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RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni es una hierba nativa de Paraguay, sus hojas contienen glucosidos que
son compuestos intensamente dulces con cero valor caldrico. Su uso es para el control de azicar
en la sangre y algunas enfermedades como la diabetes, fenilcetonuria y el sobrepeso. Debido a
que esta planta se puede adaptar a temperaturas extremas (-5 a 43 °C), es posible su
establecimiento en gran parte del territorio nacional; ademas, la concentracion de estevidsido
se incrementa si la planta se encuentra en una region con una exposicion de mayor radiacion
solar y duracion del dia como los que se observan en el Estado de Sonora, por lo que podria
adaptarse muy bien en dicho Estado. Debido a la baja tasa de germinacion de sus semillas, se
aprovechd la técnica de cultivo de tejidos para la propagacion vegetativa, la cual permitio
obtener una rapida multiplicacion clonal de plantas y con la adicion de reguladores de
crecimiento se observd una mejoria en las plantas obtenidas. Se realizaron dos experimentos
con la finalidad de evaluar el crecimiento, cuantificar el crecimiento de explantes de Stevia
rebaudiana via técnicas de cultivo de tejidos in vitro. Los explantes fueron seleccionados de
plantas obtenidas de semillas de estevia germinadas en el medio de cultivo basal Woody Plant
Medium (WPM). En el primer experimento se evalud el efecto de la adicién de dos reguladores
de crecimiento al medio de cultivo en diferentes concentraciones: 6-Bencil-amino-purina (BAP)
y Acido-indol-3-butirico (AIB) sobre el crecimiento de brotes de S. rebaudiana. Se observo que
los explantes sometidos en los medios de cultivo conteniendo el regulador de crecimiento BAP
promovieron mayor crecimiento de brotes, debido a estos resultados se establecid el segundo
experimento que consistid en determinar el efecto de diferentes concentraciones de BAP sobre

yemas de estevia, observandose un mejor crecimiento con SM y 25 M de BAP.



I. INTRODUCCION

Estevia (Stevia rebaudiana) pertenece a la familia Asteraceae, es una planta tropical de mucho
valor debido a que contiene el compuesto estevidsido, el cual es un endulzante natural que se
extrae de sus hojas. Es originaria de Sudamérica (Katayma et al., 1976) y se puede encontrar
en lugares semiaridos, pastizales, bosque de matorral y terrenos montafiosos. Existen mas de
180 especies de stevia, que contiene esta esencia edulcorante (Soejarto et al., 1982). El
esteviosido es una alternativa natural a sustitutos de azicar artificiales ya que no causa
problemas quimicos durante el proceso digestivo, su uso es seguro para el control de azucar en
la sangre (Strauss, 1995).

S. rebaudiana tiene hojas elipticas, ovales y presentan disposicidon opuesta en sus
estados juveniles y son alternas cuando las plantas llegan a su madurez fisiologica, previa a la
floracion. La flor es hermafrodita, pequefia y blanquecina; su corola es tubular, pentalobulada,
en capitulos pequefios, terminales o axilares, agrupados en paniculas corimbosas (Shock, 1982).
La raiz es pivotante, filiforme y poco profunda, distribuyéndose cerca de la superficie. El
crecimiento de la planta es afectado por la radiacion, duracion del dia, temperatura, suelo y el
viento (Singh et al., 2006). El clima ideal para stevia varia de un rango entre -6.0 a 43 °C, con
una temperatura promedio de 23 °C, en un clima subtropical semihimedo (Brandle y Rosa,
1992). Los dias prolongados incrementan la longitud de los entrenudos, el area de la hoja y las
concentraciones de glucésidos (Metivier y Viana, 1979).

Las semillas de estevia muestran un porcentaje de germinacion muy bajo (Miyazaki y
Wantenabe, 1974), su reproducciéon proporciona una poblacién no homogénea que da como
resultado una gran variabilidad de aspectos importantes como la composicion y niveles de la
esencia edulcorante (Tamura et al., 1984).

El cultivo de tejidos es un método de propagacion vegetativa que permite plantaciones
uniformes; ademds, se obtiene una rdpida multiplicacion clonal (Yang y Chang, 1979;
Marcavillaca, 1985). La propagaciéon in vitro o micropropagacion se define como cualquier
procedimiento aséptico que comprende la manipulacion de organos, tejidos o células que
produzcan poblaciones de plantulas en condiciones asépticas, contrario a la propagacion

vegetativa no aséptica (Ayerbe, 1990). Algunos autores han sugerido que uno de los problemas



en este tipo de propagacion es la contaminacion que se presenta (Hurtado y Merino, 2001), sin
embargo, las ventajas de la micropropagacioén, en comparacién con otros sistemas, son un
mayor control de la sanidad, el incremento acelerado del nimero de plantas, la disminucion del
tiempo de multiplicacion, un mayor nimero de plantas por superficie utilizada y la posibilidad
de multiplicar rapidamente especies en peligro de extincion (Ayerbe, 1990).

Independientemente del tejido o células utilizadas en este tipo de propagacion asexual,
generalmente son tomados los mismos enfoques para optimizar el crecimiento y la
sobreproduccion de biomasa, los cuales se logran utilizando diferentes concentraciones del
nutriente principal o con la combinacion de varias fitohormonas a la vez (Weathers et al., 2010).

