tallos quedaran impregnados
con la solucién. La aspersion se efectud la
semana previa a la utilizacién del explante con
el fin de controlar el crecimiento y proliferacion
de hongos al momento del proceso de
establecimiento in vitro.

Se seleccionaron esquejes (segmento de
brotesjovenes de 1.0-2.0 cm con yema apical).
Estos fueron lavados inicialmente con jabén
liquido y luego enjuagados con agua
desionizada estéril. Posteriormente fueron
manipulados en cdmara de flujo laminar donde
se sumergieron en etanol al 70% (v/v) durante
1 min en agitacién en un frasco estéril. Después
se realizé la desinfeccion con hipoclorito de
sodio (NaOCI) a diferentes concentraciones (1,
1.5, 2%; v/v) durante 5 y 10 min en agitacién
para un total de 12 tratamientos. Luego se
enjuagaron los explantes con agua desionizada
estéril, repitiendo el procedimiento al menos
tres ocasiones y se retiré el agua. Se procedi6
a la extraccién de los 4pices meristematicos
de aproximadamente 2 mm con cuchillas y la
ayuda de un estereoscopio.

El medio de cultivo empleado para el
establecimiento fue el propuesto por Murashige
y Skoog (1962) (MS) (Phytotechnology, EU) con
las vitaminas MS, agar 0.8% (m/v) y sacarosa
(30 g Ih). Previo a la esterilizacion en autoclave
el pH se ajusté a 5.8 con NaOH 1N o HCI. El
medio de cultivo fue esterilizado a 121°Cy 1.2
kg cm2 de presion durante 20 minutos. Se
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utilizaron tubos de ensayo (145.0 x25.0 mm) y
se les afladieron 10 ml de medio de cultivo. Los
explantes se colocaron en camara de
crecimiento en la oscuridad durante una
semana.

Trascurrido ese tiempo se ubicaron en
condiciones de iluminacién a 25+20°C bajo luz
blanca suministrada con I|amparas
fluorescentes con fotoperiodo de 16h luz por
8h de oscuridad con una intensidad de flujo de
fotones fotosintéticos de 30-40 umol m2 s?,

A las tres semanas de cultivo, los &pices
meristeméaticos fueron transferidos a un medio
de cultivo fresco. Se calcul6 el porcentaje de
contaminacién microbiana como la relacion
entre la cantidad de explantes contaminados
por microorganismos y el total de explantes
cultivados, a los 14 dias de cultivo. Ademas,
se cuantificé el nimero de explantes vivos y
se calcul6 el porcentaje de supervivencia de
los explantes no contaminados a los 21 dias
de cultivo. Se tomaron como explantes vivos
aquellos que conservaron la coloracion verde
de sus tejidos y explantes muertos aquellos que
perdieron la pigmentacién (explantes blancos).

Para el andlisis de los datos de las variables
porcentaje de contaminacién y de
supervivencia se realiz6 una prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis/Mann Whitnhey
previa comprobacién de los supuestos de
normalidad, mediante el paquete estadistico
SPSS version 18.0 sobre Windows.

Multiplicacién in vitro

El objetivo del experimento fue determinar el
efecto de la combinacion de 6
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bencilaminopurina (6-BAP) y acido indol butirico
(AIB) sobre la multiplicacién in vitro de de S.
rebaudiana (Tabla 1).

Cada combinacién empleada en los
tratamientos fue preparada individualmente y
dispensada en frascos de policarbamato de 500
ml de capacidad y 70 ml de medio de cultivo.
En cada frasco se colocaron 10 explantes
procedentes de la fase de establecimiento.

Serealizaron tres subcultivos de multiplicacion
cada dos semanas. Los 4pices de los brotes y
los segmentos nodales (segmento de brote de
al menos 1 cm con una yema axilar) se
manejaron en frascos por separado. Se
cuantificé el nimero de brotes aptos para la
multiplicacién en cada recipiente en el
momento del subcultivo. Como tratamiento
control se us6 el mismo medio de cultivo sin la
adicion de reguladores de crecimiento. Los
experimentos fueron realizados por triplicado
en diferentes momentos cada uno de ellos.

