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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue el crecimiento de hojas, brotes y tallo de Stevia
rebaudiana bajo el efecto del acido naftalenacético y bencilaminopurina utilizando un
biorreactor de inmersién por gravedad, el cual contuvo el medio de cultivo Murashigue
& Skoog (MS) liquido. Se empled un disefio experimental completamente al azar con
las combinaciones de 0.1 y 1.0 mg/l de las fitohormonas, se contd con 6 tratamientos y
un blanco, 15 repeticiones y 105 unidades experimentales. Los resultados se
determinaron a los 30 dias de evaluacion del crecimiento de las plantulas, en donde el
tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0 mg/l), fue identificado como el mejor.
Adicional a ello, se realizd6 una comparacion con los resultados de una
micropropagacion in vitro convencional, siendo el biorreactor de inmersion por
gravedad un mejor método de multiplicacion vegetativa, obteniendo los resultados del
BIG (4.7 cm de longitud de tallo, 7 brotes y 8 hojas); mientras que en el método
convencional (4.1 cm de longitud de tallo, 5 brotes y 7 hojas). Esto representa una
nueva alternativa para el mejoramiento en la multiplicacion vegetativa in vitro de la
planta Stevia rebaudiana mediante el uso de un biorreactor de inmersion por gravedad,
siendo de utilidad para los productos de esta importante especie, y para futuras

investigaciones que busquen el desarrollo en la productividad de esta planta.

Palabras Claves: Stevia rebaudiana, in vitro, fitohormonas.
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ABSTRACT

The objective of this research was the growth of Stevia rebaudiana leaves, shoots and
stem under the effect of naphthaleneacetic acid and benzylaminopurine using a gravity
immersion bioreactor, which contained the liquid Murashigue & Skoog (MS) culture
medium. A completely randomized experimental design was used with the combination
of 0.1 and 1.0 mg/l of the phytohormones, there were 6 treatments and a blank, 15
repetitions and 105 experimental units. The results were determined after 30 days of
evaluating the growth of the seedlings, where treatment 1 (ANA 0.1 mg/l and BAP 1.0
mg/l) was identified as the best. In addition to this, a comparison was made with the
results of a conventional in vitro micropropagation, being the Gravity Immersion
Bioreactor a better method of vegetative multiplication, obtaining the results of the BIG
(4.7 cm stem length, 7 buds and 8 leaves); while in the conventional method (4.1 cm
stem length, 5 buds and 7 leaves). This represents a new alternative for the
improvement in the in vitro vegetative multiplication of the Stevia rebaudiana plant
through the use of a gravity immersion bioreactor, being useful for the products of this
important species, and for future research that seeks the development in the productivity

of this plant.

Keywords: Stevia rebaudiana, in vitro, phytohormones.
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. INTRODUCCION

Stevia rebaudiana pertenece a la familia Asteracea, es una planta herbacea perenne de
tallo erecto y sublefioso, pubescente que durante su desarrollo inicial no posee
ramificaciones, tornandose multicaule después del primer ciclo vegetativo, llegando a
producir hasta 20 tallos en tres a cuatro afios; puede alcanzar hasta 90 cm de altura en su
habitat natural y en los trépicos puede llegar a tener alturas superiores a 100 cm. Posee
una raiz pivotante, filiforme, y no profundiza, distribuyéndose cerca de la superficie. La
S. rebaudiana tiene hojas elipticas, ovales o lanceoladas y algo pubescentes; presentan
disposicidn opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su
madurez fisioldgica, previa a la floracion. La flor es hermafrodita, pequefia y
blanquecina; su corola es tubular, pentalobulada, en capitulos pequefios terminales o
axilares (Clinton, 1982).

Posee propiedades medicinales ya que puede desarrollar efectos beneficiosos sobre la
diabetes de tipo I, gracias a sus compuestos llamados glicésidos con propiedades
edulcorantes sin calorias la cual es unas 30 veces mayor que el azicar. Sus principales
principios activos que son los esteviosidos y rebaudiosidos se encuentran contenidos en
altos porcentajes en las hojas, siendo estas las principales partes de la planta tomadas
para producir el edulcorante (Ramirez, 2005). Los esteviosidos que estan contenidas en
las hojas, es una sustancia formada por una mezcla de hasta seis glucésidos diterpénicos
las cuales son las responsables del sabor dulce de estas hojas y son 100 a 400 veces mas
dulce que la sacarosa y gracias a sus caracteristicas tanto fisicoquimicas como
toxicologicas permite que se pueda incluir en la dieta humana como edulcorante
dietético natural sin ningun tipo de efecto, asi también puede ser incluida en la dieta de
personas con diabetes de tipo Il sin los efectos que podria causar el aztcar normal
(Osorio et al., 2007). Los estudios cientificos futuros sobre esta planta seran de gran
ayuda para la agroindustria que ya ha empezado a incorporar a la estevia como

endulzante de bebidas y otros (Salvador et al., 2014).

Otra de las ventajas adicionales son que no eleva los niveles de glucosa en la sangre, no
aporta calorias al ser metabolizado, es antiacido, cardioténico, no produce caries al no
ser fermentado por las bacterias orales, y se distingue de los edulcorantes artificiales por

no tener sabor metalico y no ser cancerigeno (Tadhani, 2007).
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En Per( y exclusivamente en Paraguay y otros paises en desarrollo como Bolivia y
Ecuador se ha logrado tomar conciencia de la oportunidad que la Stevia representa y eso
implica mejorar la promocion y capacitacién de buenas précticas de cultivo y también
analisis quimicos y nutricionales de esta planta. Para esto se promueve actividades
empresariales direccionadas a una gestion ambiental y uso de tecnologias limpias
(Puentes, 2014).

El cultivo in vitro de plantas es una técnica que exige un control especifico del
ambiente, tanto fisico como quimico, en el que se sitla al explante, érgano o tejido
vegetal que se desee cultivar. Conviene, por tanto, conocer cuéles son los principales
factores que lo conforman y que deberan ser controlados (Castillo, 2004). En los
ualtimos afios, el cultivo in vitro ha presentado un desarrollo exponencial (Pierik, 1988).
La tasa a la cual los cultivos in vitro crecen y producen yemas durante la
micropropagacion pueden estar influidas por la naturaleza fisica del medio (George,
1993).

A diferencia de las técnicas tradicionales de cultivo, esta técnica permite la propagacion
de grandes volumenes de plantas en menor tiempo y espacio. Por otro lado, la técnica es
de gran utilidad para la obtencion de plantas libres de patégenos y contaminaciones;
plantas homocigotas, en la produccion de plantas en peligro de extincion, en estudios de
ingenieria genética, etc. (Castillo, 2004). EI proceso que utiliza técnicas de cultivo in
vitro, es en las que se selecciona un explante, se desinfecta, se aisla en un recipiente
estéril y, artificialmente, se le otorga condiciones para el correcto desarrollo. (Paredes et
al., 2009).

La micropropagacion, clonacion in vitro o multiplicacion vegetativa de plantas es una
de las aplicaciones biotecnologicas méas desarrollada en los ultimos afios. En la
actualidad constituye una de las herramientas mas utilizadas. Por esta via, es posible
obtener un gran namero de individuos libres de plagas y enfermedades en menor tiempo
y empleando espacios reducidos, lo cual servira para su conservacion y sistematizacion
del cultivo en su comercializacion y la posibilidad de producir plantas durante todo el
afio (Spinoso et al., 2014). Este proceso utiliza técnicas de cultivo in vitro y se da
cuando una planta se desarrolla a partir de una célula, un tejido, un érgano o alguna
parte de una planta de interés. Todas las partes de una planta bajo condiciones
adecuadas para el crecimiento, como luz, temperatura, humedad, nutrientes entre otros,
pueden dar origen a una nueva planta completa, ya que las células de tejidos maduros de
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la planta conservan una caracteristica Ilamada totipotencialidad con la cual una planta
adulta puede desdiferenciarse y retomar la actividad meristematica para multiplicarse y

dar origen a los 6rganos vegetativos (Luna, 2016).

Para realizar la micropropagacion se seleccionan plantas madres que deben cumplir con
ciertas condiciones de calidad, lo que permite obtener clones adecuados. La
multiplicacion vegetativa es un sistema de multiplicacion asexual de plantas que, a
diferencia de la propagacion convencional en viveros comerciales, se realiza en
condiciones de laboratorio, donde se aplican condiciones de asepsia controladas a fin de
evitar la reproduccion de enfermedades. Como la multiplicacion es répida y a gran
escala, se obtienen beneficios en ahorro de tiempo y de recursos. En efecto, 1 m? de
plantas en el laboratorio puede representar 1 ha en el campo, la tasa de crecimiento es
exponencial y el material obtenido es uniforme (Paredes et al., 2009).

La multiplicacion vegetativa por segmentos nodales, estacas o0 esquejes es una tecnica
en la que se usan segmentos del tallo de la planta con las yemas axilares los cuales en
condiciones adecuadas de crecimiento pueden producir nuevas plantas idénticas a la
planta madre. Este es una técnica muy usada para propagar arbustos ornamentales y

otros cultivos arbustivos y lefiosos (Basial, 2001).

El método de los segmentos nodales tiene la ventaja de generar poca variacion genética
en las muestras, ya que en ningdn momento se forma tejido calloso. Se inicia
escindiendo segmentos de tallo con su correspondiente yema axilar. En el cultivo las
yemas crecen Yy se alargan produciendo nuevos segmentos nodales susceptibles de ser a
su vez escindidos. En un momento determinado los segmentos nodales producidos
pueden dar origen a tallos y raices ya sea in vitro o en el suelo, mediante una alteracion

de la composicion hormonal del medio (Basial, 2001).

Las fitohormonas o también conocidas como reguladores de crecimiento, son
producidos por las mismas plantas a muy bajas concentraciones y producen efectos
fisiologicos definidos. Existen cinco familias de fitohormonas las cuales son las mas
conocidas y utilizadas comercialmente como auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno
y acido abscisico, todos los grupos actian de manera coordinada para regular el

crecimiento en las diferentes partes de la planta (Aguilar et al., 2006).

Las auxinas fueron las primeras fitohormonas en ser descubiertas, se encuentran en toda

la planta, aunque principalmente se producen en las regiones de crecimiento es decir en
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los &pices, esto se asocia con la elongacion del tallo, formacion de raices adventicias,
induccion de floracion, diferenciacion vascular. Normalmente se usan compuestos
como el acido indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA), acido indolbutirico
(AIB) y el 2,4-acido Diclorofenoxiacetico (2,4-D). El &cido naftalenacético es un
compuesto organico que es muy utilizada en propagacion vegetativa de plantas a partir
de esquejes y segmentos nodales. Tiene diversas funciones relacionadas con la
elongacion y el enraizamiento y una de las ventajas es que no es sensible a la luz como
el AIB (Aguilar et al., 2006).

Las citoquininas son hormonas que estimulan la division celular en tejidos
meristematicos como apices radiculares, yemas del tallo, nédulos de raices leguminosas
y semillas de germinacion. Otro de los efectos que posee este grupo es de retrasar la
senescencia en las hojas para que estas se mantengan por mucho mas tiempo en su
lugar. Este grupo de hormonas vegetales se encuentra compuesto por 6-
Benciloaminopurina (BAP), N-isopentenilaminopurina (2ip) y zeatina. Siendo la
hormona BAP un regulador de crecimiento y elongacion de tallos y raices e induce la

formacion de 6rganos (Baldetti, 2002).

El sistema de inmersion temporal esta compuesto por dos frascos de cultivo de vidrio,
uno para el crecimiento de los segmentos nodales y el otro como reservorio de medio de
cultivo. Estos frascos de cultivo se conectan entre si por una manguera de silicona de
seis milimetros de diametro, mediante conectores de vidrio que atraviesan la tapa del
frasco. El medio de cultivo circula de un frasco de cultivo a otro en dependencia de la
apertura o cierre de electrovalvulas de tres vias, las cuales se conectan a un
temporizador programable para determinar el tiempo y la frecuencia de la inmersién. La
entrada de los frascos de cultivo posee filtros hidrofébicos, para garantizar la esterilidad
del aire. Con una presion del aire de 2,0 atm proveniente de un compresor, regulada por
un manoémetro. Con un tiempo de inmersion de 10 min con una frecuencia cada 6 horas

(4 inmersiones por dia) (Cabrera et al., 2008).