Las fitohormonas o reguladores de crecimiento de las plantas son los componentes
criticos que son adicionadas al medio de cultivo, las cuales determinan la secuencia del
desarrollo de las células de la planta, entre éstas las mas cominmente utilizadas son las auxinas
y citocininas (Slater et al., 2008), donde, las primeras promueven la division celular y el
desarrollo de la célula mientras que las segundas promueven la division celular.

Las citocininas regulan el crecimiento de las plantas de diferentes maneras, la regulacion
que ejerce sobre la division celular, es quizéds la mas importante, también estimula la sintesis de
ADN (Ting, 1982).

La aplicacion de 6-bencilaminopurina (BAP) retrasa la senescencia foliar, promueve la
acumulacion de acido ascorbico, el cual constituye uno de los mecanismos de retraso de
senescencia mediante el aumento del antioxidante, incrementando la proteccion al dafio de
membranas durante la senescencia foliar (Wilson-Garcia et al., 2008).

Las auxinas modifican las pautas normales de desarrollo de las plantas y pueden ayudar
a incrementar la productividad, mejorar la calidad del cultivo, facilitar la recoleccion del fruto,
entre otras. Algunas auxinas utilizadas son AIB, ANA, 4-CPA (Acosta et al., 2008).

Por lo anteriormente mencionado, es necesario el establecimiento de una metodologia
para cuantificar el crecimiento de explantes de S. rebaudiana via técnicas de cultivo de tejidos,
asi como determinar el efecto de diferentes reguladores de crecimiento para obtener plantas con

mejores caracteristicas.



II. ANTECEDENTES

I1.1 Stevia rebaudiana

Stevia rebaudiana, cuyo nombre comun es hierba dulce, es una planta que contiene un
edulcorante natural no caldrico llamado esteviosido, el cual es hasta 300 veces mas dulce que la
sacarosa o azucar de cafia; es el mas parecido al azucar entre todos los edulcorantes naturales,
distinguiéndose de los artificiales por no tener un sabor metélico y no ser cancerigeno (Galvan y
Guzman, 2003). Descrita por primera vez por el naturalista suizo Moisés Bertoni en 1887, pero
analizada quimicamente en 1900 por el quimico paraguayo Ovidio Rebaudi, estudio en el cual

se descubrio el glucdsido edulcorante llamado esteviosido.

I1.2. Clasificacion

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Género Stevia

Especie rebaudiana

(Soejarto et al., 1982).



II.3. Caracteristicas

La estevia, conocida cominmente, como la hierba dulce, crece naturalmente en el noroeste de
Paraguay, en el Departamento de Amambay (Figura 1), donde se han encontrado poblaciones a
198 metros sobre el nivel del mar aproximadamente. Puede crecer en suelos infértiles, acido
arenoso, en clima caracterizado como semihimedo tropical con temperaturas extremas de 43°C
a -6 °C con una temperatura anual de 23 °C y una precipitacion anual de 1397 mm.

En su habitat natural esta planta es una hierba perenne que crece hasta 60 cm de altura,
permanece vegetativa desde la primavera al verano y florece de finales de verano a principios
de otofio, sus brotes mueren generalmente después de madurar o con las heladas, dejando las
raices activas para la proxima primavera (Shock, 1982; Brandle y Rosa, 1992). El aumento de la
radiacion solar genera un incremento en el area foliar de la planta, induciendo alto incremento
en la materia seca de la hoja, sugiriendo que en dias prolongados con mas radiacion solar, se
incrementan la longitud de los entrenudos, el area de la hoja y las concentraciones de glucosidos

(Metivier y Viana, 1979; Jarma et al., 2005).
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I1.4. Seguridad de Estevia Como Edulcorante

Existe mucha controversia sobre la planta de estevia o hierba dulce, en lo que se refiere a los
resultados sobre los efectos de la planta al ser consumidas por animales, ya que estudios
realizados en ratas de laboratorio proporcionaron resultados de infertilidad de los animales y
esterilidad al consumir grandes cantidades del esteviosido, asi como peligroso para seres
humanos, sin embargo, estudios recientes indicaron claramente que S. rebaudiana no presentd
efecto toxico en la reproduccion de ratas hembras (Kanokporn et al., 2006).

La planta de estevia se ha utilizado como edulcorante, asi como en pacientes con
diabetes, y PKU (fenilcetonuria), como suplemento en dietas para pacientes con sobrepeso y no
se ha observado reaccion alérgica (Geuns, 2002).

La Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA) no habia permitido
el uso de la hoja o extracto de estevia porque su sustancia no habia sido aprobada como uso de
aditivo en la alimentacion, debido a que existian publicaciones que mostraban inquietudes en el
uso de la sustancia, pero por publicaciones en trabajos recientes, se ha autorizado el uso de un
compuesto extraido de la hoja de estevia: la Rebiana (rebaudidsido A, 97% puro), el cual es
muy utilizado como edulcorante en una gran variedad de productos como cereales, barras de

energia, bebidas dietéticas, jugos, tés entre otros (U.S. Food and Drug Administration 2009).

II.5. Edulcorantes Artificiales

La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994 para la prevencion, tratamiento y control de
la diabetes, en la seccion de definiciones senala: Los edulcorantes nutritivos aportan energia a la
dieta e influyen sobre los niveles de insulina y glucosa. Los edulcorantes no nutritivos son
endulzantes potentes, su aporte energético es minimo y no afectan los niveles de insulina o
glucosa sérica, entre ellos estan: sacarina, aspartame, acesulfame de potasio y sucralosa (Tabla
I) (Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994 para la prevencion, tratamiento y control

de la diabetes, Diario Oficial de la Federacion 15 de Diciembre de 1999). Lo anterior sugiere



que en nuestro pais se acepta el consumo de edulcorantes artificiales como alternativa al azicar

para las personas que necesitan regular su consumo por problemas de salud.