Enraizamiento in vitro

Para el enraizamiento se utiliz6 el medio de cultivo
MS con AIB en diferentes concentraciones (0, 0.2,
0.5, 0.8 mg I'Y) tomando como referencia los
resultados descritos por Ibrahim et al. (2008). Se
utilizaron frascos de policarbamato de 500 ml de
capacidad con y 70 ml de medio de cultivo. Se
colocaron 10 explantes (apices) por cada frasco.
Se cuantificé el numero de raices desarrolladas
por plantula luego de cuatro semanas de cultivo.

El analisis de los resultados se realiz6
utilizando el programa estadistico Statgraphics
Centurién 16.2.04. Se verificaron los supuestos
correspondientes para el modelo.

Tabla 1 Concentraciones y combinaciones de 6-bencilaminopurina
(6-BAP) y &cido indol butirico (AIB) para la multiplicacion in vitro
de plantulas de Stevia rebaudiana.

Tratamiento 6-BAP (mg IY) AIB (mg I'%)
control 0.0 0.0
A 0.1 0.2
B 0.1 0.5
C 0.2 0.2
D 0.2 0.5
E 0.5 0.2
F 0.5 0.5
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Propuesta de una estrategia para la
propagacion in vitro de S. rebaudiana

A partir de los resultados y las experiencias
técnicas se propuso una estrategia para la
propagacién in vitro de S. rebaudiana con
potencial de ser implementada en un sistema
de produccién comercial en condiciones in vitro.
Para ello se consideraron aspectos como la
composicion del medio de cultivo, las semanas
del cultivo, el nimero de épices y segmentos
nodales obtenidos en los respectivos subcultivos
ademas del estimado de insumos requeridos,
con el fin de seleccionar las condiciones
adecuadas para la obtencién de un alto nimero
de plantulas en corto tiempo mediante la
propagacion de apices y segmentos nodales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desinfeccion del material vegetal y
establecimiento in vitro

Los tratamientos realizados de desinfeccion de
los explantes de estevia procedentes de campo
permitieron su establecimiento en condiciones
in vitro. Se observé que la inmersion de los
explantes en NaOCI al 2% (v/v) durante 10 min
disminuyé los porcentajes de contaminacion
microbiana con valores cercanos al 13%. Sin
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embargo, cuando se consideré la supervivencia
de los explantes se observé que esta también
disminuy6 hasta valores de 10% (Tabla 2).

Los apices meristeméticos se desarrollaron y
crecieron en el medio de cultivo MS. La
aplicacion de fungicida, a las plantas madre en
campo, previo a la seleccion de los explantes
iniciales favorecio el establecimiento in vitro.
Se logré un incremento de los niveles de
supervivencia cuando se emplearon las
concentraciones mas bajas de hipoclorito de
sodio. Los resultados mostraron que el empleo
de 5 min de inmersién de los explantes en
NaOCI al 1% (v/v) ademas de un tratamiento
de las plantas madre en campo con Previcure
antes del proceso de desinfeccidn, produjo un
mayor porcentaje de supervivencia de plantulas
(83.33%) con diferencias significativas con el
resto de los tratamientos, con valores de
33.33% de contaminacién microbiana (Tabla 2).

En la literatura cientifica se describe el uso de
diferentes concentraciones de cloruro de
mercurio (HgCl,) solo o en combinacion con
fungicidas durante el proceso de desinfeccion
de explantes de S. rebaudiana para su
establecimiento en condiciones in vitro
(Debnath, 2008; Singh et al., 2014; Khalil et al.,
2014). En este sentido, Debnath (2008)

Tabla 2. Establecimiento in vitro de apices meristematicos de Stevia rebaudiana a los 14 dias de

cultivo (n=30).

