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RESUMEN

Con el objetivo de establecer suspensiones celulares de Stevia rebaudiana B, se
inicid la investigacion a partir de hojas de plantas in vitro, posteriormente se indujo
a la formacion de callos en medio de cultivo MS. Los tratamientos fueron
suplementados con 2,4-D, ANA y AIA combinados con BAP a diferentes
concentraciones, realizando evaluaciones del porcentaje de formacion de callo, la
consistencia del mismo, el porcentaje de supervivencia y el peso. La combinacién
de 2,4-D (20uM) y BAP (50uM), alcanz6 un 100% de formacion de callo, altamente
friables siendo utiles para el establecimiento de la suspension celular; con peso
promedio de 1.53g transcurridos los 84 dias y una supervivencia de 73.33% a los
112 dias. A partir de estos callos de 150 dias de edad, se inicio la segunda fase
experimental, donde se planteé tres tratamientos balaceandose principalmente en
la mejor concentracién hallada para la induccion a callo, con el fin de determinar la
influencia en el crecimiento celular de los reguladores de crecimiento. Se combiné
las metodologias propuestas por Choi et al, 1997, Gémez 1999 y Cioffi 2002, que
permitieron el inicio y establecimiento de las suspensiones celulares. Para evaluar
la suspension celular se realizd la cuantificacion de células por mililitro, porcentaje
de vitalidad celular empleando el colorante azul de Evans, peso fresco, peso seco
y pH. El conteo celular revel6 que el tratamiento con 2,4-D (20uM) y BAP (50uM)
comenz6 a los 21 dias con la mayor densidad de células por ml (5.8 x 10°) y
alcanzé el mayor nimero de células por ml (3.7 x 10'") a los 44 dias. Este
tratamiento mostré un porcentaje de vitalidad de: 83.73%, 71.61% y 63.77% en las
tres evaluaciones (dias 1, 13 y 23 de la evaluacion), respectivamente. El pH dio un
comportamiento semejante con un promedio de 4.37 + 0.36. Esta evaluacion se

realizo dia por medio durante 23 dias continuos.
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ABSTRACT

The goal of this job was to obtain cell suspensions of Stevia rebaudiana Bertoni,
the research was initiated using plantlets leaves in vitro an callus formation was
induced on MS (1962) medium. The treatments were supplemented with 2,4-D,
NAA and IAA combined with BA at different concentrations. Percentage of callus
formatted, callus consistency, percentage of callus survey and fresh weight were
evaluated. About 100% of callus formation was reached with combination of 2,4-D
(20uM) and BA (50uM). This combination was highly friable and useful for cell
suspension establishment, with an average weight of 1.23 g after 84 days and
survival of 73.33% after to 112 days. Beginning with these 150 — day old callli, the
second stage was initiated. Based on the best concentration for callus induction,
three treatments were proposed in order to treatments proposed by Choi et al.
(1997), Gomez (1999) and Cioffi (2002) were useful here combining each other. It
allowed the initiation and establishment of cell suspensions. In order to evaluate
the dell suspension, cells number per milliliter, percentage of cell viability (using
Evans Blue dye), fresh weight, dry weight and pH were evaluated. Cell counting
revealed that the treatment with 2,4-D (20uM) and BA (50uM), started with the
highest initial cell concentration per ml (5.8 x 10°) and reached the highest number
of cells per ml (3.7 x 10'%), with percentage survey of 83.73%, 71.61% and 63.77%
on the third, thirteenth and twenty-third day, respectively, during the evaluation of
the suspension cell. The pH values showed an average of 4.37 + 0.36 during 23

continuous days.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. INTRODUCCION.-

El empleo de productos naturales como alternativa a productos elaborados
sintéticamente dia a dia va en aumento, tal es el caso de la especie Stevia
rebaudiana B, arbusto de origen paraguayo que posee principalmente en sus

hojas, glucosidos diterpenos conocidos cominmente como steviosidos totales.

Sivaram y Mukundam (2003), indican que desde hace tiempo atras es empleada
como edulcorante natural de alta potencia, puesto que es aproximadamente 300
veces mas dulce que el azucar, es ademas, termoestable (factor muy importante
para su extraccién e industrializacion),y es un compuesto inocuo para la salud
porque no es asimilado por el organismo humano por lo que su uso no produce

efectos colaterales.

Geunis (2003) indica que también posee otras caracteristicas importantes para la
salud ya que es hipoglisemiante porque reduce el azucar en la sangre, no produce
caries, es hipotensiva, no cal6rico y con actividad antimicrobiana para algunos
microorganismos. Ademas recientes estudios indican que no afecta la

biodisponibilidad de los nutrientes ni produce reacciones alérgicas.

Una planta tan atil para la salud humana como Stevia rebaudiana es objeto de
innumerables estudios tanto a nivel agronémico, fitoquimico y biotecnolégico con

el fin de conocer sus cualidades y caracteristicas esenciales.
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A nivel agronomico se analiz6 su adaptabilidad a diferentes condiciones
climaticas, densidades y épocas de siembra, requerimientos nutricionales,
resistencia a plagas y enfermedades ademas de la optimizacién en la produccién

agricola.

En el area de la fitoquimica se realizaron estudios para la deteccion, extraccion,
purificacion y cuantificacion del steviosido a partir de hojas como materia prima.
Se estudiaron las propiedades quimicas vy fisicas, biosintesis y la produccion del
metabolito secundario en diferentes épocas y edades del cultivo, se verifico de la
presencia de estos glucosidos en otras especies del mismo género, concluyendo

gue es la Unica planta del género que produce este edulcorante de alta potencia.

A nivel biotecnoldgico se logrd la introduccion in vitro de la planta para obtener
plantas de la misma calidad genética productoras del edulcorante como alternativa
a su dificil reproduccion natural (via semilla) y multiplicacién por esquejes debido a
las limitaciones de estas practicas agricolas. También se realizaron estudios en la
induccién a callo con el fin de regenerar plantas a partir de diferentes drganos de
la planta, verificando, en la mayoria de los casos, la produccion del edulcorante
natural y estudios a nivel celular. Estos estudios, no se encuentran disponibles por

las innumerables patentes que existen de los estudios realizados en el mundo.

En Bolivia, a nivel biotecnolégico, se realizaron muy pocas investigaciones de la
planta, se logré introducir la planta in vitro, multiplicacion y enraizamiento de los
explantes para su posterior introduccion a campo. Por esta razon, se planted la
necesidad de ampliar estos conocimientos a partir de la tecnologia e informacion
disponible para lograr avances en esta area de investigaciéon y asi ampliar el

horizonte en la investigacion de Stevia rebaudiana Bertoni.
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Bajo este concepto, en este trabajo de investigacion se emplearon las técnicas del
cultivo de callos y cultivo de células en suspension de Stevia rebaudiana B. porque
son mas eficientes que la micropropagacion in vitro, hasta ahora lograda en
nuestro pais. En la presente investigacion se encontré el balance oOptimo de
reguladores de crecimiento para el inicio, establecimiento y mantenimiento de
callos altamente friables que fueron adecuados para el inicio, establecimiento y

crecimiento de la suspensién celular donde se logré un desarrollo celular éptimo.

El empleo de éstas técnicas permitiran realizar nuevos estudios aprovechando la
totipotencia celular que abre las puertas para posteriores investigaciones en
nuestro medio, como estudios sobre la detecciébn y producciébn masiva del
metabolito secundario en las células para aplicar estos conocimientos a la
industria farmaceéutica y alimenticia sin necesidad de requerir de la materia prima

de campo habitualmente empleada.

Paralelamente se pueden iniciar estudios sobre embriogénesis somatica,
organogénesis y produccion de semilla sintética de alta calidad, mejoramiento
genético a través de técnicas moleculares lo que produjo plantas libres y
resistentes a enfermedades y plagas que pueden ser introducidas a campo para
constituirse en una alternativa rentable, mejorando los ingresos econémicos de los
productores agricolas del pais, por tratarse de una planta muy bien remunerada
por Kilogramo de hoja seca, por sus altos rendimientos en suelos idoneos para el

desarrollo normal.

Al mismo tiempo, se puede emplear esta planta como una alternativa a la
produccion de coca, por su manejo accesible y posibilidad de cosecha tres a
cuatro veces por afio, ademas contar con mercados abiertos para su exportacion a
paises como Japén, Alemania, Estados Unidos, Corea, Argentina y Brasil entre

otros.
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Para la realizacidbn de este estudio se consideraron los siguientes objetivos e

hipotesis:

1.2.

OBJETIVOS.-

1.2.1. Objetivo General.-

Establecer el cultivo de células en suspension de Stevia rebaudiana Bertoni.

1.2.2. Objetivos Especificos.-

Determinar la (s) concentracion (es) 6ptima (s) de regulador (es) de
crecimiento para la induccion a callo a partir de hojas de plantas in vitro de

Stevia rebaudiana B.

Encontrar la combinacion adecuada de los reguladores de crecimiento para
la obtencion de callos friables aptos para la formacion de suspensiones

celulares.

Determinar el Tipo de Auxina, Concentracion de Auxina y/6 Concentracion
de BAP en la que presentan una mayor supervivencia de callos de Stevia

rebaudiana B.

Determinar la concentracion 6ptima de reguladores de crecimiento para el
establecimiento de células en suspension a partir de la mejor respuesta a la

induccion y mantenimiento de callo de Stevia rebaudiana B.
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1.3. HIPOTESIS.-

Las hipotesis que se consideraron en la presente investigacion fueron:

Ho: El efecto de las diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento es
igual para la induccion a callos a partir de hojas de Stevia rebaudiana B.

Ho: Todas las combinaciones de reguladores de crecimiento forman callos aptos

para una suspension celular.

Ho: La supervivencia de los callos obtenidos de Stevia rebaudiana B. no es
afectada por la variacion del Tipo de Auxina, Concentracion de Auxina ni

Concentracion de BAP

Ho Las concentraciones de reguladores de crecimiento planteados a partir del
mejor tratamiento de induccion a callo no presenta diferencias para establecer

células en suspension de Stevia rebaudiana B.
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ASPECTOS GENERALES DE LA ESPECIE Stevia rebaudiana B .-

2.1.1. Origen e Importancia economica.-

La planta Stevia rebaudiana B, pertenece a la familia asteracea, es un arbusto
perenne que crece hasta un metro de alto. Las hojas de Stevia son la fuente de
glicosidos diterpenos, (steviosido y rebaudiosido), que, se estima, son de 100 a
300 veces mas dulces que la sacarosa (Ishima y Katayama 1976; Tanaka 1982
citados por Sivaram y Mukundan 2003). La planta es originaria de la region norte
de Sudamérica y crece silvestre en las alturas de Amambay y cerca del inicio del
Rio Monday (area limite entre el Brasil y Paraguay). Actualmente, esta siendo
cultivada en toda Sud América, Canada, Hawai, California (Norte América),
Taiwan Tailandia Corea y Malasia. Ademas de los paises mencionados la Stevia
también se cultiva en Israel, Ucrania, Reino Unido y Filipinas (Sivaram vy
Mukundan 2003).

2.1.2. Distribucion en Bolivia.-

La capacidad de adaptacion de la planta, le ha permitido desarrollarse en las
regiones tropicales y subtropicales del pais. La mayor distribucion de Stevia
rebaudiana B. se encuentra en los departamentos de La Paz y Santa Cruz y en
menor proporcion en Cochabamba, Tarija y Beni. En el departamento de La Paz
existen plantaciones de Stevia en lrupana, Chulumani, Las Lomas, La Plazuela,
Coripata, Coroico, Caranavi, Sapecho y Palos Blancos. En el departamento de
Santa Cruz, se puede encontrar plantaciones de Stevia en Yapacani y la Colonia

Okinawa 2.
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En Cochabamba se realizaron trabajos experimentales para observar su
comportamiento en las localidades de Mayor Jordan e Ishinuta, Urkupifia, Avaroa,
Santa Ana y Santa Rosa, donde se obtuvieron resultados favorables, sin embargo
estos resultados no se pueden generalizar especialmente para la regién del
Chapare por sus peculiares caracteristicas climaticas (Sumida 1997 y Montafio
1999).

2.1.3. Clasificacion Taxonémica.-

La clasificacién taxon6mica se resume en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 1: Clasificacion Taxondmica de Stevia rebaudiana Bertoni

Reino: Vegetal

Subreino: Embryobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Tribu: Eupatorieae

Genero: Stevia

Especie: Stevia rebaudiana Bertoni
Nombre Vulgar: Steva, Ka'a He'e y otros

*Fuente: Cronquis 1981

2.1.4. Propagacion de Stevia rebaudiana B.-

Para la propagacion de Stevia, se emplean semillas y propagacion vegetativa en
forma tradicional. Las semillas, muestran un muy bajo porcentaje de germinacion,
ademas que no permiten la produccion de poblaciones homogéneas resultando en
una gran variabilidad de importantes factores como niveles de edulcorante y
composicién. Por otro lado, la propagacion vegetativa también es limitada por el
bajo nimero de individuos que pueden ser obtenidos simultdneamente de una

sola planta. Por estas dificultades, el cultivo de tejidos es la Unica alternativa para
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la rapida propagacion en masa de plantas, de la misma calidad genética y

productiva (Sivaram y Mukundan 2003).

2.1.5. El poder edulcorante natural de los componentes naturales de

la Stevia rebaudiana B .-

El principio activo encontrado en Stevia rebaudiana B. se denomina Steviosido, el
cual, es 300 veces mas dulce que el azucar y se encuentra presente en un 10%
de la hoja, ademas las hojas contienen otros componentes edulcorantes como el
Rebaudiosido A, C, Dy E en un 3 a 4%, Dulcoside A y B, Isoesteviol y Steviol-
blycosides en proporciones menores al 1%. A este conjunto de edulcorantes con

fines practicos se los agrupé con el nombre de Steviosidos totales (Molinas 1989).

2.1.6. Usos.-

El uso de Stevia rebaudiana B. se remonta hace muchos siglos atras, ya que fue
empleaba por los indigenas Guaranies en Sud América, éstos, la emplearon para
preparar medicinas tradicionales y endulzar sus alimentos. A partir del
redescubrimiento a principios del siglo XX, se hicieron innumerables
investigaciones sobre las cualidades y aplicaciones de esta planta y probar

principalmente su inocuidad para la salud humana (Molinas 1989).

Dentro de la industria se la emplea el extracto de Stevia conocido como steviosido
total para la elaboracion de productos bajos en calorias como gaseosas,
alimentos, bebidas, medicamentos entre otros; destinados principalmente a
personas diabéticas debido a su efecto hipoglycemiante al reducir el nivel de
azucar en la sangre. Ademas, se emplea para la elaboracién de goma de mascar
y pastas dentales debido a que sus compuestos no inducen a la formacion de
caries dental. (Melillo s.f., Molinas 1989, Montafio 1999, Sivaram y Mukundam
2003). Por otra parte, Gupta 1995 citado por Melillo s.f. indica que aparte de sus
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propiedades edulcorantes son hipotensivas, antimicrobianas contra Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeuginosa y

anticonceptivas.

