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I. INTRODUCCION

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta originaria del Paraguay que fue usada
ancestralmente por sus aborigenes como edulcorante y medicina (Shock, 1982). La
sustancia dulce que caracteriza a esta planta se denomina estevidsido y se encuentra en
todo el vegetal, a excepcidn de la raiz (De Vargas, 1980). La hoja es el 6rgano con
mayor contenido del edulcorante (C.C.N., 1980; Grashoff, 1972). Actualmente Japon,

China, Brasil y Paraguay son los principales productores (Jordan, 1984).

La propagacion sexual de la Stevia no es recomendable por la heterogeneidad que
presenta la floracion y las plantas resultantes de este método. Las semillas obtenidas de
la polinizacién tienen un bajo porcentaje de germinacion, entre el 10 y 38 % (Felippe et.
al., 1971; De Vargas, 1980; Sagakuchi et. al., 1982; Jordan, 1984 in Taiariol D.). La
Stevia se puede propagar vegetativamente con hijuelos (Jordan, 1984), pero es

recomendable sélo en plantaciones pequefias porque ocurre escasamente.

También se puede propagar a través de estacas apicales o subapicales usando sustratos
diversos en épocas diferentes del afio, con posible uso de enraizadores (Felippe, 1977;
De Vargas, 1980; Sumida, 1980; Shock, 1982; Jordan, 1983 y 1984). Marcavillaca et.
al. (1993) proponen la combinacion de la macro y micropropagacion; con este sistema
de multiplicacion, de una planta madre en sélo 3 ciclos de multiplicacion (1 de micro y
2 de macropropagacion), se lograria a partir de una sola planta, material para cultivar 3

ha (225.000 plantas).

Algunos experimentos demostraron que las plantas de Stevia propagadas asexualmente

in vitro con Kinetina (10 mg I™*) en el medio mostraron ser muy uniformes en su calidad



de crecimiento y composicién quimica. La propagacion clonal de Stevia puede ser
aplicada no solo para la preservacion genética de un stock selecto superior, sino también
para la propagacion en masa de plantas clonadas con uniformes caracteristicas.
Aparentemente las plantas de Stevia propagadas a partir de tallos in vitro crecieron

normalmente en el campo (Tamura et. al. 1984).

Tamura et. al. (1984) demostraron con diferentes métodos de propagacion, que no hay
diferencias significativas entre la supervivencia de plantas sembradas por semilla o
propagadas in vitro. Las colecciones in vitro son renovadas continuamente y duran un
tiempo indefinido, en tanto que las semillas de Stevia preservadas en condiciones
ideales no duran mas alla de 8 meses (Felippe et. al., 1971; De Vargas, 1980; Sagakuchi

et. al., 1982; Jordan, 1984 in Taiariol).

Adicionalmente una forma de propagacion usada es el Sistema Autotrofico Hidroponico
(SAH) que emplea contenedores desechables, turba y soluciones hidroponicas (sin usar
sucrosa ni reguladores de crecimiento), obteniéndose plantulas que rinden un 25 % mas
que el método in vitro en rendimiento total, por planta. Estos estudios se han realizado

principalmente en papa (Benitez et. al., 2002).

Desde mediados del afio 2006, en los laboratorios de la Carrera de Ciencias
Agropecuarias - IASA, se han realizado varias pruebas para el cultivo in vitro y
propagacion de Stevia, obteniendo resultados prometedores. Al momento ya se tienen

plantas de Stevia listas para su uso (Com. Pers. Landazuri, P.).



1. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Evaluar un Sistema de propagacién in vitro y en invernadero para la produccion de

plantas de Stevia rebaudiana Bertoni bajo condiciones controladas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definir el nivel 6ptimo de Tiamina en los medios in vitro bajo el efecto
de dos fuentes de propagacion (Apicales o Uninodales), para la obtencion
de plantas madre y/o plantas productivas.

e Establecer el sustrato mas adecuado, entre Fibra de coco y Sustrato
Compuesto, dentro de un Sistema Autotrofico Hidroponico (SAH), para
la produccion de plantas ex vitro.

e Determinar el porcentaje de prendimiento de las plantas obtenidas en el
laboratorio bajo condiciones de invernadero (plantas en sombra).

e Cuantificar el contenido porcentual de esteviosido en las plantas
obtenidas del invernadero.

e Determinar la carga genética de las plantas de Stevia estudiando su
conformacion cromosémica.

e Establecer los costos del Sistema de Propagacion de plantas de Stevia

considerando la optimizacion de recursos econémicos.



I11. MARCO TEORICO

3.1. STEVIA REBAUDIANA Bertoni

3.1.1. Origen y Distribucion

La Stevia es originaria de la region Oriental de Paraguay y fue usada ancestralmente por
los aborigenes como edulcorante de sus comidas e incluso con fines medicinales
(Shock, 1982). Actualmente Jap6n, China, Brasil y Paraguay son los principales

productores. Del Japon se ha extendido a todo el sudeste asiatico (Jordan, 1984).

El género Stevia tiene mas de 100 especies en el continente americano, de donde es
originaria; pero Stevia rebaudiana Bertoni es la Unica especie con principios

edulcorantes en las hojas (Grashoff, 1972).

Esta planta cuenta con mas de 144 variedades a nivel mundial, destacando a Morita 2;
ademas esta especie presenta numerosos ecotipos. Mitsuhashi (1975), selecciond 28
ecotipos diferentes y para distarlos se basd principalmente en sus caracteristicas
morfologicas. Al determinar el contenido de estevidsidos estos variaron entre 2,07 y

18,34 %.

Sumida (1980) describe una serie de experimentos para relacionar varias caracteristicas
de la planta con la heredabilidad en 22 variedades de Stevia rebaudiana Bertoni. Se
observaron 11 caracteristicas morfologicas y seis caracteristicas de contenido; de éstas

17 caracteristicas, solamente el peso seco de hojas mostrd una baja correlacion con la



heredabilidad. Sumida (1980), concluyd, que caracteristicas morfoldgicas y de

contenido, principalmente de principios activos, tienen efecto seleccionador evidente.

3.1.2. Descripcion botanica:

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta arbustiva, de la familia Asteraceae. La raiz es
fibrosa, filiforme, perenne y no profundiza, distribuyéndose cerca de la superficie (De
Vargas, 1980). El tallo es anual, sublefioso, pubescente; durante su desarrollo inicial no
posee ramificaciones, torndndose multicaule después del primer ciclo vegetativo
llegando a producir hasta 20 tallos en tres a cuatro afios. En condiciones Optimas, el

tallo puede llegar hasta un metro y medio de altura (Sagakuchi, 1982).

Las hojas son elipticas oval o lanceoladas, pequefias, simples; borde dentado; a veces en
verticilos; algo pubescentes (C.C.N., 1980). Se clasifica como una planta de dia corto,
situando el fotoperiodo critico en 12 - 13 horas segun el ecotipo. La flor es hermafrodita
pequefia y blanquecina, en capitulos pequefios terminales o axilares, agrupados en

paniculas corimbosas (Shock, 1982).

La planta es autoincompatible (protandria) por lo que la polinizacion es entomdfila; se
dice que es de tipo esporofitico y clasificada como apomictica obligatoria (Monteiro,
1982). El fruto es un aquenio que puede ser claro (estéril) u oscuro (fértil) y es

diseminado por el viento (Gattoni, 1945).



3.1.3. Condiciones Climéaticas de desarrollo de la planta:

La Stevia crece en la region subtropical, semihtimeda, con 1.400 a 1.800 mm. de lluvia,
que se distribuyen regularmente durante todo el afio y temperaturas extremas de -6° a
43°C, con promedio de 24°C. Segun Sakaguchi (1982), la temperatura mas apropiada
para Stevia es de 15 a 30°C con un limite inferior de -3°C. Soporta medias minimas de

5°C.

La planta no resiste periodos prolongados de sequia, por la morfologia de su sistema
radicular. Desarrolla mejor donde la estacion de crecimiento es larga y la intensidad de
luz es alta, con temperaturas tibias, riesgos minimos de heladas luego de la brotacion y
sin periodos de larga sequia. Los fotoperiodos largos aumentan la longitud de los
entrenudos, area foliar, peso seco y aceleran la aparicién de hojas. La materia seca se
reduce a la mitad con fotoperiodos de dias cortos. Azlcares, proteinas y estevidsidos
aumentan tanto en valores absolutos como relativos en dias largos (Sagakuchi, 1982).
Para la produccion de plantulas (propagacion) es necesario temperaturas por sobre los

15°C.

La planta crece y se puede adaptar a gran variedad de terrenos y climas. La informacion
y ayuda para los agricultores se esta generando de forma oficial en varios paises

sudamericanos, Japon y Canada (Jordan, 1984).

Se la cultiva en suelos muy variados. En su estado natural, la planta crece en suelos
tanto de baja fertilidad, acidos, de tipo arenoso como en organicos y con alta humedad

(Shock, 1982). Algunos autores recomiendan tierras areno-arcillo-humifera-ferruginosa



0 simplemente arena humifera. La tierra ideal es la areno-arcillosa con regular
proporcién de humus. Se adapta bien a suelos arcillosos con buen drenaje, no asi a
lugares con exceso de humedad (C.C.N., 1980). La planta crece naturalmente en suelos
de pH 4-5, pero puede crecer bien en pH 6.5-7.5 en terrenos que no sean salinos (Shock,

1982).

3.1.4. Caracteristicas agronoémicas:

Cultivo semiperenne que puede durar entre cinco y seis afios, con dos o tres cortes
anuales. En Japon, en 1 o 2 cosechas por afio, el rendimiento de hoja seca varia entre
3000 y 3500 kg ha™ en el primer afio, 4000 a 4500 kg ha™ en el segundo, 4000 a 6000
kg ha™ en el tercero, disminuyendo a 4000 kg ha™ en el cuarto (Sumida, 1980). Se
estima que la densidad 6ptima de 88000 pl ha™, se da a distancias de 75 cm entre hileras

y 15 cm entre plantas (Jordan, 1984).

3.1.5. Edulcorantes presentes en Stevia rebaudiana

Las sustancias edulcorantes que se encuentran en la stevia son: el esteviosido (Grafico
3.1.5.1.) y rebaudidsido (Grafico 3.1.5.2.) que estan dentro del grupo de edulcorantes no
nutritivos, ya que con su ingesta, se provee al organismo de poca energia o respuesta

glucémica (Chan, 2007).

Los edulcorantes no nutritivos pueden contribuir al control del peso o de la glucosa en
la sangre asi como la prevencion de caries dentales. La industria de la alimentacion

valora estos edulcorantes por sus cualidades sensoriales, entre las que se encuentra:



sabor dulce, ausencia de sabor amargo u olor, seguridad, compatibilidad con otros

ingredientes alimentarios y estabilidad en diferentes entornos alimentarios (Chan,

2007).

En la Stevia el estevidsido se encuentra distribuido en todo el vegetal, a excepcion de su

raiz (De Vargas, 1980). Las hojas son el 6rgano con mayor contenido del edulcorante

(C.C.N., 1980).

Grafico 3.1.5.1.;

Gréfico 3.1.5.2.:
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de 40 afos de usar esta planta con fines comerciales y hoy en dia

de los endulzantes consumidos. Se le ha dado diversos usos como:



alimento para ganado, elaboracion de té, abono orgénico, edulcorante de mesa, bebidas,
pasteleria, dulces, confituras, mermeladas, yogures, chicles, pasta dental, helados. Esta
planta puede ser cultivada comercialmente y con el tiempo podria ser la fuente

edulcorante mas importante en el mundo (Herbotecnia, 1997; Diario La Prensa, 2005).

3.1.6. El consumo de Edulcorantes:

Los efectos que puede tener un consumo regular de edulcorantes en la salud humana
lleva a investigar alternativas naturales. El consumo de edulcorantes, aditivos
alimentarios empleados para endulzar alimentos, ha experimentado un notable auge en
los altimos afos. Esto ha contribuido el desarrollo de productos bajos en calorias (light),

con un aporte calérico muy inferior pero igual nivel de dulzura (Chan, 2000).

Uno de los grupos de productos que mas se han desarrollado en los ultimos afios son los
Ilamados edulcorantes artificiales, aditivos alimentarios que persiguen imitar la

capacidad de endulzar del azlcar sin aportar las calorias de éste (Rodriguez, 2007).

Para su uso en la industria alimentaria, los edulcorantes deben cumplir con
determinados requisitos. Entre otros, deben ser absolutamente inocuos, su sabor dulce
debe percibirse rapidamente y desaparecer de la misma manera, su sabor tiene que ser
muy parecido al del azicar comdn, y resistir las condiciones del alimento en el que se

va a utilizar, asi como los tratamientos a los que se vaya a someter (Chan, 2000).
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3.1.7. Importancia de la Stevia sobre la Salud Humana

En EEUU, la FDA aprob6 en septiembre de 1995 a la stevia como endulzante, aunque
con restricciones: s6lo podria venderse en tiendas naturistas. En el afio 2002 el mercado
de la stevia en EEUU experiment6 un incremento de mas del 400 % y continla
actualmente con esta tendencia (Rodriguez, 2007). Su importancia econdémica radica en
que el edulcorante llamado esteviosido no se fermenta, no posee sabor metélico, ni es
cancerigeno y es muchas veces mas dulce que la cafia de azlcar o la remolacha (que

actualmente son las mas cultivadas) (Baquero, 2005).

Algunas de sus propiedades son las siguientes: las hojas son alrededor de 20-30 veces
mas dulces que el azlcar, el concentrado lo es 300 veces mas y el rebaudosido A 450
veces, previene caries y enfermedades de encias; muy soluble en agua fria o caliente,
resistente a las altas temperaturas; no tiene calorias; no eleva la glucosa en la sangre, no

cristaliza ni forma caramelo (Herbotecnia, 1997).

El esteviosido es recomendado para diabéticos y ha sido aceptado por la Liga Argentina
de Proteccion al Diabético (Herbotecnia, 1997). Yépez, et. al. (1996), afirma que la
diabetes mellitus en el Ecuador, es considerada una de las cuatro enfermedades cronicas
no transmisibles mas importantes relacionadas con la dieta: 9,4 por cada 100.000
habitantes. La diabetes es una enfermedad que tiene efectos perjudiciales sobre el
pancreas, por lo que estudios recientes demuestran el efecto benéfico de consumir esta
planta para controlar de manera importante los niveles de azlcar en la sangre, sin que
esto quiera decir que se reemplace las practicas normales de un diabético (Global Stevia

Corporation, 2006).
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En el 6° Congreso de Farmacologia, celebrado en Buenos Aires (1976), se presentaron
dos trabajos por el “Centro de Investigacion de la Stevia” de la ciudad de San Paulo,
que demostraron la acciéon de Ka’a He’¢€ contra la obesidad y el valor benéfico para el
funcionamiento regular del corazon. En el 7° Congreso Internacional de diabetes se dio

a conocer su posible accién hipoglucemiante.

La stevia tiene efectos beneficiosos en la absorcion de la grasa y la presion arterial.
Contiene carbohidratos, proteinas, fibra, hierro, fosforo, calcio, potasio, zinc y
vitaminas A y C. No se reportan efectos secundarios de ninguna clase, como efectos
mutagénicos u otros efectos que dafien la salud (Global Stevia Corporation, 2005;

Rodriguez, 2007).