Trat. Aplicacion de NaOCI (%) Tiempo Contaminacién Supervivencia
fungicida (V/Iv) (min) microbiana (%) (%)
1 No 1.0 5 60.00 a 75.00 b
2 No 15 5 40.00 b 46.67d
3 No 2.0 5 35.48 bc 45.16d
4 Si 1.0 5 33.33 bc 83.33a
5 Si 15 5 22.58 de 67.74 bc
6 Si 2.0 5 25.00 cd 62.50 c
7 No 1.0 10 43.33 b 20.00 e
8 No 15 10 30.00 cd 16.67 f
9 No 2.0 10 13.33 e 10.00 g
10 Si 1.0 10 20.00 de 26.67 e
11 Si 15 10 16.13 e 12.90 g
12 Si 2.0 10 16.67 e 16.67 f

Letras no comunes dentro de cada columna indican diferencias segin prueba de Kruskal Wallis/

Mann Whitney para p<0.05



Biotecnologia Vegetal Vol. 16, No. 3, 2016

describi6é hasta un 40% de explantes libres de
contaminantes microbianos con el empleo de
HgCl,, valor superior al alcanzado en el
presente trabajo donde se usé NaOCI en
combinacién con el fungicida Previcure. Este
resultado es considerado un aspecto positivo
para el establecimiento in vitro al evitar el uso
del HgCl,, agente altamente nocivo para la salud
humana. También se ha empleado NaOCI al
1% (v/V) (Shatnawi et al., 2011; Noordin et al.,
2012; Namdari et al., 2015).

Multiplicacién in vitro

El cultivo de los explantes en frascos de
policarbamato ofreci6 la posibilidad colocar al
menos 10 explantes juntos una vez establecidos.

La respuesta del tipo de explante (4pices y
segmentos nodales) fue diferente cuando estos
se cultivaron en el medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento (tratamiento
control). De manera general, no se observé el
desarrollo de brotes secundarios. Sin embargo,
en los tratamientos evaluados con adicién de
reguladores de crecimiento tanto los 4pices
como los procedentes de segmentos nodales
alcanzaron un desarrollo adecuado para realizar
el subcultivo luego de dos semanas, con la
consiguiente reduccién en los tiempos de
subcultivo. Esta respuesta incrementa el
namero de explantes que potencialmente son
utiles para el proceso de enraizamiento en un
sistema de produccién comercial.

Los resultados mostraron que la adicion de
reguladores de crecimiento en todas las
concentraciones consideradas indujo un
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incremento significativo en nimero de brotes
por explante con respecto al control cuando se
emplearon apices para la multiplicacion (Tabla 3).

En el tratamiento al cual no se adicionaron
reguladores de crecimiento las plantulas
procedentes de apices se elongaron sin que
se evidenciara el desarrollo de brotes axilares
para un promedio de 1.01 brotes por explante
inicial (coeficiente de multiplicacién). Mientras,
para los tratamientos en los cuales se
emplearon los reguladores de crecimiento fue
superior a dos. En el tratamiento F (6-BAP 0.5
+AIB 0.5 mg I'?) se alcanzé hasta tres (mas de
30 brotes por frasco como se muestra en la
tabla 3 sin diferencias significativas con los
resultados del tratamiento E (6-BAP 0.5 + AIB
0.2 mg ).

Sin embargo, la adicion de los reguladores de
crecimiento estudiados (6-BAP y AIB) al medio
de cultivo caus6 una disminucién en el nUmero
de brotes obtenidos a partir de los segmentos
nodales con respecto al tratamiento control donde
el promedio por explante fue de 1.93 (Tabla 3).

Los resultados mostraron que el nimero de
brotes fue mayor cuando se usaron &pices
como explantes y son sometidos a tratamientos
con reguladores de crecimiento, lo cual puede
ser consecuencia de la estimulacion de las
yemas axilares dada por la citoquinina (6-BAP).
Paralelamente esto parece influenciar el
acortamiento en la distancia entre los nudos
de tal manera que puede apreciarse en las
plantulas una disminucién en su tamafio y en
el numero de nudos cuando se compara con
el tratamiento control (datos no mostrados).

Tabla 3. Multiplicacion in vitro de Stevia rebaudiana en diferentes concentraciones
de reguladores de crecimiento (primer subcultivo de multiplicacién).