Tabla 1. Edulcorantes artificiales (Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994 para la
prevencion, tratamiento y control de la diabetes, Diario Oficial de la Federacion 15 de
Diciembre de 1999).

Sustancia Caracteristicas

300 veces mas dulce que el azuicar, es el
edulcorante mas antiguo (1879), era el sustituto
de azucar por excelencia capaz de endulzar sin
liberar ninguna caloria. Sin embargo la sacarina
deja un sabor amargo y metalico en la boca.

Sacarina

200 veces mas dulce que el aziicar. Descubierto
en 1965 es el mas exitoso edulcorante, es
limitado en su tendencia a descomponerse, a
temperatura ambiente se descompone 10% al
mes, al incrementar la temperatura se acelera la
velocidad de descomposicion, por lo que no se
puede utilizar en comidas y bebidas calientes.

Aspartame

Se descubrid en 1976, es 600 veces mas dulce
que el azlcar, es el unico edulcorante de bajas
calorias que se fabrica a partir del aztcar, pasa
por el organismo sin sufrir cambios y es
eliminada por la orina y no es absorbida por el

Sucralosa

cuerpo.

Fue descubierto en 1967, es 200 veces mas
dulce que el azlcar, tiene un sabor dulce limpio
Acesulfame-k y no se metaboliza en el organismo y se excreta

sin alteracion en la orina.




I1.5.1 Daiios por edulcorantes artificiales

El exceso en el consumo de edulcorantes artificiales puede ser perjudicial para la salud, por lo
que la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecieron un indice de consumo seguro conocido

como Ingestion Diaria Maxima Aceptable (IDA) para los edulcorantes artificiales (Tabla II).

Tabla II. indice de consumo diario de edulcorantes artificiales. Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS).

SUSTANCIA CARACTERISTICAS
Sacarina 5 mg por Kg de peso al dia
Aspartame 40 mg por Kg de peso al dia
Sucralosa 5 mg por Kg de peso al dia
Acesulfame-k 15 mg por Kg de peso al dia




11.6. Usos de Estevia

La estevia se utiliza en forma de hoja seca, liquido concentrado, hojas pulverizadas o polvo
blanco concentrado. El liquido y las hojas pulverizadas tienen un ligero sabor a hierbas. El
liquido concentrado de color verde oscuro es aproximadamente 70 veces mas dulce que el
azucar comun. Se usa comunmente afnadiéndolo a la leche para endulzar cereales para
desayuno, té, café o chocolate.

La hoja pulverizada es 30 veces mas dulce que el azlcar, generalmente se vende en
bolsitas por gramo o por kilo para hacer preparaciones de t¢, se puede usar para hacer té solo o
combinédndola con otros, a los que endulza y realza el sabor.

El Estevidsido, en forma de polvo blanco concentrado es 300 veces mas dulce que el
azucar. Al tratarse de cristales de Rebaudiosido A es 400 veces mas dulce que el aziicar comun;
A pesar de que la estevia no ha sido aprobada como edulcorante por la FDA de EEUU,
actualmente se vende en tiendas naturistas de ese pais como suplemento dietario o producto
natural para uso personal.

El esteviosido, al ser utilizado como aditivo tiene comprobadas propiedades, entre las
cuales se encuentran la capacidad de atrasar la descomposicion de las bebidas, frutas confitadas
y alimentos congelados, al tiempo que realza su sabor. También es destacable su aporte nulo de
calorias, pues el organismo no lo metaboliza (INCAGRO, 2008).

Otras ventajas que proporciona el edulcorante derivado de la planta de estevia es que se
aprovecha por sus caracteristicas medicinales en pacientes con diabetes, sin afectar el nivel de
azucar en la sangre, ademads, no presenta efectos secundarios como los edulcorantes artificiales,
es muy utilizado por sus propiedades antibacterianas y antiflingicas, en enjuague bucal y en

pasta de dientes (Midmore y Rank, 2002).



II.7. Comercializacion

El principal destino de las exportaciones de hoja de estevia es Japon, que demanda grandes
cantidades para suplir la industria de edulcorantes aditivos alimentarios y de suplementos.
Algunos estudios indican que la industria japonesa ha pasado de consumir cerca de 400
toneladas de hoja seca por ano en la década del 80 a aproximadamente 2000 toneladas para
finales de los noventa, es importante considerar que se necesitan casi 10 Kg de hoja seca para
obtener un kilo de esteviosido.

Recientemente, China y Malasia han incrementado sus importaciones de hoja como
insumo industrial, Estados Unidos figuraba como un importador de esta planta y productos que
contenian estevia como aditivo, sin embargo, con la restriccion sobre la estevia como aditivo
para alimentos, sus importaciones se han reducido a la demanda por suplementos dietéticos
(Marin, 2004).

Algunos productos derivados de estevia que se pueden comercializar son: edulcorante de
estevia en cristales (tipo azulcar, extracto de estevia en polvo, extracto de estevia liquido y cmo
tabletas de estevia) los cuales se pueden utilizar en una gran variedad de productos a nivel
comercial.