2.1.7. Estudios agrondmicos realizados en el mundo.-

Brandle et al. (2001), con su equipo de investigadores realizo6 la seleccion de
plantas in vitro que se adaptan mejor a las condiciones climaticas de Canada y
estudios sobre resistencia a la enfermedad provocada por Septoria. Los estudios
también mencionan que el agente que promovio el desarrollo del dulzor en la
planta fue un como mecanismo de defensa contra ciertos insectos para poder
repelerlos. Ademas, se realizaron estudios sobre fertilidad de suelo y la densidad

de siembra para que la planta pueda desarrollarse mejor en Canada.

2.1.8. Estudios agronémicos realizados en Bolivia.-

Pinaya (1996), estudi6 el efecto de la densidad de siembra en el rendimiento del
steviosido durante un afio de evaluacion concluyendo que la mejor densidad de
siembra es de 100000 plantas por hectarea con un rendimiento de 4.99/ m? y
7.8g/m* en peso seco del steviosido en la segunda y tercera cosecha,

respectivamente.

Paja (2000), evalué diferentes niveles de fertilizante organico concluyendo que un
nivel de 45000kg/ha de estiércol bovino influye en el crecimiento de la planta, con
mayor namero de hojas y tallos debido al incremento de nitrégeno y potasio en el
suelo, lo que favoreci6 al crecimiento de las plantas. Ademas que el abono, influyd

en el incremento del peso seco del Steviosido (7.4 g/m?).
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Apaza (2003), realizo la fertilizacion quimica nitrogenada del suelo a un nivel de 60
kg/ha. Esta fertilizacion permitié el incremento del peso seco de las hojas de
Stevia a (2329 kg/ha/ Afo).

2.1.9. Estudios fitoquimicos del Género Stevia.-

Kinghorn et al. (1984), trabajé con 110 especies del género Stevia para detectar
la presencia de los glucosidos del esteviol en Stevia rebaudiana B. empleando
técnicas de HPLC y TLC contrastadas con pruebas organolépticas donde
solamente se encontraron esteviol en Stevia Phlebophylla en cantidades traza. De
esta forma se demostrd, que dentro de la gran variedad de especies existentes en
el del género Stevia, solo Stevia rebaudiana B. es la Unica capaz de producir un

edulcorante natural, de alta calidad y de facil extraccién para su industrializacién.

Yamazaki et al. (1991), investigd la presencia de los glucésidos del esteviol en
plantas in vitro de Stevia rebaudiana B., asi como en callos formados a partir de
raices. El estudio permitié detectar la presencia de los glucésidos en las plantas y
no asi en los callos por lo que se concluy6 que la citocinina BAP, que produjo los

callos, no intervino en la sintesis del steviol.

Caballero (2000), realiz6 la extraccion, purificacion y caracterizacion del

esteviosido a partir de plantas en plena produccion agricola.

Brandle et al. (2001), realizé una investigacion donde encontré que la biosintesis
de los gluocosidos diterpenos ocurre generalmente en los plastos de las células
vegetales y establecio la estructura quimica de los glocésidos edulcorantes
diterpenos.

Venek et al. (2001), realizdé la extraccion del esteviosido de té de frutas,

empleando dos diferentes solventes (metanol y agua destilada) obteniendo

10
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resultados semejantes demostrando la eficiencia del agua en la extraccion del

esteviosido.

Starratt et al. (2002), aisl6 el glucosido diterpenoide dulce (regaudiosido F) de las
hojas productoras del rebaudiosido C de Stevia rebaudiana B. y establecié su

estructura quimica para estudios quimicos y espectrales.
Silva et al. (1997) y Geuns (2003) indican que los compuestos derivados de la
planta (esteviosidos) no tienen ningun efecto anticonceptivo ni mutagénico por lo

que refutan los resultados obtenidos en anteriores trabajos de investigacion y la

creencia de los indignes paraguayos sobre este tema.

2.2. ASPECTOS GENERALES SOBRE BIOTECNOLOGIA VEGETAL.-

2.2.1. Cultivo de Tejidos.-

El cultivo de tejidos es un heterogéneo grupo de técnicas mediante las cuales un
explante (parte separada de un vegetal desarrollado en condiciones naturales) se
cultiva asépticamente en un medio de composicion quimica definida y se incuba
en condiciones ambientales controladas. Después de colocar el explante en un
medio rico en nutrientes y reguladores de crecimiento se puede obtener cuatro
respuestas: a) Sin respuesta, b) Cultivo Infectado, ¢) Callo mas regeneracion
indirecta y d) Regeneracién directa (Roca y Mrongnski 1989). La necesidad de
reguladores de crecimiento para el establecimiento de algin explante depende del

tipo de explante y la especie en estudio (Bu’Lock 1990).

11
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2.2.2. Medio de Cultivo.-

Los logros obtenidos hasta el dia de hoy en el cultivo de tejidos vegetales se debe
a un amplio conocimiento de los requerimientos nutricionales en el cultivo de
células y tejidos. EI medio de cultivo permite que, de forma artificial y bajo
condiciones estériles, puedan vivir y multiplicarse células, tejidos y 6rganos
separados del tejido que les dio origen. Por esta razon, el empleo de un medio de
cultivo adecuado en cada especie es fundamental para el éxito en las

investigaciones referentes a la planta (Roca y Mrognski 1989 y Gomez 1999).

Los componentes del medio de cultivo pueden clasificarse en: Sales inorganicas
(Mezclas de sales), Compuestos organicos , Complejos nutricionales y Material
de soporte (Roca y Mrognski 1989, Hurtado y Merino 1991, Gomez 1999 y Cioffi
2002).

2.2.2.1. Sales Inorganicas.-

Los nutrientes inorganicos utilizados en el cultivo in vitro son los mismos
requeridos normalmente por las plantas. Estos nutrientes, se encuentran divididos
en dos grupos, los macronutrientes y los micronutrientes. Los macronutrientes,
son aquellos que son requeridos en mayores concentraciones como: Nitrégeno,
Fosforo, Potasio, Calcio, Azufre y Magnesio. Los micronutrientes, se requieren en
menores cantidades, estos son: Hierro, Manganeso, Zinc, Boro, Cobre, Molibdeno,
Cobalto y Yodo. La carencia o la disminucion excesiva de cualquiera de estas
sustancias inorganicas puede provocar efectos contrarios en el desarrollo y
crecimiento de los explantes por lo que se hace necesario un balance 6ptimo de
estos nutrientes para el desarrollo adecuado de la planta en estudio.
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La formulacidbn de varias mezclas salinas fue realizada por innumerables
investigadores a partir de las cuales, las sales Murashigue- Skoog (MS 1962), son
las mas empleadas (Roca y Mrognski 1989, Hurtado y Merino 1991, Gomez 1999
y Cioffi 2002).

2.2.2.2. Compuestos Orgéanicos.-

Los componentes organicos estan clasificados en cuatro grupos: carbohidratos o

fuente de energia, sustancias hormonales, vitaminas y aminoacidos.

2.2.2.2.1. Carbohidratos.-

Se utiliza como fuente de carbono normalmente a la sacarosa o sucrosa la cual es
ampliamente utilizada en la mayoria de los medios de cultivo. También se puede
emplear azucar refinada en reemplazo de la sacarosa 0 sucrosa en
concentraciones de 20 a 80 g/l (Roca y Mrognski 1989, Hurtado y Merino 1991,
Gomez 1999 y Cioffi 2002).

2.2.2.2.2. Requladores de Crecimiento.-

Se define a los reguladores de crecimiento, como un conjunto de sustancias
quimicas diferentes a los nutrientes, que promueven, modifican o inhiben la
totalidad 6 la mayoria de las actividades fisiologicas de las plantas jugando un
papel preponderante en el control del crecimiento a nivel de érgano, tejido y célula
(Mejia y Vittorelli 1988, Ramirez 1989, Hurtado y Merino 1991 y Agusti et al. 1991).

Los reguladores de Crecimiento pueden ser producidos naturalmente O

sintéticamente son ampliamente usados para la formacién y proliferacion de

callos, dentro de éstos, existen los promotores de crecimiento siendo los mas
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destacados y ampliamente usados, las auxinas Yy citocininas citadas a
continuacion (Pollard 1990, Bu’Lock 1990 y Hurtado y Merino 1991).

2.2.2.2.2.1. Auxinas.-

Las auxinas participan en la formacién de brotes y raices, en la respiracién que
estd correlacionada con el crecimiento, abscision, partenocarpia, dominancia
apical, embriogénesis etc. También estimulan el crecimiento y formacion de tejidos
callosos y suspensiones celulares a bajas concentraciones; teniendo un efecto

contrario a elevadas concentraciones (Mejia y Vittorelli 1988 y Ramirez 1989).

A nivel celular las auxinas provocan la acidificacion de la membrana celular, el
reblandecimiento de la pared celular: incrementan la concentracion osmoética
derivando en un agrandamiento, alargamiento hasta la divisién celular (Ramirez
1989 y Agusti et al. 1991). Es necesaria su aplicacion para la mayoria de las
especies en el cultivo de células y callos y en menor concentracion para mantener
Su crecimiento, pues en ausencia de citocininas la auxina provoca el alargamiento
celular en los tejidos cultivados. Sin embargo, la presencia de citocininas permite
obtener una division mediada citocininicamente (Roca & Mrongnski 1989 y
Hurtado y Merino 1991).

La auxinas. se encuentran presentes en las yemas, apices de crecimiento, hojas y
raices teniendo un movimiento basipétalo (Ramirez 1989). Existen diferentes tipos
de auxinas como el 2,4-D, ANA y AIA con diferentes acciones las cuales se

mencionan a continuacion.
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a) 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid):

La auxina 2,4-D, es ampliamente utilizada para la induccion y proliferaciéon de
tejidos tipo callo reportado por innumerables trabajos de investigacion y a
elevadas concentraciones suprime la morfogénesis. Si actla independientemente
promueve la formacion de callos friables que en algunos casos son embriogénicos
(Frischknecht y Baumann 1985, Mejia y Vittorelli 1988, Ushiyama et al. 1989,
Ushiyama y Furuya 1989, Bu’Lock 1990, Hurtado y Merino 1991, Choi et al. 1997 y
Etienne y Bertrand 2001).

A nivel celular, el 2,4-D se sintetiza y se acumula més tiempo en las células por lo
que tiene un periodo activo relativamente mas largo al aplicarlas exdgenamente,
ademas se pueden acumular hasta el punto de ser toxinas. (Hurtado y Merino
1991). También tiene influencia sobre la formacion de los grupos de células
embriogénicas o embriones sométicos en estado globular impidiendo que estos
maduren, ademas, influyen en la morfologia de las células embriogénicas (Gémez
1999). La concentracion de 2,4-D va 0.001 a 10 mg/l siendo el punto 6ptimo al
rededor de 1 a 5 mg/l (Roca y Mrongnski 1989 y Bu’Lock 1990).

Los investigadores Sivaram y Mukundan (2003), reportaron que los principios
activos, no se pudieron detectar en callos regenerados sobre medio con la auxina
2,4-D debido a que es la menos adecuada para activar el metabolismo secundario

en cultivo de células vegetales.

b) ANA (1-Naphthaleneacetic acid):

La auxina ANA, es una de las mas empleadas para el cultivo de tejidos (Mejia y
Vittorelli 1988), siendo ésta de potencia media. Normalmente se utiliza ANA en
concentraciones que van de 0.001 a 10mg/l siendo el punto 6ptimo de 2mg/l (Roca
y Mrongnski 1989 y Bu’Lock 1990).
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c) AlA (Indole-3-acetic Acid):

La auxina AIA, aumenta significativamente la elongacién de segmentos aislados
de raices tanto in vitro como in vivo, ademas de incrementar su crecimiento. Es
producida endogenamente y se acumula en pequefias cantidades debido a que
existen procesos fisiolégicos de inactivacion y destruccion de éstas (Bu'Lock 1990
y Hurtado y Merino 1991).

La auxina AlA, esta considerada como una de las auxinas mas débiles y se
inactiva con la luz (Mejia y Vittorelli 1988). Normalmente se usa en
concentraciones de 0.001 al0 mg/l y como punto 6ptimo de 0.1 a 1 mg/l (Roca y
Mrongnski 1989 y Bu’Lock 1990).

2.2.2.2.2.2. Citocininas.-

Las citocininas, inducen a la terminacidén del reposo y actdan en el retraso de la
senescencia, en bajas concentraciones (5x10™°M), motivan el crecimiento y son
promotoras de la formacién de raices, debido a su control en el desarrollo del
sistema vascular. Sin embargo, a elevadas concentraciones inhiben el crecimiento

de raices.

También tienen un papel fundamental en la organogénesis porque a partir de
callos, hojas y raices se pueden obtener yemas, cotiledones o piezas de tallos. Se
localizan endogenamente, principalmente donde hay meristemos o tejidos con
crecimiento activo (Mejia y Vittorelli 1988, Ramirez 1989 Bu’Lock 1990 y Hurtado y
Merino 1991). A nivel celular estimulan el agrandamiento y division celular en
concentraciones tan bajas como 5x107'M (Ramirez 1989 y Hurtado y Merino
1991).
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Las citocininas ampliamente usadas son: BAP, ZEA y KIN. La citocinina BAP (6-
Benzylaminopurine), es muy activa y ampliamente usada siendo de origen
sintético. Las investigaciones realizadas por Roca y Mrongnski (1989), develaron
que BAP es activa independiente 6 actla sinérgicamente con las auxinas en
cambio ZEA y KIN no presentan actividad solas sino con la presencia de AlA.
Segun Mateo (1988), citado por Cuellar (1996), BAP normalmente inhibe la
formacién de raices a concentraciones altas, mientras que promueve la formacion
de brotes. Estudios realizados por Cuellar (1996), demostraron que un incremento
de BAP de 20uM a 50uM provoco un aumento en el nimero de brotes en bananos
in vitro de 2 afios de edad, mientras que una concertacién de 100uM no produjo

ningun resultado significativo.

Por otro lado, en la investigacion realizada por Siverman y Mukundan (2003), se
prob6 una mayor efectividad de BAP en relacion a KIN para la regeneracion de
brotes a partir de diferentes explantes de Stevia rebaudiana B. Asimismo reportes
previos citados en esta investigacion indican que BAP ayuda en la biosisntesis de
metabolitos tales como Ribotidos, Ribisidos y Ribosido glucosido Los callos
cultivados en medio MS solidificado con agar y suplementado con BAP 8.87 uM y
AIB 9.8uM, mostraron el mas alto contenido de edulcorante frente a las demas

combinaciones de reguladores de crecimiento.