Tratamiento BAP AIB ’ No. brotes por frasco
(mg I') (mg I'Y) Apices Seg. nodales

Control 0.0 0.0 10.14 e 19.33 a

A 0.1 0.2 23.92d 12.99b

B 0.1 0.5 25.75¢c 12.58 bc

C 0.2 0.2 29.33b 12.69b

D 0.2 0.5 28.95b 12.40 bc

E 0.5 0.2 30.39a 12.08 c

F 0.5 0.5 30.68 a 12.62 bc

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas para p<0.05

segun la prueba de rango multiple LSD
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Para el caso de los segmentos nodales el
promedio fue mayor en el control, lo cual es
consecuente con la dominancia del meristemo
apical y su influencia en la elongacion de la
plantulay la inhibicion del desarrollo de yemas
axilares. La proporcién de auxinas/citoquininas
ha sido estudiada por jugar un papel
fundamental en la regulacién de procesos
como el desarrollo de estructuras apicales y
radiculares, explicando cémo la dominancia
apical tiene un efecto en la elongacién de la
planta (Azcon-Bieto y Talén, 2000).

En relacién con aspectos morfoldgicos de las
pldntulas propagadas en los diferentes
tratamientos con reguladores de crecimiento,
se observé un buen desarrollo foliar. En algunos
casos se presentd un engrosamiento de los
tallos en relacion con aquellos materiales
vegetales cultivados en el tratamiento control.
Eventualmente, se observé una coloracion
marrén-rojiza en el tallo y hojas de algunas
plantulas, lo que podria explicarse por el
acortamiento de su longitud, como
consecuencia de la estimulacién y desarrollo
de brotes secundarios a partir de yemas
axilares. Estas caracteristicas desaparecieron
cuando las plantas fueron colocadas en medio
de cultivo sin presencia de reguladores de
crecimiento con el objetivo de favorecer el
incremento en la longitud de las plantulas y
permitir el desarrollo de raices.

Lafigura 1 muestra el desarrollo de plantulas a
partir de apices y segmentos nodales a las
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cuatro semanas de cultivo. Se observa el buen
desarrollo de 4pices en los tratamientos donde
se empled el medio de cultivo con los
reguladores de crecimiento en relacion con el
medio de cultivo control.

La multiplicacién de estevia bajo condiciones
in vitro ha sido descrita con anterioridad por
diferentes autores lo cuales han evaluado
diferentes condiciones y tipos de reguladores,
(Sreedhar et al., 2008; Laribi et al., 2012;
Shende y Manik, 2013; Singh et al., 2014). El
uso de reguladores de crecimiento como 6-BAP
y el AIB ha sido descrito en la micropropagacion
de estevia en procesos de gran escala, usando
concentraciones entre 0.5 a 3.0 mg I de 6-BAP
y periodos de subcultivos de 21 dias (Thiyagarajan
y Venkatachalam, 2012). Otros autores como
Namdari et al. (2015) describen la obtencién de
7.82+ 0.7 apices en explantes de S. rebaudiana
cultivadas en medio de cultvo MS con 0.5mg I
de 6-BAP y 0.25 mg I de kinetina durante cuatro
semanas. Por su parte, Noordin et al. (2012)
informaron que el uso de 0.5 mg I de BAP induce
un alto nimero de brotes luego de tres semanas
de cultivo, sin embargo también observaron la
presencia de estructuras callosas en la base de
los plantulas formadas lo que pudiera
potencialmente influenciar la estabilidad genética
en el proceso y su adaptacion ex vitro. Adiferencia
de los resultados referidos, en esta investigacion
se utilizan concentraciones mas bajas de 6-BAP
sin la formacion de estructuras callosas y
adicionalmente es posible realizar subcultivos
en un periodo més corto, cada dos semanas.
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Figura 1. Desarrollo de plantulas de Stevia rebaudiana obtenidas a partir de apices (Panel superior de A-G) y
segmentos nodales (Panel inferior de H-N) a las dos semanas de cultivo, A, H: Medio de cultivo sin reguladores
de crecimiento. B, I: 6-BAP 0.1+ AIB0.2mg|*. C, J: 6-BAP 0.1+ AIB0.5 mg I". D, K: 6-BAP 0.2 + AIB 0.2
mg I E, L: 6-BAP 0.2 + AIB 0.5 mg I'*. F, M: 6-BAP 0.5 + AIB 0.2 mg I*. G, N: 6-BAP 0.5 + AIB 0.5 mg I,
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Los resultados mostraron variaciones en el
namero de brotes por frasco a medida que se
incrementé el nUmero de subcultivos. La figura
2 muestra el efecto de los subcultivos sobre el
nimero de brotes obtenidos en los diferentes
tratamientos. Se observo que los tratamientos
donde se emplearon reguladores del
crecimiento formaron un grupo separado del
tratamiento control en los dos tipos de
explantes. Esta respuesta podria deberse a
gue en los tejidos vegetales se puede presentar
un efecto acumulativo a consecuencia de la
presencia de los reguladores del crecimiento
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adicionados al medio de cultivo y el tiempo de
permanencia de las plantulas en tales
condiciones.