El rango de costos de estevia varia de 25 a 30 % por encima del azucar de cafia o azicar
comun, el precio de los edulcorantes quimicos se encuentra por el rango de estevia refinada, por
lo cual se pueden comercializar productos edulcorados con estevia manteniendo el mismo
precio que con otros edulcorantes. Con un costo de produccion de hoja seca de 2,200 kg/ha 'y

una ganancia de aproximadamente $15,000 /ha (ddlares por hectarea) (Midmore y Rank, 2002).
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I1.8 Estevia en México

La produccion de estevia en México no se ha desarrollado comercialmente, sin embargo, tiene
un futuro muy prometedor, ya que es muy utilizada por sus multiples propiedades y usos, posee
un gran potencial de mercado tanto nacional como internacional, por lo que seria muy
importante realizar investigaciones en areas como las agronomicas, tecnologia de produccion,
procesamientos industriales, su factibilidad técnica y econdmica, entre otras (Ramirez, et al.,
2011).

Como se menciond anteriormente, la temperatura promedio de adaptacion de la planta es
de 23 °C, pero puede soportar temperaturas extremas de -6 a 43 °C, en México se presenta en
algunas partes del territorio nacional (Figura 2). Puede producirse bajo condiciones controladas:
invernadero, malla-sombras, laboratorio.

En la zona tropical la estevia presenta un amplio rango de adaptacion, desde los 0 a los
1200 metros sobre el nivel del mar, pero se ha visto que se obtiene mejor calidad de las hojas en
climas calidos. La altura ideal para la siembra de esta planta, es de 800 msnm, es donde se han
encontrado las mejores producciones de follaje, pero este valor puede variar desde el nivel del

mar hasta los 850 msnm (Ramia, 2002).

I1.8.1 Condiciones climatolégicas en Sonora

El clima del norte de México es esencialmente semidrido, con precipitaciones anuales mayores
hacia las regiones costeras. La evaporacion excede a la precipitacion pluvial, por lo cual se
observan importantes déficit de humedad en el suelo. La precipitacion promedio anual en el
estado de Sonora es de aproximadamente 428 mm y en la region de Hermosillo, Sonora, entre
250 y 300 mm. La mayor parte de la precipitacion ocurre en los meses de verano asociada con
el llamado Monzon Mexicano.

En invierno, algunos frentes frios llegan a producir lluvias y nevadas en las partes altas
del estado. La temperatura media anual en Hermosillo varia entre 15 y 25° C sin embargo, la

mayor parte del afio las temperaturas maximas estan por encima de los 30° C y en algunos
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casos las temperaturas maximas pueden alcanzar los 45° C, existen marcadas variaciones en la
temperatura media anual.

La década de los 70 y 80 fueron relativamente frias, resultado de mayores
precipitaciones y nubosidades. Por otro lado, las lluvias estacionales produjeron una marcada
variabilidad interanual, por lo que en ciertos afios las lluvias pudieron alcanzar los 600 mm en

un afo, en otros afios, dificilmente alcanzaron los 200 mm (Stratus Consulting, Inc 2004).
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Figura

2. Temperaturas Optimas y subOptimas en México para la produccion de estevia (INIFAP)
(Ramirez et al., 2011).
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I1.9. Micropropagacion

Las técnicas de propagacion masiva de diferentes especies con interés comercial, biotecnologico
y ecoldgico ofrecen varias ventajas con respecto a las convencionales. Debido a la alta
heterogeneidad de las plantas obtenidas a través de semillas, la propagacion agamica (sin
semilla) es la mejor, debido a que las plantas obtenidas conservan las caracteristicas de la planta
madre, ésta puede ser por hijuelos, estacas y por cultivo de tejidos (Landazuri et al., 2009).
Dentro de este contexto, estas técnicas ofrecen una alternativa real de micropropagacion
para una planta como S. rebaudiana. Adicionando reguladores de crecimiento en los medios de
cultivo se pueden regular aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas en las cuales se
incluyen las hormonas como las auxinas, giberelinas, citocininas, que son reguladores del
crecimiento conocidas como promotores del crecimiento y pueden influenciar a las plantas
regulando algunos aspectos, como el desarrollo de brotes, determinar el sexo de la planta,
estimulacion y desarrollo de raices, crecimiento del fruto, incrementan el crecimiento de los
tallos, estan involucradas en el incremento o en la inhibicidon de la division celular, retrasan la
senescencia o envejecimiento celular (Ting, 1982). En concentraciones adecuadas estimulan
embriogénesis somatica en los vegetales (Banerjee y Sarkar, 2008 ), a partir de la parte axilar de
los tallos, de yemas y meristemos, es posible lograr plantas uniformes de Mongolian cherry
(Prunus fruticosa) y Nankin cherry (Prunus tomentosa), a partir de otros organos y callos, se
presenta el riesgo de producir variabilidad, razén por la cual es necesario encontrar el tipo y
concentracion adecuada de los reguladores de crecimiento para inducir formacion y crecimiento
de tallos sin pasar por el callo (Prusky, 2007). En estudios con Eucalyptus globulus encontraron
que la induccion de callos estd relacionada con la concentracion de Bencilaminopurina y el
medio nutritivo utilizado (Larson y colaboradores., 2006). En plantas de estevia lograron 100%

de callos al utilizar cinetina con 2, 4-D (Singh et al., 2011).
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11 9.1. Técnicas de cultivo in vitro de estevia

Debido a que las semillas de estevia generalmente son estériles, es necesario recurrir a otros
métodos de propagacion para obtener plantas, como el cultivo de tejidos, por medio del cual se
lograrian plantas élite. Se ha observado que la induccion de brotes multiples en la planta de
estevia, mejoran el crecimiento (Yang y Chang, 1979).