Con el empleo del sistema de inmersion se han obtenido los méas altos valores para el
coeficiente de multiplicaciéon, con diferencias significativas respecto al sistema de
cultivo con el medio de cultivo liquido estatico con renovacion pasiva de la atmosfera
interna en donde obtuvieron aproximadamente el 65 % de plantulas sanas y libres de

patogenos (Cabrera et al., 2008).
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En una investigacién disefiaron e instalaron un sistema de biorreactores para la
micropropagacion a gran escala de Vanilla planifolia Jacks ex Andrews, una orquidea
de importancia econdmica. Se compar6 la eficiencia del protocolo de cultivo in vitro
empleando el método convencional en medio sélido con el sistema de inmersion
temporal en medio liquido. Los resultados mostraron que el cultivo en biorreactores
permitié alcanzar en 30 dias de cultivo una tasa mas elevada de multiplicacion (12
brotes/explante) mientras que en medio semisélido la tasa de multiplicacién fue menor
(7 brotes/explante), indicando que el sistema de cultivo en biorreactores es una
excelente alternativa para la propagacién in vitro de diversas especies (Spinoso et al.,
2014).

Los Biorreactores permiten controlar mejor la produccion que cuando se usan los
métodos tradicionales en aspectos como variacion en calidad y rendimiento. Otra
ventaja es que reducen la duracion del ciclo productivo. El uso de Biorreactores en el
cultivo de tejidos tiene como objetivos principales obtener productividad alta,

rendimiento alto y concentraciones altas de producto (Debnath, 2011).

Otros estudios realizados en cafia de azucar (Sacharum spp.) mostraron una tasa de
multiplicacion de 8,13 + 0,6 explantes cuando se cultivd en SIT, comparada con 4,0 £

0,8 versus el cultivo en medio semisolido (Lorenzo et al., 1998).

Algunos biorreactores se incuban a una temperatura de 25 — 30°C, con un fotoperiodo
de 11 o 12 horas diarias bajo luz blanca fluorescente, que junto con el medio
seleccionado de concentraciones BAP (2,1 mg L -1) - ANA (0,3 mgL-1) adicionados al
medio de Murashige y Skoog, dan a conocer un indice de multiplicacion mayor, dando
lugar a una tasa de multiplicacion de 11 brotes; mientras que por otro lado,
suplementando el medio de Murashige y Skoog con BAP (1 mg L -1) - ANA (0,25
mgL-1), con luz constante y un medio con la combinacién de concentraciones BAP (2
mg L -1 ) - ANA (2 mgL-1 ), en un periodo de 1 mes, obtuvieron una tasa de
multiplicacion de 6.5, resaltando que las unidades propagativas (hijuelos) obtenidas

tenian en promedio 2 cm de largo (Llanos, 2015).

Se demostré para el crecimiento de los segmentos nodales en el cultivo de la papa
(Solanum tuberosum L.), mediante el estudio de dos sistemas de cultivo
semiautomatizados, el control semicontinuo del nivel de medio de cultivo y la

inmersién temporal, que los segmentos nodales desarrolladas en el SIT presentaron
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coeficientes de multiplicacién superior debido a las condiciones de cultivo creadas en
este sistema de cultivo (Perez, 2001).

Actualmente en el pais existen distintos cultivos a los que se les denomina plantas
medicinales, pero la falta de interés de empresas que puedan promover el desarrollo
agroindustrial hace que estos se vean limitados ya que no existe un respaldo econémico.
Debido a que existe un gran interés en implementar tecnologias limpias sin residuos en
la agroindustria, los alimentos deben ser lo mas seguros posible tanto desde el punto de
vista de higiene como de salud y al mismo tiempo deben tener la maxima calidad ya que
existe un rechazo a los aditivos quimicos de proceso sintético los cuales son afiadidos a
distintos alimentos y bebidas. Por lo tanto, en los Gltimos afios se esta prestando mucho
maés interés al uso de plantas como la estevia, esta es una planta que requiere pocas
cantidades de agua para su produccion que cualquier otro ingrediente edulcorante.
Frente a esta realidad, nos planteamos solucionar este problema, utilizando el cultivo in
vitro de tejidos vegetales y buscando el efecto de dosis de las fitohormonas en un medio

de cultivo adecuado para esta especie vegetal. (Condori, 2013)

Con respecto a lo descrito planteamos el siguiente problema ¢Cual es el efecto del acido
naftalenacético y bencilaminopurina en el crecimiento de hojas, brotes y tallo de Stevia

rebaudiana utilizando un biorreactor de inmersion por gravedad?
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1.1. FORMULACION DE OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo General:

- Determinar el efecto del &cido naftalenacético y bencilaminopurina en el
crecimiento de hojas, brotes y tallo por multiplicacion vegetativa de Stevia

rebaudiana utilizando un biorreactor de inmersion por gravedad.

1.1.2. Objetivos especificos:

- Determinar la concentracién del acido naftalenacético en el medio de cultivo

MS, para el crecimiento de hojas, brotes y tallo de la planta Stevia rebaudiana.

- Determinar la concentracion del bencilaminopurina en el medio de cultivo MS,

para el crecimiento de hojas, brotes y tallo de la planta Stevia rebaudiana.

- Determinar las concentraciones del acido naftalenacético y bencilaminopurina
en el medio de cultivo MS, para el crecimiento de hojas, brotes y tallo de la

planta Stevia rebaudiana.

- Realizar una comparacion estadistica de los datos obtenidos del sistema de
inmersién por gravedad en MS liquido y un cultivo in vitro convencional en MS
solido.

1.2. HIPOTESIS

La adicion de acido naftalenacético y bencilaminopurina en concentraciones de (0.1
y 1.0 mg/l) influira positivamente en el crecimiento de hojas, brotes y tallo por
multiplicacion vegetativa de Stevia rebaudiana utilizando un biorreactor de
inmersién por gravedad.
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1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

El efecto de dosis de Acido Naftalenacético (ANA) y Bencilaminopurina (BAP) en
la produccion in vitro de Estevia (Stevia rebaudiana B.) a partir de segmentos
nodales, se realizé con la finalidad de obtener una dosis adecuada y plantulas de
buen vigor, brindando apoyo a su desarrollo, crecimiento, aumento de la
produccion y la productividad, estimando que en el futuro esta planta est& destinada
a reemplazar al azGcar de sacarosa 0 azucar de cafia por los efectos perjudiciales

que tiene para la salud humana.

La Stevia rebaudiana es propagada naturalmente por semillas, pero tiene baja
germinacion y una pérdida acelerada de la viabilidad, es por eso que no es un
método recomendable. Ademaés, por ser una planta alégama, tiene mucha
variabilidad genética y fenotipica, lo que tiene como consecuencia una menor
calidad de las hojas en donde se encuentra el esteviosido, por ello la
micropropagacion es una alternativa para contra-restar estas desventajas (Osorio et
al., 2007).

El cultivo de tejidos es uno de los métodos que nos permite obtener plantaciones
mas uniformes, y una rapida multiplicacion clonal, economizando el costo debido a
que las plantulas que se obtienen son libres y sanas de enfermedades (Paredes et al.,
2009).

El uso de un sistema de inmersion por gravedad permitira controlar las condiciones
de los cultivos in vitro, proporcionandonos el manejo del contacto entre el aire y
plantula, evitando la desecacion y vitrificacion de los explantes generando en poco
tiempo una mayor cantidad de material vegetativo, que mantenga su calidad,

mediante un sistema automatizado (Debnath, 2011).
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1. MARCO TEORICO

2.1. Propagacion in vitro:

El cultivo in vitro de plantas se realiza dentro de un frasco de vidrio en un ambiente
artificial disefiado para estas. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas basicas e importantes: la asepsia y el control de los factores que

afectan el crecimiento.

Es un método de propagacién de plantas de aplicacion profesional ya que se lleva a
cabo en un laboratorio, en condiciones libres de contaminantes y en lugares
especiales. Este método consiste en tomar una parte de la hoja, embrion, o una
pequefia porcion de tallo (desde 0.2 a 1 milimetro) o cualquier parte de la planta y
mantenerla en un recipiente de vidrio estéril sobre un medio acuoso nutritivo. En
Espafa existen 28 laboratorios dedicados a esta actividad como negocio. La base
principal es que se realiza en condiciones controladas y con utensilios, camara de

manipulacién totalmente estéril (Castillo, 2004).

Para este proceso en condiciones de laboratorio se realiza una simplificacion de los
factores reales de manera que se escogen aquellos que se puedan controlar ya que
es muy complicado reproducir todos los factores que forman el ambiente natural de
las plantas. A esto se le suma la complejidad de suministrarle a la planta todos los
nutrientes que obtenia del sistema completo. Al realizarse este proceso solo con una
parte de la planta, este recibe el término de explante ya sean dérganos o tejidos

vegetales (Sharry et al., 2015).

La mayoria de métodos de propagacion de plantas in vitro son una extension de la
propagacion vegetativa tradicional, pero con la diferencia de que presentan ventajas
sobre los métodos tradicionales, asi como el uso de espacios reducidos para una

gran cantidad de plantas libres de bacterias y hongos.

La micropropagacion es uno de los métodos mas generalizados del cultivo in vitro.
A partir de un explante de planta madre se logra obtener una descendencia
uniforme, es decir, genéticamente idénticas a las cuales se les puede denominar

clones. El tipo de explante que mas ha sido usado son las yemas vegetativas.

21



Los frascos que contienen los explantes se ubican en estanterias con luz artificial
dentro de una camara de crecimiento, en el cual se regula la cantidad de horas de
luz y la temperatura en valores que pueden oscilar entre los 21 y 23°C. por otra
parte el medio de cultivo debe componerse de sales minerales, vitaminas que
regulen el crecimiento, azlcar, agua y agar estos compuestos varian dependiendo

de la especie a cultivar (Castillo, 2004).

2.2. Diferencias entre medio de cultivo solido y liquido:

- El cultivo en medio sélido requiere de la adicién de un componente gelificante
como es el agar agar, el cual es altamente utilizado para cultivos a nivel de
laboratorio, este componente permite mantener al explante estatico y de esta
manera permite la transferencia de nutrientes, aunque es muy utilizado este tipo
de medio representa algunas desventajas como la baja tasa de multiplicacion en
algunas especies, el cambio constante de medio, asi como el previo lavado de

raices al trasladar el explante del sustrato (Sharry et al.,2015).

- El cultivo en medio liquido, permite obtener mejores resultados a comparacion
del cultivo semisolido, ya que permite un mayor contacto del medio con el
explante y a las menores gradientes de difusion entre el medio y el explante, esto
facilita la absorcion de los nutrientes. Una desventaja es que, si se mantiene al

explante a una inmersion continua del medio, este podria estresarse.

Caracteristicas de una planta en condiciones de laboratorio (in vitro) respecto a una

planta en condiciones naturales (in vivo) (Castillo, 2004):
e Invitro

- No realiza fotosintesis

- Crecimiento en condiciones controladas
- Crecimiento en condiciones de asepsia
- Alta humedad relativa

- Estomas no funcionales

- Ausencia de pelos radiculares

- Ausencia de cera en la cuticula
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e [nvivo

- Realiza fotosintesis

- Crecimiento en condiciones no controladas

- Exposicién a los patégenos y gérmenes del ambiente
- Humedad relativa variable

- Estomas funcionales

- Presencia de pelos radiculares

- Presencia de cera en la cuticula

2.3. Propagacion de Estevia:

2.3.1. Propagacion sexual:

Stevia rebaudiana se reproduce sexualmente por aquenios, obteniéndose alta
heterogeneidad en las poblaciones resultantes, debido principalmente a la
polinizacion cruzada; gran parte de sus aquenios son esteriles, livianos y de facil

dispersion por el viento.

La propagacion por aquenios es Util para la mejora genética pero no para cultivos
de forma comercial, ya que es muy dificil la recoleccion de semillas esto debido a
su floracion no uniforme lo cual afecta a la maduracion de esta. Las semillas deben
mantenerse en baja temperatura y humedad relativa y de preferencia en la
oscuridad. A pesar de esto los porcentajes de germinacion son bajos desde el 1 al
38% (Martinez, 2015).

2.3.2. Propagacion asexual:

Debido a la alta heterogeneidad de las plantas obtenidas a través de semillas, la
propagacion agamica (sin semilla) es la mejor, ya que conserva las caracteristicas

de la planta madre. Esta puede ser por hijuelos, estacas y por cultivo de tejidos.