3.1.8. Propagacion de Stevia

La Stevia se reproduce sexualmente por aquenios, observandose alta heterogeneidad en
las poblaciones resultantes. La planta es de polinizacién cruzada y gran parte de sus
aquenios son estériles, livianos y de facil dispersion por el viento. La floracion no es
uniforme, lo mismo que la maduracion de la semilla, siendo la recoleccion lenta y
dificil. Las semillas deben guardarse en condiciones de baja humedad, baja temperatura,
preferentemente en la oscuridad y en envases herméticos (Felippe et. al., 1971; De

Vargas, 1980; Sagakuchi et. al., 1982; Jordan, 1984).

Esta especie puede propagarse vegetativamente por separacion de hijuelos. Este método

solo puede utilizarse para pequefias plantaciones, ya que el numero de hijuelos
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producidos es reducido. En la base del tallo, o bajo tierra, en la primavera temprana
aparecen pequefios vastagos, muchos con sus respectivas raices que pueden separarse y

plantarse en el lugar definitivo (Jordan, 1984).

Otra forma de propagacion vegetativa es a través de estacas; método que
convenientemente ajustado podria ser usado a escala comercial. El cultivo de tejidos es
otro método de propagacion vegetativa que permite obtener plantaciones mas
uniformes, ademas de la rapida multiplicacién clonal (YYang, 1979 y 1981; Marcavillaca,

1985).

3.1.9. Propagacion in vitro y Cultivo de Tejidos

La propagacion in vitro o micropropagacion se define como cualquier procedimiento
aséptico que comprenda la manipulacion en las plantas de 6rganos, tejidos o células que
produzcan poblaciones de plantulas “limpias”, contrario a la propagacion vegetativa no

aséptica o convencional (Ayerbe, 1990).

Las ventajas de la micropropagacion en comparacion con sistemas convencionales son:
el incremento acelerado del nimero de plantas, reduccién del tiempo de multiplicacion,
necesita superficie reducida para muchas plantas, mayor control de la sanidad, facil
transporte para intercambio internacional de materiales y la posibilidad de multiplicar

rapidamente especies en peligro de extincion (Ayerbe, 1990).

La propagacion in vitro consta de cinco etapas: la etapa 0 o inicial para seleccionar una

planta madre; la etapa | de iniciacion o establecimiento para el cultivo inicial o
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primario; la etapa Il de multiplicacion de brotes; la etapa Ill de enraizamiento o
pretransplante para producir una planta autotrofica que sobreviva en las condiciones de
transplante del suelo y la etapa 1V de transferencia final al medio ambiente (Ayerbe,

1990).

Existen varias vias generales para realizar la multiplicacion clonal como son: la
multiplicacion de brotes de yemas terminales o laterales; la organogénesis directa e
indirecta; embriogénesis somatica; el microinjerto; cultivo de embriones y esporas

(Ayerbe, 1990).

Los factores que determinan el éxito del sistema de micropropagacion depende de la
planta que dona el explante (mientras mas joven y menos diferenciado el tejido, mejor
sera la respuesta in vitro), el explante (partes embrionarias, brotes jovenes y apices
meristematicos), los factores fisicos (luz y temperatura) y el medio de cultivo por su

composicion quimica y forma fisica (Ayerbe, 1990).

3.1.9.1. Tiamina

Las vitaminas tienen funciones cataliticas en reacciones enzimaticas; la tiamina o B1 es
importante para las células de las plantas (Smith, 2000). Se encuentra generalmente en

dos formas, una forma “libre” la cual es tiamina y en la forma “enlazada” llamada

pirofosfato de tiamina (Devlin, 1975; Grafico 3.1.9.1.1.).
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Grafico 3.1.9.1.1.: Formula quimica de la Tiamina y la Tiaminpirofosfato, Plan
Nacional de Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnoldgica, Chile, 2001
A menudo se afirma que ciertas plantas crecen mas rapido, o que quizas tienen mayor
productividad, cuando se les proporcionan vitaminas exdgenas, especialmente la
vitamina B, ya sea rociandolas, humedeciendo la vegetacion o bien ocasionalmente del

suelo (Salisbury, et. al. 2000).

Las funciones de la tiamina dentro del metabolismo vegetal son diversas pero hay que
resaltar su participacion en el Ciclo de Krebs. La forma activa de la vitamina, sin
embargo, es pirofosfato de tiamina. la cual es sintetizada en la transferencia del
pirofosfato desde el ATP a la tiamina, dentro de la secuencia de reacciones que llevan a
la formacion de la acetil-CoA, el piruvato reacciona con la tiamina pirofosfato (TPP o
carboxilasa) para formar un complejo acetaldehido-TPP y CO, (Bidwell, 1993; Devlin,

1975).

Aparentemente la tiamina estimula al sistema radicular de la mayoria de vegetales, que
a su vez no sintetizan una cantidad suficiente en la raiz para suplir sus propias
necesidades. Hay que destacar que es importante saber el nivel 6ptimo de Tiamina en
los medios usados para propagacion in vitro, ya que por su funcién fisioldgica en los
vegetales es una opcion viable para suprimir hormonas de crecimiento y enraizamiento

(Devlin,1975).
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3.1.9.2. Kinetina

La Kinetina o 6-furfurilaminopurina es un compuesto que fue obtenido por Miller en
1955 y se ubica dentro del grupo de las citoquininas (Grafico 3.1.9.2.1.). Es el
descubrimiento mas importante en la busqueda de compuestos que podrian inducir a las

células a multiplicarse.

La Kinetina no se puede considerar un producto natural de la biosintesis de la planta ya
que se obtiene a partir de la deoxiadenosina que es un producto de la degradacion del
ADN. Esta hormona tiene varios efectos en diversos sistemas de crecimiento vegetal, ya
que parece afectar la translocacion de compuestos solubles nitrogenados. Entre sus
efectos fisiologicos estan la habilidad de promover la division y elongacion celular,

ademas de romper la dormancia (Devlin, 1975; Ayerbe, 1990).

L
NH—CH;—C.___CH

o
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0D
T,
M M
H
Kinefina

Gréfico 3.1.9.2.1.: Férmula quimica de la Kinetina, Takahashi, EEUU, 1986.
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3.2. SISTEMA AUTOTROFICO HIDROPONICO (SAH)

Este sistema esta basado en la capacidad fotoautotréfica de las plantulas, el manejo de
los factores ambientales, la micropropagacion y en conceptos de hidroponia. Las
plantulas son de mejor calidad debido a que son de mayor tamafio, presentan mejor
funcionamiento fisiolégico y su crecimiento es uniforme. Este sistema permite obtener
mayor cantidad de plantas en menor tiempo y de esta manera se ahorra en electricidad,
mano de obra, insumos, disminuye el estrés al transplante. Adicionalmente las plantas

presentan una excelente adaptacion (Rigato, 2003).

El SAH por lo general utiliza contenedores desechables, sustrato y soluciones
hidroponicas; ademas una de las caracteristicas mas importantes es que no se agrega
sucrosa ni reguladores de crecimiento obteniéndose plantas con autotrofia verdadera,
que tienen una gran capacidad de adaptacion a condiciones de invernadero. EIl uso de
sucrosa, eventualmente, conlleva a desarrollar contaminacion, provocando grandes

pérdidas econdmicas (Benitez, et. al., 2002).

En contraste las plantas in vitro se pueden desarrollar autotroficamente, si se provee de
factores fisicos adecuados como COy, luz y recipientes amplios sin adicionar sucrosa al
medio. En el desarrollo de un sistema de multiplicacién para la produccion con estas
condiciones, se logra un bajo costo en la produccién agricola (Kozal, 1991). De esta
manera se logra obtener plantas autotroficas con altas tasas de multiplicacion, que
tienen una gran capacidad de adaptacion por sus tallos vigorosos y hojas grandes,

reduciendo la mortalidad y disminuyendo la contaminacion (Benitez, et. al, 2002).
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3.3. EXTRACCION DE LOS PRINCIPIOS EDULCORANTES DE LA STEVIA

El proceso de extraccion se lo hace posterior a la cosecha de las hojas antes de alcanzar
la floracion, de esta manera se obtiene el maximo rendimiento en estevidsidos. Las

hojas se secan a la sombra, hasta que alcancen un 10 % de humedad (Campos, 2005).

Los principales componentes de las hojas son monoterpenos, diterpenos labdamicos,
triterpenos, sesquiterpenos, esteroides, flavonoides, taninos, aceites volatlites, glicosidos
diterpenicos: estevidsido, esteviolviosido, rebaudiosido: A, B, C, D y E, y dulcosido A.

(Tanaka, 1982; Campos, 2005)

El esteviosido es un glucésido diterpeno de peso molecular 804,80 y formula C3gHgpO1s
(Mosettig, 1963). Las etapas generales para la extraccion del esteviosido son la
extraccion, clarificacion, purificacion, concentracion y secado (Campos, 2005; Gréafico

3.3.1).

HOJAS DE ESTEVIA SECAS

. !
Agua, CaCO3 ‘Extraccién a T° ambiente

-
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-

Concentracion

-
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Precipitacion - clarificacion

-

Purificacidn por intercambio de iones

-

Concentraciéon

wn
97]
o
o}
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Gréfico 3.3.1.: Diagrama de Flujo de las etapas generales de la extraccion de
esteviosido de hojas de Stevia, Instituto de Biotecnologia - La Molina, Peru, 2005.
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El procedimiento que permite llegar a un producto cristalino con buen rendimiento se
basa en una extraccion acuosa del material vegetal a temperatura controlada seguida de
varios pasos de purificacidn, siendo la etapa clave del proceso el filtrado del liquido de
extraccion a través de una resina que retiene selectivamente los principios edulcorantes
y deja pasar los otros componentes extraidos simultdneamente con éstos con un

rendimiento de alrededor del 5 % sobre la base de las hojas secas (Soto, 2002).

En el proceso s6lo se usa agua Yy alcohol etilico como solventes, lo cual es importante
teniendo en cuenta el uso alimentario del producto obtenido. La relativa simplicidad de
las operaciones permite su implementacion a escala industrial en las zonas de

produccion de la planta (Soto, 2002; Campos, 2005).
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3.4. CONTAJE CROMOSOMICO
3.4.1. Cromosomas

Los cromosomas o “cuerpos coloreados” son estructuras filamentosas constituidas por
cromatina, que durante la division celular se presentan como cuerpos compactos
coloreados que se forman de una fibra de ADN espirilizada asociada a proteinas. Cada
especie animal o vegetal tiene un ndmero, tamafio y forma determinada de sus
cromosomas (Rueda, 2004 ). Con la llegada del microscopio electronico y los avances
en biologia molecular sabemos que la cromatina y los cromosomas son lo mismo (ADN

y proteinas), pero en diferentes etapas de condensacion (Audesirk, 1997).

Segun su forma (Grafico 3.4.1.1.) se clasifican por la ubicacién del centromero y el
tamafo relativo de sus brazos en metacéntrico (centrémero en la mitad: brazos iguales),
submetacéntrico (brazos de distinto tamafio), acrocéntrico (un brazo es muy corto) y
telocéntrico (centrémero en el extremo: posee solo brazos largos). Estos pueden ser

visibles unicamente en metafase (Audesirk, 1997; Rueda, 2004)

NE K

Gréfico 3.4.1.1.: Representacion de la clasificacion de los cromosomas segun su forma,
Summa Gallicana, Italia, 2007.
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3.4.2. Meristema Radicular

El meristema radicular (Anexo 1) es el tejido vegetal formado por células embrionarias
que se encuentra en la zona apical de la raiz. Es una zona que esta en continuo desgaste
y en continua regeneracion por medio de tejidos formadores especializados, por lo que
es una zona de activa division celular (mitosis), 6ptimo para el estudio cromosémico

(Gispert, 1979, 1999).

3.4.3. Cariotipo

El cariotipo es la organizacion de los cromosomas de una especie determinada en
grupos especificos. Este analisis permite evidenciar dafios de tipo numérico o estructural
del material genético. Los cromosomas metafasicos (células en mitosis) de la especie en
estudio se ordenan en pares homdlogos segun su forma y tamafio (de mayor a menor), y

de ser el caso el par sexual se ubica al final (Rueda, 2004; Gispert, 1979).

Brucher (1974) revela que la planta es diploide, conteniendo 22 cromosomas. Los
cromosomas en Stevia se presentan como seis pares metacéntricos, cuatro pares
submetacéntricos y un par acrocentrico (Oliveira, 2004). Estudios de poliploidia fueron
realizados por Brucher (1974), Utsunomiya (1977), Sato y Kawakami (1975). Estos
altimos investigadores obtuvieron variedades de alta calidad. La poliploidia puede
resultar un buen método para obtener aumentos de productividad en términos de masa
foliar y contenido de principio activo, reduciendo el area plantada y por ello los costos

(Handro, 1984).
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3.4.3.1. Orceina Acética

La orceina acétia es un tinte ampliamente usado en estudios celulares. En vegetales, la
tincién con orceina acética ha permitido obtener numerosa informacién. Asi mismo
cabe indicar que la mayor cantidad de datos proviene del andlisis de metafases

somaticas (Darlington, 1969).

3.4.3.2. 8-Hidroxiquinoleina

La 8 hidroxiquinoleina o 8-quinolinol es un compuesto quimico que se usa como
inhibidor del huso acromatico para el estudio de metafases de células vegetales
principalmente. Su férmula quimica es CoH;NO (Figura 3.4.3.2.1.). Tiene una masa

molar de 149.16 g x mol™ (MERK, 2007).

N
S SN

H

Gréfico 3.4.3.2.1.: Férmula quimica de la 8-hidroxiquinoleina, MERCK, 2007.

Este producto es nocivo por inhalacién y por ingestion, debe evitarse el contacto con
ojos y piel. Al manejar éste quimico hay que considerar que es contaminante del agua

(MERCK, 2007).
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IV. METODOLOGIA

4.1. UBICACION GEOGRAFICA.

El proyecto se realiz6 en los predios de la Carrera de Ciencias Agropecuarias |ASA,
ubicada en la Provincia de Pichincha, Cantén Rumifiahui, sector de San Fernando,
Hcda. El Prado a una altitud de 2748 m.s.n.m. La investigacién consté de dos fases: la
primera fue la fase de laboratorio y tuvo lugar en los laboratorios de Micropropagacion
del Centro Investigaciones; y la segunda fase se realiz6 en un invernadero de la

Facultad.

El laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias tiene condiciones controladas

de temperatura (20 — 25° C) y de humedad relativa (43 y 50 %).

4.2. NIVEL OPTIMO DE TIAMINA PARA STEVIA

4.2.1. Materiales y Equipos:

e Equipos de Laboratorio: Autoclave, Camara de flujo Laminar, Estufa, pHimetro,
Microondas, Destiladora de Agua, Balanza electronica, Refrigerador, Cuarto de
Crecimiento.

e Material de Vidrio: Vaso de Precipitacion, Varilla de vidrio, Tubos de Ensayo,

Probeta, Mechero de Alcohol.
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e Reactivos e insumos: Soluciones De Murashigue & Skoog con tres niveles de
Tiamina, Sucrosa, Agar, Agua Destilada, Alcohol Antiséptico, Soluciones de
K(OH) y HCI.

e Otros Materiales: Cajas Magenta, Pinzas Pequefias, Pinzas Grandes, Tijeras,
Parafilm, Papel periddico, Ropa de Laboratorio, Plantas de Stevia cultivadas in

vitro, Protector de Instrumentos (de Cartdn), Marcador Punta Fina.