2.2.2.2.2.3. Combinacion de Auxinas y Citocininas.-

La combinacion de las auxinas y las citocininas provocan diferentes efectos en el
cultivo de tejidos, siendo este balance muy importante en la regulacién del
crecimiento por su participacion el en alargamiento y division celular

respectivamente.

Las citocininas incrementan la division celular cuando estan presentes las auxinas,

por ejemplo, las citocininas combinadas con la auxina AlA estimulan el crecimiento
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de yemas. Una concentracion mayor de citocininas que auxinas provoca la
formacion de brotes, mientras que, una concentracibn mayor de auxinas que
citocininas induce a una formacién de primordios radiculares. Sin embargo, un
exceso de auxinas puede suprimir la division celular y aun el crecimiento celular
(Mejia y Vittorelli 1988 y Hurtado y Merino 1991).

Skoog y Miller (1957), citado por Hurtado y Merino (1991), realizaron una
investigacion en callos de tabaco donde adicionaron por separado diferentes
concentraciones de auxinas Yy citocininas, al combinarlas, obtuvieron un
incremento notorio de la masa celular, mientras que por separado no crecieron,
por lo que se demostrd la existencia de una accidn sinérgica entre estos dos
reguladores de crecimiento.

Esta accion conjunta de ambos reguladores de crecimiento se debe a que la
auxina duplica el ADN y actia en la mitosis (anafase y metafase) en cambio la
citocinina promueve la divisibn del citoplasma para formar células hijas
(citocinesis). Por lo tanto el equilibrio entre ambos reguladores de crecimiento es

fundamental para el éxito en los trabajos de investigacion. (Gémez 1999).

2.2.2.2.3. Vitaminas.-

La tiamina, es una de las vitaminas esenciales para el crecimiento y multiplicacion
de plantas. Por otro lado, el &cido nicotinico y la pirodoxina mejoran el crecimiento
celular. En los diferentes estudios, también se emplean otras vitaminas que
dependen del requerimiento estricto de la especie o de los fines de cada
investigacion (Roca y Mrognski 1989, Hurtado y Merino 1991, Gomez 1999 y Cioffi
2002).
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2.2.2.2.4. Aminoacidos y Amidas.-

Son empleados comunmente como fuentes de nitrégeno organico en los medios
de cultivo. Sin embargo a veces pueden no ser necesarios, pero si beneficiosos al
incluirlos en el medio de cultivo. Existen otros componentes que se emplean para
preparar medios de cultivo siendo especificos para cada tipo de investigacién que

se realice.

En el caso de Stevia rebaudiana B. se recomienda el uso de sales inorganicas, la
fuente de carbono y vitaminas del medio de cultivo MS (1962), en un 100%
(Marcovillica 1989, Flachsland y Lambart 1989, Akita et al. 1994, Rivadeneria y
Morales 1999 y Botidarev et al. 2003 Sivaram y Mukundam 2003).

2.2.3. Establecimiento y multiplicacién de plantas in vitro de Stevia

rebaudiana B.-

Marcovillica (1989), realiz6 la micropropagacion in vitro a partir de segmentos
nodales de Stevia rebaudiana B, en el medio de cultvo MS al 50% vy
suplementado con 0.1, 1, 2y 5 mg/l de BAP y 0.1 1 2 5 mg/l de ANA.

Flachsland (1989), evalué la regeneracion de plantas de Stevia rebaudiana B. a
partir del cultivo in-vitro de laminas foliares. Como resultado de esta investigacion
a los 60 dias sobre las porciones de las hojas se formaron yemas en medio MS y
la combinacion de ANA y BAP (0.05mg/l y 1 mg/l, respectivamente). Estas yemas

fueron subcultivadas en idénticas condiciones.
Akita et al. (1994), realizo la propagacion en masa de brotes de Stevia rebaudiana

B. empleando biorreactores a gran escala obteniendo brotes multiples que

fueron facilmente aclimatados a campo.
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Brandle et al. (2001), junto a sus colaboradores, realizaron estudios para
determinar si existia la variabilidad genética de las plantas que podian presentar
caracteristicas ideales en diferentes campos de aplicacién como en el area de la
agricultura y la quimica logrando una mayor concentracion de glucosidos

diterpenos en las hojas.

Botidarev et al. (2003), determin6 que la variacién de reguladores de crecimiento,
composicién de los nutrientes y fuente de carbono del medio de cultivo influyen en
la presencia de los Glicosidos Esteviol Diterpenoides, demostrando que un
incremento de sucrosa en el medio promueve una aumento del contenido de estos
glucésidos. También demostraron que la presencia de los reguladores de

crecimiento promueven cambios morfologicas de los explantes.

Sivaram y Mukundan (2003), realizaron diferentes estudios con explantes de
Stevia rebaudiana, trabajaron a partir de segmentos nodales, hojas y apices, y a
partir de éstos explantes regeneraron brotes en medio de cultivo MS
suplementado con 8.87 uM de BAP y 5.71uM de AIA. También demostraron que a
partir de un explante nodal se puede obtener 36000 plantas con un 75 % de
supervivencia en el invernadero. Por otro lado, estudiaron la presencia de los
glicosidos diterpenos dulces, (steviosido y rebaudiosido), que fue confirmada en
los tejidos derivados in vitro utilizando técnicas HPTLC.

2.2.4. Estudios biotecnoldgicos realizados en Bolivia.-

Ribadeneira y Morales (1999), establecieron y propagaron plantas in vitro de
Stevia a partir de segmentos nodales, libres de patdgenos en medio MS (1962) al

100% semisolido y con posterior introduccién a campo.
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2.2.5. Inicio vy establecimiento de callos.-

El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido a partir de un
determinado tejido organizado. El proceso comienza con el aislamiento de
organos o tejidos diferenciados, expuestos a una auxina y/0 citocinina donde se
observan cambios en la morfologia y en la actividad metabdlica. En las células se
observa una proliferaciébn continua, acelerada y de apariencia desorganizada,

dando origen a una masa amorfa de tejidos.

Es importante destacar que la caracteristica fundamental de los callos es su
totipotencia, ya que si se hace un manejo adecuado de los callos, éstos pueden
derivar en embriones, brotes o raices lo que depende principalmente del balance

de auxinas y citocininas (Mgkiones 1992, Ponce et al. 1998).

2.25.1. Formacién de Callo.-

El callo se forma a partir de cualquier tejido (hojas, raices, polen y otros), y se
obtiene por medio del aislamiento de 6rganos y tejidos diferenciados, en pequefias
cantidades (0.5 a 1 cm por lado), con lesiones para facilitar el ingreso de los
reguladores de crecimiento (normalmente son auxinas como 2,4-D, AIA , ANA y
AIB y/6 citocininas KIN, BAP y ZEA en concentraciones que oscilan entre 0.1y 10
mg/l), que provocan una division celular en la zona de corte y posteriormente una
desdiferenciacion celular con una proliferacién continua y acelerada dando origen
después de 3 a 8 semanas a una masa amorfa de tejido denominada callo. (Roca
y Mrongnski 1989 y Hurtado y Merino 1991).
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Sin embargo, la formacién del callo se debe a las respuestas cualitativas y
cuantitativas con sinergismo estrecho, que tiene que ver con el origen del tejido
usado para la primera induccién, la composicién del medio y las condiciones
fisicas que prevalecen durante esta etapa (Dodds y Roberts 1982 citado por
Hurtado y Merino 1991, Mgkiones 1992 y Ponce et al. 1998).

Marcovillica 1989, obtuvo una gran proliferacién de callo en medio de cultivo MS
suplementado con de 5 mg/l de BAP y 1mg/l de 2,4-D, derivando estos callos en

brotes a los 60 dias de induccion a callo.

Por otro lado, Sivaram y Mukundan (2003), obtuvieron una gran formacién de
callos con diferentes reguladores de crecimiento. Entre ellos, obtuvieron callos que
dieron un contenido de glucosido 5.8%, siendo este valor mayor que el contenido
de glucosido en hojas in vitro, en medio MS suplementado con BA 8.87uM y AIB
9.8uM por lo que concluyeron que los tejidos de callos desorganizados son una

fuente potencial de los compuestos edulcorantes de Stevia rebaudiana B.

2.2.5.2. Subcultivo de Callos.-

El proceso de formacion de callo y crecimiento, ocurre gracias a un crecimiento y
multiplicacion celular intenso, este proceso, provoca el gasto de los nutrientes del
medio. El medio sélido se deshidrata por el efecto de la transpiracién, porque los
metabolitos de deshechos celular pueden ser tan elevados que se vuelven toxicos
para el cultivo. Es por esto, que se hace necesario el mantenimiento de los callos,
a través de la transferencia con cierta frecuencia (cada 2 a 6 semanas); a un
medio fresco que generalmente es de la misma composicion con el fin de que
éstos se encuentren en condiciones adecuadas para su continuo crecimiento. La
falta de transferencia lleva inevitablemente al debilitamiento, intoxicacién y muerte
del tejido (Hurtado y Merino 1991y Ponce et al. 1998).
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2.2.5.3. Porcentaje de Formacion de Callo.-

Segun Mgkiones (1992), se puede reconocer un aspecto cristalino de la superficie
de corte después de unas 2 a 3 semanas después de 4 a 8 semanas es posible
que se haya desarrollado el suficiente callo como para poder transferirlo a un

medio fresco y establecer el cultivo.

También se observa la apariencia del callo que varia en la textura, consistencia
(callos friables con gran cantidad de espacios intracelulares o compactos con
células intimamente unidas) y color que esta relacionado intimamente con las
condiciones ambientales y nutricionales dando origen a callos, que en algunos
casos carecen de pigmentacion y otros son de color amarillo, marrén, verde, rojo 6
café (Mgkiones 1992 y Ponce et al. 1998).

Una vez formado el callo, éstos pueden derivar en morfogénesis desarrollando
raices o brotes, dependiendo del balance hormonal del medio de cultivo o

continuar proliferando una masa amorfa de células (Hurtado y Merino 1991).

2.2.5.4. Tipo de Callos y su Importancia.-

La consistencia del callo varia segun el efecto de los reguladores de crecimiento y
el medio de cultivo en el explante. Normalmente se desarrollan callos de
consistencia compacta y callos de consistencia friable. Los callos compactos son
masas celulares compactas y duras, con células intimamente unidas con una
proporcion mayor de pectina y hemicelulosa en su pared celular, mientras que los
callos friables forman tejidos esponjosos con una gran cantidad de espacios
intercelulares donde las células estdn asociadas unas a otras de manera

relativamente laxa (Hurtado y Merino 1991, Mgkiones 1992 y Gomez 1999).
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La importancia de obtener callos friables consiste en facilitar el establecimiento de
las suspensiones celulares debido a que estos callos se dispersan pronto y forman
rapidamente un cultivo en suspension (Roca y Mrongnski 1989, Hurtado y Merino
1991, Mgkiones 1992, Ponce et al. 1998 y GOmez 1999).

2.2.5.5. Supervivencia del callo.-

La supervivencia del callo se basa en determinar el estado fisiologico de los callos,
por lo que es importante detallar las tres etapas del cultivo de callos que estan
claramente definidas. La primera etapa, la induccion del callo, donde se formay se
da origen a un tejido desorganizado y desdiferenciado comenzando su
crecimiento. La segunda etapa consiste en la proliferacion del tejido calloso que
alcanza su maximo crecimiento. Finalmente, la tercera etapa es el envejecimiento
y perdida de capacidad de crecimiento acelerado con claros indicios de
necrosamiento y oxidacion del explante debido a una degradacion via enziméatica
formando AIA — oxidasa que se activa con la edad del cultivo (Hurtado y Merino
1991).

Roca y Mrongnski (1989), utilizaron la supervivencia de los callo como una
variable de respuesta para evaluar el crecimiento de callos de Stylosanthes
guianenesis sometidos a diferentes agentes gelificantes. Los resultados de esta

investigacion son utiles para la evaluacion de los callos durante su desarrollo.

2.2.5.6. Peso

La variable de respuesta “peso” refleja el crecimiento del callo a través del tiempo
y éste a su vez expresa el incremento de la masa celular que depende del balance
auxinas - citocininas puesto que estos compuestos controlan las funciones basicas

de crecimiento y desarrollo de los tejidos (Mejia y Vittorelli 1988, Roca y Mrongnski
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1989, Ramirez 1989, Bu’lock 1990, Hurtado y Merino 1991 y Ponce et al. 1998).
Esta variable de respuesta fue también empleada por Roca y Mrongnski (1989),
quienes midieron el crecimiento de callos de Stylosanthes guianenesis a través de
peso tomado cada 30 dias y Cuba et al. (1996) que midi6é el peso del callo de

Coffea canephora.

2.2.5.7. Trabajos de Investigacion en callos de Stevia rebaudiana B.

Marcovillica (1989), Realiz6 trabajos de investigacion en Stevia rebaudiana B.
donde empled el medio de cultivo MS al 100% suplementado con 5mg/l de BAP y
2,4.-D de 0.5 a 5 mg/l. La combinacién de BAP con 5mg y 1mg/l de 2,4-D, permitié
la formacion abundante de callo, ademas a los 60 dias se vieron los primeros

primordios de yemas.

En un trabajo anterior, realizado por Yamazaki et al. (1991), se obtuvo callos a
partir de raices en un medio MS al 100% suplementado con diferentes
concentraciones de BAP, el mejor resultado se obtuvo con concentraciones de
25uM y 50uM; las concentraciones menores no formaron callos pero si
incrementaron el nimero de raices, mientras que concentraciones mayores no

dieron buenos resultados en la formacion de callo.

2.2.6. Cultivo de Células en Suspension.-

El cultivo de células en suspensién consiste en un conjunto de células asiladas asi
como de agregados celulares distribuidos en un medio de cultivo liquido en
constante movimiento que facilita el intercambio de nutrientes, siendo esta una de

las formas para mantener y propagar las células vegetales.

Esta técnica de cultivo tiene grandes ventajas frente a otras técnicas del cultivo de

tejidos, porque es un poderoso implemento para llevar a cabo estudios sobre la
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induccibn de la embriogénesis somatica, crecimiento Yy diferenciacion,
organogénesis, ciclo celular, procesos fisioldgicos, citolégicos, genética,
transformacién genética, nutricion, bioquimica, y metabolismo asi como la

obtencion de diversos productos secundarios sin requerir de la planta.

Esta técnica, también es empleada para el mejoramiento genético, otorgando
mayores posibilidades a las células mutadas para expresarse y formar, por
consiguiente, plantas mejoradas. Ademas, posibilita seleccionar lineas celulares
de alta calidad y su posterior conservacion (Mgkjones 1992, Gomez 1999, Lopez
2000, Aguado et al. 2001 y Cioffi 2002).