Después de tres subcultivos, desde lo
cualitativo se observé en plantulas
desarrolladas en medios de cultivo con 0.5
mg It de 6-BAP (tratamientos E y F) una
disminucién del tamafio foliar y un acortamiento
de los tallos (Figura 3). Esta respuesta puede
deberse a la acumulacion de reguladores de
crecimiento en las células. Las diferencias entre
los subcultivos podrian deberse a fend6menos

Interactions and 95,0 Percent LSD Intervals
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Figura 2. Efecto de los subcultivos en el nimero de brotes por frasco en la multiplicaciéon
de S. rebaudiana en presencia de diferentes concentraciones de reguladores del
crecimiento. A. apices, B. segmentos nodales. Tratamientos: A (6-BAP 0.1 + AIB 0.2
mg|?), B (6-BAP 0.1 +AIB0.5mg|?), C(6-BAP 0.2 +AIB 0.2mg|?), D (6-BAP 0.2
+AIB 0.5 mg IY), E (6-BAP 0.5 + AIB 0.2 mg I%), F (6-BAP 0.5 + AIB0.5mg I}), T

CTRL (6-BAP 0 + AIB 0 mg I).
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de ‘habituacion’ de las plantulas a los
constituyentes del medio de cultivo, razén por
la cual de manera general se sugiere el uso de
bajas concentraciones de reguladores de
crecimiento. Respuestas similares han sido
descritas con anterioridad por lbrahim et al.
(2008), quienes observaron un incremento en
el numero de brotes con una consecuente
reduccion en su longitud cuando emplearon 6-
BAP (0.25 a 2.5 mg I') durante varios
subcultivos.

De manera cualitativa se observd que las
plantulas al ser subcultivadas en medio de
cultivo libre de reguladores de crecimiento
retornaban a una condicion de normalidad, con
elongacion de tallos y formacidn de raices.

Cuando los explantes de estevia son
cultivados in vitro en medios de cultivo sin
reguladores de crecimiento, los segmentos
nodales tardan al menos tres semanas en
evidenciar un desarrollo de brotes, y al menos
cinco semanas para obtener brotes con
apices aptos para cultivarlos en medios de
cultivo para el enraizamiento. En este trabajo,
el desarrollo de brotes a partir de segmentos
nodales se presentd en menor tiempo
cuando los explantes se cultivaron en
presencia de los reguladores de crecimiento
6-BAP y AIB, por lo cual su corte y
propagacion se realiz6 luego de dos
semanas. En este sentido, Laribi etal. (2012)
también describen el desarrollo de brotes a
partir de segmentos nodales en periodos de
dos semanas cuando se cultivan las plantulas
en medio de cultivo MS con 1.0 mg I de 6-
BAP, concentracién que es 10 veces mayor a
la descrita en el presente trabajo.
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Resultados obtenidos en este trabajo,
permitieron establecer que los brotes se
formaron de manera directa, sin pasar por
una fase intermedia de formacion de callos,
a diferencia de lo informado por Singh et al.
(2014). Estos autores, en su investigacion
describen el uso de 6-BAP y AIB como
promotores de la formacion de brotes
multiples acompafiada de estructuras
callosas.