4.2.2. Metodologia:

Los explantes para este estudio se obtuvieron del laboratorio de cultivos in vitro de la
Carrera de Ciencias Agropecuarias (IASA 1). Para el estudio del nivel 6ptimo de tiamina
(Cuadro 4.2.2.1.), los explantes fueron sembrados en M&S, suplementado con 20 g de

sucrosa, 2,5 g de agar y con un pH ajustado de 5.6.
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Cuadro 4.2.2.1.: Medios de Cultivo para Stevia rebaudiana; Solucion M&S con cuatro
niveles de Tiamina y diferentes fuentes de propagacion.

Medio de Cultivo

Tratamiento

Descripcion

AM&S +0.0T T1 SIN Tiamina. Apical.

U M&S +0.0T T SIN Tiamina. Uninodal.

AM&S +0.2T T3 0.2 ppm. Apical.

U M&S +0.2T T4 0.2 ppm. Uninodal.

AM&S +0.4T Ts 0.4 ppm. Apical.

U M&S + 04T Te 0.4 ppm. Uninodal.

AM&S +0.8T T7 0.8 ppm. Apical.

U M&S +0.8T Ts 0.8 ppm. Uninodal.
ATH To Testigo Hormonal. Fuente Apical.
UTH T1io Testigo Hormonal. Fuente Uninodal.

El ensayo se realizo en las cajas magenta, las cuales fueron rotuladas. Posteriormente se

dispenso 40 cc. de medio por caja y se autoclavé (121 °C a 15 PSI por 15 minutos).

La propagacion in vitro se realizd separando las fuentes Uninodales y Apicales. El

proceso de sembrado se repitid hasta obtenerse el nimero de cajas deseado con nueve

plantas por caja. Las cajas listas se llevaron al cuarto de crecimiento durante un mes

aproximadamente, colocandolas en bloques al azar (Cuadro 4.2.2.2.).
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Cuadro 4.2.2.2.: Disposicion en el laboratorio de los tratamientos del nivel 6ptimo de
tiamina en bloques al azar, IASA |, Ecuador, 2007.

Bloques Tratamientos

B2 T7 | T8 | TS5 |T9 | T6 | T2 | T1 | T3 | T10 | T4

B4 T8 | T1 | T2 |T7 | T4 | T3 | T6 | TS | T10 | T9

B3 TL| T8 | T3 | T4 | T9 | T10 | TS | T6 | T7 | T2

B1 TO| T4 |T1L|T6 | T5| T3 | T8 | T2 | T10 | T7

Las unidades experimentales de esta parte del estudio fueron cajas magenta tipo GA7

con nueve explantes de Stevia cada una. Las plantas fueron evaluadas cada cinco dias

(Anexo 2) considerando las siguientes variables:

e Contaminacion: presencia de colonias de hongos o bacterias en el medio de cultivo.

e Prendimiento: nUmero de explantes que viven y se adaptan a la propagacion in vitro.

e Altura de Planta: medicion en cm de altura de planta en las cajas (desde la base
hasta la parte apical).

e Numero de hojas: nimero de hojas formadas a lo largo del crecimiento del explante.

e Color del follaje: medida visual usando una escala de colores (Cuadro 4.2.2.3.).

e Fenolizacion: oxidacion y necrosamiento del tejido vegetal. (coloracion amarillenta
o café)

e Enraizamiento: explantes que muestren el aparecimiento de raices en el medio.

Cuadro 4.2.2.3.: Escala arbitraria utilizada para evaluar el color del follaje de la Stevia.
Escala 1 2 3 4
Color Amarillo
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El ensayo se establecio bajo un disefio de bloques al azar en arreglo factorial (3 x 2) + 4
con cuatro repeticiones. EI modelo matematico utilizado fue:

Yijk = U+ Bi + S;+ Fc + Q1 + SFQinl + €ijwi

Donde

Yii = Variable aleatoria

u = Media General

Bi = efecto de i-esimo Bloque
Sj = efecto de j-esimo Sustrato
Fx = efecto de k-esima Fuente
Q = efecto de I-esima Kinetina

SFQix = efecto de la j-esima, k-esima, I-esima interaccion

ejk = error experimental

Ademas se realizd pruebas de comparacion de media de Duncan al 5 % para sustratos,
fuentes e interacciones. Para determinar el nivel éptimo de tiamina se realizd una

andlisis de regresion lineal entre el porcentaje de prendimiento y los niveles de tiamina.
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Gréfico 4.2.2.1.: Esquema de propagacion in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni, IASA

|, Ecuador, 2007.
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4.3. SELECCION DEL SUSTRATO PARA LA PRODUCCION DE STEVIA

4.3.1. Materiales y Equipos:

e Equipos de Laboratorio: Autoclave

e Material de Vidrio: Pipeta, Vaso de Precipitacion, Vaso de Vidrio

e Reactivos e Insumos: Agua Destilada, Pomina, Tierra Negra, Turba, Alcohol

Antiséptico, Fibra de coco

e Otros Materiales: Cuchara, Contenedores Plasticos Transparentes, Parafilm, Pinzas

Medianas, Tijeras, Plantas de Stevia cultivadas in vitro, Marcador Punta Fina,

Fundas Plasticas, Papel Periddico.

4.3.2. Metodologia:

Los sustratos fueron esterilizados en el autoclave. Los contenedores plasticos

transparentes (11 cm de ancho x 11 cm de largo y 5 cm de altura) fueron limpiados con

alcohol antiséptico para llenarlos con los diferentes sustratos (Cuadro 4.3.2.1.), dejando

espacio para la parte aérea de la planta.

Cuadro 4.3.2.1.: Sustratos usados para la produccién ex vitro de Stevia rebaudiana

Sustrato Tratamiento Descripcién
AFC T1 Fuente Apical, Sustrato de Fibra de Coco.
UFC T, Fuente Uninodal, Sustrato de Fibra de Coco.
A SC T3 Fuente Apical. Sustrato Compuesto.
U SsC T, Fuente Uninodal. Sustrato Compuesto.
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Las plantas fueron obtenidas de la fase in vitro. Las fuentes de propagacién se separaron
seguin su origen y se sembraron en los diferentes contenedores plasticos transparentes
(Gréfico 4.3.2.1.). El sustrato se humedeci6 con solucion hidropdnica (Anexo 3) a partir

del anlisis foliar (Anexo 4).

El proceso de sembrado se repitié hasta obtener el nimero de cajas deseado, sembrando
nueve plantas por caja. Las cajas se etiquetaron por tratamiento y se llevaron al cuarto
de crecimiento (Anexo 5), en el cual permanecieron entre 21 y 28 dias (Anexo 6),

cuando se hizo evidente la presencia de raices en la base.

Para esta parte del estudio las unidades experimentales fueron los contenedores

plésticos transparentes con nueve explantes de Stevia cada uno. Las plantas se

evaluaron cada siete dias (Anexo 7), considerando las siguientes variables:

e Contaminacion: presencia de hongos en las micro estacas o el sustrato.

e Prendimiento: nimero de micro estacas que viven y se adaptan a la propagacion ex
vitro.

e Altura de Planta: medicion en cm de altura de planta en las cajas (desde la base
hasta la parte apical)

e NuUmero de hojas: numero de hojas formadas a lo largo del crecimiento de la micro
estaca.

e Enraizamiento: explantes que muestren el aparecimiento de raices en el sustrato

(base del contenedor transparente).

El disefio empleado fue de bloques completos al azar con cuatro repeticiones (Cuadro

4.3.2.2.); el modelo matematico fue el siguiente:
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Yijk =u+ Bi + Tj + ek
Donde

Yijk = variable aleatoria

u = media general

Bi = efecto del i-esimo bloque

T; = efecto del j-esimo tratamiento
ejk = error experimental

Cuadro 4.3.2.2.: Disposicion en el laboratorio de los tratamientos del mejor sustrato en
blogues al azar, IASA 1, Ecuador, 2007.

Bloques Tratamientos

B3 T4 |T2 |T1 |T3
B2 T2 |T3 |T1 |T4
Bl T4 |T3 |T2 |T1

Ademas se realizd pruebas de comparacion de media de Duncan al 5 % para

tratamientos.
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Gréfico 4.3.2.1.: Esquema de propagacion ex vitro de Stevia rebaudiana Bertoni,

IASA |, Ecuador, 2007.
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4.4. PORCENTAJE DE PRENDIMIENTO DE LAS PLANTAS OBTENIDAS EN

EL LABORATORIO BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO.

Después de los dias de permanencia de los contenedores plasticos transparentes en el
cuarto de crecimiento se extrajeron las plantas enraizadas para sembrarlas
individualmente en un micro invernadero para evitar estrés (Anexo 8). Se esper6 15 dias
mas y las plantas se sacaron paulatinamente a las condiciones del invernadero, en el que
las camas elevadas se prepararon para el transplante final usando un sustrato compuesto
por humus de lombriz, pomina y fibra de coco con una relacion de 2:1:1. Una vez que
las plantas se encontraron aclimatadas se procedié a las labores y cuidados comunes

como son el riego y control de problemas fitopatologicos.

Las plantas se evaluaron cada siete dias durante un mes para observar su adaptacion a
las condiciones de invernadero (Anexo 9), considerando Unicamente el nimero de

explantes que prendieron en el invernadero.
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4.5. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL CONTENIDO PORCENTUAL

DE ESTEVIOSIDO

Se tomaron hojas frescas de Stevia, tanto de plantas in vitro como del invernadero, y se
las puso en la estufa a una temperatura de 60 °C durante 12 horas para su secado. Una
vez secadas las muestras se enviaron para el analisis de las mismas a los laboratorios
ANAGALIDE S.A. en Huesca, Espafia. Los cromatogramas fueron obtenidos con el

detector UV (210 nm) y con el detector ELSD (Evaporative Light Scattering Detector).

4.6. DETERMINACION DE LA CARGA GENETICA DE LAS PLANTAS DE

STEVIA

4.6.1. Materiales y Equipos:

e Equipos de Laboratorio: Camara de flujo, Microscopio

e Material de Vidrio: Porta objetos, cubre objetos, Cajas Petri, Tubos de ensayo.

e Reactivos e Insumos: Agua Destilada, 8-hidroxiquinoleina, orceina acética, Fijador
Carnoy (3 Alcohol Absoluto: 1 Acido Acético)

e Otros Materiales: Papel Toalla

4.6.2. Metodologia:

Las plantas en estudio para el conteo cromosdémico se pusieron en un recipiente con

papel toalla himedo para promover la formacién de raices nuevas durante cinco dias.

Luego a las plantas completas se les dio un pretratamiento con una solucion de 8-
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hidroxiquinoleina al 0.002 M por un espacio de 3 horas (Anexo 10). Terminado el
tiempo de pretratamiento las radiculas seleccionadas se fijaron en una mezcla de tres
partes de alcohol absoluto y una de &cido acético (Fijador Carnoy), durante 12 a 24

horas. (Guia de Investigacion CIP 10).

Luego las raices se sometieron a tincion en orceina acética clorhidrica (Anexo 11)
durante tres horas. Las placas se prepararon cubriendo el material con un cubreobjetos,
posteriormente se realizd el squash, con el fin de individualizar las células. Las placas
fueron observadas al microscopio para el armado del cariotipo (Guia de Investigacion

CIP 10).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Nivel 6ptimo de Tiamina en los medios in vitro

5.1.1. Primer Ciclo de Propagacion

Al analizar el porcentaje de prendimiento de explantes de Stevia bajo el efecto de
diferentes niveles de tiamina se encontr6 un efecto significativo de la Fuente (F,
227=9.89; p=0.0019), de la Dosis (Fs, 227=12.31; p=<0.0001), de Kinetina (F1, 227=38.37;
p=<0.0001), de la interaccion Fuente x Dosis (Fs 27=8.12; p=<0.0001) y de la
interaccion Fuente x Kinetina (F;, 227=8.61; p=0.0037) (Cuadro 5.1.1.1.).

Cuadro 5.1.1.1.: Analisis de varianza del porcentaje de prendimiento, altura de planta,

namero de hojas, color de la planta, fenolizacion y enraizamiento bajo el efecto de
diferentes niveles de tiamina, IASA I, Ecuador, 2007.

VARIABLE
Prendimiento | Altura |Hojas | Color |Fenolizacion | Enraizamiento
Modelo <0.0001 0.0061 |0.0150|0.0021 | 0.0004 0.0506
Repeticion 0.1585 0.3285 | 0.4081|0.7694 | 0.1040 0.1104
Fuente 0.0019 0.0317 |0.0075|0.0389 | 0.4710 0.1819
Dosis <0.0001 0.0014 |0.0205|0.0007 | 0.0058 0.0482
Kinetina <0.0001 0.2678 |0.0715|0.6618 | 0.0481 0.2276
Fuente*Dosis <0.0001 0.3461 |0.6209|0.2415 | 0.0050 0.2530
Fuente*Kinetina |0.0037 0.8113 | 0.4484]0.0295 | 0.3755 0.8799
CVv 15.89 82.78 |48.09 |35.28 |50.07 188.34

Al examinar las fuentes de propagacion se determind que la fuente apical present6 un
mayor prendimiento que la fuente uninodal (Cuadro 5.1.1.2.).

Cuadro 5.1.1.2.: Promedio + error estandar del porcentaje de prendimiento, altura y
namero de hojas bajo el efecto de 2 fuentes de propagacion, IASA 1, Ecuador, 2007.
Fuente Prendimiento Altura Hojas

Apical 8.13+0.15 b 2.93+0.22 b 6.66+0.26 a

Uninodal |7.63+0.13 a 2.33+0.19 a 7.88+0.38 b
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Miyagawa (1986) manifiesta que los brotes primordiales de Stevia son capaces de
propagarse vegetativamente con una alta tasa y rediferenciarse facilmente en nuevas
plantas. La propagacion de brotes primordiales de Stevia es rapida, y son altamente
estables en nUmero cromosdmico Yy cariotipo. El brote primordial puede propagarse a

una alta tasa por un largo tiempo sin diferenciacion.

En cualquier momento, el brote primordial esta listo para desarrollarse como plantulas
con brotes y raices permaneciendo 2 o 3 semanas en cultivo estatico. Las plantulas
pueden ser transplantadas a suelo esterilizado para crecer normalmente como plantas

adultas (Miyagawa, 1986).

Las dosis de tiamina 0.0 ppm mostré mayor prendimiento frente a las dosis 0.2 ppm, 0.4
ppmy 0.0.8 ppm (Cuadro 5.1.1.3.).

Cuadro 5.1.1.3.: Promedio + error estandar del porcentaje de prendimiento, altura y
numero de hojas bajo el efecto diferentes dosis de tiamina IASA 1, Ecuador, 2007.

Dosis Prendimiento Altura Hojas

0.00 8.71+0.07 ¢ 3.03+0.34 b 8.02+0.56 b
0.20 7.77+0.22 b 2.61+0.32 b 7.60+0.58 b
0.40 7.88+0.15 b 2.98+0.24 b 7.40+0.35 b
0.80 7.17+0.28 a 1.55+0.22 a 5.92+0.39 a

La tiamina o vitamina B1 es importante para las células de las plantas (Smith, 2000).
Ciertas plantas crecen mas rapido o tienen mayor productividad cuando se les
proporcionan vitaminas exdgenas, especialmente la vitamina B (Salisbury et. al. 2000).