2.2.6.1. Inicio Establecimiento y Crecimiento de la Suspension

Celular.-

El inicio y establecimiento de una suspension celular, se realiza a partir de callos
friables debido a que éstos son capaces de desprender facilmente las células al
medio liquido en constante movimiento. El callo al pasar por un periodo de
adaptacion al medio de cultivo, se desagrega producto de la accién del

movimiento del medio liquido que va liberando células constantemente.

Este periodo de desagregacion, que abarca de 15 a 35 dias, depende de la
especie, del medio de cultivo y la cantidad del callo. Una vez pasado este periodo
se establece una suspension celular compuesta por células aisladas, agregados
celulares de diferentes tamafos, fragmentos residuales del inoculo vy
reminiscencias de células muertas (Pollard 1990, Hurtado y Merino 1991, Montes
et al. 1995, Cuba et al. 1996, Gomez 1999 y Cioffi 2002).
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2.2.6.2. Condiciones de Cultivo.-

2.2.6.2.1. Medio de Cultivo.-

Segun Cioffi (2002), se recomienda emplear el mismo medio de cultivo que se
emple6 para el establecimiento y el cultivo de callos. Sin embargo Roca y
Mrongnski (1989), indican que el medio de cultivo para la induccion y crecimiento
de callo puede ser diferente que el que se emplea para el establecimiento celular.
puesto que pueden variar el nivel 6ptimo de auxinas y citocininas, suplementos

organicos, aminoacidos y otros.

En numerosos trabajos de investigacién se recomienda el uso de reguladores de
crecimiento, principalmente 2,4-D, para el establecimiento y crecimiento celular, a
diferentes concentraciones respecto al inicio y establecimiento de callos que
dependen del enfoque que tenga la investigacion y los objetivos que se persigan.
(Frischknecht y Baumann 1985, Ushiyama y Furuya 1989, Ushiyama et al. 1989,
Montes et al. 1995, Cuba et al. 1996, Choi et al. 1997 y Etienne y Bertrand 2001).

Los estudios, también recomiendan el uso del medio de cultivo MS (1962) por su
efectividad en el establecimiento de suspensiones celulares (Cuba et al. 1996 y
Choi et al. 1997). Segun Seal (2001), los cultivos celulares de Arachis hipogea,
necesitan auxina exégena para el crecimiento celular, porque permite una mayor

resistencia a la pérdida de agua que es un factor de estrés para la célula.

2.2.6.2.2. Densidad optima de indculo inicial.-

El tamafio de in6culo varia de acuerdo al tipo de especie en estudio, Hurtado y
Merino (1991), Montes et al. 1995 y GOmez (1999), recomiendan una cantidad de
100 a 750 mg de callo en 25 a 30 ml de liquido en un frasco Erlenmeyer de
capacidad de 100ml, mientras que Cioffi (2002) recomienda una cantidad
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constante de 3 g de callo en 50 ml de medio de cultivo en un frasco Erlenmeyer de

250 ml de capacidad.

Por otro lado, la densidad de inéculo inicial influye directamente en el
establecimiento de la suspension celular, cantidades muy pequefias pueden
derivar en una baja densidad celular que pueden detener el crecimiento de las
células. Por el contrario, una excesiva densidad inicial de indculo puede disminuir
el crecimiento celular por la acumulacion en el medio de sustancias inhibidoras

excretadas por los tejidos (Montes et al. 1995 y GOmez, 1999).

2.2.6.2.3. Plataformas Rotatorias.-

Se emplean plataformas rotatorias para facilitar la dispersion de las células, el
intercambio de gases y el mantenimiento de las células vivas. Se recomienda
emplear velocidades de agitacion que oscilan entre 60 y 150 rpm, puesto que a
velocidades mayores a éstas perjudican el crecimiento celular hasta el punto de
inhibirlo (Hurtado y Merino 1991 y Gomez 1999).

2.2.6.2.4. Fotoperiodo.-
El cultivo celular puede mantenerse a un fotoperiodo de 16/8 hrs. Luz/ Oscuridad 6
en completa oscuridad, este factor dependera de la especie y fines de la

investigacion (Choi et al. 1997, Gémez 1999, Lépez 2000 y Cioffi 2002).

2.2.6.2.5. Temperatura.-

Lépez (2000) y Cioffi (2002), recomiendan mantener las suspensiones celulares a

una temperatura de 27 + 2° C.
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2.2.6.3. Subcultivo de la Suspension Celular.-

Es necesario realizar un cambio de medio de cultivo para desechar los residuos de
callos y agregados grandes de células que empiezan a colmar la suspension de
células no embriogénicas las cuales son indeseables y entorpecen el desarrollo de

la suspensién celular.

Posteriormente, se determina el momento del cambio de cultivo a través de la
evaluacion del crecimiento celular a través del tiempo (Gémez 1999). En trabajos
realizados por Hurtado y Merino (1991), Feria et al. (2000), Lopez et al.(2000) y
Cioffi (2002) recomiendan que el cambio de cultivo se efectie cada 7 dias porque
la mayoria de las especies tienen un crecimiento celular de 21 dias que abarcan
todas las fases de crecimiento celular. Asi, el dia 7 se constituye en el momento

adecuado para la transferencia de las células a un medio fresco.

2.2.7. Crecimiento Celular.-

El crecimiento celular tiene un comportamiento normalmente sigmoidal pasando

por las siguientes fases:

a) Fase de Reposo o Latente: En esta fase, no existe division celular, las

células se adaptan a sus nuevas condiciones nutricionales.

b) Fase Exponencial: Se Inicia e incrementa la velocidad de division celular

hasta alcanzar un crecimiento lineal.

c) Fase Lineal: Alcanza su maxima tasa de division donde las células son

jovenes y biologicamente activas.
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d) Disminucién Progresiva de Crecimiento o Desaceleracion: El alto niamero
de células hacen que se vaya agotando los nutrientes del medio donde las
materias residuales se acumulan, el pH se modifica y la velocidad de

division disminuye.

e) Fase Estacionaria: Durante esta fase las células han agotado los nutrientes
del medio y han alcanzado su maxima division celular. Las células
permanecen vivas por un periodo para posteriormente morir muchas de
ellas decayendo la curva de crecimiento (Roca y Mrognski 1989, Hurtado y
Merino 1991, Mgkjones 1992, Gémez 1999 y Cioffi 2002).

2.2.7.1. Evaluaciéon del Crecimiento Celular.-

Existen varios métodos para evaluar el crecimiento de las células a través del
tiempo. Entre los principales métodos se tiene a los métodos directos e indirectos.
Dentro del primer grupo estan considerados: el numero de células en un
determinado volumen, la vitalidad celular, el peso fresco y peso seco de un
determinado volumen de la suspension celular. Entre los métodos indirectos se
mide el pH entre otros (Gomez 1999 y Cioffi 2002).

2.2.7.1.1. Numero de Células por ml.-

El numero de células por unidad de volumen, es la forma mas precisa de medir el
crecimiento celular pero requiere mucho tiempo. Para realizar el conteo celular se
debe romper los agregados celulares por métodos mecanicos o quimicos. El
conteo celular se puede realizar con un cadmara de Neubauer, realizando los
calculos necesarios para obtener en una unidad de volumen conocida (Roca y
Mrognski 1989, Mgkjones 1992, Cuba et al. 1996 y GOmez 1999).
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2.2.7.1.2. Vitalidad Celular.-

Es necesario medir la vitalidad celular para tener un parametro claro de evaluacion
de la viabilidad de las células en suspension y asi determinar el momento de
cambio de medio de cultivo fresco. Esto se debe a que la muerte celular ocurre
principalmente por el agotamiento de los nutrientes y la acumulacion de
deshechos de las células en el medio de cultivo. La vitalidad celular es
ampliamente utilizada para innumerables investigaciones de diferentes especies
vegetales como es el caso de Coffea arabica (Montes et al. 1995 y Feria et al.
2000).

Entre los distintos métodos que existen para determinar la vitalidad celular uno de
los mas usados por su accesibilidad y facil empleo es el colorante azul de Evans el
cual, se usa a una dilucion de 0.1% y se adiciona a la suspension celular en una
relacion 1:1. Asi, el colorante es excluido por las células viables y las muertas

toman una coloracién azul intenso (Gomez 1999 y Steward et al. 1999).

2.2.7.1.3. Determinacion del Peso Fresco y Peso Seco.-

Ambos parametros son ampliamente usados para indicar el crecimiento celular. La
medida del peso fresco se expresa en gm/l y la de peso seco se expresa en
gms/l. Una de sus principales falencias en este método, es el agua asociada a las
células y fallas en la filtracién las cuales provocan resultados falsos. Es por esto
que se recomienda realizar varias repeticiones para disminuir el error (Pollard
1990, Hurtado y Merino 1991, Mgkjones 1992, GoOmez 1999 Feria 2000 y Cioffi
2002).
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2.2.7.1.4. pH del medio de cultivo.-

Una forma indirecta de evaluar el crecimiento celular consiste en medir la
fluctuacion del pH del medio de cultivo de la suspension celular. EI mantenimiento
del pH influye en la funcién plasmatica evitando la ruptura de la membrana celular;
influye en el consumo de los nutrientes y reguladores de crecimiento que se
encuentran en el medio de cultivo. También permite que las sales se encuentren
solubles y disponibles para el consumo de las células. Consecuentemente, un pH
gue se mantiene constante influye positivamente en el crecimiento celular (George
y Sherrington 1984).

Por otro lado, Gomez 1999, en los experimentos que realizd, reporto los siguientes
cambios del pH: En los dos primeros dias, se observé una disminucion del pH
hasta en una unidad, éste retorno gradualmente al pH original. Posteriormente se
advirtio otra caida del pH coincidié con el maximo nimero de células, después de

8 dias el pH se increment6 hasta 7.5.

2.2.7.2. Densidad Celular.-

Un factor importante para alcanzar el éptimo crecimiento celular es la densidad
inicial celular con la que se trabaja. Se considera como un valor minimo (Densidad
Critica) de 10000 a 15000 células por ml (Gémez 1999 y Cioffi 2002), por debajo
de esta densidad se puede prolongar demasiado la fase de reposo y la fase
exponencial 6 no incrementar el nimero de células por ml. Por el contrario, con
una densidad muy alta, la fase de reposo se reduce y el porcentaje de crecimiento
cesa tempranamente. Es por esta razdn que la relacion exacta entre la densidad
de inoculo y el patron de crecimiento varia entre especies (Feria et al. 2000). Las
células normalmente tienen de 4 a 8 divisiones celulares en 18 a 25 dias y
dependen principalmente de tres factores: El genotipo que se cultiva, la duracién e

incubacién del indculo que se utiliza y de la composicidon del medio (Gomez 1999).
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CAPITULO lll: MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION.-

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de la Unidad de
Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
dependiente de la Facultad de Ciencias Farmaceuticas y Bioquimicas de la
Universidad Mayor de San Andrés (U.M.S.A), ubicado en la Av. Saavedra N° 2224.
Zona de Miraflores, La Paz - Bolivia.

3.2. MATERIALES.-

3.2.1. Material Vegetal.-

El material vegetal empleado para esta investigacion procedié de la Unidad de
Bioquimica y Biotecnologia Vegetal del Instituto de Genética dependiente de la
Facultad de Medicina de la UMSA ubicado en la Avenida Saavedra N° 2246 Zona

Miraflores, La Paz- Bolivia.

Este material se encontraba en condiciones de asepsia (libre de bacterias y
hongos) con una poblacion inicial de 40 vitroplantas aproximadamente. Estas
plantas fueron introducidas in vitro en 1996 y se realizaron repiques habituales
cada 2 meses.

33



i

Cultivo de Cétulas en Suspension de Stevia retaudiana’B.
Pvelyn E. Villanueva Gutierrez

=i

Bk

3.2.2. Reactivos.-
3.2.2.1. Medio de cultivo.-

3.2.2.1.1. Medio de cultivo para multiplicacion de la planta, induccion,

mantenimiento de callo y suspension celular.-

¢ Medio Basal Murashige & Skoog (1962), descrito en el Anexo N° 1.
e Agar Agar (6.5g/l).

¢ Hidroxido de Sodio (Na OH) 0.1N

e Cloruro de Sodio (HCI) 0.1N

e Sacarosa (30g/l).

3.2.2.1.2. Medio de cultivo para la verificacion de contaminacion por

microorganismos.-

e Agar Nutritivo (28g/1)
e Caldo Nutritivo (8g/l)

3.2.2.2. Reguladores de Crecimiento.-

e BAP (6-Benzylaminopurine); Formula Quimica (FQ): Ci2HiiNs; Peso
Molecular (PM) 225.3. (SIGMA)

e 2.4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid); FQ: CgHgC203; PM: 221. (SIGMA)

e AlA (Indole-3-acetic Acid); FQ: C10 Hg NO3; PM: 175.2. (SIGMA)

¢ ANA (1-Naphthaleneacetic acid); FQ: Ci2 Hip O, ; PM 186.2. (SIGMA)
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3.2.2.3. Colorantes para la tincién de células vegetales y deteccion de

bacterias.-

Azul de Evans preparado al 0.1%.
Cristal Violeta.
Lugol.

Fucsina Basica.

. Material de Vidrio.-

Cajas petri con capacidad de 100 x 20 mm.

Cajas petri con capacidad de 60 x 15 mm.

Matraces Erlenmeyer de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.

Frascos de Vidrio con tapas autoclavables de 300 y 500 ml de capacidad.
Pipetas de 5,10 y 25 ml.

Porta y Cubre Objetos

3.2.4. Equipos.-

Autoclave vertical.

Campana de Flujo Laminar Vertical.

Balanza analitica de precision.

Estereoscopio.

Microscopio.

Camara de Crecimiento con fotoperiodo de 16 hrs. luz y 25° C. aprox.
Camara de Crecimiento a oscuridad total.

Agitador magnético.

Extractor al Vacio.

Bomba de Vacio.

Bario Maria.
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pH metro.
Camara de NEUBAUER.

Contadores de células.

Micro pipetas de 10, 100, 1000 y 5000ul.

Vortex

Plataforma Rotatoria (Shaker).

. Material Funqible.-

Membranas de Filtracion 0.45um x 47mm de diametro.

Hipoclorito de Sodio Comercial (8%).

Alcohol al 70% y 99%.
Agua Destilada.

Hojas de Bisturi N° 10.
Parafilm.

Papel estafiado.

Papel madera y cordel.
Guantes y barbijo.
Algodon y Gasa.

Jeringas de insulina (1ml).

. Otros Materiales.-

Pinzas.

Espatulas.

Mechero.

Tubos Eppendorf.

Tips de 100,1000 y 5000l.
Pizetas.