De otro lado, se considera que el uso de
reguladores de crecimiento en bajas
concentraciones puede ayudar a disminuir la
posible variacién somaclonal que pudiera
presentarse en el proceso de propagacion in
vitro. Otros reguladores de tipo auxina han
sido evaluados en combinacion con 6-BAP.
Al respecto, Rangappa y Aind (2013)
evaluaron el efecto de 6-BAP (1.0 a 4.0 mg |?)
en combinacién con ANA (0.5 mg I1),
encontrando su utilidad para la propagacién
de la especie. Estos estudios concuerdan
con otros trabajos en los que se describe el
uso de combinaciones de citoquinina/auxina
parala propagacion de explantes nodales de
estevia (Thiyagarajan y Venkatachalam,
2012).

Enraizamiento in vitro

Los resultados durante la fase de

enraizamiento mostraron que tanto la
ausencia de reguladores de crecimiento como
el uso de AIB lograron inducir la formacién
de raices con porcentajes superiores al 60%.
Se encontré que la adicién de 0.5 mg I* de
AIB al medio de cultivo produjo un 76.67% de
explantes enraizados (Tabla 4).

Figura 3. Plantulas de Stevia rebaudiana con tres subcultivos en medio de cultivo MS con 6-BAP. A,

0.1yB, 0.5mg I
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Tabla 4. Efecto del AIB en el enraizamiento in vitro de plantulas
de Stevia rebaudiana a las cuatro semanas de cultivo (n=30).

Tratamiento Enraizamiento No. raices/
AIB (mg IY) (%) explante
0 63.33 2.11
0.2 70.00 2.19
0.5 76.67 2.30
0.8 66.67 2.10

El AIB ha sido usado por otros autores para la
induccion in vitro de raices de estevia. En ellos
se han evaluado concentraciones desde 0.001
hasta 1.5 mg I con hasta un 100% de induccion
de raices en los explantes luego de seis
semanas de cultivo (Ibrahim et al., 2008). Los
resultados de este trabajo evidenciaron la
formacion de raices a las cuatro semanas de
cultivo en los diferentes tratamientos
empleados, con reduccién en el tiempo
necesario para la induccion y formacion de
raices segun se describe en la literatura
cientifica. Esto sumado a las ventajas
alcanzadas en el proceso de multiplicacién
permite establecer una linea base util en la
implementacion de la metodologia de
produccién in vitro de plantulas de S.
rebaudiana.

Estrategia para la propagacioén in vitro de
S. rebaudiana

A partir de los resultados se propuso una
estrategia para la produccién de plantulas in
vitro de estevia con potencial aplicacion a
escala comercial. A diferencia del empleo de
medios de cultivo libres de reguladores de
crecimiento (tratamiento control) que se han
usado frecuentemente, se recomendo6 la
adicion de 0.1 mg I'* de 6-BAP y 0.2 mg I'* de
AIB en la fase de multiplicacién con un manejo
por separado de apices y segmentos nodales.

Dicha combinacion de reguladores fue
seleccionada por su potencial empleo en
procesos productivos, dado en mayor medida
por los efectos positivos en la multiplicacion de
las plantulas a bajas concentraciones y menor
tiempo de subcultivo requerido. Esto, a escala
productiva, podria contribuir a incrementar el
namero de plantulas propagadas, a mantener
la fidelidad genética asociada a la

micropropagacién acorde con lo descrito por
Singh etal. (2014) y a la vez representa ahorros
en insumos.

De los resultados, otro aspecto que puede
beneficiar el proceso de multiplicacién in vitro
es el cultivo de los explantes en frascos de
policarbamato, pues se conoce que el tipo de
frasco de cultivo afecta la propagacion in vitro
de estevia y estos son los que mas favorecen
el proceso (Modi et al., 2012) y a la vez
contribuyen a la reduccién de costos para el
proceso productivo.