La mayoria de vegetales no sintetizan una cantidad suficiente de tiamina en la raiz para

suplir sus propias necesidades (Devlin,1975).

Al considerar el efecto de la kinetina se observd que las plantas con ésta hormona

mostraron mayor prendimiento que los tratamientos sin kinetina (Cuadro 5.1.1.4.).
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Cuadro 5.1.1.4.: Promedio + error estandar del porcentaje de prendimiento, altura y
ntmero de hojas bajo el efecto de 2 dosis de Kinetina, IASA |, Ecuador, 2007.

Kinetina |Prendimiento Altura Hojas
0.00 7.68+0.12 a 2.48+0.16 a 7.07+0.26 a
1.00 8.67+0.07 b 3.23+0.34 b 8.04+0.47 a

La Kinetina tiene varios efectos en el crecimiento vegetal, entre los efectos fisiologicos
estan el promover la divisién y elongacion celular, ademas de romper la dormancia

(Devlin, 1975; Ayerbe, 1990).

El cultivo de explantes con pocas hojas en un medio que contiene 10 mg 1™ de kinetina
es adecuado para la propagacion vegetativa eficiente de Stevia, con un rendimiento de
50 a 100 brotes de un solo explante en 80 dias. Cuando estos brotes multiples se
transplantan a un medio fresco de 10 mg I de kinetina, forman maltiples brotes otra

vez (Tamura, 1984).

Al comparar los diferentes tratamientos se determind que los tratamientos T; (fuente
apical sin tiamina), T, (fuente uninodal sin tiamina), Ty (fuente apical mas 0.4 ppm de
tiamina y kinetina) y T1o (fuente uninodal mas 0.4 ppm de tiamina y kinetina) tuvieron
mayor prendimiento que los demas, siendo el tratamiento de menor prendimiento el Tg
(fuente uninodal mas 0.4 ppm de tiamina) (Cuadro 5.1.1.5.).

Cuadro 5.1.1.5.: Promedio + error estandar del porcentaje de prendimiento, altura y
naimero de hojas bajo el efecto los tratamientos, IASA |, Ecuador, 2007.

Tratamiento | Prendimiento Altura Hojas
T, 8.83+0.08 d e 3.35+0.50 b ¢ 7.25+0.59 a b
T, 8.58+0.10d e 2.70+0.47 abc 8.79+0.95 b
T3 7.46+0.38 b ¢ 2.48+0.45abc 6.50+0.62 a b
T, 8.08+0.22 c d 2.73+0.47abc 8.71+0.94 b
Ts 8.17+0.32 c d 3.25+0.52 b ¢ 6.71+0.54 ab
Te 6.00+0.16 a 2.23+0.42 ab 6.79+0.89 ab
T, 7.21+0.45b 1.7440.37 a 5.38+0.48 a
Ts 7.13+0.34 b 1.35+0.24 a 6.46+0.62 a b
Ty 9.00+0.00 e 3.85+0.54 ¢ 7.46+0.57 ab
T1o 8.33+0.10d e 2.62+0.40abc 8.63+0.74 b
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En general los tratamientos de fuentes apicales (T1, Ts, T7 y Tg) presentaron el mayor

prendimiento frente a las fuentes uninodales (Gréfico 5.1.1.1.). Se asume este

comportamiento a que las fuentes apicales tienen mayor capacidad de adaptacion en la

propagacién in vitro, ya que sus células poco diferenciadas tienen alta capacidad de

division y crecimiento.

916
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Gréfico 5.1.1.1.1.: Numero de plantas prendidas de stevia segln el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

Con respecto a la dosis de tiamina y el prendimiento hay un comportamiento

interesante, ya que en los tratamientos de dosis cero el prendimiento es muy alto, y

segun se aumenta la dosis de esta hormona el nimero de plantas prendidas va

disminuyendo (Grafico 5.1.1.1.2.). Se asume que altos niveles de tiamina no son

beneficiosos para el crecimiento de las plantas.
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Grafico 5.1.1.1.2.: Relacion entre el nimero de plantas prendidas y la dosis de tiamina,
IASA |, Ecuador, 2007.

Al realizar el analisis de regresion entre el nimero de plantas prendidas y la dosis de
tiamina bajo el modelo de un polinomio de tercer grado (# Plantas Prendidas = 8.71 —
8.98D + 25.65 D? — 21.05D%) se encontré que la capacidad de prendimiento esta en

funcion de la dosis de tiamina en el medio de cultivo.

Al realizar la primera derivada de la ecuacion de la regresion se encontro que el valor

optimo de la dosis de tiamina es de 0.2553 ppm a 0.5571 ppm

# Plantas Prendidas = 8.71 — 8.98D + 25.65 D? — 21.05D°
A =-8.98 + 2(25.65)D — 3(21.05)D?

63.15D?> - 51.3D +8.98=0

D =51.3 +V51.3° — 4(63.15)(8.98)
2(63.15)

en donde D es igual a

D; =0.2553y D, =0.5571
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Al analizar la altura de planta de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina se
encontrd un efecto significativo de la Fuente (Fy, 2,7=4.67; p=0.0317), de la Dosis (F3,
227=5.35; p=0.0014). Al examinar las fuentes de propagacion se determiné que la fuente
apical presentdé mayor altura que la fuente uninodal. Las dosis de tiamina 0.0 ppm, 0.2
ppm y 0.4 ppm mostraron mayor altura frente a la dosis 0.8 ppm. Al considerar el efecto
de la kinetina se observo que los tratamientos que la tenian alcanzaron mayor altura que
los tratamientos sin kinetina. Al comparar los diferentes tratamientos no se encontré

diferencias significativas entre tratamientos en cuanto a la altura de planta.

Los tratamientos Ty, Ts, T7 y Tg de fuentes apicales presentaron mayor altura de planta
frente a los tratamientos de fuentes uninodales de su misma dosis (Grafico 5.1.1.2.). Se
asume que esto se debe a que las células de los tejidos apicales son mas jovenes y
menos diferenciadas que las células de los nudos uninodales, por lo que se dividen y

crecen mas rapido.
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Gréfico 5.1.1.2.: Promedio de la altura de planta de stevia segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

El estado fisico del medio muestra diferencias significativas para la altura de las
vitroplantas de sabila (Aloe vera L.). Se obtienen vitroplantas de mayor altura (3,85 cm)
al usar el medio de cultivo liquido en agitacion; mientras que, en medio de cultivo

semi-sélido se obtiene un promedio de 2,83 cm (Albany et. al. , 2006.)

En la propagacion in vitro de quequisque (Xanthosoma sagittifolium L.) la vitamina
B12 (tiamina HCI) presento efecto simple significativo en las variables altura de planta

y nimero de hijos (Méndez, 1997).

Al analizar el nimero de hojas de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina
se encontrd un efecto significativo de la Fuente (F1, 2,7=7.27; p=0.0075), de la Dosis (F3,
227=3.33; p=0.0205). Con respecto a las fuentes de propagacion se determind que la
fuente uninodal presenté mayor numero de hojas que la fuente apical. Las dosis de

tiamina 0.0 ppm, 0.2 ppm y 0.4ppm mostraron mayor nimero de hojas frente a la dosis



42

0.8 ppm. Al considerar el efecto de la kinetina se observd que no hay diferencias
significativas entre los tratamientos con respecto al nimero de hojas. Al comparar los
diferentes tratamientos se determind que no hay diferencias significativas entre

tratamientos con respecto al nimero de hojas.

Segln Tamura (1984) en sus trabajos de propagacion clonal de Stevia los explantes sin
hojas con una longitud menor a 0.3 mm no crecen y se tornan cafés. Sin embargo, el 80
% de los explantes con 2 a 4 hojas entre 0.3 y 1.5 mm de largo desarrollan brotes
multiples. EI noventa por ciento de los explantes con 6 a 8 hojas de entre 1.5 a 2 mm de
largo forman brotes individuales en vez de brotes multiples. Parece que los explantes
largos contienen una sustancia desconocida que inhibe la formacion de brotes multiples

como una expresion de la dominancia apical.

Todos los tratamientos de fuentes uninodales T, T4, Ts, Ts Y T1o, presentaron mayor
numero de hojas que los tratamientos de fuentes apicales y de la misma dosis; por ende
mas nudos (cada nudo es una potencial planta nueva en el futuro) (Grafico 5.1.1.3.). Se
asume que las fuentes uninodales crecen mas lentamente que las fuentes apicales, pero
lo compensan formando dos o mas brotes por nudo, debido a que se rompe la
dominancia apical del nudo al momento de propagar. También hay que tomar en cuenta
que los tratamientos Tg y T1o que tienen la hormona kinetina, forman una cantidad muy
superior de brotes, tanto en fuentes apicales como uninodales, por lo que se pudo
observar el efecto beneficioso del uso de esta sustancia en la propagacion in vitro de

stevia.
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Gréfico 5.1.1.3.: Promedio del nimero de hojas de stevia segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

Las plantulas de Agave (Agave salmiana Otto y Agave mapisaga) cultivadas in vitro
presentan valores mayores en su nimero de hojas, comparando con las plantas en
invernadero. La altura de las plantas como Unico parametro, no necesariamente refleja
crecimiento; por lo que es posible suponer que las condiciones in vitro pueden favorecer
los ritmos de crecimiento de las plantas, obteniendo plantulas con mayor nimero de

hojas (Malda, 2004).

Al analizar el color de las plantas de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de
tiamina se encontrd un efecto significativo de la Fuente (Fy, 2,7=4.32; p=0.0389), de la
Dosis (F3, 207=5.86; p=0.0007) y de la interaccion Fuente x Kinetina (F; 2,7=4.80;
p=0.0295). Al examinar las fuentes de propagacion se determind que la fuente apical
presentd mayor coloracién verde que la fuente de propagacién uninodal (Cuadro

5.1.1.6.).
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bajo el efecto de 2 fuentes de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

Fuente Color Fenolizacion Enraizamiento
Apical 1.26+0.04 a 4.71+0.25 a 0.83+0.13 a
Uninodal |{1.38+0.05b 493+0.21 a 0.60+0.12 a

Las dosis de tiamina 0.0, 0.2 y 0.4 mostraron mayor coloracion verde frente a la dosis
0.8 ppm (Cuadro 5.1.1.7.).

Cuadro 5.1.1.7.: Promedio + error estandar del color, fenolizacion y enraizamiento

bajo el efecto de diferentes dosis de tiamina, IASA 1, Ecuador, 2007.

Dosis Color Fenolizacion Enraizamiento
0.00 1.21+0.06 a 3.71+0.35a 0.83+0.18 b
0.20 1.19+0.06 a 5.02+0.29 b 0.77+0.22 b
0.40 1.33+0.05 a 5.09+0.26 b 0.88+0.16 b
0.80 1.54+0.07 b 5.19+0.40 b 0.23+0.07 a

Al considerar el efecto de la kinetina se observo que no hay diferencias significativas

entre los tratamientos (Cuadro 5.1.1.8.).

Cuadro 5.1.1.8.: Promedio + error estandar del color, fenolizacion y enraizamiento
bajo el efecto de 2 dosis de kinetina, IASA |, Ecuador, 2007.

Kinetina | Color Fenolizacion Enraizamiento
0.00 1.32+0.03 a 4.88+0.18 a 0.72+0.10 a
1.00 1.31+0.08 a 4.60+0.36 a 0.71+0.19 a

Al comparar los diferentes tratamientos se determind que no hay diferencias
significativas entre tratamientos con respecto a la coloracion verde de los explantes

(Cuadro 5.1.1.9.; Gréfico 5.1.1.4.).
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Cuadro 5.1.1.9.: Promedio + error estandar del color, fenolizacién y enraizamiento

bajo el efecto de los tratamientos, IASA |, Ecuador, 2007.

Tratamiento | Color Fenolizacion Enraizamiento
T, 1.13+0.07 a 4.08+0.55ab 0.92+0.24 ab
T, 1.29+0.09ab 3.33+0.45 a 0.75+0.28 ab
Ts 1.21+0.08 a 5.67+0.46 b c 0.63+0.25ab
Ty 1.174+0.08 a 4.38+0.32ab 0.92+0.37 ab
Ts 1.33+0.10ab 4.63+0.58 ab 1.33+0.41 b
Ts 1.38+0.10ab 6.54+0.39 c 0.75+0.31ab
T, 1.54+0.10 b 5.08+0.68 b c 0.25+0.12 a
Ts 1.54+0.10 b 5.29+0.44bc 0.21+0.08 a
Ty 1.08+0.06 a 4.08+0.50ab 1.04+0.35ab
Tio 1.544+0.13 b 5.13+0.50 b c 0.38+0.15 a
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Gréfico 5.1.1.4.: Coloracién del follaje de stevia (escala 1-4) segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

La clorofila de las plantas o alimentos puede sufrir distintos tipos de alteraciones. Al
elevar el pH se mantiene el color, pero a costa de aumentar la destruccion de la tiamina

(Calvo, 2002).
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Al analizar la fenolizacién de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina se
encontrd un efecto significativo de la Dosis (Fs 227=4.29; p=0.0058), de Kinetina (F,
227=3.95; p=0.0481) y de la interaccion Fuente x Dosis (F3 22;=4.39; p=0.0050). Al
examinar las fuentes de propagacion no se encontrd diferencias significativas entre
fuentes apicales y uninodales. Las dosis de tiamina 0.2 ppm, 0.4 ppm y 0.8 ppm
mostraron mayor porcentaje de fenolizacién que la dosis 0.0 ppm. Con respecto al
efecto de la kinetina se observd que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos. Al comparar los diferentes tratamientos se determiné que no hay

diferencias significativas entre tratamientos con respecto a la fenolizacion.

Se deduce que la presencia de la tiamina podria propiciar la fenolizacion de los tejidos
debido a que los tratamientos T; Y T, que tenian dosis cero, presentaron el menor
indice de fenolizacion, y a medida que aumenta la dosis se observo que aumenté la

fenolizacién también (Grafico 5.1.1.5.).
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Graéfico 5.1.1.5.: Numero de plantas fenolizadas de stevia segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

En el cultivo in vitro de arroz (Oryza sativa L.) la edad y estado de fenolizacion
influyen en los procesos de multiplicacion y crecimiento (Narvaez, 1983). Los tejidos
meristematicos de cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.) poseen alta concentracion
de polifenoles y éstos causan oxidacion e inducen a la formacion de quinonas. El grado
de produccién de fenoles depende posiblemente de la variedad con que se trabaje y no
del medio de cultivo que se utilice (Cuellar, 1996). En plantas de chirimoya (Annona
cherimola), platanos y bananos (Mussa spp.) la identificacion del explante inicial en
edad, tamafio y ubicacion en la planta permite controlar la fenolizacion inicial que limita
el cultivo in vitro. Los explantes pueden ser tratados con antioxidantes para disminuir la
fenolizacién de los mismos en el medio de cultivo (Bridg, 2001; Pérez, 2006). La mayor
produccién de fenoles de plantas de teca (Tectona grandis L.F.) estd en los tejidos
diferenciados de la planta. La sintesis de los percusores de fenoles es mas activa y
compleja en tejidos maduros que en tejidos jovenes, y esta directamente influenciada

por el contenido de sales y reguladores de crecimiento en el medio de cultivo
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(Rodriguez et. al., 2002). La exudacion de fenoles fitotoxicos durante el cultivo de
tejidos de orquideas constituye un serio problema para su cultivo in vitro (Rodriguez,

2005).