Mango de Bisturi N° 3.
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3.3. METODOS.-

Para alcanzar los objetivos propuestos en la presente investigacion se desarrollo

la metodologia descrita en el siguiente gréfico.

3.3.1.Multiplicacién masiva de plantas

in vitro de Stevia rebaudiana B.

|

3.3.2 Primera Fase: Induccion y mantenimiento de callo

a partir de hojas in vitro de Stevia rebaudiana B

|

3.3.3. Segunda Fase: Iniciacion, Establecimiento y Crecimiento

en Suspension Celular de Stevia rebaudiana B.-

Gréafica N° 1. Esquema Guia de la metodologia desarrollada en la investigacion.

3.3.1. Multiplicacidon masiva de plantas in vitro de Stevia rebaudiana B.-

El material biologico utilizado fue conservado en el medio de cultivo Murashige &
Skoog (MS 1962), con plantas de 10 cm de altura promedio y con un crecimiento

activo y vigoroso.

Para poder iniciar este trabajo, fue necesario obtener previamente una gran
cantidad de vitroplantas y emplear las hojas como punto de partida para la
induccién a callo como es recomendado por Roca y Mrongnski (1989) y Mgkiones
et al. (1992), por lo que se procedié a la multiplicacibn masiva del material
biolégico hasta obtener 200 plantas con gran cantidad de hojas.
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Se preparé el medio de cultivo MS (1962), suplementado con 3% de
sacarosa y 0.65% de agar como agente solidificante. El pH fue ajustado a
5.8 con NaOH (0.1M) y HCI (0.1M) antes de ser trasladados al autoclave.

Se esterilizdé el medio de cultivo a 121°C a 124kPa de presion el cual fue

distribuido en frascos de vidrio previamente esterilizados.

Dentro de la Campana de Flujo Laminar se extrajeron plantas ya
desarrolladas y se procedi6 a cortar con ayuda de pinzas y bisturi,
explantes caulinares compuestos por 2 hojas y su yema lateral (nudos) o en

algunos casos yema terminal.

Se introdujeron de 8 a 10 pequefios explantes por frasco, realizando el
sellado de cada uno de los recipientes para ser trasladados a la cAmara de
crecimiento con un fotoperiodo de 16 hrs. Luz a una temperatura

aproximada de 25 °C. durante un periodo de cuatro semanas.

Pasadas las cuatro semanas los explantes alcanzaron un tamafio
aproximado de 10 cm de alto. Posteriormente, cada cuatro semanas se
procedié al repique de las plantas para obtener una poblacién suficiente de

plantas e iniciar la primera fase experimental.

Primera Fase: Induccion y mantenimiento de callo a partir de

hojas in vitro de Stevia rebaudiana B .-

3.3.2.1. Preparacién del Medio de Cultivo.-

Para cada uno de los tratamientos se prepardé 150 ml de medio de cultivo
MS (1962) suplementado con 3% de sacarosa, este medio fue empleado

por Marcovillica (1989) y Yamazaki et al. (1991) para la induccién a callo,
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ademas, se agreg6 0.65% de agar como agente solidificante ademas de ser
suplementado con los reguladores de crecimiento detallado en el cuadro 3.
El pH fue ajustado a 5.8 con NaOH (0.1N) y HCI (0.1N) antes de llevarlos al

autoclave.

Se esterilizé el medio de cultivo a 121°C y 124kPa de presion. Una vez
esterilizado se distribuyd 25 ml en cajas petri previamente esterilizadas bajo

la campana de flujo laminar.

Cada una de las cajas Petri fue identificada con un codigo para diferenciar

los tratamientos.

3.3.2.2. Induccién a Callos.-

Una vez dispuesto el material estéril se introdujeron las vitroplantas, el
material de vidrio, pinzas y bisturi, alcohol al 96 % y 70%, cajas Petri con
medio de cultivo, dentro de la campana de flujo laminar, donde se
extrajeron las hojas del tercio medio de las plantas in vitro sobre una caja
Petri vacia. Se separ0 cada hoja de 0.5 a 1 cm. aproximadamente de
tamafio de acuerdo a lo recomendado por Roca y Mrongnski (1989), para
luego excisarlas con la finalidad de permitir el ingreso a los reguladores de
crecimiento a través de las incisiones que es recomendado por Mgkiones et
al. (1992) y asi facilitar la formacion de callo. (Fotografia N° 1).

En cada caja petri con medio de cultivo se colocaron 10 explantes
excisados como indica Aguado et al. (2001) y se sellé con Parafilm para
evitar el ingreso de aire y posible contaminacion. Este procedimiento se
repitié para los 30 tratamientos con 6 repeticiones haciendo un total de 180

cajas Petri.
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e Se llevo las 180 cajas petri a completa oscuridad como recomienda Hurtado
y Merino (1991) en cajas de plastoform recubiertas interiormente con

plastico negro durante 28 dias a una temperatura aproximada de 25 °C.

* Fuente Propia

Fotografia N° 1: Induccién a callo de Stevia rebaudiana B a partir de hojas.

3.3.2.3. Mantenimiento de los callos.-

Fue necesario realizar un cambio de medio de cultivo cada 4 semanas ya que
como afirma Hurtado y Merino 1991, el agotamiento de nutrientes del medio, la
intoxicacion a causa de los metabolitos de desecho de las células y la
deshidratacion por la transpiracion de los explantes son condiciones que hacen
gue el explante se debilite y muera. Ademas, los callos fueron subcultivados en el
mismo medio cultivo como recomiendan Ponce et al. (1998) y Aguado et al..
2001).
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Se preparé un nuevo medio de cultivo para cada uno de los tratamientos

siguiendo la metodologia anteriormente descrita en el punto 3.3.2.1.

Dentro del flujo laminar se coloco el medio de cultivo fresco. Con ayuda de
las pinzas histologicas se removié el callo del medio de cultivo antiguo y se
lo llevé a la nueva placa Petri donde se lo introdujo suavemente dentro del
medio. Este procedimiento se repitié con los 10 callos presentes en cada

caja Petri.

Una vez trasladados los callos se sellé la caja Petri y se la llevo a la camara
de crecimiento en las mismas condiciones mencionadas anteriormente.
Este procedimiento se repitio a los 56 y 84 dias de la induccion a callo para

todos los tratamientos.

Todo el procedimiento descrito ha sido resumido en la grafica presentada a

continuacion:
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3.3.2.4. Variables de Respuesta.-

Después de la induccion a callo se procedi6 a obtener las variables de respuesta:
e Porcentaje de formacion de callo.
e Peso total de callos por caja petri.

e Porcentaje de supervivencia de los callos.

El Porcentaje de Formacion de Callo y el Peso Total de los Callos por caja Petri
fueron evaluados a los 28, 56 y 84 dias después de la induccion a callo mientras
que el Porcentaje de Supervivencia de Callo fue evaluado transcurridos 28 dias
después de cada subcultivo, por lo que se valor6 esta variable de respuesta a los
56, 84 y 112 dias después de la induccion a callo, con el objetivo de analizar el

comportamiento de éstos, posterior al estrés del subcultivo.

3.3.2.4.1. Porcentaje de Formacion de callo.-

Se puede determinar el grado de formacion de callo a partir de los cambios
morfolégicos observados del explante. Al respecto Hurtado y Merino (1991)
afirman que estos cambios morfolégicos varian de acuerdo a factores
nutricionales, (medio de cultivo y de reguladores de crecimiento), ambientales, y

tipo de explante.

A los 28, 56 y 84 dias de haberse inducido a la formacion de callo se procedié a
evaluar el Porcentaje de Formacion de Callos descrito a continuacion y que se

repitié en todos los tratamientos.

e El porcentaje de formacién de callo se evalu6 tomando en cuenta las
siguientes caracteristicas cualitativas: Numero de explantes deformados,
Numero de explantes despigmentados y NUmero de explantes en proceso
de formacion de callo.
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El porcentaje de formacion de callo se obtuvo a partir de la deduccion de
que cada explante de hoja con las caracteristicas arriba mencionadas, ésta
representaba el 10% de formacion de callos en la caja Petri, considerando

que cada caja Petri tuvo 10 explantes haciendo un total de 100%.

Ademas de evaluar el porcentaje de formacion de callo también se evalué
la consistencia de éste y se consideré si eran o no friables al presionar los
callos con una pinza. Se consideré callos friables, si al tocarlos se
desagregaban y compactos a aquellos que tenian una consistencia dura.

3.3.2.4.2. Peso Total de Callo por caja Petri.-

Se evaluo el peso promedio de los callos a los 28, 56 y 84 dias para todos los

tratamientos.

Con ayuda de una balanza analitica se peso la placa petri con los 10 callos.
Para obtener el peso neto de los callos, estos fueron transferidos a otra caja
Petri con medio fresco con la misma dosificacion de auxinas y citocininas,

bajo el flujo laminar y se peso la caja Petri vacia.

La diferencia entre el peso de la caja petri mas los callos y la caja petri sin
callos permitié obtener el peso total de los 10 callos alcanzado en 28 dias.
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3.3.2.4.3. Porcentaje de Supervivencia del Callo.-

e Se evalub esta variable de respuesta a los 56, 84 y 112 dias de realizarse
la induccidn a callo de los 30 tratamientos y sus repeticiones.

e Para evaluar esta variable de respuesta se contdé el numero de explantes
vivos sobre el total en cada caja petri. Se consideré como vivos a aquellos

que presentaban colores que variaron de amarillo y beige.

e Se consider6 como muertos a aquellos que estaban completamente

necrosados, de color marrén y negro. (Hurtado y Merino 1991).

3.3.2.5. Diseno Experimental de la Primera Fase.-

Para llevar a cabo esta primera fase experimental se realiz6 un Disefio
Completamente al Azar con arreglo factorial 3x3x3 con 3 factores y 3 niveles (27
combinaciones) con 6 repeticiones. Los factores y niveles son descritos en el
Cuadro N° 2:

Cuadro N° 2. Factores y Niveles para la induccion y mantenimiento de callos que
corresponden a un arreglo factorial 3x3x3 de la Fase 1.

FACTORES
A: Tipo de Auxina B: [C]de Auxina C: [C] de BAP
a; = 2,4-D b, =5 ci =0
a, = ANA b, = 10 c; =25
as = AlA b; = 20 c3 = 50

* Las [C] estan dadas en uM
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A continuacion se presentan los 30 tratamientos formulados para la primera fase

experimental descritos en el Cuadro N° 3.

Cuadro N° 3. Formulacion de los 30 tratamientos con diferentes tipos vy

concentraciones ([C]) de auxinas y concentraciones ([C] de BAP.

Tipo de © BAP
Auxina 0 25 50
<
2 0 T,=0/0 T4,= 25/0 T,,= 50/0
a 5 T,=0/5 T1,= 25/5 T,,= 50/5
i_ 10 T,=0/10 | T;3=25/10 | T,3=50/10
20 T,=0/20 | T14=25/20 | T,,=50/20
< 5 Ts=0/5 T.5= 25/5 T,s= 50/5
<Z( 10 Te=0/10 | T36=25/10 | Tpe=50/10
20 T,=0/20 | T,,=25/20 | T,=50/20
5 Tg=0/5 T15= 25/5 Toe= 50/5
z—t,: 10 Ty=0/10 | T35=25/10 | T,o=50/10
20 T10= 0/20 | Tpo=25/20 | Tazo=50/20

En el Cuadro N° 3 se incluyen tres tratamientos adicionales con sus respectivas

repeticiones. EIl tratamiento 1 que representa al tratamiento que no contiene

ningun regulador de crecimiento. El tratamiento 11 suplementado con 25 uM de

BAP y sin auxinas. Por ultimo se adicioné el tratamiento 21 que fue suplementado

con 50uM de BAP y sin auxinas, los cuales no corresponden a tratamientos

factoriales. Para la comparacion de estos tres ultimos tratamientos (testigos) con

los tratamientos factoriales, se empleo un Diseifio Completamente al Azar con

criterio de clasificacion de 30 tratamientos.
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3.3.2.5.1. Modelo Lineal Aditivo de la Primera Fase Experimental con un

arreglo factorial 3x3x3 en Disefio Completamente al Azar.-

El Modelo Lineal Aditivo empleado fue el siguiente:

Yi = p o+ o+ B+ (af)ij + v + (o)ic + (By)i + € i

Donde:

Yii = Cualquier Observacion

u = Media Poblacional

o = Efecto del i- esimo tipo de Auxina

B = Efecto de la j-esima concentracion de Auxina

(aB)j = Efecto de la interaccién del i-esimo tipo de Auxina con la j-ésima
concentracion de Auxina

Tk = Efecto de la k-esima concentracion de BAP

(oy)ik = Efecto de la interaccion del i-ésimo tipo de Auxina con la k-ésima
concentracion de BAP

(BY)ik = Efecto de la interaccion de la j-ésima concentracion de Auxina con |
a k-ésima concentracion de BAP

€ ijkl = Error Experimental
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3.3.2.5.2. Modelo Lineal Aditivo de la Primera Fase Experimental para

evaluar 30 tratamientos en Disefio Completamente al Azar.-

El Modelo Lineal Aditivo empleado para analizar los resultados del conjunto de los

30 tratamientos en la primera fase experimental fue el siguiente:

Yi=pu+oi+teij

Donde:

Yi = Cualquier Observacion

u = Media Poblacional

o = Efecto del i- esimo tratamiento
€ j = Error Experimental.

3.3.2.5.3. Pruebas de Significancia de la Primera Fase .-

Se realizé la prueba de Duncan con un nivel de confianza de 95%, para los
efectos principales de Tipo de Auxina, Concentracion de Auxina, Concentracion de
BAP vy los 30 tratamientos, de todas las variables de respuesta a los 28, 56, 84 y
112 dias respectivamente, cuando se detectaron diferencias estadisticas en el

Anédlisis de Varianza.

3.3.2.5.4. Transformacion de Datos de la Primera Fase.-

Segun Steel y Torrie (1992) y Reyes (1995), la transformacién de datos es una
herramienta Gtil cuando los datos obtenidos no cumplen con los supuestos del
Andlisis de Varianza como ser porcentajes, conteos y otros. Se emplea este tipo
de mecanismos para determinar si existen o no diferencias significativas en las
diferentes fuentes de variacion. Al respecto Calzada (1970), indica que el

coeficiente de variacion no debe exceder de 30%. Se realizaron diferentes
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transformaciones de datos segun la variable de respuesta, como se podra

observar mas adelante.

3.3.3. Sequnda Fase: Iniciacion, Establecimiento y Crecimiento en

Suspension Celular de Stevia rebaudiana B.-

Se inicio la segunda fase experimental empleando el tratamiento que dio la mejor
respuesta para la inducciébn y mantenimiento de callos por sus cualidades
intrinsecas como un cien por ciento de porcentaje de formacién de callo, alta
friabilidad, peso promedio de 1,5 g y una supervivencia de 73.3% a los 112 dias

de evaluacion.