La Tabla 5 presenta la proyeccién estimada
bajo las consideraciones previas y con las
cuales puedo establecerse que en el
tratamiento control ( sin reguladores del
crecimiento) luego de cuatro semanas de
cultivo se estima un nimero de 176.00 apices
y 308.8 segmentos nodales con un consumo
de 1.0 litro de medio de cultivo.
Comparativamente, al emplear el tratamiento
con la combinacién de 6-BAP y AIB, la
estimacion de la produccién es mayor, con
valores estimados de 913.9 é&pices y 493.3
segmentos nodales con un consumo de 4.68
| de medio de cultivo (valor si se considera el
medio de cultivo usado en el subcultivo de la
segunda semana). La mayor diferencia se
puede establecer al estimar la produccion de
apices y segmentos nodales luego de ocho
semanas del proceso. En este caso, el
niamero de 4pices estimados para el
tratamiento control es de 193.60 mientras
para el tratamiento con reguladores de
crecimiento fue de 5220.49. Esta diferencia
presenta una ventaja para el proceso de
propagacion de plantulas, pues en el caso
de estevia los 4pices son los explantes
usados en el proceso de enraizamiento y
aclimatizacioén en condiciones ex vitro.
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Tabla 5. Proyeccion estimada para la multiplicacion de plantulas de Stevia rebaudiana en medio de
cultivo MS durante ocho semanas de cultivo en un escalado comercial.

Semanas de No. No. No. Litros de medio de
Tratamiento cultivo Apices Segmentos frascos cultivo requeridos
nodales en el subcultivo

Control 0 160.00 0.00 16.00 1.00
(sin reguladores de 4 176.00 308.80 48.48 3.03
crecimiento) 8 193.60 595.98 78.96 4.93
Medio de cultivo con 0 160.00 0.00 16.00 1.00
reguladores de 2 382.40 206.40 58.88 3.68
crecimiento 4 913.94 493.30 140.72 8.80
(6-BAP 0.1 mg I'* + 6 2184.31 1178.98 336.33 21.02
AIB 0.2 mg I'Y) 8 5220.49 2817.76 803.82 50.24

Figura 5. Propagacion in vitro de plantulas de Stevia rebaudiana implementado en un sistema de produccion
comercial. A, establecimiento in vitro, &pice meristematico después de 21 dias de cultivo. B-D, multiplicacion
in vitro en medio de cultivo con 0.1 mg I* de 6-BAP y 0.2 mgI* de AIB, apices (B), segmentos nodales (C).
E, plantulas después de 4 semanas de cultivo. F, apices enraizados. G-H, aclimatizacion.

Los resultados y las estimaciones en cuanto
al tiempo del proceso de produccion descritos
en este trabajo representan ventajas para un
sistema productivo. Las proyecciones de
produccién de &pices que pueden
potencialmente obtenerse al implementar el
tratamiento con el uso de reguladores de
crecimiento, permiten visualizar el impacto y
los beneficios que pueden darse, para la
producciéon comercial de plantulas de estevia
en condiciones in vitro.

De esta manera, se propone un tiempo de dos
semanas de permanencia en el medio cultivo
MS con 0.1 mg I* de 6-BAPy 0.2 mg I"* de AIB

antes de proceder al subcultivo. Posterior a ello,
es posible subcultivar los explantes a medio
de cultivo con igual composicion. Es de
considerar que en cada subcultivo es posible
seleccionar los 4pices para cultivarlos durante
4 semanas en medio de cultivo MS con 0.5
mg I de AIB, con el fin de inducir la formacion
de raices y posteriormente continuar con su
adaptacion en condiciones ex vitro.

Este proceso fue implementado y aplicado en
un sistema de produccidon comercial de
plantulas (Figura 5). Fue posible proveer
plantulas de estevia para la siembra de lotes
de plantas madre, a partir de las cuales se
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soportd la producidon de dos millones de
plantulas enraizados semanales.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo permiten
proponer una estrategia que puede ser
llevado a gran escala y emplearse en un
proceso productivo para la propagacién in
vitro de plantulas de Stevia rebaudiana. Con
la adicion de reguladores de crecimiento 6-
BAP y AIB al medio de cultivo empleado en la
multiplicacién se logra establecer diferencias
significativas en el nimero de apices
obtenidos en comparacién con el uso de
medios de cultivos sin reguladores de
crecimiento los cuales han sido empleados
para la micropropagacién de estevia.
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