Al analizar el enraizamiento de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina se
encontrd un efecto significativo de la Dosis (F3, 227=2.67; p=0.0482). Al examinar las
fuentes de propagacion no se encontr6 diferencias significativas entre apicales y
uninodales. Las dosis de tiamina 0.0 ppm, 0.2 ppm y 0.4 ppm mostraron mayor
enraizamiento que la dosis 0.8 ppm. Al considerar el efecto de la kinetina se observé
que no hay diferencias significativas entre los tratamientos. Al comparar los diferentes
tratamientos se determind que no hay diferencias significativas con respecto al

enraizamiento.

Se asume que el mayor enraizamiento de los tratamientos Ts y Ty se debi6 a que ambos
tenian la dosis normal de tiamina de 0.4 ppm con fuentes de propagacion apicales, lo
que propicié condiciones favorables para estas plantas frente a las que tenian dosis
diferentes de tiamina (Grafico 5.1.1.6.). Aln asi no se pudo encontrar un efecto

significativo de la tiamina como un enraizador efectivo.
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Gréfico 5.1.1.6.: Numero de plantas enraizadas de stevia segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

La propagacion de Stevia es usualmente hecha con estacas que enraizan facilmente. La
pobre germinacion es uno de los factores que limitan el cultivo a gran escala. Shock
(1982), Duke(1993) y Carneiro (1997), mencionan la pobre produccioén de semillas

viables.
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5.1.2. Segundo Ciclo de Propagacion

Al analizar la contaminacién de los medios de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles
de tiamina se encontrd un efecto significativo de la Fuente (F;1757=3.80; p=0.0513), de
la Dosis (Fs, 1787=22.65; p=<0.0001), de Kinetina (F;, 1787=21.39; p=<0.0001), de la
interaccion Fuente x Dosis (Fs, 1787=45.47; p=<0.0001) y de la interaccion Fuente X
Kinetina (F1, 1767=21.39; p=<0.0001) (Cuadro 5.1.2.1.).

Cuadro 5.1.2.1.: Analisis de Varianza del prendimiento, altura, nimero de hojas, color,

fenolizacion y enraizamiento bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina, 1ASA I,
Ecuador, 2007.

VARIABLE

Contam. | Prendim. | Altura |Hojas |Color |Fenoliza. | Enraiza.
Modelo <0.0001| <0.0001 | <0.0001|<0.0001|<0.0001| <0.0001 |<0.0001
Fuente 0.0513| <0.0001|<0.0001| 0.0049| 0.6892| <0.0001 |<0.0001
Repeticion <0.0001| <0.0001| 0.0834|<0.0001|<0.0001| <0.0001| 0.0721
Dosis <0.0001| 0.0001|<0.0001|<0.0001|<0.0001| 0.0049<0.0001
Kinetina <0.0001| <0.0001 |<0.0001|<0.0001| 0.0162| <0.0001| 0.0387
Fuente*Dosis | <0.0001| <0.0001| 0.0051| 0.9452| 0.0827| 0.3521)|<0.0001
Fuente*Kinetina | <0.0001| 0.0314| 0.0158| 0.0666| 0.8879| 0.0001| 0.3204
CVv 167.37 |43.95 86.43 |74.27 4218 |201.14 |346.46

Al examinar las fuentes de propagacion se determind que las fuentes apicales y
uninodales mostraron el mismo nivel de contaminacion (Cuadro 5.1.2.2.).

Cuadro 5.1.2.2.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura 'y
numero de hojas bajo el efecto de 2 fuentes de propagacion, IASA 1, Ecuador, 2007.

Fuente Contaminacion | Prendimiento | Altura Hojas
Apical 0.23+0.01 a 0.78+0.01a |1.95+0.06 b 7.86+0.24 a
Uninodal 0.20+0.01 a 0.88+0.01 b |1.32+0.04 a 8.77+0.24 b

La dosis de tiamina 0.2 ppm mostrd6 menor contaminacion frente al resto de dosis. La

dosis 0.8 ppm mostré mayor nivel de contaminacién (Cuadro 5.1.2.3.).
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Cuadro 5.1.2.3.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura 'y
nimero de hojas bajo el efecto de diferentes dosis de tiamina, IASA |, Ecuador, 2007.

Dosis Contaminacion | Prendimiento | Altura NUmero de Hojas
1 (0.0) 0.25+0.02 ¢ 0.89+0.02 ¢ 1.42+0.07 a 7.93+0.32 b
2(0.2) 0.13+0.02 a 0.85+0.02bc [1.62+0.09bc |7.78+0.30b
3(0.9) 0.19+0.01 b 0.79+0.02 a 1.81+0.07 ¢ 9.74+0.33 ¢
4 (0.8) 0.33+0.02 d 0.81+0.02ab [1.46+0.07ab |6.66+0.26 a

Con respecto a la Kinetina se observé que los tratamientos con ésta hormona obtuvieron

menos contaminacion que los tratamientos sin kinetina (Cuadro 5.1.2.4.).

Cuadro 5.1.2.4.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura 'y
namero de hojas bajo el efecto de 2 dosis de Kinetina, IASA |, Ecuador, 2007.

Kinetina Contaminacion | Prendimiento | Altura Hojas
0.0 0.24+0.01 b 0.82+0.01a |1.48+0.04 a 7.52+0.15 a
1.0 0.13+0.02 a 0.87+0.02b |2.13+0.10b 11.42+0.52 b

Al comparar los diferentes tratamientos se determind que los tratamientos T, (fuente

uninodal mas 0.2 ppm de tiamina) y Tio (fuente uninodal més 0.4 ppm de tiamina y

kinetina) tuvieron contaminacion cero, siendo el tratamiento de mayor contaminacion el

Tg (fuente uninodal méas 0.8 ppm de tiamina) (Cuadro 5.1.2.5.).

Cuadro 5.1.2.5.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura y
numero de hojas bajo el efecto de los diferentes tratamientos, IASA |, Ecuador, 2007.

Tratamiento Contaminacion | Prendimiento | Altura Numero de Hojas
T, 0.25+0.03b |0.89+0.02cd |1.70+0.11b |7.35+0.41abc
T, 0.25+0.03b |0.89+0.02cd |1.14+0.08a |8.52+0.50c
Ts 0.25+0.03b |0.81+0.03bc |2.1940.16d |7.49+0.44abc
T, 0.00+0.00 a 0.89+0.02cd [1.10+0.07a |8.04+0.40bc
Ts 0.25+0.03b |0.57+0.04a |1.86+0.15bc [6.73+0.43ab
Te 0.25+0.03b |0.85+0.03bc |1.11+0.07a [8.29+0.46bc
T, 0.17+0.03b |0.82+0.03bc |1.81+0.10bc [6.11+0.28 a
Ts 0.50+0.04 ¢ 0.80+0.03b [1.10+0.08a |7.23+0.44abc
Ty 0.25+0.03b  |0.79+0.03b |2.20+0.15d [11.43+0.80d
T1o 0.00+0.00 a 0.96+0.02d |2.06+0.14cd |11.40+0.68d

Se asume que el nivel de tiamina, la fuente de propagacion o la presencia de kinetina

nada tiene que ver con el indice de contaminacion del medio de cultivo (Grafico

5.1.2.1.); no asi el efecto mismo de la contaminacion sobre los explantes. Se pudo
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observar que la mayoria de la contaminacién fue de hongos (no fitopatdégenos), que si
bien no afectan a los explantes directamente, disminuyen su prendimiento y capacidad

de crecimiento por competencia de espacio y nutrientes.
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Gréfico 5.1.2.1.: Contaminacién de los medios de cultivo segun el tratamiento en el
segundo ciclo de propagacion, IASA 1, Ecuador, 2007.

En el cultivo in vitro de Sabila (Aloe vera L.) el porcentaje de contaminacion puede
deberse al uso de un explante de tamafio pequefio (1 cm de altura y 0,5 cm de diametro

aproximadamente) (Albany, 2006).

Al analizar el prendimiento de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina se
encontré un efecto significativo de la Fuente (F1178;=35.62; p=<0.0001), de la Dosis
(Fs, 1787=7.38; p=0.0001), de Kinetina (Fi, 1787=36.62; p=<0.0001), de la interaccion
Fuente x Dosis (Fs, 1787=12.57; p=<0.0001) y de la interaccién Fuente x Kinetina (Fy,
1787=4.64; p=0.0314). Al examinar las fuentes de propagacién se determind que la

fuente uninodal presenté mayor prendimiento que la fuente de propagacion apical. La
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dosis de tiamina 0.0 ppm mostré mayor prendimiento frente a la dosis 0.4 ppm que fue
la de menos prendimiento. Con respecto a la Kinetina se observd que los tratamientos
que la tenian obtuvieron mas prendimiento que los tratamientos sin Kkinetina. Al
comparar los diferentes tratamientos se determind que el tratamiento Ts (fuente apical
mas 0.4 ppm de tiamina) tuvo el prendimiento més bajo, siendo el tratamiento de mayor

prendimiento el Ty, (fuente uninodal mas 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de kinetina).

El prendimiento general de los tratamientos fue alto, pero cabe destacar al T, que tuvo
un prendimiento de casi el 100%, lo cual se asume es debido a que la fuente uninodal
usada se pudo adaptar facilmente a la propagacion, y a que este tratamiento poseia
kinetina, hormona que pudo tener algin efecto sobre el prendimiento en esta fase

(Grafico 5.1.2.2.).
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Gréfico 5.1.2.2.: Numero de plantas prendidas de stevia segun el tratamiento en el
segundo ciclo de propagacion, IASA I, Ecuador, 2007.
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Al comparar los dos ciclos de propagacion in vitro se determind que en el primer ciclo
hubo mayor prendimiento de las fuentes apicales, en tanto que en el segundo ciclo el
mayor prendimiento lo presentaron las fuentes uninodales. Con respecto a la dosis de
tiamina en el primer ciclo la dosis 0.0 ppm presenté el mayor prendimiento y en el
segundo ciclo no hubo diferencias significativas entre las diferentes dosis con respecto a
la altura. Al examinar el efecto de la kinetina se observé que en los dos ciclos de

propagacion la presencia de esta hormona aumenta el prendimiento.

Al analizar la altura de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina se encontro
un efecto significativo de la Fuente (Fi1476=76.21; p=<0.0001), de la Dosis (Fs3,
1476=8.00; p=<0.0001), de Kinetina (F1, 1476=34.32; p=<0.0001), de la interaccion Fuente
x Dosis (Fs, 1476=4.28; p=0.0051) y de la interaccion Fuente x Kinetina (Fi1, 1476=5.84;
p=0.0158). Al examinar las fuentes de propagacion se determind que la fuente apical
presentd mayor altura que la fuente de propagacion uninodal. La dosis de tiamina 0.4
ppm mostré mayor altura frente a las dosis 0.0 ppm y 0.8 ppm que fueron de menor
altura. Con respecto a la Kinetina se observo que los tratamientos que la tenian
obtuvieron mas altura que los tratamientos de dosis 0.0. Al comparar los diferentes
tratamientos se determind que los tratamientos T, (fuente uninodal sin tiamina), T,
(fuente uninodal mas 0.2 ppm de tiamina), T¢ (fuente uninodal mas 0.4 ppm de tiamina)
y Tg (fuente uninodal mas 0.8 ppm de tiamina) tuvieron la altura mas baja, siendo los
tratamientos de mayor altura el T3 (fuente apical mas 0.2 ppm de tiamina), To (fuente
apical mas 0.4 ppm de tiamina y kinetina) y T10 (fuente apical mas 0.4 ppm de tiamina

y kinetina).
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Los tratamientos T3, T3, Ts, Tz Y Tg que poseian fuentes de propagacion apical
presentaron la mayor altura de planta que sus contrapartes de fuente uninodal de misma
dosis de tiamina, por lo que se asume que las fuentes apicales crecen mas rapidamente
con un brote Unico que las fuentes uninodales. Cabe resaltar que los tratamientos Tg y
T, sin importar la fuente de propagacion, presentaron alturas similares, posiblemente a
la presencia de kinetina en sus medios, a diferencia de los demas tratamientos donde en
dosis iguales de tiamina con fuentes de propagacion diferentes, presentaron diferencias

significativas entre si (Grafico 5.1.2.3.).
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Gréfico 5.1.2.3.: Promedio de la altura de planta de stevia segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

Al comparar los dos ciclos de propagacion in vitro se determin6 que la altura de planta
en ambos casos fue mayor para las fuentes apicales. Con respecto a la dosis de tiamina
en el primer ciclo la dosis 0.8 ppm presentd la menor altura y en el segundo ciclo no

hubo diferencias significativas entre las diferentes dosis con respecto a la altura. Al
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examinar el efecto de la kinetina se observd que en los dos ciclos de propagacion la

presencia de esta hormona favorece una mayor altura de planta.

Al analizar el nimero de hojas de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina
se encontrd un efecto significativo de la Fuente (F11476=7.92; p=0.0049), de la Dosis
(Fs, 1476=14.21; p=<0.0001) y de Kinetina (F1, 1476=55.61; p=<0.0001). Al examinar las
fuentes de propagacion se determind que la fuente uninodal presenté mayor altura que
la fuente de propagacion apical. La dosis de tiamina 0.8 ppm mostr6 el menor nimero
de hojas frente a la dosis 0.4 ppm que fue la de mas nimero de hojas. Al considerar el
efecto de la Kinetina se observd que los tratamientos que la tenian obtuvieron maés
nimero de hojas que los tratamientos sin Kinetina. Al comparar los diferentes
tratamientos se determiné que el tratamiento T, (fuente apical mas 0.8 ppm de tiamina)
tuvo el nimero de hojas mas bajo, siendo los tratamientos de mayor nimero de hojas el
To (fuente apical mas 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de kinetina) y Tio (fuente uninodal

maés 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de Kinetina).

Se asume que los tratamientos To Y T1o presentaron el mayor nimero de hojas debido a
la presencia de kinetina y el efecto que esta hormona tiene en la division celular, ademas
de estimular la formacién de brotes, independientemente de si la fuente de propagacion
es apical o uninodal. En los demas tratamientos se observaron diferencias entre los
tratamientos de diferentes fuentes, es decir que las fuentes uninodales tuvieron dos

brotes y las fuentes apicales un tnico brote y por ende menos hojas (Grafico 5.1.2.4.).
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Gréfico 5.1.2.4.: Promedio del nimero de hojas de stevia segun el tratamiento en el
segundo ciclo de propagacion, IASA I, Ecuador, 2007.

Al comparar los dos ciclos de propagacion in vitro se determiné que el nimero de hojas
en ambos casos fue mayor para las fuentes uninodales. Con respecto a la dosis de
tiamina en ambos ciclos la dosis 0.8 ppm presento el menor nimero de hojas frente a las
demas dosis. Al examinar el efecto de la kinetina se observd que en el primer ciclo no
hubo diferencias significativas del nimero de hojas, mientras que en el segundo ciclo de

propagacion la presencia de kinetina favorecio la formacién de mayor nimero de hojas.

Al analizar el color de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de tiamina se encontro
un efecto significativo de la Dosis (Fs3, 1476=11.37; p=<0.0001) y de Kinetina (F,
1476=5.79; p=0.0162). Al examinar las fuentes de propagacion no se encontro diferencias
significativas entre apicales y uninodales (Cuadro 5.1.2.6.).

Cuadro 5.1.2.6.: Promedio + error estandar del color, fenolizacién y enraizamiento
bajo el efecto de 2 fuentes de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.