Se ha reportado que en el medio basal sin reguladores de crecimiento, la planta forma de
uno a dos brotes, pero en presencia de hormonas los brotes se incrementan (Yang et al., 1980).
Los reguladores de crecimiento tienen la capacidad de afectar a los procesos fisiologicos en
concentraciones mucho mas bajas que los nutrientes o las vitaminas, el control de la respuesta
hormonal se lleva a cabo a través de cambios en la concentracion y la sensibilidad de los tejidos
a las hormonas (Segura, 2008).

Las citocininas estan involucradas en los procesos de division celular, la proliferacion de
yemas axilares, la neoformacion de 6rganos in vitro, la senescencia foliar, el desarrollo de los
cloroplastos y la floracion (Segura, 2008). En estudios con S. rebaudiana encontraron que el
mejor explante utilizado para la micropropagacion in vitro e induccion de callo, son los nudos y
los entrenudos, utilizando medio de cultivo MS adicionado con algunos reguladores de
crecimiento (Saif et al., 2012).

Sivaram y Mukundan (2003) observaron que a través de cultivo de tejidos, el contenido
de la esencia esteviosido se incrementd en callos cultivados in vitro suplementados con los
reguladores de crecimiento (6-benzyladenina 8.87 pM y écido indol-3-butirico 9.80 uM). Por
otro parte, Espinal de Rueda et al., (2006) encontraron que el mayor tamafio de brotes se logro
en el medio liquido MS con 50% de macroelementos y 6 uM de bencilaminopurina (BAP).
Igualmente Sudrez y Salgado (2008) observaron que la presencia de auxina en el medio de
cultivo es necesaria y suficiente para inducir la formacion de callos en explantes de estevia. Se
ha recomendado un suplemento combinado de 1.0 mgL™' ANA con 4.0 mgL™' BAP para obtener
plantas de S. rebaudiana a través de organogénesis. También se ha observado un incremento en
el porcentaje de explantes con formacion de callo al adicionar 6 bencilaminopurina (Kryvenki et

al., 2008).
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II1. JUSTIFICACION

Estevia o la hierba dulce, es una planta con gran potencial en la industria de alimentos y
farmacéutica, ya que se puede utilizar como una alternativa al aziicar comuin y edulcorantes
artificiales, los cuales pueden afectar la salud con problemas como la diabetes o pueden causar
alteraciones en el organismo.

Es una planta que posee un componente que es mas dulce que el aziicar comun, el cual
se ha visto que no afecta a la salud, lo que constituye una gran ventaja. Una alternativa para
poder propagar esta planta es el cultivo de tejidos, el cual puede ser utilizado para la obtencién
de especies que poseen poca viabilidad en sus semillas como es el caso de Stevia rebaudiana, o
para producir plantas que no son de esta region, que podrian ser adaptadas a un clima semiarido

y que ademas son prometedoras ya que ofrecen ser econdémicamente importantes.
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IV. HIPOTESIS

La adicién de diferentes concentraciones y tipos de reguladores de crecimiento a tejidos de
Stevia rebaudiana Bertoni favorece el desarrollo de brotes in vitro por los procesos de

organogénesis directa.
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V.OBJETIVO GENERAL

Establecer una metodologia para cuantificar el crecimiento de explantes de Stevia rebaudiana

Bertoni via técnicas de cultivo de tejidos.

V.1. Objetivos especificos

Obtener plantas de Stevia rebaudiana Bertoni in vitro, a partir de semillas.
Determinar el efecto de diferentes concentraciones de los reguladores de crecimiento 6-
Bencilaminopurina (BAP) y Acido-indol-3-butirico (AIB) sobre el crecimiento in vitro de

Stevia rebaudiana Bertoni.
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VI. METODOLOGIA

VI. 1. Material Vegetal

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio de cultivo de tejidos, en el Departamento de
Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la Universidad de Sonora.

El material vegetativo se obtuvo a partir de semillas de S. rebaudiana (Figura 3)
originarias de Paraguay, las cuales se germinaron en medio de cultivo basal Woody Plant
Medium (WPM) (Trigiano y Gray, 2000) y se incubaron en condiciones descritas
posteriormente y una vez obtenidas las plantas con una altura promedio de 3 cm, se les hicieron
cortes en los entrenudos y cada uno de estos se sembraron en condiciones asépticas en el mismo

medio WPM basal, obteniéndose asi suficientes plantas para los tratamientos correspondientes.
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Figura 3. Semillas maduras e inmaduras de Stevia rebaudiana.
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VI1.2. Desinfeccion y Siembra

Se seleccionaron semillas maduras de Stevia rebaudiana, que mostraran un color mas oscuro,
las cuales se sumergieron en alcohol al 90% por un minuto y después se sumergieron en una
solucién de hipoclorito de sodio al 20% con una gota de detergente TWEEN 20 por 13
minutos, después se enjuagaron con agua desionizada estéril. Todo esto se realizo en
condiciones asépticas en la cadmara de flujo laminar (Marca Edge Gard Hood).