- Retofios y Matas: se pueden separar hijuelos. Estos pueden ser llevados al
terreno definitivo directamente. ElI nimero de hijuelos por planta es poco 6
numeroso, por lo que se hace util para cultivos de pequefias superficies y la

seleccion y multiplicacion de plantas madres
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- Estacas: este método es util para cultivos de escala comercial. De plantas
adultas se separan estacas de tallos que contengan al menos dos o tres nudos,
que se hacen enraizar en vivero durante el otofio e invierno distanciadas unos 1
0-15 cm entre si.

- Micropropagacion: La obtencién de plantines por este método es el mas

conveniente para la obtencion de clones de alta produccion (Martinez, 2015).

2.4. Sistema de inmersion BIG:

Los sistemas de inmersién por gravedad son sistemas semiautomatizados, en la
propagacién in vitro, se basa en el contacto intermitente del medio de cultivo
liquido con los explantes de interés por cortos periodos de tiempo y la consecuente
renovacion de la atmosfera gaseosa para evitar que se produzca la hiperhidricidad
de los tejidos y la acumulacion de gases toxicos. En el sistema de inmersion
temporal se logra un aumento de la eficiencia biolégica y productiva del material
propagado; debido entre otros aspectos al incremento de los coeficientes de
multiplicacion y la obtencion de plantas de mayor calidad en comparacion con el
empleo del medio de cultivo en estado liquido o semisolido, asi como la reduccion
de los costos de produccion producidos en estos sistemas con respecto a los
métodos convencionales. Existen distintos tipos de biorreactores de inmersion
temporal como el recipiente de inmersion temporal automatizado (RITA), el
biorreactor de inmersion temporal (BIT) y el biorreactor de inmersion por gravedad
(BIG) (Avila, 2018).

- El sistema de inmersion por gravedad es el cultivo de células, tejidos u 6rganos
expuestos temporalmente a medio de cultivo liquido en biorreactores
semiautomatizados bajo condiciones axénicas y controladas. La tecnologia de
biorreactores y técnicas de micropropagacion de alta frecuencia abren las puertas
para lograr un mayor escalado en el proceso de micropropagacion. El sistema de
micropropagacion mediante esta técnica permite la semi-automatizacion del
proceso y evita el uso de agentes gelificantes que encarece el proceso
convencional, reduce los costos ocasionados por la mano de obra y aumenta la

eficiencia bioldgica del cultivo in vitro de Stevia rebaudiana (Avila, 2018).
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&: Filtro venteo, 7-8: Recipiente con explantes.

Figura 1: Sistema de inmersion por gravedad

Explicacion del proceso:

A. Disefio de biorreactor de inmersion por gravedad; el frasco inferior contiene
el medio liquido MS con fitohormonas ANA y BAP y el frasco superior,
contiene los segmentos nodales de Stevia rebaudiana, donde ain no se

realiza el proceso de inmersion de explantes.

B. Funcionamiento del biorreactor; al darse el tiempo de inmersion,
programado en el timer digital, la valvula solenoide se abre, dejando pasar el
aire de la compresora, y entrando a los filtros Hidrofébicos, que lo purifican,
para asi impulsar el medio liquido, del frasco inferior al superior, pasando el
tiempo de inmersion, el medio liquido retorna al frasco inferior por
gravedad, luego de haber nutrido los segmentos nodales. Este proceso se

repetird durante 30 dias.
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2.4.1. Comparacion entre un biorreactor de inmersion por gravedad y un cultivo

in vitro convencional:

La inquietud por encontrar nuevas tecnologias, o herramientas tecnolégicas, que
permitan superar las limitaciones que presenta la micropropagacion convencional
ha implicado el desarrollo de métodos alternativos, como es el sistema de
inmersion por gravedad, que incorpora las ventajas del uso del medio liquido y
diferentes grados de automatizacion al proceso de propagacion in vitro, el cual
tiene como objetivo de reducir los costos de produccion de plantas.

El sistema de inmersion por gravedad surge a partir de la aplicacion de un flujo de
aire a un frasco el cual hacia subir el medio de cultivo que luego de bafiar los

explantes, descendia por gravedad (Zuiiiga et al., 2009).

Las mayores diferencias entre el cultivo in vitro convencional y el SIT en

biorreactores se producen en la etapa de multiplicacion:

El medio nutritivo que utiliza el BIG es liquido en vez de solido (agar), el
contacto del medio con el tejido se realiza de manera intermitente (temporal) y
no permanente, y se utiliza un mayor nimero de explantes en cada contenedor.
Un recipiente que contiene las plantulas esta conectado con otro que contiene la
solucién nutritiva; a su vez, el recipiente del medio liquido se conecta con una
manguera de presion de aire. El traslado del medio liquido al otro recipiente se
produce mediante el aumento de la presion de aire interna, asi, el medio se
moviliza hacia el contendor superior y regresa a su mismo recipiente, por

gravedad, luego de que se cumple el tiempo de inmersion (Zufiiga et al., 2009).
Este sistema presenta importantes diferencias respecto del método convencional:

e Al trabajar en medios liquidos temporales se puede mantener una gran

cantidad de plantulas en un mismo volumen.

e EIl contacto intermitente del medio con los explantes reduce el nivel de
toxinas presentes, ya que se mantienen limpias de sus propios exudados

gue pueden ser perjudiciales para su crecimiento.
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24.2.

e El mecanismo permite renovar y/o modificar la atmdsfera interna de los
contenedores y eventualmente, controlar ciertos aspectos de su desarrollo
(preaclimatacion). Este método muestra un impacto importante en los
métodos tradicionales de micropropagacion, ya que se ha logrado una
mayor tasa de multiplicacion y aclimatacién, asi como mayores niveles

de supervivencia en condiciones de campo.

Por otra parte, en un sistema de cultivo in vitro tradicional, las horas bajo
camara de flujo son limitantes en la produccién y constituyen un aspecto critico.
Cuando se utiliza el sistema de inmersion temporal, las labores que se realizan
bajo la camara de flujo se llevan a cabo mas rapida y agilmente, por lo que se
requieren menos horas bajo tal condicion vy, si se suma el aumento en la tasa de
multiplicacion, se pueden lograr entre tres y cinco producciones mas en una
temporada, respecto del sistema convencional, dependiendo de la especie y
variedad a multiplicar (Zufiga et al., 2009).

Esta herramienta no reemplaza a la micropropagacion convencional, sino que
debe ser entendida y aplicada como una técnica complementaria. Los costos de
implementacion del SIT en un laboratorio de propagacion in vitro convencional
equipado son relativamente bajos y la recuperacion de la inversion es alta si se
consideran las ventajas que presenta la produccion de plantas bajo esta técnica
(Zuniga et al., 2009).

Ventajas de un biorreactor de inmersion por gravedad:

El sistema de inmersion temporal por gravedad en biorreactores constituye una
herramienta tecnoldgica interesante, principalmente para el sector dedicado a la
multiplicacion de plantas, ya que su implementacion permitiria mejorar la
eficiencia del proceso de propagacion in vitro de distintas especies, con los

siguientes méritos respecto de la técnica convencional (Zufiiga et al., 2009):

- Aumento importante en las tasas de multiplicacion.

- Mejoramiento en el porcentaje de enraizamiento y sobrevivencia de las
plantas en la etapa de aclimatacion.

- Aumento en los niveles de mecanizacion de algunas etapas de la

micropropagacion.
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- Reduccion en el uso de la mano de obra.
- Reduccion en los costos de reactivos e insumos por planta final.
- Menor costo por planta.

Las dificultades o facilidades que presenta una determinada especie o variedad
frente al proceso in vitro convencional o al BIG debieran ser similares. No
obstante, el menor costo/planta que resulta de la implementacién de este sistema,
podria permitir trabajar con especies de dificil propagacion (por ejemplo, por la
aclimatacién) cuyos coeficientes de multiplicacion no son rentables bajo el
sistema convencional, pero si podrian serlo con esta nueva técnica (Zufiiga et al.,
2009).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién del ensayo

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de
Investigacion y el Laboratorio de Biotecnologia Agricola, de la Universidad

Nacional del Santa, en la ciudad de Chimbote, Ancash, Peru.

3.2. Seleccion de plantas madres:

Las plantas madres fueron provenientes del invernadero de la Universidad

Nacional Agraria La Molina, con aspectos favorables para la propagacion.

Estas plantas fueron las donantes de los segmentos nodales, las cuales fueron
aclimatadas por dos semanas en el invernadero de la Facultad de Ciencias

Agrarias en condiciones controladas hasta la micropropagacion.

3.3. Esterilizacion de materiales:

Los materiales de vidrio que se utilizaron para la investigacion como: matraces,
fiolas, vasos precipitados, placas petri y entre otros, fueron esterilizados en la

estufa a una temperatura de 160 °C por una hora.

Figura 2: Materiales esterilizados
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3.4. Desinfeccidn superficial y preparacion del material vegetal

- Se deshojaron las ramas y se lavaron con agua destilada esterilizada por 10 min.

- Se desinfectaron las ramas con alcohol al 70% durante 30 segundos,
manteniéndolas en un matraz con agitacién constante. Luego se escurrio
completamente.

- Se sumergieron las ramas desinfectadas durante 15 min. en una solucion
desinfectante de NaClO al 1.2% en un vaso de precipitacion manteniendo en
agitacion constante.

- Por dltimo, se realizaron tres enjuagues con agua destilada esterilizada.

Figura 3: Soluciones para desinfeccién

Figura 4: Ramas de Stevia rebaudiana
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3.5. Preparacion de los explantes ex vitro:

A nivel de la cdmara de flujo laminar, las ramas desinfectadas fueron divididas
sobre placas petri con bisturi N° 15, en segmentos nodales, conteniendo por lo
menos una yema axilar.

Estos segmentos nodales midieron aproximadamente 1.5 a 2 cm de longitud y de

2 a 3 mm de grosor.

3.6. Preparacion de 210 ml de medio MS sélido:

En un matraz de 500 ml se afiadi6 210 ml de agua destilada, agitandolo con un
agitador magnético y se agregd el medio basal, descrito por Murashige y Skoog
(1962), afiadiéndolo lentamente por las paredes de la probeta, ya que si se agrega
rapido al medio puede precipitar.

Se le adiciond luego 6.3 g de sacarosa, el cual se disolvié totalmente hasta
quedar homogéneo.

Se midid el pH del medio y se ajusté a 5.7+ 0.1 con HCl o0 NaOH 0.5 o0 1.0N.

Se calentd en una cocina eléctrica a 100°C, para evitar los grumos, hasta que el
medio se torno transparente y antes de que el medio llegé al punto de ebullicidn,
se retird de la cocina eléctrica y se afiadio 4.2 g de agar, homogeneizando.

Se afiadié 2 ml de medio MS aproximadamente a 105 viales, tapandolos con

papel aluminio y se autoclavé a 1.5 atm o 15 PSI de presion (120°C) durante 30

minutos. Finalmente se retird y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Figura 5: Pesado de sacarosa Figura 6: Medio MS puro
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3.7. Siembra y establecimiento aséptico de explantes:

- Lasiembra aséptica de explantes se efectuaron en el cuarto de siembra dentro de
la cdAmara de flujo laminar.

- Seencendid la luz y el motor de la camara de flujo laminar. Se limpid el area de
adentro hacia fuera con un algodén humedecido en solucién de etanol, con la
siguiente secuencia: techo, pared frontal, pared lateral, mesa. Ya con los brazos
dentro de la camara, nos lavamos las manos con alcohol de 70%.

- Se utiliz6 ropa esterilizada (gorro, guantes, mascarilla y mandil) y con los
instrumentos bien esterilizados utilizando pinzas, se procedié a la siembra
aséptica de 1 segmento nodal por vial, en donde se tuvo aproximadamente 105
muestras.

- Al colocar los explantes, en los viales, estos se acercaron a los mecheros de
alcohol para evitar contaminaciones.

- Cada segmento nodal se ubic6 en los frascos en forma horizontal, colocandolos
en un cuarto de crecimiento, en el cual permanecieron a una temperatura de 21
°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz, utilizando tubos fluorescentes del tipo
blanco frio.

- Luego de ello se esperd 4 semanas para el crecimiento de las plantulas.

Figura 7: Segmentos nodales sembrados in vitro en MS solido
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3.8. Disefio del biorreactor de inmersion por gravedad:

El sistema const6 de dos recipientes cilindricos de vidrio de aproximadamente 1
litro de capacidad y ambos tenian una entrada ancha en donde se encajaron las
tapas para mantenerlos sellados.