Para comparar qué efecto tuvo la presencia o ausencia de los reguladores de
crecimiento, en el establecimiento del cultivo de células en suspension de Stevia
rebaudiana B. reflejado en la mayor produccion de células a los 23 dias de
evaluacion y para poder aplicar este resultado en posteriores investigaciones
como la obtencién de metabolitos secundarios, embriogénesis somatica y otros, se
elaboraron tres tratamientos: El tratamiento 1 (T1) fue el tratamiento testigo porque
no fue adicionado con ningun regulador de crecimiento. El segundo (T2), fue
suplementado con los reguladores de crecimiento del tratamiento Optimo
disminuidos a un 50% (10uM 2,4-D y 25uM BAP). El tratamiento 3 (T3) que fue
adicionado con 20uM de 2,4-D y 50uM de BAP siendo éstas, las concentraciones

optimas empleadas para la induccion y mantenimiento de callo (Cuadro N° 6 ).

Se empleé la metodologia sugerida por Choi 1997, Gémez 1999 y Cioffi (2002),
aplicada para la produccion de metabolitos secundarios y para la produccion de
embriones somaticos a partir de suspensiones celulares (punto 3.3.3.2.).
Asimismo, se utiliz6 esta metodologia para iniciar y establecer la suspension

celular durante 21 dias para luego determinar la curva de crecimiento de la
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suspension celular en 23 dias mas, evaluando dia por medio todas las variables

de respuesta detalladas en el punto 3.3.3.3.

La cantidad de inoculo fue constante de acuerdo a la metodologia descrita por
Cioffi (2002), en la que emplea una cantidad de callo constante de 3g de in6culo

en 50 ml de medio de cultivo liquido, es decir, 1,5 g/25 ml de medio de cultivo.

3.3.3.1. Preparacién del Medio de Cultivo.-

a) Se utilizé el medio de cultivo basal MS (1962) completo, para cada uno de
los tratamientos suplementado con 3% de sacarosa, adicionado con 2,4-D y
BAP a diferentes concentraciones descritas en el Cuadro N° 5. El pH fue

ajustado a 5.8 antes de llevar el medio de cultivo al autoclave.

b) Se esterilizdé el medio de cultivo a 121°C y 124kPa de presion. Una vez
esterilizado se distribuy6 a 25 ml de medio en la campana de flujo laminar

en Erlenmeyers con capacidad de 100ml previamente esterilizados.

c) Se sellaron y etiquetaron los frascos Erlenmeyer, para posteriormente ser

sembrados con callos.
3.3.3.2. Inicio y Establecimiento de la suspension celular.-
Para el inicio, establecimiento y crecimiento celular se utiliz6 la metodologia
sugerida por Choi et al. 1997, Gomez 1999 y Ciofii 2002, donde se realizaron

algunas modificaciones con fines practicos, Esta metodologia se encuentra

descrita a continuacion y sintetizada en el Grafica N° 3.
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Dentro de la campana de flujo laminar, se introdujo el material estéril y las
cajas Petri con callos. También se incluyo, frascos Erlenmeyers con medio

de cultivo suplementado con 2,4-D y BAP segun cada tratamiento.

Se transfirieron los callos de las cajas Petri a un Erlenmeyer prepesado con
25 ml de medio de cultivo para asegurar el peso del callo en 1.5g, Se sell6
el Frasco con gasa, algodén, papel estafio y parafilm, para evitar una

posible contaminacion con microorganismos.

Con un fotoperiodo de 16 Hrs. luz y una temperatura aproximada de 25 °C
el Erlenmeyer fue colocado en una plataforma rotatoria a una velocidad de
agitacion constante de 105 rpm, por siete dias en la camara de crecimiento.

Pasados 7 dias, se prepardé 20 ml de medio de cultivo fresco el cual fue
descrito en el punto 3.3.3.1, suplementado con las mismas concentraciones
de 2,4-D y BAP, y fue dispensado en los frascos Erlenmeyer con capacidad

de 100 ml cada uno.

El frasco Erlenmeyer N° 1 que contenia el medio antiguo, los callos
dispersos y las células agrupadas o aisladas, fue homogenizado con un
vortex, para luego extraer 5 ml de esta suspension con ayuda de una
micropipeta, estos 5ml se adicionaron al medio fresco de los Erlenmeyers
N° 2,3y 4.

Pasados 7 dias mas, se repitieron los dos puntos anteriores y se distribuy6
la suspensién celular de los Erlenmeyers N° 2, 3y 4 en los Erlenmeyers N°
56,7,8,9,10, 11, 12 y 13 con el medio fresco. De esta forma, se obtuvo 9
frascos con 20 ml de medio fresco y 5ml de suspensién celular del frasco
antiguo. Este procedimiento se repitio después de 7 dias y se obtuvo 27
frascos Erlenmeyer con 20 ml de medio de cultivo fresco y 5 ml de

suspension celular.
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g) Una vez que se obtuvieron los 27 frascos se seleccionaron 12 frascos al
azar para realizar las evaluaciones correspondientes dia por medio durante
23 dias consecutivos. Ademas se descartdé uno a uno cada frasco después

de ser evaluado.

h) Esta metodologia descrita fue empleada para los tres tratamientos. Se
realizaron 4 repeticiones por frasco. No se adicionaron otros frascos por
razones de disponibilidad de material de laboratorio y equipos. Tampoco se
pudo realizar al mismo tiempo los tres tratamientos, pero se procurd
mantener las mismas condiciones de cultivo para que estas no influyan en

los resultados finales.

La suspension celular obtenida tenia un color semi transparente donde se
apreciaba la presencia de algunos vestigios de callo diminutos. En la fotografia N°
2 se aprecia una suspension celular de 3 semanas contenida en Erlenmeyers de

125 ml de capacidad.

* Fuente Propia

FotografiaN°2: T 2
(10uM 2,4-D/ 25uM BAP)
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3.3.3.3. Variables de Respuesta.-

La evaluacion de todas las variables de respuesta se realiz6 dia por medio

descartando cada frasco en cada tratamiento, durante 23 dias.

3.3.3.3.1. Recuento Total del Numero de Células por mililitro.-

a)

b)

d)

f)

Se eligié al azar uno de los 12 frascos Erlenmeyer, éste fue homogenizado
con un Vortex durante un minuto, luego con una micropipeta se extrajo 1ml
de suspension celular y se coloc6 en un tubo Eppendorf (N° 1) de 1.5 ml de

capacidad.

Se homogenizé la muestra del tubo Eppendorf (N° 1) y se extrajo 50ul de la

suspension celular llevando esta alicuota a otro tubo Eppendorf (N°2).

Al tubo Eppendorf (N° 2), se le adicion6 50ul de Azul de Evans al 0.1%, y
fue homogenizada nuevamente la muestra. (metodologia descrita por
GOmez, 1999).

Para desagregar la suspension celular se emplearon jeringas de insulina,
pasando la suspension celular de 4 a 5 veces vigorosamente. (metodologia

descrita por GOmez, 1999).
Se coloco un cubre camaras sobre la camara de Neubauer y con ayuda de
una micropipeta se transfirié la suspension celular por accién capilar a

ambos lados de la camara.

El conteo celular se realizd segun la metodologia sugerida por French

(1982) y Sigma (1989) y el célculo del niumero de células por mililitro se
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realiz6 de acuerdo a la férmula descrita en el Cuadro N° 4 sugerida por
Gbomez (1999):

Cuadro N° 4. Formula para determinar el nimero de células por ml.

N° de células en el cuadrado grande

N° de Céluals por ml. =
10°

g) Se tomaron 3 muestras adicionales de suspension celular para el recuento
celular. Los datos sirvieron para el analisis estadistico. Finalmente se
hicieron los céalculos correspondientes para poder aplicar la formula descrita

por Gomez 1999.

3.3.3.3.2. Porcentaje de Vitalidad Celular.-

Se calculé el porcentaje de células vivas y muertas dia por medio, durante 23 dias
empleando el colorante Azul de Evans, el cual permite diferenciar las mismas por
su capacidad de exclusién de las células vivas. Las células muertas fueron
diferenciadas porque absorbieron el colorante Azul de Evans, tiiéndose de color
azul. Una vez diferenciadas las células vivas de las muertas, se las contd por
separado, obteniendo el numero de células vivas, muertas y la suma de estas dio
el total de las células por ml. Con el niumero de células vivas se pudo evaluar el
porcentaje de vitalidad celular a través de la siguiente formula descrita en el

Cuadro N° 5 y se aplico a todos los tratamientos y todas las muestras.

Cuadro N° 5. Formula para evaluar el Porcentaje de Vitalidad Celular.

N° de células Vivas 100
N° Total de células

Vitalidad Celular =
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3.3.3.3.3. Peso Fresco y Peso Seco.-

a)

b)

Los 24 ml de medio con su suspension celular se emplearon para obtener el

peso fresco y peso seco de la suspension celular.

La suspension celular fue homogenizada y filtrada a través de una
membrana de filtracion millipore 0.40um con ayuda de un extractor al vacié
para obtener el peso fresco de la suspension celular, que se obtuvo por

diferencia entre el peso del filtro y la masa celular.

El peso seco se obtuvo una vez secada la muestra en estufa a 60°C durante
24 horas hasta alcanzar un peso constante de acuerdo a lo recomendado
por Gomez (1999).

Las unidades de medida son: “gramos de masa fresca por litro” y “ gramos masa

seca

por litro” simbolizados por (gm/L y gms/L), respectivamente. Estos datos

permitieron evaluar la variacion del peso de la suspension celular dia por medio

durante 23 dias.

3.3.3.3.4. pH del medio de cultivo.-

a)

b)

La medicion del pH del medio de cultivo sirvio para evaluar el
comportamiento del mismo durante el crecimiento celular puesto que la
variacion de pH en el tiempo de cultivo es un indicador del consumo de

nutrientes.
Se midio el pH de todas las muestras de los tres tratamientos dia por medio

conjuntamente con la evaluacion de las otras variables de respuesta,

durante 23 dias.
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3.3.3.3.5. Diluciones para el conteo celular.-

Para el recuento celular, en la camara de Neubauer se tuvieron que hacer

diluciones de: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000, 1:1000000 y 1:10000000.

3.3.3.4. Diseio Experimental de la Segunda Fase.-

Para analizar los resultados de las variables de respuesta numero total de células

por ml y porcentaje de vitalidad celular de la segunda fase experimental se utilizo

un disefio completamente al azar a un criterio de clasificacion de tres tratamientos

con cuatro repeticiones basados en el mejor tratamiento de la primera fase

experimental, descritos a continuacion:

Cuadro N° 6: Tratamientos con diferentes concentraciones ([C]) de 2,4-D y BAP

correspondientes a la Segunda Fase.

N° de Tratamiento| [C] 2,4-D [C] BAP
1 0 0
2 10 25
3 20 50
* Las [C] estan dadas en uM

3.3.3.4.1. Modelo Lineal Aditivo de la Segunda Fase.-

El Modelo Lineal Aditivo que fue empleado para analizar los resultados de la

segunda fase experimental fue el siguiente:

Yi=pu+oi+eij

Donde:

Yi = Cualquier Observacion

u = Media Poblacional

o = Efecto del i- esimo tratamiento

Error Experimental.
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3.3.3.4.2. Pruebas de Significancia de la Sequnda Fase .-

Se realizé la prueba de Duncan con un nivel de confianza del 95%, para los 3
tratamientos tomando en cuenta las variables de respuesta: Numero de Células
Totales y Porcentaje de Vitalidad Celular para los dias 1, 13 y 23 de evaluacién de
la suspensién celular cuando se presentaron diferencias estadisticas en el Analisis

de Varianza.

No se realizaron pruebas estadisticas del peso fresco y peso seco por la falta de
repeticiones y del pH, por tratarse de variables indicadoras del comportamiento del
crecimiento celular en el tiempo. Estos resultados serdn presentados mas

adelante.

3.3.3.4.3. Transformacion de Datos de la Sequnda Fase.-

Segun Steel y Torrie (1992) y Reyes (1995), Se realiza la transformacion de datos
cuando los datos obtenidos no cumplen con los supuestos del Analisis de
Varianza. Normalmente se transforma los datos cuando se evallan porcentajes,
conteos, entre otros, para asi determinar si existen o no diferencias significativas
en las diferentes fuentes de variacion. Al respecto Calzada (1970) indica que el
Coeficiente de Variacion no debe exceder un 30%. En la segunda fase
experimental, se realizaron transformaciones de datos que seran expuestos mas

adelante.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. MULTIPLICACION MASIVA DE PLANTAS in vitro DE Stevia

rebaudiana B.

Después de realizar la multiplicacién in vitro de Stevia rebaudiana siguiendo la
metodologia descrita anteriormente, se obtuvo una gran cantidad de vitroplantas

gue se emplearon para la primera fase experimental.

Segun los objetivos planteados en este trabajo de investigacion, a continuacion se
presentan los resultados obtenidos en la primera y segunda fase experimental.

4.2. PRIMERA FASE: INDUCCION Y MANTENIMIENTO DE CALLO.-
A continuacion se presentan los resultados obtenidos de las tres variables de
respuesta consideradas en la primera fase experimental siendo: Porcentaje de
Formacion de Callo, Peso Total de Callo y Porcentaje de Supervivencia de Callo

con su respectivo analisis de varianza y pruebas de significancia.

4.2.1. Porcentaje de Formacion de Callos.-

El porcentaje de formacién de callo es la variable de respuesta que permitid
determinar el estado de formacion de callo a los 28, 56 y 84 dias después de la
siembra. Se consideré como indicios claros de formacién de callo al aspecto
cristalino de la superficie cortada del explante (Mgliones et al. 1992), la

despigmentacion y un agrandamiento seguido de una hinchazén del explante.
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Estos cambios, derivaron en la formacion de callos con caracteristicas
morfologicas Unicas segun la accion de los reguladores de crecimiento, como por
ejemplo la presencia de brotes y raices. También se observé la consistencia del
callo que vario de compactos a friables, y el color de éstos de amarillo a beige y en
algunos casos de marrén a negro dependiendo del grado de necrosamiento del

explante (Ponce et al..1998).
Las fotografias presentadas a continuaciébn, muestran las caracteristicas
morfolégicas mencionadas anteriormente y la variedad de callos obtenidos que

serviran para la interpretacion de los resultados.

e Callos Friables

* Fuente Propia

Fotografia N° 3: T4 Fotografia N° 4: T14 Fotografia N° 5: T24
(20uM 2,4-D/OuM BAP) (20uM 2,4-D/25uM BAP) (20uM 2,4-D/50uM BAP)

Las Fotografias N° 3, 4 y 5 muestran los tratamientos suplementados con 2,4-D a
una concentracion de 20uM vy suplementados con BAP a diferentes
concentraciones. Estos callos son altamente friables, de color beige en los tres
casos y de diferente tamafio y peso dependiendo de la interaccion que tuvieron
con BAP.