Fuente Color Fenolizacion Enraizamiento

Apical 1.28+0.02 a 0.25+0.02 b 0.11+0.01 b

Uninodal 1.29+40.02 a 0.13+0.01 a 0.04+0.01 a
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La dosis de tiamina 0.2 ppm mostré6 mayor coloracion verde frente a la dosis 0.0 ppm
que fue la de menos coloracion verde (Cuadro 5.1.2.7.).

Cuadro 5.1.2.7..: Promedio + error estdndar del color, fenolizacién y enraizamiento
bajo el efecto de diferentes dosis de tiamina, IASA 1, Ecuador, 2007.

Dosis Color Fenolizacion Enraizamiento
1 (0.0) 1.42+0.04 ¢ 0.19+0.02 b 0.04+0.01 a
2(0.2) 1.18+0.03 a 0.23+0.02 b 0.15+0.02 ¢
3(0.4) 1.24+0.02 ab 0.20+0.02 b 0.03+0.01 a
4 (0.8) 1.31+0.03 b 0.12+0.02 a 0.09+0.02 b

Al considerar el efecto de la Kinetina se observd que los tratamientos que la tenian

obtuvieron més coloracion verde que los tratamientos de dosis 0.0 (Cuadro 5.1.2.8.).

Cuadro 5.1.2.8.: Promedio + error estandar del color, fenolizacion y enraizamiento

bajo el efecto de 2 dosis de Kinetina, IASA I, Ecuador, 2007.

Kinetina Color Fenolizacion Enraizamiento
0.0 1.30+0.02 b 0.204+0.01 b 0.0940.01 b
1.0 1.204+0.03 a 0.14+0.02 a 0.02+0.01 a

Al comparar los diferentes tratamientos se determind que el tratamiento T; (fuente
apical sin tiamina) tuvo la coloracion verde mas baja, siendo los tratamientos de mayor
coloracion verde el T3 (fuente apical mas 0.2 ppm de tiamina), T4 (fuente uninodal més
0.2 ppm de tiamina), Ty (fuente apical mas 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de Kkinetina) y

T1o (fuente uninodal mas 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de kinetina) (Cuadro 5.1.2.9.).
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Cuadro 5.1.2.9.: Promedio + error estandar del color, fenolizacion y enraizamiento
bajo el efecto de los diferentes tratamientos, IASA |, Ecuador, 2007.

Tratamiento Color Fenolizacion Enraizamiento
T, 1.48+0.06 ¢ 0.23+0.03 cd 0.06+0.02 ab
T, 1.37+0.05bc 0.14+0.03 cd 0.02+0.01 a
Ts 1.184+0.04 a 0.32+0.04 b c 0.28+0.04 ¢
Ty 1.1940.04 a 0.14+0.03 cd 0.03+0.01 a
Ts 1.25+0.06 ab 0.46+0.05 a 0.08+0.03 ab
Ts 1.32+0.04 ab 0.16+0.03bc 0.04+0.02 a
T, 1.26+0.04 ab 0.16+0.03bc 0.12+0.03 b
Ts 1.37+0.05bc 0.09+0.02 b 0.07+0.02 ab
To 1.184+0.04 a 0.15+0.03 b 0.01+0.01 a
Tio 1.12+0.03 a 0.12+0.03d 0.02+0.01 a

Se observé que a mayor dosis de tiamina hay menor coloracion verde del follaje, por lo

que se puede asumir que a mayor dosis de esta vitamina hay un efecto negativo en los

procesos fotosintéticos. Los tratamientos T3, T4, To Yy T1o con dosis normal de tiamina

mostraron una coloracion mayor que los demas tratamientos.
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Gréfico 5.1.2.5.: Coloracién del follaje de stevia (escala 1-4) segun el tratamiento en el
primer ciclo de propagacion, IASA |, Ecuador, 2007.
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Al comparar los dos ciclos de propagacién in vitro se determiné que el color de las
plantas en el primer ciclo fue mayor en las fuentes apicales, mientras que en el segundo
ciclo no hubo diferencias significativas en cuanto el color entre fuentes de propagacion.
Con respecto a la dosis de tiamina en el primer ciclo las dosis 0.0 ppm, 0.2 ppm y 0.4
ppm presentaron mayor coloracion en tanto que en el segundo ciclo fueron las dosis 0.2
ppm, 0.4 ppm y 0.8 ppm las que presentaron mayor coloracion verde. Al examinar el
efecto de la kinetina se observd que en el primer ciclo no hubo diferencias significativas
con respecto al color, mientras que en el segundo ciclo los tratamientos con kinetina

mostraron mayor coloracion.

Al analizar el porcentaje de fenolizacion de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles de
tiamina se encontrd un efecto significativo de la Fuente (F11476=37.42; p=<0.0001), de
la Dosis (Fs3 1476=4.30; p=0.0049), de Kinetina (F1, 1476=19.61; p=<0.0001) y de la
interaccion Fuente x Kinetina (F1, 1476=14.60; p=0.0001). Al examinar las fuentes de
propagacion se determiné la fuente uninodal presentdé menor fenolizacion que la fuente
de propagacion apical. La dosis de tiamina 0.8 ppm mostré el menor porcentaje de
fenolizacion frente a las dosis 0.0 ppm, 0.2 ppm y 0.4 ppm que fueron las mas
fenolizadas. Al considerar el efecto de la Kinetina se observo que los tratamientos que
la tenian obtuvieron menos fenolizacion que los tratamientos sin kinetina. Al comparar
los diferentes tratamientos se determind que el tratamiento Ts (fuente apical mas 0.4
ppm de tiamina) tuvo la mas alta fenolizacion, siendo el tratamiento de menor

fenolizacion el Ty (fuente uninodal méas 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de kinetina).

Los tratamientos T,, T4, Ts, Tg y Tio con fuentes uninodales mostraron menor

fenolizacién que los tratamientos de fuentes apicales de misma dosis, por lo que se
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asume que la fuente de propagacion apical tiende a presentar mayor fenolizacion que las

fuentes uninodales (Grafico 5.1.2.6.).
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Gréfico 5.1.2.6.: Numero de plantas fenolizadas segun el tratamiento en el segundo
ciclo de propagacion, IASA I, Ecuador, 2007.

Al comparar los dos ciclos de propagacion in vitro se determind que la fenolizacion en
el primer ciclo no presentd diferencias significativas entre fuentes de propagacion,
mientras que en el segundo ciclo las fuentes uninodales fueron menos fenolizadas que
las fuentes apicales. Con respecto a la dosis de tiamina en el primer ciclo la dosis 0.0
ppm present6 la menor fenolizacion y en el segundo ciclo la dosis 0.8 ppm fue la menos
fenolizada. Al examinar el efecto de la kinetina se observo que en el primer ciclo de
propagacion no hubo diferencias significativas, mientras que en el segundo ciclo los

tratamientos con kinetina mostraron menos fenolizacion.
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Al analizar el porcentaje de enraizamiento de Stevia bajo el efecto de diferentes niveles
de tiamina se encontr6 un efecto significativo de la Fuente (F1,1476=35.35; p=<0.0001),
de la Dosis (F3, 1476=15.67; p=<0.0001), de Kinetina (F1, 1476=4.28; p=0.0387) y de la
interaccion Fuente x Dosis (F3 1476=15.95; p=<0.0001). Al examinar las fuentes de
propagacién se determind que la fuente apical presentd mayor enraizamiento que la
fuente de propagacion uninodal. La dosis de tiamina 0.2 ppm mostré el mayor
porcentaje de enraizamiento frente a las dosis 0.0 ppm y 0.4 ppm que fueron las menos
enraizadas. Con respecto a la Kinetina se observé que los tratamientos que la tenian
obtuvieron menos enraizamiento que los tratamientos sin kinetina. Al comparar los
diferentes tratamientos se determind que el tratamiento T3 (fuente apical sin tiamina)
tuvo mas alto enraizamiento, siendo los tratamientos de menor enraizamiento el T,
(fuente uninodal sin tiamina), T4 (fuente uninodal mas 0.2 ppm de tiamina), T (fuente
uninodal mas 0.4 ppm de tiamina), Ty (fuente apical mas 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm

de kinetina) y T1o (fuente uninodal més 0.4 ppm de tiamina y 10 ppm de kinetina).

Los tratamientos Tg Y T1o N0 muestran un efecto de la tiamina o la kinetina en cuanto al
enraizamiento, por lo que se asume que estas sustancias combinadas no tienen efecto
significativo para el enraizamiento de los explantes. El mayor enraizamiento lo presento
el tratamiento T3, pero sin un efecto obvio de la tiamina con respecto al enraizamiento

en ninguno de los tratamientos (Grafico 5.1.2.7.).
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Gréfico 5.1.2.7.: Numero de plantas enraizadas de stevia segun el tratamiento en el
segundo ciclo de propagacion, IASA I, Ecuador, 2007.

Al comparar los dos ciclos de propagacion in vitro se determiné que el enraizamiento de
las plantas en el primer ciclo no presentd diferencias significativas con respecto a la
fuente de propagacion, en tanto que en el segundo ciclo las fuentes apicales tuvieron
mayor enraizamiento que las fuentes uninodales. Con respecto a la dosis de tiamina en
ambos ciclos la dosis 0.20 ppm mostré mayor enraizamiento que las demas dosis. Al
examinar el efecto de la kinetina se observo que en el primer ciclo de propagaciéon no
hubo diferencias significativas para el enraizamiento, mientras que en el segundo ciclo

los tratamientos sin kinetina mostraron mejor enraizamiento.
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5.2. Sustrato més adecuado dentro del Sistema Autotréfico Hidropdnico (SAH)

Al analizar la contaminacién de micro estacas de Stevia bajo el efecto de diferentes
sustratos en el sistema autotrofico hidroponico se encontr6 un efecto significativo de la
Fuente (Fi1, 569=32.61; p=<0.0001), del Sustrato (F;, s69=17.41; p=<0.0001) y de la
interaccion Fuente X Sustrato (F;, 569=251.39; p=<0.0001) (Cuadro 5.2.1.).

Cuadro 5.2.1.: Anélisis de Varianza para contaminacion, prendimiento, altura, nimero
de hojas y enraizamiento bajo el efecto de diferentes sustratos, IASA I, Ecuador, 2007.

VARIABLE

Contaminacion | Prendimiento | Altura |Hojas * | Enraizamiento *
Modelo <0.0001 <0.0001| 0.0648|<0.0001 <0.0001
Repeticion <0.0001 0.0001| 0.5792| 0.0005 0.9934
Fuente <0.0001 <0.0001| 0.1882| 0.5065 0.0023
Sustrato <0.0001 0.0004| 0.4556| 0.0187 0.0026
Fuente * <0.0001 <0.0001| 0.0057|<0.0001 <0.0001
sustrato
CVv 53.83 38.86 57.22

* Prueba No Paramétrica

Al examinar las fuentes de propagacion se determind que la fuente apical presento
menor contaminacion que la fuente de propagacion uninodal (Cuadro 5.2.2.).

Cuadro 5.2.2.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura,

hojas y enraizamiento bajo el efecto de 2 fuentes de propagacion, IASA I, Ecuador,
2007.

Fuente | Contaminacion | Prendimiento | Altura Hojas Enraizamiento

Apical | 0.50+0.03 a 0.96+0.01 b |1.47+0.05a |6.43+0.24a |0.15+0.02 b

Uninodal | 0.63+0.03 b 0.73+0.03a [1.39+0.05a |6.73+0.30a [0.07+0.02 a

La fibra de coco mostrd6 mayor contaminacién frente al sustrato compuesto que fue el
sustrato de menos contaminacion (Cuadro 5.2.3.).
Cuadro 5.2.3.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura,

hojas y enraizamiento bajo el efecto de 2 sustratos para propagacion, IASA |, Ecuador,
2007.

Sustrato | Contaminacién | Prendimiento | Altura Hojas Enraizamiento

F.Coco ]0.63+0.03 b 0.80+0.02a |1.40+0.05a |6.10+0.27a |0.16+0.02 b

S. Comp. ]0.50+0.03 a 0.90+0.02b [1.74+0.06a |6.97+0.26b |0.07+0.02 a
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Al comparar los diferentes tratamientos se determind que el tratamiento T3 (sustrato

compuesto fuente apical) tuvo la contaminacion més baja, siendo los tratamientos de

mayor contaminacion el T (fibra de coco fuente apical) y T4 (sustrato compuesto fuente

uninodal) (Cuadro 5.2.4.).

Cuadro 5.2.4.: Promedio + error estandar de la contaminacion, prendimiento, altura,
hojas y enraizamiento bajo el efecto de los tratamientos, IASA I, Ecuador, 2007.

Tratamiento | Contaminacion | Prendimiento | Altura Hojas Enraizamiento
T, 0.75+0.04 ¢ 0.9740.02c |1.53+0.07b |6.66+0.32b |0.24+0.04 c
T, 0.50+0.04 b 0.63+0.04a |1.20+0.05a |5.23+0.44a |0.03+0.02 b
Ts 0.25+0.04 a 0.96+0.02c |1.41+0.08 b |6.19+0.34b |0.06+0.02 a
T, 0.75+0.04 ¢ 0.83+0.03b |1.53+0.08 b |7.88+0.38 b [0.09+0.03 c

Se observo un efecto significativo de la contaminacién sobre el prendimiento y

desarrollo de las plantas, ya que los hongos o los liquenes que se presentaron, compiten

por luz, agua, espacio y nutrientes con plantas pequefias sin raiz, lo cual perjudica el

crecimiento y desarrollo de las plantitas. No hubo diferencias en cuanto a la

contaminacion entre fibra de coco y sustrato compuesto (Grafico 5.2.1.).
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Gréfico 5.2.1.: Contaminacion de los sustratos segun el tratamiento, IASA |, Ecuador,

2007.
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Al analizar el prendimiento de Stevia bajo el efecto de diferentes sustratos en el sistema
autotrofico hidroponico se encontro un efecto significativo de la Fuente (F1, 569=68.58;
p=<0.0001), del Sustrato (F1 s69=12.50; p=0.0004) y de la interaccidon Fuente x Sustrato
(F1, 569=15.38; p=0.0001). Al examinar las fuentes de propagacion se determind que la
fuente apical presentd6 menor prendimiento que la fuente de propagacion uninodal. La
fibra de coco mostr6 menor prendimiento frente al sustrato compuesto que fue el
sustrato de mas prendimiento. Al comparar los diferentes tratamientos se determin6 que
el tratamiento T, (fibra de coco fuente uninodal) tuvo el prendimiento méas bajo, siendo
los tratamientos de mayor prendimiento el T, (fibra de coco fuente apical) y T3 (sustrato

compuesto fuente apical).

Se observo que los tratamientos T, y T3 de fuentes de propagacion apical presentaron un
mayor prendimiento que los tratamientos T, y T4 de fuente uninodal, por lo que se
asume que las fuentes apicales de Stevia tienen mayor aptitud para resistir el cambio de
in vitro a ex vitro y adaptarse. EI mayor prendimiento lo tuvo el tratamiento T; de fuente

apical y en fibra de coco (Grafico 5.2.2.).
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Gréfico 5.2.2.: Prendimiento de plantas de stevia en el SAH, IASA |, Ecuador, 2007.