Para efectuar la siembra de las semillas en el medio nutritivo, la cdmara de flujo laminar
se limpid perfectamente con alcohol etilico. Después se encendi6 la lampara de luz ultravioleta
durante 20-30 min y se conservaron estas condiciones estériles con mecheros de alcohol. Las
semillas sembradas en el medio de cultivo, se mantuvieron para su germinacion en el cuarto de
incubacion, al germinar y alcanzar una altura de 3 cm o por lo menos 3 entrenudos, se les
efectuaron cortes para volver a sembrarlas en nuevos medios de cultivo y asi obtener plantas

con el fin de tener suficiente material vegetativo para realizar los otros tratamientos.

VI1.3. Medio de Cultivo

Se utiliz6 el medio de cultivo WPM (Tabla III), agregando 10 mL a tubos de ensaye y frascos,
después se esterilizd en autoclave modelo Sterilmatic, durante 15 minutos a 121 °C y una
presion de 15 lb. Se utilizo el mismo medio de cultivo en los otros tratamientos adicionando los

reguladores de crecimiento AIB y BAP (M).
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Tabla III. Composicion de nutrientes del medio de cultivo basal Woody Plant Medium (WPM)
(Trigiano y Gray, 2000).

Compuesto Concentracién Compuesto Concentraciéon
(mgL™) (mgL™)
NH4NO3 400 CuSO4*5H,0 0.025
Ca(NOs),*4H,0 556 FeSO4*7H,0 27.8
K,SO4 990 Na,EDTA*2H,0 34
CaCl,*H,O 96 m-Inositol 100
MgSO4*7H,0 370 Acido nicotinico 0.5
KH,PO4 170 Piridoxina*HCIl 0.5
H;BO; 6.2 Tiamina*HCI 0.1
MnSO4*4H,0 223 Glicina 2.0
7Zn SO4*7H,0 8.6 Sacarosa 30 gL'1
Na,Mo004*2H,0 0.25 Agar 8 gL

V1.4 Cortes Vegetativos

Una vez obtenidas las plantas en incubacion, se realizaron cortes en los entrenudos, con un
corte en forma de Y, (Figura 4). Los cortes se realizaron dentro de la cdmara de flujo laminar en
condiciones asépticas, para después sembrarlas en medio de cultivo WPM adicionado con los

reguladores de crecimiento BAP y AIB en diferentes concentraciones molares (M).

20



o !;-’A.‘M C)

Figura 4. Cortes vegetativos: a) Seleccion de la planta. b) cortes de los entrenudos. ¢) Cortes en
forma de Y en plantas de estevia.
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VIL.5. Tratamientos

Se probaron los reguladores de crecimiento: auxina acido indol-3-butirico (AIB) en tres
concentraciones (0, 2.5 y 5 M) y la citocinina: 6-bencilaminopurina (BAP) en tres
concentraciones diferentes (0, 5 y 10 M) (Tabla IV), que se combinaron para tener un total de
nueve tratamientos, cada uno con diez repeticiones. La unidad experimental fueron tubos de

ensaye con dos explantes cada uno.

Tabla IV. Concentraciones de los reguladores de crecimiento AIB y BAP (M).

AIB (M) BAP (M)

0 0
0 5
0 10
2.5 0
2.5 5
2.5 10
5 0
5 5
5 10

VI.6. Siembra e Incubacion de los Tratamientos AIB y BAP

Con los cortes efectuados a las muestras en incubacion, se sembraron un total de 180 explantes
en el medio de cultivo conteniendo las diferentes combinaciones (M) de los reguladores de

crecimiento (AIB y BAP) (Figura 5) en la camara de flujo laminar en condiciones asépticas. Se
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inocularon dos explantes en cada tubo de ensaye conteniendo 10 mL de medio de cultivo
(WPM) y se incubaron a una temperatura de 25°C+2, humedad relativa de 80% y fotoperiodo
de 16 horas luz/8horas oscuridad, para el registro de los datos cada semana durante cuatro

s€manas.

-
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Figura 5. Crecimiento obtenido de las muestras en el medio de cultivo: a) BAP 5 M. b) BAP 10
M. c) AIB 2.5 M. d) AIB 5 M.
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V1.7. Seleccion de Tratamiento BAP

Debido a los resultados obtenidos en el experimento anterior, en donde se observé menor
crecimiento de las muestras al utilizar el regulador de crecimiento AIB en el medio de cultivo,
se selecciono el medio de cultivo con el regulador de crecimiento con el cual se logré mayor
crecimiento de las muestras y mejor adaptacion de la planta obtenidas. Por lo que se hizo un
segundo experimento probando diferentes concentraciones molares: (0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30),
con la 6-bencilaminopurina (BAP) para observar en qué concentracion o concentraciones se

obtienen los mejores crecimientos de las plantas.

VI1.8. Siembra e incubacion en el Tratamiento con BAP

Se establecieron un total de siete tratamientos con tres repeticiones cada uno, sembrando tres
explantes en forma de Y en condiciones asépticas en la cdmara de flujo laminar. Los explantes
se obtuvieron en la primera siembra con medio WPM basal, utilizando frascos de vidrio para
cultivo (Figura 6) con 10 mL de medio de cultivo (WPM) con diferentes concentraciones del
regulador de crecimiento BAP dando un total de 63 explantes, colocandolos en incubacion con
temperatura de 25°C+2, humedad relativa de 80% y fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas

oscuridad.
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Figura 6. Crecimiento observado de S. rebaudiana en medio de cultivo con BAP.
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VL.9. Registro de Datos

Las plantas se midieron desde la parte basal del explante hasta la parte final del crecimiento,
estas mediciones se realizaron cada siete dias, durante 4 semanas. El registro de los datos se
midié por fuera del tubo de ensaye o frasco de cultivo, para evitar problemas con la

contaminacion de la planta, utilizando una regla graduada y flexible.