Se realizaron orificios en cada frasco de aproximadamente 5 mm para la entrada
de tubos del mismo didmetro. cada frasco tuvo dos tubos de los cuales en el
primer frasco estuvieron en los laterales de la base y en el otro frasco el orificio
estuvo en la tapa y en una parte lateral de la base.

Se emple6 una manguera de plastico para la union de los tubos con los frascos.
Uno de los frascos se suministrd con aire controlado por un aparato llamado
“timer” el cual se encargd de las frecuencias programadas, en este caso 3 min
cada 12 horas.

Para la entrada y salida del medio nutritivo de un recipiente a otro se utiliz6 una
valvula solenoide, el cual fue controlado por el timer antes mencionado, para
que el aire logre producir la presion. En ambos extremos, donde se encuentran
las valvulas fueron colocados filtros de membrana hidrofobicos para garantizar

la asepsia y evitar contaminaciones del aire de ingreso.

SRR

Figura 8: Conducto de aire y filtros de membrana hidrofobicos
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Figura 9: Sistema de inmersion por gravedad

3.9. Preparacién de 750 ml de medio MS liquido

- Enun matraz de 1L se agreg6 500 ml de agua destilada, se agit6 con un agitador
magnético y se agreg6 30 gr de medio basal MS, se afiadié lentamente por las
paredes para evitar precipitaciones.

- Atoda la mezcla se le afiadi6 sacarosa de manera directa, realizandose asi para
los 7 tratamientos con diferentes concentraciones.

- ElpH seajusté a5.7 +- 0.1 HCl 0o NaOH 0.5 0 1.0 N. el volumen se ajusté a 750
ml.

- Una vez mezclado homogéneamente el medio basal Murashige y Skoog con
sacarosa, con la ayuda de una micropipeta se agrego las dosis correspondientes
de ANA (Acido naftalenacético) y BAP (Bencilaminopurina) en diferentes
concentraciones y dejando un blanco de MS puro sin hormonas (tabla 1).

- Los medios fueron tapados con papel aluminio y autoclavados a 1.5 atm o 15
PSI de presién (120°C) durante 20 minutos. después de transcurrido el tiempo

fueron trasladados a los frascos de los biorreactores.
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Figura 10: Reactivos de ANA y BAP

Figura 11: Fitohormonas preparadas Figura 12: Fitohormonas en medio MS

3.10. Preparacion de medio Ms solido con tratamientos:

- Se realizo la preparacion de 35 ml de medio MS soélido, para cada tratamiento
empleado, afiadiendo 20 ml de agua destilada en 7 matraces de 100 ml.
- Se afadidé sacarosa 1.05 g para cada matraz, homogeneizandolo, hasta que se

tornen trasparentes, seguido de ello se le agregd 0.2155 g de medio basal MS.
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3.11

Se medi6 el pH de los medios y se ajusté a 5.7+ 0.1 con HCl o NaOH 0.5 o
1.0N.

Se calentd en una cocina eléctrica a 100°C, para que no se forme grumos, y
antes que el medio llegue al punto de ebullicion, se retir6 de la cocina eléctrica y
se afadi6 0.7 g de agar, homogeneizando.

Con una Micropipeta se agregé las dosis correspondientes de BAP y ANA en
diferentes concentraciones para cada matraz de medio Ms (tabla 1).

Seguido de ello, tapando los matraces con papel aluminio, se autoclavé a 1.5
atm o 15 PSI de presion (120°C) durante 30 minutos. Finalmente se retir6 y se
dejé enfriar a temperatura ambiente, para luego proceder a la siembra de
explantes, para su comparacion en crecimiento con los biorreactores de

inmersion por gravedad.

. Etapa de obtencion de plantulas libres de contaminacion y transferencia:

A los 30 dias después de la siembra en medio MS solido, los explantes
alcanzaron suficiente ramificacion y se procedio al repicado en el medio basal
MS liquido con tratamientos en los biorreactores (tabla 1) y del mismo modo en
los viales del método convencional con MS solido.

Las plantulas desarrolladas en el medio sélido sin tratamientos fueron sacadas y
colocadas en una placa petri, los cuales fueron divididos con los bisturis N° 11 y
12 nuevamente en segmentos nodales.

La siembra aséptica de los explantes se efectu6 en la camara de flujo laminar.

Se colocaron 15 explantes de segmentos nodales por frasco de tratamiento.

Al colocar los explantes en los frascos, se cuidd que estos se mantuvieran cerca
a los mecheros para evitar contaminaciones.

Cada segmento nodal se ubicd en los frascos en forma horizontal, y se colocé en
un cuarto de crecimiento en el cual permanecieron a una temperatura de 21°C
con un fotoperiodo de 16 horas luz, utilizando tubos fluorescentes del tipo

blanco frio.
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Figura 14: Segmentos nodales en cultivo convencional

3.12. Etapa de seguimiento:

- Cada semana se realizo la observacion del crecimiento de los segmentos nodales
expuestos a los tratamientos, en donde se observaron nimero de hojas, brotes y

longitud de tallo.
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3.13. Disefo experimental:

Se empled un experimento factorial simétrico en un disefio completamente al azar
(DCA). El disefio es netamente experimental de estimulo creciente con post-prueba; y
esta constituido para evaluar el efecto de la presencia de las fitohormonas ANA y BAP
(como variable independiente), en el crecimiento de numero de hojas, brotes y longitud
de tallo a través de la multiplicacién vegetativa de la planta Stevia rebaudiana (variable
dependiente) mediante el uso de un biorreactor de inmersion por gravedad (Variable
Interviniente), para ello se realizaron 6 tratamientos, de 0.1 y 1.0 mg/l en diversas
combinaciones en un medio basal MS liquido y un tratamiento N° 7 como blanco que
estuvo conformado por medio MS puro sin hormonas de crecimiento, adicionalmente se
realizd también cultivos en medios sélidos con los mismos tratamientos del medio
liquido de los biorreactores, para la comparacion de crecimientos. Los numeros de
explantes fueron 15 por tratamiento, conformando un total de 105 muestras. De lo
contrario el nimero de repeticiones se seleccionara con base en la cantidad de material
disponible y no con base al disefio experimental, sin embargo, el nimero de repeticiones

seleccionado es valido para minimizar el efecto del error experimental.

Con los resultados obtenidos se emple6 un analisis de varianza (ANOVA), con una
probabilidad de error de 0.05 %; asi mismo, se aplico la prueba multiple de rangos
(TUKEY) para lograr determinar las diferencias significativas entre los tratamientos,

utilizando el programa MINITAB version 9.

Tabla 1: Tratamientos con diferentes concentraciones de ANA y BAP

Tratamientos ANA mg/L BAP mg/L

1 0.1 1

2 1 0.1

3 0.1 -

4 - 1

5 0.1 0.1

6 1 1

7 blanco blanco
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3.14. Variable Respuesta:

- Numero de Brotes y Numero de hojas: Se realizé el seguimiento de manera
visual, en donde se efectud el conteo cada brote y hoja por plantula desarrollada.

- Longitud de Tallo (cm): Se realizé la medicion de la longitud de tallo a través

de una regla de cm, para una mayor precision de la elongacion.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Evaluacion del indice de sobrevivencia de explantes

Del pre-cultivo de los segmentos nodales de la planta madre Stevia rebaudiana, se
obtuvieron plantulas crecidas y desarrolladas durante los 30 dias de evaluacion, con el
objetivo de adquirir segmentos nodales limpios y libres de contaminacion, para un
correcto analisis de las variables dependientes (longitud de tallo, N° de brotes y N° de
hojas), frente a la variacién de las concentraciones de ANA y BAP, ya que, segun
Debergh y Zimmerman (1991) la contaminacién microbiana viene siendo uno de los
problemas mas graves en la micropropagacion de especies vegetales a nivel mundial,
produciendo cuantiosas pérdidas de material, tanto en los trabajos de investigacion
como en la micropropagacion comercial. Puede darse a través de microorganismos que
colonizan la superficie o el interior del explante (enddfitos) o microorganismos

introducidos durante la manipulacién en el laboratorio.

Los segmentos en crecimiento producto del pre-cultivo, fueron analizados segln su
indice de supervivencia; los analisis estadisticos medidos son expresados en valores

nominales porcentuales segun la tabla 2.

Los explantes que no presentaron oxidacion y estuvieron libres de crecimiento fungico
0 bacteriano, fueron inoculados asépticamente en los medios de cultivo, esto debido a
que las oxidaciones presentes en los explantes, son un fendmeno de ennegrecimiento
que ocurre por accion de enzimas tipo polifenoloxidasas y tirosinasas, que se liberan o
sintetizan cuando los tejidos sufren heridas y actian oxidandolos a quinonas que son
fitotoxicas, sustancias que a su vez pueden afectar las proteinas y, en consecuencia, la
inhibicion del crecimiento y la viabilidad de los explantes (Read y Economou, 1987),
por ello ya sea en los biorreactores de inmersion temporal o el método de
micropropagacion convencional en MS sélido, solo se trasladaron las plantulas sanas en
totalidad para la determinacion de las correctas combinaciones de las fitohormonas

segun los tratamientos especificados en la tabla 1.
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Tabla 2: Datos de los explantes libres de contaminacion en el pre-cultivo

Explantes ) ) % de % % de
Planta ) ) Vivos oxidados Contam. . .
introducidos oxidados contam. vivos
Stevia
) 105 77 12 16 7.5% 10% 82.5%
Rebaudiana

4.2. Anélisis de tratamientos con ANA 'y BAP

La evaluacion y analisis estadistico fue realizado utilizando la tabla N° 3 de datos
expresados de la medicién de longitud de tallo, en la cual nos muestra resultados
numéricos representativos obtenidos durante la experimentacion del crecimiento de
Stevia rebaudiana en funcion de su longitud de tallo (cm), N° de brotes y N° de hojas.
Los resultados fueron obtenidos bajo el método de biorreactor de inmersion por
gravedad (BIG) y tratamientos de micropropagacion convencional, empleado de forma
adicional para una comparativa. Los datos estadisticos fueron analizados y discutidos en
tres secciones, a fin de determinar la mejor combinacion de concentraciones de ANA y
BAP para cada tratamiento, al igual que el mejor método de operacion para el

crecimiento optimo del explante.

4.3. Evaluacion de longitud de tallo de explantes de Stevia rebaudiana en BIG

(Biorreactor de inmersion por gravedad)
Las longitudes de tallos evaluados de las plantulas obtenidas de Stevia rebaudiana,

fueron medidas luego de los 30 dias de crecimiento, con el apoyo de una regla

volumétrica para una mayor precision en la obtencion de los resultados.
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Tabla 3: Datos de medicion de longitud de tallo en biorreactor de inmersién por
gravedad

TRATAMIENTOS LONGITUD EN CADA NUMERO DE EXPLANTE (CM)
PROMEDIO

ANA / BAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
T1(0.1/1) 42 44 41 42 43 45 38 37 42 43 39 43 45 47 42 4.220
T2 (1.0/0.1) 19 18 16 15 17 29 32 31 26 27 31 29 30 26 28 2.493
T3 (0.1/-) 14 17 23 14 22 24 13 19 23 16 14 21 25 22 16 1.887
T4 (-/1.0) 21 19 17 19 24 32 18 22 24 18 16 21 15 12 24 2.013
T5 (0.1/0.1) 25 24 21 31 19 24 33 22 23 29 25 22 26 21 34 2.527
T6 (1.0/1.0) 35 31 35 42 32 37 37 35 40 40 33 24 32 37 36 3.507
T7 (sin 09 15 10 16 20 11 13 13 21 15 10 12 15 15 22 1.447

fitohormonas)

Los datos estadisticos presentados en esta seccion, representan la incidencia
significativa de los tratamientos, en funcion de la longitud en cm de Stevia rebaudiana.
En la Tabla 4, se muestran los datos descriptivos para cada tratamiento segun la media,
asi como los datos de longitud minima y maxima del tallo medidas a los 30 dias de
crecimiento en BIG (Biorreactor de inmersion por gravedad). El tratamiento 1 (ANA
0.1 mg/L — BAP 1.0 mg/L), expuso un maximo de longitud de tallo de 4.7 cm, siendo
también el tratamiento que presentd mayor crecimiento en media equivalente a 4.22 cm,
tomando en consideracion sus 15 repeticiones. No obstante, el ensayo de menor
crecimiento fue el tratamiento 7, presentando una media ponderada de 1.44 cm de
longitud del tallo y una elongacion méaxima de 2.2 cm. Los tratamientos con presencia
de ANA y BAP bajo diferentes concentraciones (Tratamiento 1 hasta tratamiento 6),
fueron claramente superiores en longitud del tallo, respecto al tratamiento 7, el cual no
tuvo adicion de ANA y BAP. De esta manera, se puede deducir experimentalmente que
la adicion de ANA y BAP, presentd una influencia positiva en el crecimiento de Stevia
rebaudiana, Segun Agrobiotecnologia (2011), la importancia de los resultados de
longitud de tallo radica en que a mayor longitud de los explantes existe mas
vigorosidad, por lo que favorece para la continuacion de las siguientes etapas de la
micropropagacion in vitro, asegurando que un explante que posee mayor longitud va a

proliferar y a sobrevivir a diferencia de uno que muestre poco desarrollo del tallo.
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Tabla 4: Datos estadisticos descriptivos de la longitud del tallo (cm) de Stevia
rebaudiana para cada tratamiento utilizando un biorreactor de inmersién por gravedad
(BIG).