Al analizar la altura de Stevia bajo el efecto de diferentes sustratos en el sistema
autotrdfico hidropdnico se encontré un efecto significativo de la interaccion Fuente x
Sustrato (Fi, 48:=7.71; p=0.0057). Al examinar las fuentes de propagacion no se
encontré diferencias significativas entre apicales y uninodales en cuanto a la altura. La
fibra de coco y el sustrato compuesto no mostraron diferencias significativas en cuanto
a la altura de planta. Al comparar los diferentes tratamientos se determind que el
tratamiento T, (fibra de coco fuente uninodal) tuvo la altura mas baja, siendo los
tratamientos de mayor altura el T, (fibra de coco fuente apical), T3 (sustrato compuesto

fuente apical) , y T4 (sustrato compuesto fuente uninodal).

El tratamiento T, de fuente apical presentd mayor altura que la fuente uninodal del T».
El tratamiento T3 presentd menor altura que el T4, por lo que se asume que las fuentes
apicales se adaptan mejor a la fibra de coco y las fuentes uninodales al sustrato

compuesto (Gréfico 5.2.3.).



68

153 153

1514

141

1.35

Altura de planta SAH

120

112

Gréfico 5.2.3.: Altura de plantas de stevia segun el tratamiento en el SAH, IASA I,
Ecuador, 2007.
En el sistema autotrofico hidroponico se pueden obtener plantas de papa (Solanum sp.)

de 2 a 3.5 cm de alto en solo 15 dias (Benitez et. al., 2002).

Al analizar el nimero de hojas de Stevia bajo el efecto de diferentes sustratos en el
sistema autotrofico hidroponico se encontré un efecto significativo del Sustrato (F;
481=5.56; p=0.0187) y de la interaccion Fuente x Sustrato (F1, 451=21.65; p=<0.0001). Al
examinar las fuentes de propagacion no se encontro diferencias significativas entre
apicales y uninodales en cuanto al namero de hojas. La fibra de coco mostr6 menor
namero de hojas frente al sustrato compuesto que fue el sustrato de mas namero de
hojas. Al comparar los diferentes tratamientos se determind que el tratamiento T, (fibra
de coco fuente uninodal) tuvo el menor nimero de hojas, siendo los tratamientos de
mayor nimero de hojas el T; (fibra de coco fuente apical), T3 (sustrato compuesto

fuente apical) y T4 (sustrato compuesto fuente uninodal).
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El tratamiento T, de fuente apical presentd el mayor nimero de hojas en fibra de coco
junto con el tratamiento T, de fuente uninodal en sustrato de compuesto. Se asume que
las fuentes apicales se adaptan mejor a la fibra de coco y pueden desarrollar mas hojas,
en tanto que las fuentes uninodales se adaptaron mejor al sustrato compuesto y se
desarroll6 mejor. También el nimero de hojas de la fuente uninodal fue mayor debido a

que se form6 mas de un brote por planta (Grafico 5.2.4.).
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Gréfico 5.2.4.: Promedio del nimero de hojas segun el tratamiento en el SAH, IASA I,
Ecuador, 2007.

Al analizar el enraizamiento de Stevia bajo el efecto de diferentes sustratos en el sistema
autotrofico hidroponico se encontré un efecto significativo de la Fuente (F1 45,=9.38;
p=0.0023), del Sustrato (F1 45,=9.16; p=0.0026) y de la interaccion Fuente x Sustrato
(F1, 482=17.78; p=<0.0001). Al examinar las fuentes de propagacion se determin6 que la
fuente apical presentdé mayor enraizamiento que la fuente uninodal. La fibra de coco
mostré mayor enraizamiento frente al sustrato compuesto que fue el sustrato de menos

enraizamiento. Al comparar los diferentes tratamientos se determind que el tratamiento
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T, (fibra de coco fuente apical) tuvo el mayor nimero de hojas, siendo los tratamientos
de menor numero de hojas el T, (fibra de coco fuente uninodal), T3 (sustrato compuesto

fuente apical) y T, (sustrato compuesto fuente uninodal).

El mayor enraizamiento se presentd en el T; de fuente apical y fibra de coco, por lo que
se asume que este sustrato tiene condiciones favorables para el prendimiento y posterior
enraizamiento de micro estacas de origen apical. Los demas tratamientos no presentan
un efecto significativo con respecto al enraizamiento, aungque pudo influenciar el tiempo
de evaluacion, ya que casi siempre las fuentes de propagacion apical se adaptan y

crecen mas rapido, dejando en desventaja a los demas tratamientos (Grafico 5.2.5.).
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Gréfico 5.2.5.: Numero de plantas enraizadas segun el tratamiento en el SAH, IASA |,
Ecuador, 2007.
Segun Rigato (2003) las plantas de papa (Solanum sp.) bajo el sistema SAH pueden

producir hasta 10.000 nuevas plantas a partir de 100 tubos in vitro en un mes, en tanto



71

que en el método tradicional se demora 3 meses en obtener el mismo nimero de plantas

nuevas.

5.3. Porcentaje de prendimiento de las plantas bajo condiciones de invernadero

Al analizar el porcentaje de prendimiento de las plantas bajo condiciones de invernadero
se encontrd6 que las plantas obtenidas en condiciones de laboratorio tienen alta

capacidad de adaptacion a las condiciones de campo mostrando 100 % de prendimiento.

Nepovim (1998) asevera que el proceso de cultivo de los brotes multiples de Stevia en
un bioreactor y la transferencia a condiciones ex vitro toma de 8 a 9 semanas y se puede
producir aproximadamente 600 nuevas plantitas, que pueden ser transplantadas del

invernadero a condiciones de campo.
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5.4. Extraccion y cuantificacion de esteviosido

Segun el laboratorio ANAGALIDE las hojas del IASA | presentaron un estado muy
bueno de secado y conservacion. Los cromatogramas fueron obtenidos con el detector
UV (210 nm) (linea roja) y con el detector ELSD (Evaporative Light Scattering
Detector)(linea verde). Los contenidos de Esteviosido y Rebaudiosido A son de 0,97 %
y 5,23 % respectivamente (Grafico 5.4.1.)
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Gréfico 5.4.1.: Cromatogramas de hojas de Stevia del IASA | hechos con detector UV
(linea roja) y detector ELSD (linea verde), Laboratorios ANAGALIDE, Espafia, 2007.

El contenido total de glucédsidos fue alrededor de la mitad de lo esperado. Los

contenidos de Estevidsido y Rebaudiésido A fueron de 0,97 % y 523 %
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respectivamente. EI Rebaudiosido C fue el pico mas grande después del Estevidsido y el

Rebaudio6sido A. La relacion Esteviosido - Rebaudidsido A fue muy buena.

Se asume que los resultados obtenidos fueron influenciados por la corta edad de la
planta y las condiciones extremas del invernadero, ya que la planta gasta mas energia en
sobrevivir y adaptarse que en producir azucar. Ademas es mas fécil para la planta
producir las biomoléculas mas simples a edad temprana, para luego en la adultez,

sintetizar moléculas mas complejas como el estevidsido (Com. Pers. Rueda, D.).

La determinacion cuantitativa del esteviosido hecha con hojas secas de plantas de 16
lugares diferentes del este de Paraguay, usando el método analitico ELSD, mostro que
los niveles medios de estevidsido variaron de 43.6 a 98.9 g kg™ (4.36 % y 9.89 %
respectivamente). Los resultados indicaron que los factores ambientales y agronémicos
tienen maés influencia en la produccion de esteviosido que el habito de crecimiento

(Tateo, 1999).

Al comparar diferentes sistemas de propagacion Tamura (1984) confirma que la
propagacion clonal de Stevia por brotes apicales es una método efectivo de obtener una
poblacion de plantas uniformes para la produccion de glucésidos diterpenos dulces. El

esteviosido es el glucdsido mas abundantemente producido (Duke, 1993).

En plantas no mejoradas los componentes edulcorantes de las hojas de Stevia,
esteviosido y rebaudiosido A, alcanzan entre un 6 a 8 % y 2 a 3 % respectivamente
(Galperin de Levy, 1982). Shock (1982) afirma que de los ocho glucésidos producidos

por la planta, el estevidsido es el glucésido mas abundante. En la seleccion de 28
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ecotipos de Stevia hecha por Mitsuhashi (1975), se determind que el contenido de

estevidsido vario entre el 2,07 y 18,34 %.

En la comparacion de distintos métodos de propagacion y el contenido de glucésidos de
Stevia (Tamura, 1984) se encontrd que las plantas propagadas asexualmente in vitro,
son muy uniformes en crecimiento y calidad quimica. El rendimiento total de
glucosidos de las hojas secas fue del 10.0 al 12.9 %. El rendimiento del estevidsido fue
de 4.4 a5.7 % y el de rebaudidésido A fue de 4.1 a 5.9 %. El contenido de rebaudi6sido

C fue del 1 % para todos los casos.

En los trabajos de propagacion clonal hechos por Tamura (1984) se menciona que las
plantas de Stevia propagadas por semillas generalmente muestran una gran variacion en

el contenido de esteviosido en hojas secas, que va del 5 al 15 %.

Segun Soto (2002), que describe el proceso extraccion de los principios edulcorantes de
Stevia, es decir de glucosidos totales, se puede obtener un rendimiento de alrededor del

5 % sobre la base de las hojas secas en forma de un producto cristalino.

Bondarev (2000) determina diferencias de produccién de glucésidos en plantas intactas,
plantas in vitro, callos no diferenciados y cultivos en suspension, callos morfogenéticos
y brotes regenerados. La composicion cualitativa de glucosidos en plantas in vitro es
idéntica al de plantas intactas, pero el contenido en las plantas ex vitro parecieron ser
cinco o seis veces menor. Los cultivos celulares no diferenciados, como los callos y las
suspensiones celulares, mostraron que sintetizan cantidades menores de glucésidos, y su

contenido varia grandemente durante el ciclo de crecimiento del cultivo. La
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composicion cualitativa de glucoésidos en los cultivos celulares es altamente escasa en

comparacion con las plantas donadoras.
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5.5. Carga genética de las plantas de Stevia

Al analizar el material genético de las plantas de Stevia del IASA | a partir del
meristema radicular se encontrd que las células sométicas observadas son diploides, 2n
= 22 cromosomas (Anexo 12). El estudio de células meioticas del tejido floral mostro

gue los cromosomas son n = 11 cromosomas (Anexo 13).

Segun su forma los cromosomas de Stevia del IASA | se clasifican en seis pares
metacéntricos, cuatro pares submetacéntricos y un par acrocéntrico. Segun el tamafio de
los cromosomas los pares metacentricos se subdividen en cuatro pares grandes y dos
pares medianos. Los pares submetacentricos se dividen en tres pares grandes y un par

mediano. El Unico par acrocéntrico es pequefio (Grafico 5.5.1.).
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Gréfico 5.5.1.: Cariotipo de Stevia rebaudiana Bertoni, IASA |, Ecuador, 2007.
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El género Stevia muestra gran variacion en el nUmero cromosomico. La mayoria de los
reportes indican valores de n = 11 y 2n = 22, pero también se han observado valores de
2n = 24, 33, 34, 44, 48, 66 y 70 (Darlington y Wylie, 1955; Bolkhoviskikh et al., 1969;
Moore, 1973, 1974, 1977; Golblatt, 1981, 1984, 1985, 1988; Goldblatt and Jonson,

1990, 1991, 1996, 1998).

En observaciones citoldgicas hechas por Tamura (1984) a partir de material radicular en
la propagacion clonal de Stevia se mostré que éstas tenian el ndmero normal de
cromosomas 2n = 22. En estudios cromosdmicos y morfoldgicos hechos por Oliveira

(2004), Frederico et al. (1996) y Monteiro (1980, 1982) se reportd nuevamente 2n = 22.

Oliveira (2004) ademaés de células normales, reporta celulas triploides 2n = 33 (3n) y
tetraploides 2n = 44 (4n). La induccién de la poliploidia para mejorar los cultivos es un
proceso comunmente usado en plantas de interées economico (Allard, 1960). Este
proceso se ha realizado en cultivos como café (Cruz et al., 1993) y naranja (Romero y

Aranda et al., 1997).

Frederico et al. (1996) indica que los cariotipos de seis especies brasilefias de Stevia
fueron muy similares en nimero y forma. La mayoria de cromosomas fueron
metacéntricos con un numero variable de submetacéntricos. Solamente Stevia

ophryophylla y Stevia rebaudiana tienen un par de cromosomas acrocentricos.
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5.6. Costos del Sistema de Propagacion

Al calcular los costos se separd el analisis segun la etapa de propagacion para facilidad

de computo. Se encontrd que el costo promedio de produccién de una planta en la fase

in vitro es de 0.046 ddlares (Cuadro 5.6.1.1.) y en la fase ex vitro 1 o del SAH es de

0.082 dolares (Cuadro 5.6.2.1.). El costo de produccion de una planta a través de todo el

sistema de propagacion, desde un nudo hasta una planta comercial, es de 0.22 délares

(Cuadro 5.6.3.1.).

El rubro mas caro en todos los casos fue la mano de obra. Se adiciond un extra del 20 %

a todos los costos para considerar el consumo de luz, uso de equipos e instalaciones asi

como cualquier gasto extra dificil de calcular.

5.6.1. Costos de los tratamientos de la fase in vitro.

Cuadro 5.6.1.1.: Costos de la fase de produccién in vitro de todos los tratamientos
(costo por planta, por tratamientos y costo promedio), IASA I, Ecuador, 2007.

Costos por Tratamiento Fase in vitro

Tratamientos Tly T2 T3y T4 T5YT6 T7YT8 T9Y T10
Insumo Unidad Costo/unid. [Cantidad |Cos. Tot. |Cantidad [Cos. Tot. |Cantidad |Cos. Tot.|Cantidad |Cos. Tot. [Cantidad |Cos. Tot.
Agua Destilada [cc 0.0005| 320.000 0.1600{ 320.000 0.1600 320[ 0.1600 320 0.1600 320 0.1600
M&S cc 0.0100{  22.400 0.2240 22.400 0.2240 22.4] 0.2240 22.4 0.2240 22.4 0.2240
Sucrosa gr 0.0547 6.400 0.3502 6.400 0.3502 6.4 0.3502 6.4 0.3502 6.4 0.3502
Agar gr 0.3931 0.960 0.3774 0.960 0.3774 0.96 0.3774 0.96 0.3774 0.96 0.3774
Hormonas mg 0.0532 0.512 0.0272 0.512 0.0272 0.512 0.0272 0.512 0.0272 0.512 0.0272
Tiamina mg 0.0033 0.000 0.0000 0.200 0.0007 0.4 0.0013 0.8 0.0026 0.4 0.0013
Kinetina mg 0.0253 0.000 0.0000 0.000 0.0000 0 0.0000 0 0.0000 10 0.2534
Explantes explantes 0.0100{  72.000 0.7200 72.000 0.7200 72| 0.7200 72 0.7200 72 0.7200
Mano de Obra_|hora 1.0625 0.800 0.8500 0.800 0.8500 0.8/ 0.8500 0.8 0.8500 0.8 0.8500
SUBTOTAL 2.7088 2.7095 2.7101 2.7114 2.9636
Otros (20%) 0.5418 0.5419 0.5420 0.5423 0.5927
TOTAL 3.2506 3.2514 3.2522 3.2537 3.5563
|Cost0/PIanta | 0.045147 0.045158 0.045169 0.045191 0.049393
[Costo X | 0.0460
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5.6.2. Costos de los tratamientos de la fase ex vitro 1, Sistema Autotrofico

Hidroponico (SAH).