VI.10. Disefio Experimental

Se utilizé un diseno experimental completamente al azar con tres repeticiones y los resultados
se evaluaron mediante el andlisis estadistico de varianza de una via para establecer la
dependencia entre las variables a analizar, la repuesta del genotipo a la induccion de brotes y el
efecto del medio de cultivo en la induccion de brotes.

Se utilizé la prueba de LSD con un nivel de significancia del 95% para determinar las
posibles diferencias significativas entre los tratamientos. Los datos se analizaron por medio del

programa StatGraphic, version Plus 5.1.
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VII. RESULTADOS

VIIL.1. Germinacion de semillas de Stevia rebaudiana

Debido a la poca viabilidad en las semillas de Stevia rebaudiana, solo se observd 5% de
germinacion de un total de 80 semillas sembradas en medio de cultivo (WPM) basal; en
incubacion, solo germinaron 4 semillas, logrando 4 plantas, en las cuales se hicieron cortes en
condiciones asépticas para obtener las muestras necesarias para efectuar los estudios en este

experimento.

VIL.2. Tratamiento con Acido-indol-3-butirico y 6-Bencilaminopurina

Al evaluar los efectos de los reguladores de crecimiento (AIB y BAP) en diferentes
concentraciones, se pudo observar que la presencia de la auxina AIB tuvo un efecto inhibidor en
los explantes de Stevia rebaudiana reflejdndose en las plantas obtenidas, ya que no
desarrollaron brotes ni raices, sin embargo, se observo que al adicionar BAP en el medio
nutritivo, se obtuvo crecimientos significativos en los tratamientos que contenian 5 M y 10 M
de BAP sin la adiciéon de AIB como se observa en la grafica (Figura 7) vy al analizar los
resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a los otros
tratamientos probados. En los medios de cultivo conteniendo las combinaciones de los
reguladores de crecimiento (AIB y BAP) no se observo crecimiento adecuado de las muestras
vegetativas (Tabla V).

Con los resultados observados en el crecimiento de las muestras inoculadas en los
medios de cultivo con las combinaciones de los reguladores AIB-BAP, en el experimento
anterior se determind que BAP (Tabla VI) mostré mejor respuesta para el crecimiento de brotes,
por lo que se realiz6 otro experimento donde se utilizd solamente el regulador de crecimiento
BAP en concentraciones mas elevadas para observar los efectos de dicho regulador en las

plantas.
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Tabla V. Efecto de los reguladores de crecimiento AIB-BAP (M) sobre el crecimiento (cm) de

estevia en cuatro semanas de incubacion. Las letras muestran una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.5) entre concentraciones de AIB-BAP en 30 dias. Media+DS (n=5).

AIB-BAP Medias Diferencias
M) estadisticas
0-0 7.5+4.2 a
0-5 5.82+5.2 ab
0-10 52+4.5 b

2.5-0 0.5+ 0 c
2.5-5 1.3+0.3 c
2.5-10 1.24+0.1 c
5-0 0.5+ 0 c
5-5 0.9+ 0 c
5-10 0.7+ 0.3 c
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Figura 7. Efecto de 0 M AIB con 5 M BAP y 0 M de AIB con 10 M BAP sobre el

crecimiento(cm) de Stevia rebaudiana en cuatro semanas de incubacion

VIL.3. Experimento con diferentes concentraciones de 6-Bencilaminopurina

En base a los resultado obtenidos al utilizar las diferentes combinaciones de los reguladores de
crecimiento AIB-BAP, se pudo observar que se obtuvieron resultados adecuados con el
regulador de crecimiento BAP, por lo cual se realizd otro experimento con las siguientes
concentraciones de bencilaminopurina (BAP): 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 M en el medio de
cultivo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, a los 30 dias de incubacion, se observé que el
mejor crecimiento se logro en las plantas que estuvieron en el medio nutritivo conteniendo las
concentraciones de SM y 25 M de BAP, como se puede observar en la siguiente grafica
(Figura 8), el andlisis estadisticos de los datos, mostr6 una diferencia significativa de las
muestras inoculadas en los medios nutritivos conteniendo las concentraciones de BAP

mencionadas (Tabla VI).
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Figura 8. Promedio de crecimiento (cm) de las muestras en las concentraciones de 0, 5, 10, 15,

20,25y 30 M de BAP en 15 y 30 dias de incubacion.

Tabla VI. Efecto de la 6 bencilaminopurina (M) sobre muestras de Stevia rebaudiana en 30 dias
de incubacion Las letras muestran una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre

concentraciones de BAP. Medias+DS (n=9)

Tratamiento BAP(M) crec.(cm) Diferencia

estadistica
5 25 2.0 a
1 5 1.85 a
2 10 1.55 ab
6 30 1.03 bed
3 15 0.85 bd
4 20 0.75 cd
0 0 0.5 d
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VIII. DISCUSION

Stevia rebaudiana es una planta con un valor econdmico muy importante ya que puede
ser utilizada como sustituto de azicar y edulcorantes artificiales, en el Estado de Sonora se
puede adaptar muy bien debido a que soporta un clima caracterizado como semihumedo tropical
con temperaturas extremas de 43 °C a -6 °C con una temperatura anual de 23 °C (Shock, 1982).