Variable Tratamientos Media Desv.Est. Minimo Maximo

T1 4,2200  0,2678 3,7000 4,7000
T2 2,493 0,611 1,500 3,200
Longitud T3 1,887 0,421 1,300 2,500
del Tallo T4 2,013 0,479 1,200 3,200
T5 2,527 0,454 1,900 3,400
T6 3,507 0,440 2,400 4,200
T7 1,447 0,402 0,900 2,200

De igual modo, los datos mostrados en la Tabla 5, representan los datos obtenidos de la
longitud de tallo de las plantulas crecidas en medio MS solido, las cuales estuvieron
contenidas, un segmento nodal por vial, por ello es que a través de este método se
Ilegaron a obtener algunas plantulas contaminadas, los cuales fueron descartadas y no

consideradas para la medicion de longitud de tallo.

Tabla 5: Datos de medicion de longitud de tallo del método convencional en MS sélido

TRATAMIENTOS LONGITUD EN CADA NUMERO DE EXPLANTE (CM)
PROMEDIO
ANA /BAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

28 41 33 26 27 25 - 26 - 15 23 10 29 - 28 2.592

T1 (0.1/1)
21 20 23 20 1.9 20 20 20 15 20 23 21 25 20 25 2.080

T2 (1.0/0.1)
T3 (0.1 10 15 15 - 15 25 19 - 15 12 22 15 14 10 - 1.558
08 24 19 16 15 22 14 13 19 18 1.4 15 09 - 22 1.629

T4 (-/1.0)
33 21 1509 1.2 23 - - 08 1.8 24 21 06 2.6 24 1.846

T5 (0.1/0.1)
30 32 33 - 13 15 - 14 - 21 31 31 27 21 2.436

T6 (1.0/1.0)
T7 (sin 0812 2 - 11 - 09 1 - 080908 11 - 1 1.055

fitohormonas)
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En la tabla 7 se representan los datos estadisticos descriptivos de la longitud de Stevia
rebaudiana, de manera similar que los datos expresados en la Tabla 4, el tratamiento 1
en medio convencional, con ANA 0.1 mg/L y BAP 1.0 mg/L, presentd un mayor
promedio con 2.59 cm y 4.1 cm como méaxima elongacion, siendo inferior en
comparacion al BIG. Por otro lado; similar al primer caso, el tratamiento 7, sin
presencia de concentraciones de hormonas, fue el que menor crecimiento de plantulas
obtuvo, con una media equivalente a 1.05 cm y una elongacion de 2.0 cm, teniendo en
consideracion que la minima elongacion en el tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/L y BAP 1.0
mg/L) es de 1 cm, mientras que en el BIG es de 3.7 cm siendo considerablemente
notorio la diferencia en cuando a longitudes, esto puede deberse a que la auxina ANA
sirve para la actividad de crecimiento (por division o alargamiento celular) y en
particular en hojas jovenes y en semillas en desarrollo, la aplicacion de auxinas a una
planta, induce a que se sinteticen auxinas naturales en el tejido aplicado, teniendo en
consideracion que una aplicacion de auxina a alta dosis puede estimular la sintesis de
etileno y causar efectos negativos de crecimiento hasta la muerte de tejido (Nomberto,
2001 ), por ello en esta investigacion se consideraron concentraciones bajas de la auxina
ANA.

Tabla 6: Datos estadisticos descriptivos de la longitud del tallo (cm) de Stevia
rebaudiana para cada tratamiento utilizando el método convencional

Variable Tratamientos Media Desv.Est. Minimo Maximo

T1 2,592 0,786 1,000 4,100
T2 2,0800  0,2484 1,5000  2,5000
Longitud T3 1,558 0,448 1,000 2,500
del Tallo T4 1,629 0,471 0,800 2,400
T5 1,846 0,802 0,600 3,300
T6 2,436 0,779 1,300 3,300
T7 1,055 0,342 0,800 2,000

Para comprobar los descrito anteriormente, se hizo uso del andlisis de varianza
ANOVA, para determinar la significancia estadistica de los siete tratamientos, asi como
del método utilizado para el crecimiento de Stevia rebaudiana (BIG y método

convencional).
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En la tabla 7, se muestran los analisis de varianza (ANOVA) de dos factores en funcién
de cada tratamiento con ANA y BAP, el modo de operacion y una interaccion de

ambos, a un nivel de significancia del 5%, a = 0.05.

El valor p generado resulto estar presente dentro del umbral de significancia estadistica,
(Valor p = 0.000 < 0.05). Esto puede significar que las medias de los tratamientos a
diferentes concentraciones de ANA y BAP, el modo de operacion y la interaccion de
ambos factores (tratamientos y métodos), han generado diferencias estadisticas
significativas en el crecimiento de Stevia rebaudiana, dicho, en otros términos, cada
tratamiento, asi como el uso de un BIG o método convencional, presentara resultados

distintos en funcién de la longitud de tallo.

Tabla 7: ANOVA factorial de los datos del crecimiento de Stevia Rebaudiana en
funcion de la longitud del tallo (cm) utilizando diversos métodos de operacion (BIG y
convencional)

Fuente GL SC MC Valor Valorp
Ajust.  Ajust. F
Tratamientos 6 84,13 14,0218 27,91 0,000
Método 1 52,70 52,7002 104,88 0,000
Tratamientos*Método 6 20,07 3,3447 6,66 0,000
Error 196 98,49  0,5025
Total 209 255,38

De acuerdo con los datos del ANOVA, es importante considerar la significancia
estadistica entre los tratamientos en dependencia del método utilizado. De la misma
manera, es también relevante realizar comparaciones multiples entre las medias de los
tratamientos evaluados, para entender con exactitud la variabilidad por grupos y sus
tasas de error. Para este fin, se realiz6 un analisis de comparacion maltiple empleando el
método Post Hoc — Tukey, para crear intervalos de confianza en parejas para todas las
diferencias entre las medias de los grupos en estudio.

En la tabla 8, se muestra la prueba de Tukey en respuesta a la longitud del tallo por cada
tratamiento a los 30 dias de crecimiento en BIG. Los valores en rojo indican un valor
estadistico diferente a la media en estudio, los valores en negro representan valores

similares. Las medias de los valores de longitud del tallo, que expresan mayor nivel de
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confianza (u tatamiento = 1), representan mayor igualdad estadistica (Ejm. u Tratamiento 2
=2.493 = u Tratamiento 5 =2.527). Asi mismo, en la tabla 9, se muestran los valores
agrupados utilizando el método de Tukey, las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes, estos datos son una representacion simplificada de la
Tabla 8. En otras investigaciones se trabajé con &cido gibérelico, para la elongacion del
tallo, sin encontrar diferencias significativas entre sus tratamientos y los pardmetros
analizados, concluyendo que esta hormona no ejerce ningun efecto, pudiéndose
micropropagar S. rebaudiana por segmentos nodales sin la presencia de este
fitrorregulador (Lopez et al., 2017), sin embargo, con el uso de la fitohormona ANA, si
se logré obtener diferencias netamente significativas entre los tratamientos empleados,

predominando el tratamiento 1 con 0.1 mg/l de esta auxina.

Tabla 8: Analisis Post-Hoc - Tukey para las medias de longitud de tallo por tratamiento
en BIG (biorreactor de inmersion por gravedad)

Tratamientos {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

T1 0.00012 0.00012 0.00012 0.00012 0.00077 0.00012
T2 0.00012 0.00648 0.06260 0.99999 0.00012 0.00012
T3 0.00012 0.00648 0.98715 0.00333 0.00012 0.11399
T4 0.00012 0.06260 0.98715 0.03624 0.00012 0.01400
T5 0.00012 0.99999 0.00333 0.03624 0.00012 0.00012
T6 0.00077 0.00012 0.00012 0.00012 0.00012 0.00012
T7 0.00012 0.00012 0.11399 0.01400 0.00012 0.00012

Tabla 9: Agrupacion de datos utilizando el método de Tukey a un nivel de confianza de
95% para longitud de tallo en BIG

Tratamientos N Media Agrupacion
Tl 15 42200 A
T6 15 3.507 B
T5 15 2.527 C
T2 15 2.493 C D
T4 15 2.013 D
T3 15 1.887 E
T7 15 1.447
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En la tabla 10, se muestra la prueba de Tukey en respuesta a la longitud del tallo en
crecimiento por método convencional de Stevia rebaudiana. Al igual que en el caso
anterior, se muestra un analisis comparativo de medias, presentando en este caso, una
mayor igualdad entre los tratamientos evaluados. Se puede argumentar de esta manera,
que el uso de un biorreactor de inmersion temporal en funcion de la concentracion de
hormonas en los tratamientos, presentd mejores cualidades para el crecimiento del
explante, que utilizando el método convencional. Segin George (1993), menciona que
concentraciones muy altas de citoquininas pueden causar una cantidad de brotes
pequefios, que usualmente no se alargan y que en algunas especies presentan una forma

inusual llegando a ser hiperhidricos.

La tabla 11, muestra los datos agrupados utilizando el método de Tukey a una
confianza de 95%, los valores son una representacion simplificada de la Tabla 10.

Tabla 10: Analisis Post-Hoc - Tukey para las medias de longitud del tallo por
tratamiento convencional

Tratamientos {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

Tl 0,2766 0,0009 0,0015 0,0324 0,9954 0,0001
T2 0,2766 0,2552 0,3759 0,9391 0,7229 0,0007
T3 0,0009 0,2552 0,9999 0,8806 0,0097 0,3839
T4 0,0015 0,3759 0,9999 0,9599 0,0161 0,1973
TS 0,0324 0,9391 0,8806 0,9599 0,1867 0,0231
T6 0,9954 0,7229 0,0097 0,0161 0,1867 0,0001
T7 0,0001 0,0007 0,3839 0,1973 0,0231 0,0001

Tabla 11: Agrupacion de los datos utilizando el método Tukey a un nivel de confianza
de 95% para longitud del tallo por método convencional

Tratamientos N Media Agrupacién
Tl 12 2,592 A
T6 11 2,436 A B
T2 15 2,080 A B C
T5 13 1,846 B C
T4 14 1,629 C D
T3 12 1,558 C D
En la T7 11 1,055 D figura 15,
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se observa la interaccion de las medias entre los dos tipos de metodos aplicados (BIG y
convencional) en los 7 tratamientos empleados, donde la media del tratamiento T1
(ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0 mg/l) 4.22 cm empleando el BIG es superior a la media del
método convencional (2.59 cm) con la misma concentracion de fitohormonas en el T1,
presentando una mejor elongacién del tallo, y confirmando que el empleo de
fitohormonas en ambos métodos es realmente necesario, debido a la influencia en el
crecimiento, sin embargo en el empleo del método convencional se evidencié que no
todas las plantulas presentaron crecimiento debido a que existieron contaminaciones, y

por ende una disminucién en la supervivencia.
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Figura 15: Grafica de interaccion para longitud del tallo (cm) en respuesta al método
utilizado