Es necesario destacar que todos los tratamientos suplementados con 2,4-D, no

derivaron en morfogénesis, lo que muestra que el conjunto de estas
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caracteristicas son utiles para el establecimiento de una suspensiéon celular, a
diferencia de los tratamientos suplementados con ANA y AIA que desarrollaron

callos compactos en esta primera fase de investigacion.

e Callos Compactos con raices

* Fuente Propia

Fotografia N°6 : T5 Fotografia N° 7: T15 Fotografia N° 8: T25
(5uM ANA/OuM BAP) (5uM ANA/25uM BAP) (5uM ANA/50uM BAP)

En las Fotografias N° 6, 7 y 8, se aprecia los tratamientos suplementados con 5uM
de ANA y BAP (OuM, 25uM y 50uM) respectivamente. El tratamiento 5 que solo
fue suplementado con ANA, produjo callos provistos de gran cantidad de raices,
mientras que los tratamientos suplementados con BAP formaron callos compactos

sin indicios de morfogénesis y en proceso necroético en el caso del tratamiento 15.

e Callos compactos con raices o brotes.

Fotografia N° 9: T9 Fotografia N° 10: T19 Fotografia N° 11: T29
(10uM AIA/OuM BAP) (10uM AIA/25uM BAP) (10uM AIA/50uM BAP)
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En las Fotografias N° 9, 10 y 11 se aprecia el efecto de la concentracién de 10uM
de AIA y OuM, 25uM y 50uM de BAP respectivamente. En la primera se observa la
formaron de callos con raices laterales, en la segunda se observa la formaron
brotes laterales y en la tercera, se observa callos compactos y en proceso

necrotico.

e Callos formados solo con la citocinina BAP.

* Fuente Propia

Fotografia N° 12: T11 Fotografia N° 13: T21
(25uM BAP) (50uM BAP)

En las Fotografias N° 12 y 13 se observa a los tratamientos que solo fueron
suplementados con BAP, donde los callos fueron compactos y sin indicios de

morfogénesis. El tratamiento 21 presenta un fuerte indicio de necrosamiento.

e Tratamiento testigo.

Fotografia N° 14: T1 Fotografia N° 15: T1
(OuM Auxinas/OuM BAP)  (OuM Auxinas/OuM BAP)
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En las Fotografias 14 y 15 se observa el comportamiento que tuvo el tratamiento
testigo, donde no se formaron callos pero si hubo, en alguno de los casos,

desarrollo de vitroplantas vitrificadas. En la mayoria los explantes murieron.
4.2.1.1. Porcentaje de Formacion de callos a los 28 dias.-

A través del Analisis de Varianza del Cuadro N° 7. correspondiente a la evaluacion
del Porcentaje de Formacion de Callo a los 28 dias se obtuvieron los resultados

descritos a continuacion

Cuadro N° 7. Andlisis de Varianza Factorial para el Porcentaje de Formacion de

Callo a los 28 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia

Tipo de Auxina 2 3.111 1.5555 1.9 0.1528 N.S
[C] Auxina 2 21278 1.0639 1.3 0.2752 N.S
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 11.594 2.8985 3.55 0.0086 **
[C] de BAP 2 6.5177 3.2588 3.99 0.0207 *
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 75454 1.8863 2.31 0.0609 N.S
[C] Auxina * [C] BAP 4 6.1921 1548 1.89 0.1147 N.S
Error 140 1144 0.817
Total 158 151.45

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

CV=919%

En los efectos principales no existen diferencias significativas del Tipo de Auxina y
la Concentracion de Auxina, mientras que la Concentracion de BAP presenta

diferencias significativas entre las diferentes concentraciones empleadas de BAP.

La similitud del comportamiento del Tipo de Auxina se debe a que AlA, 2,4-D y
ANA son ampliamente usadas para la induccién y proliferacién de callo por su
capacidad de promover el alargamiento y division celular en concentraciones

Optimas para regular y estimular el crecimiento y desarrollo de éstos.
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También AIA y ANA promueven el enraizamiento y morfogénesis combinada con
citocininas, mientras que el 2,4-D suprime la morfogénesis y otorga una rapida
proliferacion de callos friables (Mejia y Vittorelli 1988, Ramirez 1989, Bu’Lock
1990, Mgliones et al. 1992), por lo que el elevado porcentaje de formacion de callo
de Stevia rebaudiana, confirma la capacidad de estas auxinas de promover tejidos

callosos.

Marcovillica (1989), obtuvo una gran cantidad de callo de Stevia rebaudiana en
medio de cultivo MS, suplementado con BAP 5mg/l y 2,4-D 1mg/l Esta informacion
es confirmada por el presente trabajo de investigacion puesto que se obtuvieron
callos con el mismo medio de cultivo MS, suplementado con ANA, AlAy 2,4-D en
forma individual o combinadas cada una con BAP a diferentes concentraciones

representadas en los 27 tratamientos.

Sivaram y Mukundan (2003), obtuvieron callos que dieron un contenido de
glucésido 5.8%, este valor es mayor que el contenido de glucésido en hojas in
vitro, en medio MS suplementado con BA 8.87uM y AIB 9.8uM por lo que
concluyeron que los tejidos de callos desorganizados son una fuente potencial de

los compuestos edulcorantes de la Stevia.

En el Andlisis de Varianza expuesto en el Cuadro N° 7, no se encontro diferencias
significativas entre las Concentraciones de Auxinas aplicadas a las 27
combinaciones en el Porcentaje de Formacion de Callo. Esta similitud en la
respuesta de los explantes, se atribuye a que todas estas concentraciones se
encuentran dentro del rango recomendado para la formacion de callo por Hurtado
y Merino (1991).
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Cuadro N° 8. Prueba Duncan (5%) para los efectos de la Concentracion de BAP

en el Porcentaje de Formacion de Callo a los 28 dias de induccién.

[C] de BAP (uM) Media (%) Duncan

50 99.623 A
25 97.547 AB
0 92.83 B

Debido a que el Analisis de Varianza mostré significancia en esta variable se
realizd la prueba de Duncan, que mostré diferencias significativas entre las
concentraciones de 50uM con 99.62 % y OuM con 92.83% de formacion de callo.
Esta diferencia se atribuye a la ausencia de BAP que promueve la divisiéon celular
y que actla conjuntamente con las auxinas para la formacion de callo (Roca y
Mrongnski 1989, Bu’Lock 1990 y Hurtado y Merino 1991).

La interaccion de Tipo de Auxina * Concentracion de Auxina presenté diferencias
altamente significativas, por lo que se realiz6 un analisis de efectos simples de
dicha interaccién lo que sera expuesto a continuacion. Las interacciones de Tipo
de Auxina * Concentracion de BAP y Concentracion de Auxina * Concentracion de

BAP no presentaron diferencias estadisticas significativas.

Cuadro N° 9. Analisis de los Efectos Simples de la Interaccion de Tipo de Auxina
por [C] de Auxina del Porcentaje de Formacion de Callo a los 28

dias de induccidn.

FV GL SC CM Fc Ft 0.05 Ft 0.01 Significancia

Tipo de Aux. ([C] 5uM Aux.) 2 3.1009 1.5504 1.8977 3.07 4.76 N.S.
Tipo de Aux. ([C] 10uM Aux.) 2 13.6781 6.839 8.3709 3.07 4.76 *
Tipo de Aux. ([C] 20uM Aux.) 2 11.3541 5.677 6.9486 3.07 4.76 o

[C] de Aux. ( 2,4-D) 2 10266 0.5133 0.6283 3.07 4.76 N.S.
[C] de Aux. (ANA) 2 35982 1.7991 2.2021 3.07 4.76 N.S.
[C] de Aux. (AIA) 2 0.1531 0.0765 0.0937 3.07 4.76 N.S.
Error Experimental 140 114.3904 0.817

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

65



Cultivo de Cétulas en Suspension de Stevia rebaudianaB.
Evelyn E. Villanueva Gutierrez

'..I' ¥ I.ﬂ
E“ﬁ;—.’éﬁ;\

105 4

()]
]
©
Q 100
N 1 49%1 A0 875
(/)] .
© 555
o ¥ TSN 94.44
©
(@]
o 90
©
c
o]
'S 85 85
®©
S
2 801
(]
©
S 715
SuM 10uM 20uM

Concentracion de Auxina

|——2,4-D ANA AIA |

Grafica N° 4. Efectos Simples del Tipo de Auxina dentro de cada concentracién de

Auxina sobre el Porcentaje de Formacion de Callo a los 28 dias.

En la Gréfica N° 4, respaldada por el Cuadro N° 9, se aprecia que a una
concentracion de 10uM de la auxina ANA el porcentaje de formacion de callo es
estadisticamente inferior al resto de las auxinas a la misma concentracion.
También muestra que a una concentracion de 20uM de 2,4-D alcanzo un 94.44%,
siendo este porcentaje inferior a los alcanzados por ANA y AIA con 98.75% vy
97.77% respectivamente.

El bajo Porcentaje de Formacion de Callo de 2,4-D (20uM) y de ANA (10uM)
frente a las demas concentraciones se atribuye al balance auxina - citocinina
porque la disminucién sustancial del porcentaje proviene de los tratamientos 4
(20uM 2,4-D, OuMBAP) y 6 (10uMANA, OuMBAP) respectivamente, que no
desarrollaron un adecuado porcentaje de formacion de callo. Ambos tratamientos

no contenian BAP mientras que éste regulador de crecimiento actud
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sinérgicamente y promovio una mayor formacion de callo con ANA 'y 2,4-D con las

mismas concentraciones mencionadas anteriormente.

La prueba de Duncan realizada para los efectos principales de la Concentracion
de BAP indica que la presencia de BAP influye positivamente en el porcentaje de
formacion de callo. Estos resultados también se pueden atribuir al tiempo ya que

los callos requieren de 3 a 8 semanas para desarrollarse (Hurtado y Merino 1991).

4.2.1.1.1. Andlisis del comportamiento general de los tratamientos.-

A continuacion, se presenta el Analisis de Varianza expuesto en el Cuadro N° 10
que detectd diferencias altamente significativas entre todos los tratamientos
ademas con la prueba de Duncan (Anexo 3), se analizaron estas diferencias

estadisticas.

Cuadro N° 10. Analisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Porcentaje de

Formacion de Callo a los 28 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Auxina* [C]* BAP 29 464.93 16.03 21.61 0.0001 **
Error 147 109.04 0.74
Total 176 573.94
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV = 9.02%

La prueba detectdé que no existen diferencias entre la mayoria de los tratamientos
con medias que oscilan entre 86.67% y 100% de formacion de callo, probando la
efectividad de los reguladores de crecimiento en todas sus concentraciones a
excepcion de los tratamientos 6 con 61.66% y 1 con 0% de formacién de callo,
siendo éstos significativamente inferiores. El bajo porcentaje del tratamiento 6
probablemente se deba a la ausencia de BAP ya que el balance de ANA y BAP
promovié elevados porcentajes de formacion de callo como en los tratamientos 16
(93.33%) y 26 (100%).
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Por otro lado, el tratamiento 1(OuM auxina y OuM BAP), que no fue suplementado
con ningun regulador de crecimiento, no formé callo, este resultado demuestra que
los explantes de hojas de Stevia rebaudiana requieren la suplementacion de

auxinas y citocininas para formar callo.
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Grafica N° 5. Diferencias entre medias del Porcentaje de Formacién de Callos

friables y los tratamientos: 1, 11y 21 a los 28 dias de induccion.

En la Grafica N° 5, se encuentran representados todos los tratamientos
suplementados con 2,4-D combinados con BAP a diferentes concentraciones,
donde se aprecia la capacidad de esta auxina de formar callos friables de tamafio
considerable sin derivar en morfogénesis. Asi, se constituye en una masa amorfa
en constante expansién, con caracteristicas ideales para iniciar y establecer una
suspension celular, alcanzando un porcentaje de formacion de callo desde un 86%
hasta un 100 %.

68



et
e Cultivo de Cébulas en Suspension de Stevia rebaudianaB.
= Tvelyn E. Villanueva Gutierrez

Choi et al. (1997), obtuvo una gran proliferaciébn de callos opacos, blancos vy
friables de Acanthopanax koreanum N. desarrollados sobre medio con 4.5 uM de
2,4-D siendo un punto critico para la induccion de callos embriogénicos. Esta

informacién confirma la influencia de 2,4-D en la consistencia del callo.

En la misma grafica se aprecia el comportamiento del tratamiento testigo
(T1 = OuM auxina /OuM BAP) que no form¢ callo y los tratamientos 11(0uM auxina
/25uM BAP) y 21(0uM auxina/50uM BAP) que alcanzaron un 93.33% de formacion
de callo en ambos casos. Estos callos fueron de gran tamafo, color amarillo,
consistencia dura y ausencia de morfogénesis ademas que se observo un proceso
necrético del material vegetal. Lo cual confirma los resultados obtenidos por
Yamazaki et al. (1991).

Es importante destacar que si bien la mayoria de los tratamientos formaron callos,
éstos poseian diferentes caracteristicas morfologicas que determinaron su empleo
para la siguiente fase experimental, como el caso de 2,4-D descrita anteriormente.
Los tratamientos suplementados con ANA y AIA formaron callos provistos
principalmente de raices, la adicion de BAP formo6 callos sin raices y de
consistencia dura debido a la accion inhibidora de BAP a elevadas
concentraciones. (Bu’lock 1990, Hurtado y Merino 1991) ni brotes (Yamazaki,
1991 y Choi et al. 1997).

4.2.1.2. Porcentaje de Formacioén de callos a los 56 dias.-
Pasados 56 dias de la induccién a callo se realiz6 la segunda evaluacion y a

través del Analisis de Varianza descrito en el Cuadro N° 11 se detectaron las

siguientes diferencias.
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Cuadro N° 11. Andlisis de Varianza Factorial para el Porcentaje de Formacion de

Callo a los 56 dias de induccion.

FVv GL SC CM Fc P>F Significancia
Tipo de Auxina 2 41001 2.05 2.99 0.0534 N.S.
[C] Auxina 2 3.5361 1.768 2.58 0.0794 N.S.
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 10.085 2.5212 3.68 0.007 **
[C] de BAP 2 4.3219 2.1609 3.16 0.0458 *
Tipo de Auxina* [C] BAP 4 7.5147 1.8786 2.74 0.0311 *
[C] Auxina * [C] BAP 4 6.32 1.58 2.31 0.0613 N.S.
Error 135 92.449 0.6848
Total 153 129.42

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

CV=8.36%

En los efectos principales de Tipo de Auxina y Concentracion de Auxina no se

encontraron diferencias estadisticas, este resultado se debe a que las diferentes

auxinas empleadas y a diferentes concentraciones se encuentran son

recomendadas por Hurtado y Merino (1991). Por lo tanto, bajo estas condiciones

los explantes respondieron a un fuerte estimulo hormonal formando callo.