Las semillas de estevia tienen un porcentaje de germinacion muy bajo (Miyazaki and
Wantenabe, 1974), lo cual fue comprobado en este experimento y debido a que es imposible
desarrollar una gran cantidad de plantas a nivel comercial a partir de semillas se debe pensar en
el aprovechamiento y uso de otras metodologias para la propagacion de esta planta, como lo
efectuado en este trabajo de tesis.

En los tratamientos con AIB y BAP se observo que la AIB actué como un inhibidor de
crecimiento, ya que las plantas presentaron una sensibilidad diferente a la auxina (AIB), con
respecto a las concentraciones, debido a que las raices mostraron mayor sensibilidad que los
tallos causando una inhibicion en las formacion de raices (Acosta et al., 2008), asimismo no se
obtuvo un crecimiento adecuado de las muestras inoculadas en ellos, mientras que las muestras
vegetativas que estuvieron sometidas en el medio de cultivo con BAP se adaptaron muy bien en
concentraciones en las cuales no se les adicion6 AIB. Las muestras sometidas en los medios de
cultivo con 5SM y 25M de BAP mostraron mayor crecimiento y al analizar los datos, presentaron
resultados estadisticamente significativos (Tabla VI). Resultados similares fueron obtenidos por
Laribi et al. (2012) al combinar BAP con AIB, encontraron que al agregar solamente AIB, la
induccion de callos fue menor.

Varios investigadores han observado que BAP es esencial para el crecimiento e
induccion de brotes a partir de explantes. Oriza et al. (2007) encontraron que la adicion de
auxina (ANA) de manera individual no mostré efecto en los explantes de S. rebaudiana, sin
embargo cuando fue combinada con la citocinina BAP se indujo una mayor produccion de
callo. Rafiq et al. (2007) encontraron que el efecto combinado de ANA y AIB sobre la
induccion de raices en S. rebaudiana fue positivo, sin embargo, individualmente esta induccion

fue mayor con ANA comparada a la adicion de AIB. Con respecto al testigo se obtuvo un
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crecimiento promedio, coincidiendo con los resultados encontrados por Yang, y Chang (1979)
donde se obtuvieron plantas con uno o dos brotes.

En el segundo experimento, la adicion de BAP al medio de cultivo indujo una respuesta
positiva, ya que todos los tratamientos provocaron crecimiento de las muestras, siendo
significativamente mayor el crecimiento de las muestras cuando estuvieron sometidas en el
medio de cultivo conteniendo la concentracion de 25 M de BAP. El andlisis estadistico no
mostro diferencias significativas en las muestras con esta concentracion mencionada y la de 5
M de BAP, sin embargo, fueron estadisticamente diferentes con las muestras inoculadas en los
medios conteniendo las otras concentraciones probadas de BAP (Tabla V). Espinal de rueda et
al. (2006) encontraron que el mayor tamafio de brotes de S. rebaudiana se observo en el medio
liquido MS con 50% de macroelementos y 6 uM de 6- bencilaminopurina (BAP). Igualmente,
Waliullah (2006) encontr6 que el mayor nimero y mayor longitud de brotes fue con la
aplicacion de BAP 3.0 mgL™". Para esto mismo, Ojha et al. (2010) encontraron que la
concentracion de 2.0 mgL™' de BAP produjo el mayor numero y longitud de brotes de estevia.
Jitendra et al. (2012) encontraron que la incorporacion de 3.0 mgL'1 de BAP demostro ser la
mejor opciodn para la multiplicacion de brotes en S. rebaudiana. Finalmente, Javad et al. (2012)
encontraron que la adicion de 1 mgL™" de BAP evidencio ser el mejor para la inducciéon de

longitud de brotes y 3 mgL™' de BAP para la estimulacion del namero de brotes.
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IX. CONCLUSIONES

Stevia rebaudiana, la hierba dulce, es muy prometedora debido a los compuestos edulcorantes
que contiene, es una planta que tiene mucho futuro en el estado de Sonora , por lo que es
importante recurrir a las técnicas de propagacion para efectuar estudios con esta planta, como la
que se desarrolld en este trabajo. La proliferacion de esta planta in vitro es una opcion de
interés, ya que se pueden obtener plantas sanas y debidamente seleccionadas, con un potencial
de crecimiento y adaptacion en el medio.

Se demostrd que la adicion del regulador de crecimiento citocinina: 6- bencilaminopurina
(BAP) en concentraciones de SM y 25 M es una opcidn para el mejor crecimiento de la planta
de estevia, ya que no solo se observo la adaptacion de las muestras al medio de cultivo, sino que
se desarrollaron en tamafio y ademads, presentaron crecimiento de multiples brotes, los cuales
son resultados muy prometedores, ya que con el trasplante a tierra se podria tener un arbusto
mas frondoso y con muy buena adaptacion.

Con respecto al regulador de crecimiento auxina: &cido indol-3-butirico (AIB) en las
concentraciones utilizadas en el presente trabajo, los resultados obtenidos mostraron que no es
una opcion viable para la micropropagacion de la planta de estevia, debido a que no se logroé un
crecimiento adecuado de brotes y raices, probablemente, si se utilizaran otras concentraciones, o
en combinaciones con otros reguladores de crecimiento, se obtendrian resultados mas

favorables.
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