En la figura 16, se logra identificar las diferencias en cuando las medias de los
tratamientos empleados en ambos métodos, donde el método convencional se muestra
en la grafica de manera inferior al crecimiento de tallo del método BIG, los siete
tratamientos empleados son representados de acuerdo a las medias obtenidas de cada
uno, mostrando que luego del tratamiento T7 (sin fitohormonas) el tratamiento T3 (0.1
mg/ | ANA y 0 mg/l BAP) es el que presenta menor elongacién de tallo con una media

de 1.88 cm en método BIG y 1.24 cm en método convencional.
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Segln Minaya (2015), en una investigacion realizada de micropropagacion de Stevia
rebaudiana se trabajaron con concentraciones altas de BAP, en donde el promedio mas
bajo lo obtuvo el T3 (8 mg/L BAP) con un promedio de 1.05 cm y el tratamiento TO
(testigo) obtuvo mayor promedio de altura de vitroplanta con un promedio de 3.42 cm
pero con menor nimero de brotes, indicando que los resultados del presente estudio
muestran un decaimiento en cuanto a la altura de la vitroplanta a medida que se
incrementa la concentracion de BAP, esto es debido a una accion indirecta por parte de
la citoquinina , ya que esta inhibe la dominancia apical, crecimiento y diferenciacion de
las células, y en el caso de tallos retarda el alongamiento, y siendo un retardador del
crecimiento vegetal como el etileno debido a que este produce cambios en el

crecimiento de la planta al reducir la tasa de elongacion (Lluna, 2006).
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Figura 16: Grafica de interaccion para longitud de tallo (cm) por tratamiento utilizado

Mediante los datos obtenidos pudimos realizar una grafica de efectos principales, con la
finalidad de mostrar las medias de los tratamientos en comparacion con las variables
aplicadas, para obtener una respuesta representativa de ello. En la primera curva se
observan los tratamientos y la mejor obtencion de crecimientos, luego de su aplicacion,
mientras que en la segunda curva se puede apreciar la superioridad del método BIG en
comparacién con lo convencional, esto puede deberse a que el contacto directo y

renovado de los segmentos nodales con el medio de cultivo durante cada inmersién
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provoca una asimilacion mas eficiente de elementos nutritivos. Con este tipo de sistema
de cultivo se logra que los segmentos nodales se mantengan cubiertos por una fina
pelicula de medio de cultivo, lo cual impide la desecacion y ademas posibilita una baja
resistencia a la difusién de gases, con el tiempo y la frecuencia de inmersién empleados,
se puede renovar completamente, favoreciendo un balance arménico de gases como
oxigeno y diéxido de carbono, y limitando la acumulacion de gases nocivos como el
etileno en el interior del recipiente de cultivo, estos aspectos favorecen el crecimiento de
los brotes en otras especies de plantas ( Berthouly & Etienne, 2005).
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4.4. Evaluacion de namero de brotes de explantes de Stevia rebaudiana en BIG
(biorreactor de inmersion por gravedad)

Los resultados obtenidos con respecto a la variable en estudio, de nimeros de brotes se
representaron en la tabla 12, esta toma de datos final, se realizd6 mediante la
visualizacién de los brotes presentes en las plantulas luego de 30 dias de cultivo en el
sistema de biorreactor de inmersion por gravedad (BIG).

Tabla 12: Datos de numeros de brotes obtenidos mediante el uso del biorreactor de
inmersion por gravedad

TRATAMIENTOS BROTES EN CADA NUMERO DE EXPLANTE (CM)
PROMEDIO

ANA / BAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
T1(0.1/1) 6 4 5 6 6 7 4 5 5 4 5 5 4 7 6 5.267
T2 (1.0/0.1) 4 5 3 4 5 4 4 4 3 4 3 4 4 4 4 3.933
T3(0.1/-) 2 5 2 3 3 3 2 2 3 2 3 1 1 2 1 2.333
T4 (-/1.0) 3 4 2 3 2 3 2 4 2 3 1 3 1 2 4 2.600
T5 (0.1/0.1) 2 3 3 3 4 2 4 3 4 4 2 3 4 4 3 3.200
T6 (1.0/1.0) 5 4 5 6 4 4 4 4 3 4 4 5 5 3 4 4.267

T7 (sin

111 2 2 2 1 2 3 1 2 1 3 2 3 1.800

fitohormonas)

Se empled el calculo de desviacion estandar para poder determinar la dispersion de los
datos en cuanto a un nimero maximo o minimo de brotes, en funcién al promedio de
cada tratamiento empleado, obteniendo asi el promedio mas alto de 5.26 en el
tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0 mg/l), con 7 nimeros de brotes y un promedio
minimo de 2.33 en el tratamiento 3, con 4 brotes, sin tener en consideracion el
tratamiento 7 (blanco) con 3 brotes, en donde no hubo aplicacion de fitohormonas, por

ende resulto ser el de menor nimero de brotes obtenidos entre los tratamientos.

Por su parte, Ziv (1995), informaron que el uso de 0.5 mg I-1 de BAP induce un alto
namero de brotes luego de tres semanas de cultivo, sin embargo, también se observaron
la presencia de estructuras callosas en la parte inferior de las plantulas formadas, lo que

pudiera potencialmente influenciar la estabilidad genética en el proceso y su adaptacion
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ex vitro. Es por esta razdn que en este trabajo se utilizd concentraciones bajas de BAP
(de 0.1 mg/l a 1 mg/l) de esta forma no se obtuvieron estructuras callosas en las bases.

Tabla 13: Datos estadisticos descriptivos para el numero de brotes de Stevia
rebaudiana utilizando un biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)

Variable  Tratamientos Media Desv.Est. Minimo Méaximo

Numero de T1 5267 1,033 4000 7,000
brotes
T2 3933 0594 3,000 5000
T3 2333 1,047 1000 4,000
T4 2600 098 1000 5000
T5 3200 0775 2,000 4000
T6 4267 0799 3,000 6000
T7 1800 0775 1,000 3,000

Para realizar una comparativa adecuada, también se empleé la estadistica descriptiva
segun los datos representados en la tabla 14, para los brotes obtenidos bajo el método de
micropropagacion convencional, en MS solido, cada plantula con viabilidad y
desarrollo fue colocado sobre una placa petri, para realizar el analisis y conteo de los
brotes observados, descartando los viales contaminados en algunos tratamientos dados,
los cuales no fueron considerados para la evaluacién estadistica.

Tabla 14: Datos de nUmeros de brotes obtenidos mediante el método de
micropropagacion convencional

TRATAMIENTOS BROTES EN CADA NUMERO DE EXPLANTE (CM)
PROMEDIO

ANA /BAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
T1(0.1/1) 3 4 5 4 2 1 - 2 - 2 2 2 3 - 2 2.667
T2 (1.0/0.1) 3 3 2 2 3 3 3 3 2 2 3 3 2 1 2 2.467
T3(0.1/-) 3 2 3 - 2 2 1 - 2 2 1 2 2 1 - 1.917
T4 (-/1.0) 1 1 1 2 1 3 1 2 2 2 4 3 1 - 2 1.857
T5 (0.1/0.1) 4 2 2 1 3 2 - - 2 2 2 2 1 3 3 2.231
T6 (1.0/1.0) - 2 4 2 - 3 2 - 3 - 3 2 1 1 3 2.364

T7 (sin

211 - 2 - 1 1 - 1 2 1 1 -2 1.364

fitohormonas)
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Segun la tabla 15, en los datos estadisticos del método convencional, se logr6 observar
que el nimero de brotes de las plantulas en el medio s6lido fueron menores en
comparacion al del método BIG, en donde se obtuvo un méximo de 5 brotes con una
media de 2.66 en el tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0 mg/l), asi mismo; el
minimo brote por plantula fue de 1 un., mientras que en el método BIG fue de 4 brotes.
En el tratamiento 3 se presentd un maximo de 3 brotes con una media de 1.91; cabe
resaltar, que el namero de brote va en funcion de la elongacion del tallo, es decir que
mientras mayor sea la longitud del tallo, mayor seré la posibilidad de obtener més brotes
por plantula.

En muchos experimentos provenientes de fuentes de plantas, compuestos quimicos de
un medio y las condiciones ambientales, se realizaron comparaciones con un medio
semi-so6lido y un medio liquido de inmersion temporal, lo que mostro que el segundo
fue el mejor para su utilizacion. (Teisson et al., 1996)

Tabla 15: Datos estadisticos descriptivos para el ndmero de brotes de Stevia
rebaudiana mediante el método de micropropagacion convencional

Variable Tratamientos Media Desv.Est. Minimo Maximo

T1 2667 1155 1000 5000
T2 2467 0640 1,000 3,000
T3 1917 0669 1,000  3.000
MW OGIE T4 1857 0949 1,000  4.000
brotes
T5 2231 0832 1000 4,000
T6 2364 0924 1000 4,000
T7 1364 0505 1,000  2.000

Los datos obtenidos de numero de brotes tanto para el método BIG como para el
método convencional fueron utilizados para la realizacion de un analisis de varianza
ANOVA para dos factores en funcién de cada tratamiento con ANA y BAP, el modo de

operacion y una interaccion de ambos, a un nivel de significancia del 5%, a = 0.05.

El valor P, se mostr6 menor al nivel de significancia (p= 0.000 < a = 0.05), lo cual
manifiesta que existe diferencia significativa entre los tratamientos empleados y los
métodos de operacion para los nameros de brotes, los cuales fueron evaluados y

contabilizados por cada plantula desarrollada bajo ambos métodos.
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Estos resultados se pudieron haber debido a que Las citocinina 6- Bencilaminopurina
(6-BAP), es un agente inductor y regulador del crecimiento, la concentracion mas
utilizada es de 0.1 a 2.0 mg/l. En forma natural se encuentra en los tejidos vegetales
jovenes, promueve la morfogénesis en explantes y especificamente en yemas axilares

promueve la proliferacion de brotes (CIREN, 1988).

Tabla 16: ANOVA factorial de los datos del crecimiento de Stevia rebaudiana en
funcién del ndmero de brotes utilizando diversos métodos de operacion (BIG y
convencional)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamientos 6 106,60 17,7667 24,28 0,000
Métodos 1 70,71 70,7098 96,65 0,000
Tratamientos*Métodos 6 26,40 4,3998 6,01 0,000
Error 179 130,96 0,7316

Total 192 347,71

Luego de haber aplicado un analisis de varianza para ver la significancia estadistica
entre las variables y los métodos empleados, se realizaron comparaciones maltiples
entre las medias obtenidas en cada tratamiento, las cuales fueron comparadas entre si,
empleando el método Pos Hoc- Tukey, con el cual se evaluo6 la variabilidad entre los
grupos, para crear los niveles de confianza para todas las diferencias entre las medias de
las variables en estudio. Las medias de los tratamientos que expresan mayor nivel de
confianza (u tratamiento = 1), representan mayor igualdad estadistica (Ejm. u Tratamiento 2
=2.467 = U Traamiento 5 =2.231). Los datos expresados en rojo, son los que presentan
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos, mientras que los datos en
negro presentan similitud entre ellos. Segin Mesa, et al., (2002), manifiesta que las
citoquininas son fundamentalmente reguladores de crecimientos para la formacion de
brotes. Entre ellas la 6- bencilaminopurina (6-BAP) es, en general, la citoquinina mas

efectiva y la mas empleada en la induccién de yemas axilares.
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Tabla 17: Andlisis Post-Hoc - Tukey para las medias de nimero de brotes mediante el
uso de un biorreactor de inmersién por gravedad

Tratamientos {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

T1 0.0013 0.0001 0.0001 0.0001 0.0351 0.0001
T2 0.0013 0.0002 0.0013 0.2533 0.9416 0.0001
T3 0.0001  0.0002 0.9804 0.1038 0.0001 0.6343
T4 0.0001 0.0013 0.9804 0.4957 0.0001 0.1665
T5 0.0001 0.2533 0.1038 0.4957 0.0192 0.0007
T6 0.0351 0.9416 0.0001 0.0001 0.0192 0.0001
T7 0.0001 0.0001 0.6343 0.1665 0.0007 0.0001

En la Tabla 18, los valores agrupados mediante el método tukey, determinan el nivel de
significancia que existe entre los diferentes tratamientos, asociandolos mediante una
letra, en donde los valores que comparten una letra son significativamente iguales, al
realizar una comparacion entre medias, tal es el caso con el tratamiento 2 y tratamiento

5, y entre otros valores observados.

Tabla 18: Agrupacion de los datos utilizando el método Tukey a un nivel de confianza
de 95% mediante un biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)

Tratamientos N Media  Agrupacion

T1 15 5267 A

T6 15 4.267

T2 15 3.933 B C

TS5 15 3.200 CcC D
T4 15 2.600 D E
T3 15 2.333

T7 15 1.800

Al aplicar el analisis Tukey para los resultados de nimero de brotes en el método
convencional, es que pudimos apreciar que, al asociarse los tratamientos entre si, no
existio tanta diferencia significativa entre la comparacion de las medias de los
tratamientos aplicados, observando que existen diferencias entre los tratamientos 1, 2 y

7, esto debido a la falta de adicién de fitohormonas de crecimiento en el T7, ademés de
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que la adicién de BAP puede aumentar la formacion de brotes in vitro si se aplica a
cultivos de tejido vegetal en la etapa de multiplicacion (Lluna, 2006).