Cuadro 5.6.2.1.: Costos de la fase de produccion ex vitro 1 de todos los tratamientos

(costo por planta, por tratamientos y costo promedio), IASA I, Ecuador, 2007.

Costos por Tratamiento Fase SAH

Tratamientos T1Y T2 T3Y T4
Insumo Unidad [Costo/unidad |Cantidad Costo Total Costo/unidad |Costo Total
Agua Destilada cc 0.0005 360 0.1800 0.0005 0.1800
Fibra de Coco g 0.0025 320 0.8152 0.0010 0.3200
Fertilizante g 0.0020 1.8 0.0036 0.0020 0.0036
Explantes explantes 0.0460 72 3.3128 0.0460 3.3128
Mano de Obra hora 1.0625 0.8 0.8500 1.0625 0.8500
SUBTOTAL 5.1617 4.6664
Otros (20%) 1.0323 0.9333
6.1940 5.5997
Costo/Planta 0.086028 0.077774
Costo X 0.081901

5.6.3. Costos de los tratamientos de la fase ex vitro 2, Micro invernadero y plantas

para venta.

Cuadro 5.6.3.1.: Costos de la fase de produccion ex vitro 2 (costo por planta y por
bandeja), IASA |, Ecuador, 2007.

Costos por Bandeja Fase Ex vitro

Insumo Cantidad |Unidad |Costo/unidad |Costo Total USD
Agua 1500|cc 0.0005 0.7500
Fertilizante 7.5|g 0.0020 0.0150
Plastico Transparente 2lm 0.2158 0.4315
Explante 38|plantas 0.0819 3.1122
Fibra de Coco 950(g 0.0025 2.3750
Mano de Obra 0.33|hora 1.0625 0.3506
SUBTOTAL 7.0344
Otros (20%) 1.4069
TOTAL 8.4413
[Costo/Planta 0.222138
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V1. CONCLUSIONES

El nivel 6ptimo de tiamina para la propagacion in vitro de stevia fue de 0.4 ppm, ya que

favorecio el prendimiento, color, nimero de hojas y menor fenolizacion.

Plantas de stevia mas vigorosas y con mas brotes se lograron con la dosis 0.4 ppm de

tiamina méas 10 ppm de kinetina (Tq y T1o).

Dentro del Sistema Autotréfico Hidropdnico el mejor sustrato fue la fibra de coco por
sus caracteristicas fisicas de buen aireamiento y retencion de humedad que favorecen el

prendimiento y la formacion de raices en micro estacas de stevia en 15 dias.

El prendimiento de las plantas de Stevia rebaudiana Bertoni micro propagadas fue del
100 % en condiciones de invernadero mostrando alta capacidad de adaptacion en

condiciones de campo.

El contenido total de glucésidos en plantas jovenes de Stevia rebaudiana Bertoni fue
bajo en comparacion con plantas adultas. Los contenidos de Esteviosido y Rebaudiosido
A fueron de 0,97 % y 5,23 % respectivamente. El Rebaudiosido C fue el pico mas

grande después del Estevidsido y el Rebaudidsido A.

El analisis genético de Stevia rebaudiana Bertoni en su tejido somatico presenté 2n = 22

cromosomas y n = 11 cromosomas en el tejido sexual.

El costo de produccion de una planta de stevia en los laboratorios del IASA | es de 0.22

dolares.
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VIl. RECOMENDACIONES

Es recomendable usar la dosis de 0.4 ppm de tiamina en la propagacion in vitro de

Stevia rebaudiana Bertoni.

Para producir plantas vigorosas in vitro y en gran nimero se recomienda usar kinetina

en los medios de cultivo.

Por sus excelentes caracteristicas fisicas, se recomienda usar fibra de coco para
propagar plantas de stevia. Asi mismo para la fase del SAH se sugiere el uso de fuentes
de propagacion apical, por su rapido crecimiento y enraizamiento sin el uso de

hormonas.

Se recomienda realizar la cuantificacion de los glucésidos de las plantas de stevia
adultas, para determinar la calidad de las mismas en la época propicia de la cosecha,

esto es antes de la floracion.

Es recomendable realizar estudios moleculares de Stevia para determinar los genes que

permiten obtener mejor calidad y cantidad de glucdsidos.

Para propagacion a nivel comercial se recomienda la combinacion de los métodos in
vitro y ex vitro, ya que por su costo es un proceso competitivo en el mercado nacional y

una opcidn viable para empresas interesadas en propagar esta especie en particular.
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Es recomendable ampliar los estudios en Stevia rebaudiana Bertoni no solamente en
nuevas alternativas de propagacion, sino también en la produccién, cosecha y

poscosecha.
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VI1Il. RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni, planta originaria del Paraguay, fue usada ancestralmente por
sus aborigenes como edulcorante y medicina. La sustancia dulce se denomina
estevidsido y se encuentra en todo el vegetal. La propagacion sexual de Stevia no es
recomendable por la heterogeneidad de la floracion y las plantas resultantes de este
método (semillas de bajo poder germinativo). Este estudio buscé definir el nivel 6ptimo
de Tiamina en medios in vitro, el mejor sustrato dentro del Sistema Autotrofico
Hidroponico (SAH), el prendimiento de las plantas en invernadero, extraer y cuantificar
el estevidsido, determinar el cariotipo de Stevia y establecer los costos del Sistema de
Propagacion. Los explantes del estudio se obtuvieron del laboratorio de cultivos in vitro
de la Carrera de Ciencias Agropecuarias (IASA 1). Para determinar el nivel éptimo de
tiamina, los explantes fueron sembrados en M&S, suplementado con 20 g de sucrosa,
2,5 g de agar y con un pH ajustado de 5.6. Los factores del estudio fueron: la fuente de
propagacion, la dosis de tiamina y la presencia o ausencia de kinetina. Las dosis de
tiamina usadas fueron 0.0, 0.2, 0.4 y 0.8 ppm. La propagacion in vitro se realizo
separando las fuentes Uninodales y Apicales. El nivel optimo de tiamina para la
propagacion in vitro de stevia fue de 0.4 ppm, y el medio que tuvo el efecto mas
favorable fue el de tiamina 0.4 ppm mas kinetina 10 ppm (Tg y T10) Yya que produjo
plantas vigorosas y con muchos brotes rapidamente. Las dos fuentes de propagacion
responden bien a la propagacion in vitro: fuente apical de crecimiento rapido con brote
individual y fuente uninodal de crecimiento lento con dos 0 mas brotes. Las plantas para
el SAH fueron obtenidas de la fase in vitro. Las fuentes de propagacidn se separaron
segun su origen y se sembraron en los diferentes contenedores plasticos. El sustrato se

humedecidé con solucién hidropdnica formulada a partir del analisis foliar. Las plantas



84

enraizadas se sembraron individualmente en un micro invernadero. Dentro del Sistema
Autotrofico Hidropdnico el sustrato de fibra de coco probo favorecer el prendimiento y
la formacion de raices en micro estacas de stevia. Luego las plantas se sacaron
paulatinamente a las condiciones del invernadero. El prendimiento de las plantas de
Stevia rebaudiana Bertoni obtenidas en condiciones de laboratorio fue de un 100 % en
condiciones de invernadero mostrando alta capacidad de adaptacién a condiciones de
campo. Se enviaron 200 gr de hojas secas de plantas del invernadero al laboratorio
ANAGALIDE (Huesca-Espafia), que fueron analizadas con detector UV (210 nm) y
detector ELSD. Los contenidos de Esteviésido y Rebaudiosido A fueron de 0,97 % y
5,23 % respectivamente. La relacion Esteviosido - Rebaudiosido A fue muy buena. Se
aplico el protocolo propuesto por el Centro de Investigacion de la Papa (CIP), en plantas
de stevia, para buscar cromosomas aptos para fotografiarlos y el posterior armado del
cariotipo. Las células somaticas de plantas de Stevia rebaudiana Bertoni del 1ASA |
fueron diploides, 2n = 22 cromosomas Y las células meioticas del tejido floral fueron n
= 11. El costo de produccion de una planta de stevia en los laboratorios del IASA | es de

0.22 délares.
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IX. SUMMARY

Stevia rebaudiana Bertoni is Paraguayan native plant and was traditionally used as
sweetener and medicine for its Aboriginal. The sweet substance is called stevioside and
it’s found throughout the plant. The sexual propagation of Stevia is not recommended
because the heterogeneity of flowering and resulting plants from this method (low seed
germination). This research wanted to define the optimal in vitro’s Thiamine media
level, the best substrate using Autotrofical Hydroponic System (SAH), the plants’
survaival at greenhouse, extract and quantify stevioside, determine the karyotype of
Stevia and establish the cost of this Propagation System. The explants of the study were
obtained from Facultad de Ciencias Agropecuarias’s labs (IASA I). For determine the
optimal level of thiamine, the explants were planted in M&S, supplemented with 20 g
of sucrose, 2.5 g of agar and ph 5.6. The factors of this research were: the source of
propagation, the dose of thiamin and the presence or absence of kinetine. The doses of
thiamine used were 0.0, 0.2, 0.4 and 0.8 ppm. The in vitro propagation were made by
separating propagation sources. The optimal level of thiamine for in vitro’s propagation
of stevia was 0.4 ppm, and the medium that had the best effect was thiamine 0.4 ppm
with kinetine 10 ppm (Ty and Tio) because produced vigorous plants and many shoots
quickly. The two sources respond well to in vitro’s propagation: apical source with fast-
growing but only one shoot and uninodal source of slow growth with two or more
shoots. SAH’s plants were obtained from the in vitro phase. The propagation sources
were separated according to their origin and were planted in different plastic containers.
The substrate was irrigated with a hydroponic solution made from the leaves analysis.
The rooted plants were sown individually at a micro-greenhouse. The tested coconut

fiber’s substrate showed good survival and strong root formation in stevia’s micro-
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explants. After, the plants were removed gradually to the greenhouse conditions. The
survival of stevia’s plants obtained into lab’s conditions was 100% at greenhouse
conditions, showing high capacity to adapt to the field conditions. It sent 200 g of dried
leaves of greenhouse’s plants to ANAGALIDE’s labs (Huesca, Spain), which were
analyzed with UV detection (210 nm) and ELSD detector. Stevioside and Rebaudioside
A level’s were 0.97% and 5.23% respectively. The stevioside — rebaudioside A’s
balance was very good. We used the protocol proposed by Centro Internacional de la
Papa (CIP) to find chromosomes to photograph and then make karyotype. Somatic cells
of IASA’s stevia plants were diploid, 2n = 22 and meiotic chromosomes of floral tissue

were n = 11. The production cost of a stevia plant at IASA’s lab was 0,22 dollars.
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X.1. ANEXOS

Anexo 1. Representacion grafica del apice de una raiz y su zona meristematica,
Naturenotes Cuaderno de Biologia, 2006.
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Anexo 2. Tabla de evaluacion de los niveles 6ptimos de Tiamina, IASA |, Ecuador,
2007.

TRATAMIENTO| | REPETICION |
PLANTA Plantal Planta2 Planta3 Plantad
2l S| 8 5l B 5| Bl S| 85| ElE L8l B L e slEE
VARIABLE | 2|2 8| | G| & |28 G|l&|F 28 LTl &l =2 S| LGE
05/06/2007 m
10/06/2007 d
15/06/2007 v
20/06/2007 x
25/06/2007 |
30/06/2007 s
PLANTA Plantab Planta6 Planta7 Planta8
2l Sl8 5|2 5 B S8 sl Bl 8lsle gL eslEe
VARIABLE gl 2|2 8| £ ] &£ 2|2 38| ala| = 2| 8| LTl &= 2| 8| LT
05-jun
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PLANTA Planta9
2l el gl s gl @
ol 2|5 o & E
VARIABLE al<| | O] L] o
05-jun
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20+jun
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Anexo 3. Dosis para la solucién Hidropdnica Ajustada para Stevia, IASA I, Ecuador,

2007.
Cat.en| CZ* [Mg | Na* | K [ Ncomo |POS[SOZ] O [ R [MZ [ [ z?* | B¥ [Mo™ | oo | Si*
m? NEG | NO
Nit de Ca 454 100 69.9
Nit de K 11015 404.7 145
Sulf de Ktéc 86.6 35 14.6
Sulf de Mg 206.9 20 264
18-18-18 +1 483.3 48.1 58 | 253
Quelato de Fe 45
Quelato de Mg
Quelato de Mn 5 0.05
Acido Borico 27 05
> de ppm por elemento 487.8 2729
Requerimiento del cultivoen| 100 | 32 480 275 20 | 40 2 1 [005]|005| 05 | 001|005 -
ppm.

Fecha: 30-abr-2007

Anexo 4. Analisis Foliar de Stevia Rebaudiana Bertoni, INIAP, Ecuador, 2007.

Elementos Mayores (%0)

Microelementos (ppm)

Cenizas | M.O. |N.T.

P

K

Ca

Mg

Na

Fe

Mn

Cu

Zn

0.07 86

2.75

0.2

4.8

0.32

168

220

14

110

Fecha: 10/4/07

Anexo 5. Fotografias de Plantas de Stevia in vitro. A. Planta in vitro de Stevia en tubo

de ensajo. B. Cajas Magenta de cultivo in vitro de Stevia. IASA 1, Ecuador, 2007.
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Anexo 6. Cajas del SAH con plantas de Stevia en el Cuarto de Crecimiento, IASA I,
Ecuador, 2007.

Anexo 7. Tabla de evaluacion del mejor sustrato de enraizamiento en el Sistema
autotrofico Hidropdnico, IASA 1, Ecuador, 2007.

TRAT | rRePETICION | |
PTA Planta 1 Planta 2 Planta 3
2l g8 g B gl 8 3B Elec
ol 2|5 | & 2| o | & 2|5
VAR a|l<<|T| w| a| <| T| w|la|<<| T|w
16-jul
23-jul
30-jul
PLANTA Planta 4 Planta 5 Planta 6
2 sl gl B 2| S| g B2l elglB
ol 2|5 | 2| 2| o] | &2 5 =
VARIABLE o|l<<|T| Wl ol <| T|] waoa|<<|IT|{w
16-jul
23-jul
30-jul
PLANTA Pkanta 7 Planta 8 Planta 9
2 sl gl Bl 2| S| g B2 elglB
ol 215 | 2| 2| o] | ¢ 2|8
VARIABLE o|l<<|T| Wl ol <| T|] waoa|<<|IT|{w
16-jul
23-jul
30-jul
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Anexo 8. Plantas de Stevia en microinvernadero, IASA |, Ecuador, 2007.
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Anexo 10. Fotografia de raices en pretratamiento con 8-hidroxiquinoleina para contaje
cromosoémico, IASA |, Ecuador, 2007.

Anexo 11. Fotografia de las placas de raices de Stevia en tincion con orceina acética,
IASA 1, Ecuador, 2007.
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Anexo 12. Fotografia de cromosomas mitoticos de Stevia (2n = 22) bajo el microscopio
con un aumento de 100X, IASA I, Ecuador, 2007.

Anexo 13. Fotografias del tejido floral de Stevia. A. Planta de Stevia en floracion. B.
Flor de Stevia bajo el Microscopio (aumento 10X). C. Polen de Stevia bajo el
microscopio (aumento 40X). D. Cromosomas meidticos de Stevia (n = 11) bajo el
microscopio con un aumento de 100X. IASA I, Ecuador, 2007.