Tabla 19: Andlisis Post-Hoc - Tukey para las medias de nimero de brotes mediante el
método convencional

Tratamientos {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

T1 0,9961 0,3066 0,1861 0,8480 0,9761 0,0062
T2 0,9961 0,6172 0,4446 0,9892 0,9999 0,0215
T3 0,3066  0,6172 1,0000 0,9648 0,8578 0,6907
T4 0,1861  0,4446 1,0000 0,9061 0,7404 0,7630
T5 0,8480 0,9892 0,9648 0,9061 0,9997 0,1605
T6 0,9761  0,9999 0,8578 0,7404 0,9997 0,0860
T7 0,0062  0,0215 0,6907 0,7630 0,1605 0,0860

En representacion de la tabla 19, se realizd6 una agrupacion de las medias con la
finalidad de tener una mejor visualizacion de las diferencias significativas en los
numeros de brotes, en donde se logra ver que efectivamente existe similitud desde el
tratamiento 3 hasta el tratamiento 6, manifestdndonos que no existen niveles de
diferencias altas entre las diversas concentraciones de ANA y BAP, en cuanto al método

convencional.

Segun McAlister y col. (2005), el contacto intermitente de los explantes con el medio de
cultivo tiene gran importancia, para la asimilacion de los nutrientes por los explantes, es
por ello que un medio semis6lido puede llegar a limitar una buena absorcién de las

fitohormonas.
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Tabla 20: Agrupacion de los datos utilizando el método Tukey a un nivel de confianza
de 95% mediante el método convencional

Tratamientos N Media Agrupacion
T1 12 2,66667 A
T2 15 2,46667 A
T6 11 2,36364 A B
T5 13 2,23077 A B
T3 12 1,91667 A B
T4 14 1,85714 A B
T7 11 1,36364 B

En la imagen 18, se representan los diversos métodos aplicados en la investigacion, es
decir el método del uso de un biorreactor de inmersion por gravedad (BIG) y el método
de la micropropagacion convencional usando MS semisolido, evaluados a los 30 dias
luego de su cultivo in vitro, obteniendo una multiplicacion vegetativa superior en el uso
del BIG para una mejor proliferacion, resaltando que el tratamiento 1 presento una
media de 5.267 a comparacion del medio MS solido con 2.666 como promedio, asi
mismo; en la imagen 19 se observa la representacion de la comparativa de los 7
tratamientos empleados en diversas combinaciones, confirmando que el medio liquido
empleado en un BIG, es mejor que el medio MS semisolido. Por otro lado, podemos
decir que La presencia de brotes en el tratamiento 1, esta relacionado con la citocinina
6-BAP y la auxina ANA, se observd que la combinacién de estos fitorreguladores
induce la formacion de brotes en los explantes de “stevia”, de acuerdo a Ramesh et al.,
(2016) si los niveles de 6- BAP son bajos, habra mayor formacion de brotes puesto que

la alta dosis de 6-BAP resulta en una menor cantidad de los mismos.
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Figura 18: Grafica de interaccion para niumero de brotes en respuesta al metodo
utilizado
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Figura 19: Grafica de interaccidn para nimero de brotes por tratamiento utilizado
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En esta grafica de efectos principales se puede visualizar de una mejor manera la
comparativa realizada entre ambos métodos, de acuerdo a los tratamientos empleados,

en donde el BIG se muestra de forma superior en cuando a la curva de comparacion.
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Figura 20: Grafica de efectos principales para namero de brotes
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4.5. Evaluacion de numero de hojas de explantes de Stevia rebaudiana en BIG
(Biorreactor de inmersion por gravedad)

La evaluacion se realizd luego de 30 dias de cultivo, en donde las plantulas
desarrolladas se mantuvieron a una temperatura de 21°C con un fotoperiodo de 16 horas
luz, el crecimiento de las hojas por cada explante se lograron observar a partir de la
segunda semana y media de inmersion en el biorreactor, las hojas crecidas tuvieron su

origen a partir de cada brote presente en las plantulas crecidas de los segmentos nodales.

Tabla 21: Datos de nimeros de hojas obtenidos mediante el uso del biorreactor de
inmersion por gravedad

TRATAMIENTOS HOJAS EN CADA NUMERO DE EXPLANTE
ANA/BAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 @ TOMEDIO
TIQ011) 56 8 75 8 7 5 7 5 6 7 6 8 7 6.467
T2(001) 4 5 5 4 4 4 4 3 5 4 6 7 5 4 4 4533
T3 (0.1) 2 3 5 4 4 4 3 4 4 2 4 4 4 4 2 3533
T4 (-11.0) 124655 45 3 4 2 4 3 45 3.800
T5(01/01) 4 3 4 55 3 5 5 3 5 4 4 3 4 4 4.067
T6(1010) 5 4 5 55 4 4 5 5 5 5 6 6 4 4 4.800
T7 (sin 22345 4 2 3 4 2 42 4 3 5 3.267

fitohormonas)
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Se aplico la estadistica descriptiva para los datos obtenidos de los nimeros de hoja por
cada plantula crecida en Stevia rebaudiana, los cuales representan la influencia que
tuvieron los tratamientos en esta variable, en la tabla 22, se muestran los promedios de
cada tratamiento segun las concentraciones de fitohormonas ANA y BAP en cada uno
de ellos, asi también; se hallé la desviacidn estandar, con los datos de nimeros de hojas,
para cuantificar la variacion existente en funcién a la media, de esa manera se pudo
identificar un dato maximo y un dato minimo con respecto a los nimeros de hojas de las
plantulas de cada tratamiento, en donde el tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/L — BAP 1.0
mg/L), presento superioridad con un maximo de 8 brotes y un minimo de 5 brotes por
plantula, teniendo una media de 6.467, por otro lado se debe tener en consideracion que
el tratamiento 2, alcanz6 un maximo de 7 brotes y un minimo de 3, sin embargo;
presento una media de 4.533, siendo en este aspecto superior el tratamiento 6 con 4.800
como media, y los numeros de hojas que oscilan entre 6 y 4 unidades, por plantula. Por
otro lado, se ha documentado que a mayor tiempo de contacto, entre los microesquejes y
el medio de cultivo, aumenta el suministro de nutrientes y reguladores de crecimiento a
los explantes (Santos-Pino et al., 2011), lo que puede maximizar su desarrollo (Preil,
2005). Ademas, con cada inmersion, el ambiente del recipiente de cultivo se renueva
con el fin de eliminar compuestos volatiles, tales como etileno (Roels et al., 2006), y
promover la recirculacion de dioxido de carbono necesaria para la fotosintesis,
mejorando aun mas el metabolismo autotréfico del carbono en las hojas (Aragon et al.,
2014).

Tabla 22: Datos estadisticos descriptivos para el namero de hojas de Stevia rebaudiana
mediante el uso de un biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)

Variable Tratamientos Media Desv.Est. Minimo Maximo

T1 6.467 1.125 5.000 8.000
T2 4.533 0.990 3.000 7.000
N° de T3 3.533 0.915 2.000 5.000
hojas T4 3.800 1.373 1.000 6.000
T5 4.067 0.799 3.000 5.000
T6 4.800 0.676 4.000 6.000
T7 3.267 1.100 2.000 5.000
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Para poder realizar la comparativa del desarrollo de hojas de la plantula Stevia
rebaudiana, a través de diversos métodos de cultivo, se realizé el conteo de hojas
presentes por cada plantula, para poder obtener los datos de numeros de hojas,
esenciales para el analisis estadistico, algunos viales -cultivados presentaron
contaminaciones, lo cual se pudo haber debido a la poca hermeticidad de los recipientes
en donde fueron contenidos los explantes, ya que las bacterias son los contaminantes in
vitro mas comunes y ocasionan serios problemas, ademas de ser dificiles de detectar y
eliminar (Orlikowska et. al., 2017). Por lo general no se manifiestan en los primeros
subcultivos, ya que la alta presion osmotica, el pH y ciertas hormonas de los medios de
cultivo pueden inhibir su crecimiento. Debido a estos factores inhibitorios, muchos
microorganismos requieren un periodo de adaptacion a las nuevas condiciones antes de
manifestar su presencia, lo que ocurre por lo general en la fase de multiplicacion
(Hernandez & Gonzalez, 2010).

Tabla 23: Datos de numeros de hojas obtenidos mediante el cultivo convencional con
MS solido

TRATAMIENTOS HOJAS EN CADA NUMERO DE EXPLANTE
PROMEDIO

ANA/BAP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
TI011) 4 3 7 5 4 4 - 3 - 5 3 2 5 - 5 4167
T2(1001) 4 3 2 3 3 4 4 3 5 3 3 3 4 3 3 3333
T3 (0.1) 3 4 4 - 2 2 1 - 2 1 2 1 4 2 - 2333
T4 (-/1.0) 3 2 233 2 23 2 2 1 1 4 3 - 235
T50101) 5 3 4 2 4 4 - - 2 2 3 3 2 2 5 3154
T6(LOM0) - 4 5 3 - 4 3 - 3 - 3 4 2 2 4 3364
T7 (sin 1 2 - 2 - 2 2 - 2 2 1 1 - 3 1818

fitohormonas)

En la tabla 24, se logra observar los promedios hallados de cada tratamiento, a raiz de
los datos obtenidos en la tabla 23, a los cuales se les aplico la estadistica descriptiva
con la finalidad de que al igual que con el método BIG, se logre determinar el maximo y

el minimo de hojas crecidas por explante, presentando también un mayor niimero de
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hojas el tratamiento 1 (ANA 0.1mg/l — BAP 1.0 mg/l) con una media de 4.167,
presentando 7 hojas y un minimo de 2 hojas por plantula, en todos los tratamientos la
presencia minima de hojas fue de 1 hoja, siendo el caso del tratamiento 3 con una media
de 2.333 y el tratamiento 4 con 2.500, los cuales presentaron similitud con un maximo
de 4 hojas y un minimo de 1 hoja, Segn Sandoval 2019, los explantes sin la presencia
de fitorreguladores puesto a prueba, responden solamente a los macro y micro nutrientes
que contiene el medio de cultivo, asi como también a las hormonas vegetales que posee

naturalmente.

Tabla 24: Datos estadisticos descriptivos para el nimero de hojas de Stevia Rebaudiana
mediante el método convencional de MS sélido

Variable Tratamientos Media Desv.Est. Minimo Maximo

N° de hojas Tl 4,167 1,337 2,000 7,000
T2 3,333 0,724 2,000 5,000
T3 2,333 1,155 1,000 4,000
T4 2,500 0,941 1,000 4,000
TS5 3,154 1,144 2,000 5,000
T6 3,364 0,924 2,000 5,000
T7 1,818 0,603 1,000 3,000

A los datos obtenidos se le aplico el analisis de varianza ANOVA, con el objetivo de
determinar la significancia estadistica de los siete tratamientos, y la comparativa de los
métodos utilizados para su multiplicacion vegetativa de Stevia rebaudiana (BIG y

método convencional).

En la tabla 25, se muestran las fuentes empleadas para la interaccion de las varianzas
(ANOVA), esto con respecto a los tratamientos con ANA y BAP, a los métodos
empleados y a la interaccién que existe entre ellos. En las fuentes de tratamiento y
métodos, el nivel de significancia fue del 5%, es decir, que el valor p obtenido resulto
ser menor a o = 0.05, esto quiere decir que los datos obtenidos en cuanto al nimero de
hojas si van a tener una diferencia honestamente significativa, es decir que existié una
influencia de los tratamientos y de los métodos empleados en la variable respuesta,
debido a que estas fuentes llegan a ser independientes a cuanto su respuesta, a

comparacion de la fuente de interaccién de tratamientos y métodos en donde el valor p
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resulto ser mayor a a = 0.05, con un resultado de 0.279, en donde segun las condiciones
experimentales evaluadas en este estudio, entre la interaccion de las variables de
tratamientos y métodos usados (Biorreactor de inmersion por gravedad y convencional)
se obtiene una respuesta estadistica similar en cuanto al desarrollo de numero de hojas

de Stevia rebaudiana.

Tabla 25: ANOVA factorial de los datos del crecimiento de Stevia Rebaudiana en
funcién del nimero de hojas utilizando diversos métodos de operacion (BIG y
convencional)

Fuente GL SC Ajust. Al}/lucs:t. Valor F Valor p
Tratamientos 6 133,331 22,222 21,75 0,000
Método 1 93,183 93,183 91,19 0,000
Tratamientos*Método 6 7,712 1,285 1,26 0,279
Error 179 182,907 1,022
Total 192 422,891

En la tabla 26, se realizd un analisis Post-Hoc-Tukey, con la finalidad de realizar
comparaciones multiples entre las medias de todos los tratamientos empleados en este
estudio, mediante el método de uso del biorreactor de inmersion por gravedad, en el
crecimiento de los nameros de hojas de las plantulas de Estevia, esto con el objetivo de
poder identificar de una manera mas visual los niveles de similitud o la variabilidad
existente entre los tratamientos.

Se debe identificar que los valores en rojo representan a las diferencias estadisticas que
existe entre las medias, mientras que; los valores de negro representan similitud entre
ellas, por otro lado; los valores de los resultados de los analisis realizados que se
acerquen a 1 (¢ wraamiento =~ 1), son los que presentan mayor igualdad estadistica, (Ejm. u
Tratamiento 3 =3.933 = M Tratamiento 4 :3-800)-

En la tabla 27, se observa una representacion del cuadro de analisis de Post-Hoc-Tukey,
en donde se emplea letras para la comparativa entre los tratamientos, las medias que
contienen solo una letra, es porque son significativamente diferentes, mientras que los

gue se encuentran agrupadas de 2 a 3 letras es porque contienen una igualdad entre
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ellas, es decir que entre esos tratamientos se obtuvo casi los mismos nimeros de hojas

en el desarrollo de las plantulas en el biorreactor de inmersion por gravedad.

Tabla 26: Anélisis Post-Hoc - Tukey para las medias de nimero de hojas mediante el
uso de un biorreactor de inmersién por gravedad

Tratamientos {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

T1 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0005 0.0001
T2 0.0001 0.1129 0.4404 0.8710 0.9914 0.0164
T3 0.0001  0.1129 0.9914 0.7829 0.0164 0.9914
T4 0.0001 0.4404 0.9914 0.9914 0.1129 0.7829
TS5 0.0001 0.8710 0.7829 0.9914 0.4404 0.3331
T6 0.0005 0.9914 0.0164 0.1129 0.4404 0.0016
T7 0.0001 0.0164 0.9914 0.7829 0.3331 0.0016

Tabla 27: Agrupacion de los datos utilizando el método Tukey a un nivel de confianza
de 95% mediante un biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)

Tratamientos N Media Agrupacion

T1 15 6.467 A

T6 15 4.800 B

T2 15 4.533 B C

TS5 15 4.067 B CD
T4 15 3.800 B CD
T3 15 3.533 C D
T7 15 3.267 D

A los datos obtenidos de los nimeros de hojas contados de cada plantula, que se
desarrollaron mediante el método de micropropagacion convencional, se les aplicaron
también la prueba de Post-Hoc-Tukey, para que de igual forma que los resultados
obtenidos en el BIG, puedan realizarse comparaciones entre los promedios de cada
tratamiento empleado. En la tabla 28, su logra apreciar la comparacion de medias

realizadas, en donde la mayoria de la interaccion entre los tratamientos se muestran con
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similitud estadistica, los cuales estan cercanos al valor de 1, asi mismo; los tratamientos

que presentaron diferencias estadisticamente significativas, en comparacién con las del

método BIG, no fueron todos los tratamientos en interaccion con el tratamiento 1, se

presentd excepciones como el tratamiento 2, el tratamiento 5 y el tratamiento 6, en

donde se puede persuadir claramente el beneficio del uso de fitohormonas en el

desarrollo de plantulas de Stevia rebaudiana.

Para realizar una representacion mas sencilla y visual del cuadro de analisis Tukey para

namero de hojas, se realizd una agrupacion de ello, mediante el uso de letras para la

identificacion de las similitudes y las diferencias entre las medias de estudio.

Tabla 28: Analisis Post-Hoc - Tukey para las medias de namero de hojas mediante el
método convencional

Tratamientos {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

T1 0,3337 0,0006 0,0012 0,1628 0,4713 0,0001
T2 0,3337 0,1456 0,2854 0,9992 1,0000 0,0048
T3 0,0006  0,1456 0,9996 0,3928 0,1852 0,8789
T4 0,0012  0,2854 0,9996 0,6200 0,3382 0,6235
T5 0,1628  0,9992 0,3928 0,6200 0,9987 0,0263
T6 0,4713 1,0000 0,1852 0,3382 0,9987 0,0089
T7 0,0001  0,0048 0,8789 0,6235 0,0263  0,0089

Tabla 29: Agrupacion de los datos utilizando el método Tukey a un nivel de confianza
de 95% mediante el método convencional.

Tratamientos N Media Agrupacion
T1 12 4,16667 A

T6 113,36364 A B

T2 153,33333 A B

T5 133,15385 A B

T4 14 2,50000 B C
T3 12 2,33333 B C
T7 111,81818 C
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En la figura 21, se representa la interaccion entre los métodos operacionales utilizados
en la multiplicacion vegetativa de Stevia rebaudiana, en este caso, para el desarrollo de
las hojas en las plantulas crecidas, para esta variable dependiente, los biorreactores de
inmersion por gravedad resultaron ser el método ideal para la micropropagacion, esto
debido a la viabilidad de todas las plantulas presentes, y a la hermeticidad que posee el
equipo, se logra ver que las medias obtenidas en el método convencional son menores a
las del sistema BIG. Algunos investigadores sefialan que, desde el punto de vista
comercial, la micropropagacién convencional ha dejado de ser un proceso
econdmicamente eficiente; ademas, coinciden en que la causa fundamental es debida al
uso de agentes gelificantes como soportes de los explantes y el elevado nimero de
operaciones manuales, que implican un costo elevado de mano de obra. (Quiala et al.
2012).
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Figura 21: Grafica de interaccidn para nimero de hojas en respuesta al método usado

En la figura 22, se logra observar que, para la obtencion de un mayor nimero de hojas,
el tratamiento 1, fue el mas apropiado, seguido del tratamiento 6 y el tratamiento 3 que
viene siendo el ultimo tratamiento aplicado que posee fitohormona, y presento una
escasa obtencion de hojas, esto puede deberse a que solo posee la fitohormona ANA,
demostrando que estos logran trabajar en conjunto de manera satisfactoria. Se resalta
también que todos los tratamientos desde el T1 (0.1 ANA y 1.0 BAP) al T7 (sin
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hormonas), emiten una respuesta, en donde, segun la gréfica realizada, se tiene una
diferencia significativamente mayor al ser comparada con el tratamiento convencional,
ya que la linea azul es claramente superior a la linea convencional representada en color
rojo. Por otro lado, en la figura 23, se graficaron los efectos principales tomando en
consideracion todas las muestras experimentales de los tratamientos y de los métodos
para el numero de hojas, mostrando todos los tratamientos dependiendo del método que
se ha utilizado, en donde los tratamientos se encuentran en dependencia de la variable
de estudio, a diferencia de las otras graficas que llegan a ser mas puntuales o especificas
para lo que se requirio.
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Figura 22: Grafica de interaccidn para numero de hojas por tratamiento utilizado
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

e Se logr6 determinar que la concentracion del &cido naftalenacético en el medio
de cultivo MS, para el crecimiento de hojas, brotes y tallo de la planta Stevia
rebaudiana, es de 0.1 mg/l, teniendo con ello una mayor longitud de tallo en las
plantulas obtenidas.

e Se determiné que la concentracion del bencilaminopurina en el medio de cultivo
MS para el crecimiento de hojas, brotes y tallo de la planta Stevia rebaudiana es
de 1.0 mg/l ya que logro un mayor numero de brotes y hojas en los explantes

cultivados.

e Las concentraciones del acido naftalenacético y bencilaminopurina en el medio
de cultivo MS, con los que se generd un optimo crecimiento de la planta Stevia
rebaudiana en cuanto longitud de tallo, numero de brotes y numero de hojas, fue
el tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0).

e Se identifico que los biorreactores de inmersion por gravedad son un mejor
método de multiplicacion vegetativa in vitro para Stevia rebaudiana, al realizar
la comparacion con el método convencional in vitro de MS solido, debido a que
los resultados del BIG para longitud de tallo tuvieron un media de 4.22 cmy una
longitud maxima de 4.7 cm, para nimero de brotes una media de 5.26 y un
maximo de 7 brotes, para nimero de hojas una media de 6.46 y un maximo de 8
hojas; mientras que en el método convencional se obtuvo para longitud de tallo
una media de 2.59 cm y una longitud maxima de 4.1 cm, para namero de brotes
una media de 2.66 y un maximo de 5 brotes y para namero de hojas una media

de 4.16 y un maximo de 7 hojas.
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5.2. RECOMENDACIONES

Realizar correctamente la desinfeccion de los explantes y evaluar otros métodos

a utilizar para evitar las contaminaciones en los cultivos.

Al efectuar la seleccion de los explantes a ser cultivados se debe tener en
consideracion que las yemas de los segmentos nodales, logren observarse a
simple vista, para poder obtener un buen desarrollo.

Mantener las condiciones de incubacion lo mas uniformes posibles durante la
etapa de multiplicacion, debido a que esta influye de manera significativa sobre
el desarrollo de los explantes.

Realizar la comparacion de la eficiencia de diferentes modelos de biorreactores
de inmersion para la micropropagacion, tales como el RITA (Recipiente de
inmersion temporal automatizado, el BIT (Biorreactor de inmersion temporal), u

otros.

Realizar investigaciones para determinar que las plantulas micropropagadas de
Stevia rebaudiana, no pierdan su capacidad para producir y acumular

esteviosidos en las hojas.
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VIl.  ANEXOS

ANEXO 1: Composicion del medio MS

Tabla 30: Macronutrientes del medio Murashige y Skoog

Cantidad (g) para

Nombre Formula
1L
Nitrato de amonio NH,NO; 1.65
Nitrato de potasio KNO; 1.90
Sulfato de magnesio M,S0,.7H,0 0.37
Fosfato acido de potasio KH, PO, 0.17
*cloruro de calcio C,Cl,. 2H,0 0.44

Tabla 31: Micronutrientes del medio Murashige y Skoog

Nombre Formula Cantidad (patrén)

(mg) para 1L

Acido bérico H;BO, 6.2
Sulfato de manganeso  M,SO,.4H,0 22.3

Sulfato de zinc 7,S0,.7H,0 8.6
Yoduro de potasio KI 0.83
Molibdato de sodio  N_,M,0,.2H,0 0.25
Sulfato de cobre C,S0,.5H,0 0.025
Cloruro de cobalto C,Cy. 6H,0 0.025
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ANEXO 2: Materiales de biorreactor de inmersion por gravedad (BIG)

Figura 24: Filtros hidrofébicos Figura 25: Valvula selenoide

Figura 26: Esterilizacién de frascos del biorreactor de inmersion por gravedad
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ANEXO 3: Plantulas obtenidas en el biorreactor de inmersion por gravedad

Figura 27: Plantulas desarrolladas en BIG

Figura 28: Plantulas a los 30 dias de desarrollo
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Figura 29: Algunas plantulas obtenidas en el Tratamiento 1 (ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0
mg/l) en BIG

Figura 30: Plantulas obtenidas en el Tratamiento 7 (Sin hormonas) del BIG
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Figura 31: Medicion de plantulas de T1 para determinacion longitud
de tallo

>

Figura 32: Plantulas representativas del Tratamiento 1, que demostraron una buena
longitud de tallo, numero de brotes y hojas.
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ANEXO 4: Plantulas obtenidas en el método convencional

Figura 33: Segmentos nodales sembrados en MS sélido con tratamiento 2 (ANA 1.0
mg/l'y BAP 0.1 mg/l)

Figura 34: Desinfeccién de segmentos nodales antes de ser sembrados en cultivos in
vitro de MS solido

81



Figura 35: Plantulas obtenidas mediante el método convencional, del Tratamiento 1
(ANA 0.1 mg/l y BAP 1.0 mg/l)

Figura 36: Plantulas obtenidas mediante el método convencional, del Tratamiento 7
(sin hormonas)
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Figura 37: Contaminacion de explante en el método convencional de MS sélido

Figura 38: Medicion de longitud de tallo en plantulas obtenidas mediante el método
convencional de MS sélido
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