Por otro lado en los efectos principales de la Concentracion de BAP se

encontraron diferencias significativas por lo que se realiz6 la Prueba de Duncan

descrita a continuacion.

Cuadro N° 12. Prueba Duncan (5%) para los efectos de la Concentraciéon de BAP

en el Porcentaje de Formacion de Callo a los 56 dias de induccion.

[C] de BAP (uM) Media (%)

Duncan

50 100
25 98.302
0 94.51

A
AB
B
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La prueba de Duncan del Cuadro N° 12, indica que existe una diferencia
significativa entre las concentraciones 50uM y OuM, siendo esta dudltima
estadisticamente inferior. Esta diferencia en el porcentaje de formacion de callo se
debe a la falta de la citocinina BAP porque la presencia de ésta en el medio de

cultivo combinada con diferentes auxinas incrementan la division celular.

Este resultado concuerda con el trabajo realizado por Marcovillica (1989), en
Stevia rebaudiana donde obtuvo una gran proliferacion de callos cuando fueron
suplementados con BAP y 2,4-D a los 60 dias de evaluacién. También Yamazaki
(1991) obtuvo una gran proliferacion de callos de Stevia rebaudiana cuando

adicion6 25uM y 50 uM al medio de cultivo MS.

En la interaccion de la Concentracion de Auxina por Concentracion de BAP no se
encontraron diferencias estadisticas significativas, mientras que la interaccion del
Tipo de Auxina por la Concentracion de Auxina y Tipo de Auxina por
Concentracion de BAP se detectaron diferencias estadisticas por lo que se
realizaron los analisis de efectos simples y las gréficas correspondientes a estas

interacciones que se presentan a continuacion.

Cuadro N° 13. Analisis de los Efectos Simples de la Interaccion de Tipo de Auxina
por Concentracion de Auxina del Porcentaje de Formacién de

Callo a los 56 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc Ft 0.05 Ft0.01 Significancia

Tipo de Auxina ([C] 5 Auxina) 2 291715 14586 2.1299 3.07 4.76 N.S.
Tipo de Auxina ([C] 10 Auxina) 2 14.0365 7.0183 10.249 3.07 4.76 **
Tipo de Auxina ([C] 20 Auxina) 2  2.7969 1.3985 2.0421 3.07 4.76 N.S.
[C] de Auxina ( 2,4-D) 2 228982 1.1449 1.6719 3.07 4.76 N.S.
[C] de Auxina ( ANA) 2 153541 7.6771 11.211 3.07 4.76 **
[C] de Auxina (AIA) 2 3.74076 18704 2.7313 3.07 4.76 N.S.
Error Experimental 135 92.4486 0.6848

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
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Gréafica N° 6. Efectos Simples del Tipo de Auxina dentro de cada Concentraciéon
de Auxinas sobre el Porcentaje de Formacion de Callo a los 56 dias.

En la Grafica N° 6, ANA (84.11%) a una [C] de 10uM es estadisticamente inferior
al resto de las interacciones en el porcentaje de formaciéon de callo a los 56 dias.
Roca y Mrongnski (1989), Bu'lock (1990) y Hurtado y Merino (1991) mencionan
gue BAP promueve la division celular e incrementa la actividad celular resultando
en una proliferacion de células y callos. La ausencia de este regulador de
crecimiento puede ser la causa de esta disminucion del porcentaje de formacion
de callos ya que esta disminucién ocurre Unicamente cuando el medio de cultivo

esta suplementado s6lo con ANA.
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Cuadro N° 14. Analisis de los Efectos Simples de la Interaccion de Tipo de Auxina
por Concentracion de BAP del Porcentaje de Formacion de Callo a

los 56 dias de induccion.

FVvV GL SC CM Fc Ft 0.05 Ft 0.01 significancia

[C] BAP (2,4-D) 2 0.22452 0.11226 0.1639 3.06 4.766 N.S.
[C] BAP (ANA) 2 11.5805 5.79027 8.4554 3.06 4.766 **
[C] BAP (AIA) 2 0 0 0 3.06 4.766 N.S.
Tipo de Auxina([C] OuM BAP) 2 121471 6.07357 8.8691 3.06 4.766 **
Tipo de Auxina([C] 25uM BAP) 2 0.248 0.124 0.1811 3.06 4.766 N.S.
Tipo de Auxina([C] 50uM BAP) 2 0 0 0 3.06 4.766 N.S.
Error Experimental 135 92.4486 0.6848

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
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Gréafica N° 7. Efectos Simples del Tipo de Auxina dentro de cada Concentracion

de BAP sobre el Porcentaje de Formacién de Callo a los 56 dias.

En la Gréafica N° 7 se aprecia el comportamiento de cada auxina dentro de cada

concentracion de BAP. El Analisis de Efectos Simples indica que existen
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diferencias altamente significativas del Tipo de Auxina en la Concentracion OuM de
BAP.

La ausencia de BAP provocé una disminucion en el Porcentaje de Formacion de
Callo cuando fueron suplementados los tratamientos Unicamente con ANA. Este
resultado indica que existe una accion sinérgica en la formacion de callo cuando
se combinan ambos reguladores de crecimiento que fue reflejado en el incremento

del porcentaje cuando fueron combinados con BAP.

4.2.1.2.1. Andlisis del comportamiento general de los tratamientos.-

A continuacién se presenta el analisis de varianza para los 30 tratamientos que

detect6 diferencias altamente significativas.

Cuadro N° 15. Analisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Porcentaje de

Formacioén de Callo a los 56 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Auxina* [C]* BAP 29 507.0947 17.486 30.16  0.0001 **
Error 142 82.315 0.579
Total 171 589.409
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =7.94%

Al existir diferencias altamente significativas entre todos los tratamientos se realizo
la Prueba de Duncan (Anexo N° 4), que determind que la diferencia principal
radicaba en los tratamientos 6 y 1 que obtuvieron los promedios mas bajos,
61.67% y 0 % respectivamente. El descenso en el porcentaje de formacion de
callo de ambos tratamientos se debe a: El tratamiento 6, no fue suplementado con
BAP, esta ausencia derivo en la falta de desarrollo del callo. En el caso del
tratamiento 1, éste no formo callos debido a la ausencia de reguladores de

crecimiento en dicho tratamiento.
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Los 28 tratamientos restantes mantuvieron sus caracteristicas morfologicas con la
diferencia que a los 56 dias, los tratamientos suplementados con ANA, AIA y BAP
iniciaron un proceso de necrosamiento debido principalmente al estrés del cambio

de medio de cultivo.
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Grafica N° 8. Diferencias entre medias del Porcentaje de Formacién de Callos

friables y los tratamientos: 1, 11y 21 a los 56 dias de induccion.

La Grafica N° 8, muestra los tratamientos suplementados con 2,4-D que
mantuvieron constante su proliferacion de callos friables sin derivar en
morfogénesis formando una masa amorfa de color beige y en estado vigoroso
libre de procesos necréticos. El tratamiento 1 no formé callo y en algunos casos

forma vitroplantas carentes de pigmentacion y en proceso de vitrificacion.
Por otro lado, los tratamientos suplementados con 25uM (T11) y 50uM (T21) de

BAP alcanzaron un 95 % y 100% de formacion de callo respectivamente. Se

formaron callos compactos de gran tamafio, con un elevado nivel de transpiracion
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Se observé signos profundos de envejecimiento y necrosamiento tornandose

éstos de color negro lo que oxidé el medio de cultivo a los 56 dias.

El analisis estadistico a los 84 dias (tercera evaluacién en Anexos 5y 6) presentd
los mismos resultados del Analisis de Varianza a los 56 dias de evaluacion. En
este sentido, sus resultados y discusiones son similares a los presentados en el

andlisis del comportamiento de los callos a los 56 dias.

4.2.2. Peso de Callo.-

El peso del callo permiti6 determinar indirectamente el crecimiento de los callo a
los 28, 56 y 84 dias, permitiendo conocer su desarrollo a través del tiempo. El
incremento de peso dependié directamente del balance auxina-citocinina porque
estos reguladores de crecimiento promovieron una gran variedad de callos, que
afect6 notoriamente al peso de éstos marcando grandes diferencias entre unos y
otros tratamientos reflejandose en el analisis estadistico que a continuacion se

presenta.

4.2.2.1. Peso de Callo alos 28 dias.-

En el andlisis de varianza expuesto en el Cuadro N° 16 se encontré que los
efectos principales de los factores: Tipo de Auxina, Concentraciéon de Auxina,

Concentracion de BAP y sus respectivas interacciones no presentan diferencias

estadisticas significativas.
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Cuadro N° 16. Analisis de Varianza Factorial para el Peso de Callo a los 28 dias

de induccion.

FVv GL SC CM Fc P>F Significancia
Tipo de Auxina 2 0.3991 0.1995 2.66 0.061 N.S
[C] Auxina 2 0.3825 0.1912 2.74 0.068 N.S
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 0.4809 0.1202 1.73 0.148 N.S
[C] de BAP 2 0.1259 0.0629 0.9 0.408 N.S
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 0.5016 0.1254 1.8 0.133 N.S
[C] Auxina * [C] BAP 4 0.5016 0.0963 1.38 0.243 N.S
Error 134 0.3854 0.0697
Total 152 11.6508

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =16.62%

Si bien el analisis de varianza no detecto diferencias estadisticas significativas se
observé una superioridad en el peso debido a la gran proliferacion de raices y
tejidos callosos de consistencia dura promovida por los tratamientos
suplementados con AIA y ANA que cumplen la funcién, a diferentes
concentraciones, de desarrollar raices como indican Ramirez (1989), Bu’'Lock
(1990) y Hurtado y Merino (1991).

En cambio los tratamientos suplementados con 2,4-D alcanzaron pesos bajos con
una proliferacion masiva de callos friables sin evidencias de ningun tipo de
morfogénesis. Al respecto, Mejia (1988) y Hurtado y Merino (1991), explican que
esta auxina suprime esta accion en las células. Esta atribucion fundamental de
friabilidad de los callos suplementados con 2,4-D los hace aptos para el propdsito
fundamental de este trabajo de investigacion, ya que es imprescindible que exista

una buena desagregacion del callo para formar una suspension celular.

En el Andlisis de Varianza tampoco se detectd diferencias estadisticas entre las
diferentes Concentraciones de Auxinas debido a que el rango empleado en las
concentraciones de auxinas se encuentra dentro del recomendado por Roca y

Mrongnski (1989) A estas concentraciones se produce normalmente el
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alargamiento celular y con un balance adecuado de citocininas y auxinas se
promueve la formacion de callo. (Mgliones et al. 1992). Otro factor que influyé en
este resultado es el corto tiempo transcurrido desde la induccién a callo hasta la

primera evaluacion.

También se observé que a los 28 dias de induccién a callo que si bien el andlisis
de varianza no detecté diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones de BAP si se observaron cambios morfolégicos segun la
presencia o ausencia de ésta. La ausencia de BAP y la presencia de ANA y AlA
en el medio de cultivo permitieron el desarrollo de raices. La formacion de raices
fue inhibida cuando en el medio de cultivo se encontraba BAP en las
concentraciones de 25uM y 50uM. Al respecto Hurtado y Merino (1991) indican
que a elevadas concentraciones BAP inhibe la formacién de raices pero a bajas

concentraciones (0.05uM) induce a la formacion de raices laterales.

En relacion a este punto, Castillo (1994), obtuvo una proliferacion de callos (77%),
con raices (44.4%) del total de explantes de hojas sometidos a 8.06uM de ANA y
6.66uM de BAP en Muiia Blanca (Minthos Tachus andina Brett epling), con pesos
de callo y raices de 1.33g aproximadamente, ademas, los tratamientos sometidos
a concentraciones mayores de BAP disminuyeron paulatinamente la formacion de
raices, por lo que se corrobora que a concentraciones altas de BAP como ser
25uM y 50uM, empleadas en la presente investigacion, inhibe la formacién de

raices.

4.2.2.1.1. Analisis del comportamiento general de los tratamientos.-

Para evaluar el comportamiento de los 30 tratamientos se realiz6 un Andlisis de

Varianza descrito a continuacion en el Cuadro N° 17.
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Cuadro N° 17. Andlisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Peso Total de

Callo a los 28 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Auxina* [C]* BAP 29 4.357668 0.150265 1.77 0.0156 *
Error 140 11.8863 0.0849
Total 169 16.24405

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV = 18.32%

El Andlisis de Varianza indica que existen diferencias significativas entre los 30
tratamientos y los resultados de la Prueba de Duncan (Anexo 7) muestran que los
tratamientos 5, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 25, 28, 29 y 30 no
presentan diferencias estadisticas significativas y son estadisticamente superiores
al resto de los tratamientos. Es probable que estos tratamientos sean superiores
porque las combinaciones realizadas para cada uno de estos tratamientos
promovieron una buena formacion de callo que en la mayoria de los casos fueron
de consistencia dura y desarrollaron morfogénesis lo que afect6 al peso de los

callos.

Es importante destacar que los callos formados por la auxina 2,4-D fueron
altamente friables y adecuados para el establecimiento de suspensiones celulares,
mientras que el resto de los tratamientos formaron callos compactos y en algunos
casos con raices laterales, siendo estos inadecuados para los objetivos de esta
investigacion, por lo que no se los considerd en la seleccion final de tratamientos

aptos para la siguiente fase.
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Gréafica N° 9. Diferencias entre medias del Peso Total de Callos friables y los
tratamientos: 1, 11 y 21 a los 28 dias de induccion.

En la Grafica N° 9, se describen todos los tratamientos suplementados con 2,4-D
debido a sus caracteristicas morfolégicas mencionadas anteriormente y su utilidad
para la siguiente fase experimental siendo los tratamientos 13, 14 y 22 con peso
de 1.8968g, 1.6411 g y 1.8019 g respectivamente, superiores estadisticamente al
resto de los tratamientos suplementados con dicha auxina. El tratamiento 24 con
una media de 1.5317g fue superior a los tratamientos 2, 3, 4, 12 y 23 con medias
que oscilan entre 0.5081gy 1.435 g.

Es evidente que los tratamientos suplementados con 2,4-D y BAP tuvieron un
mayor rendimiento en peso que aquellos que solo estaban adicionados con 2,4-D,
siendo este resultado importante, ya que se demuestra la influencia en el peso y
por consiguiente en el crecimiento del callo por la accion conjunta de ambos
reguladores de crecimiento, porque BAP interviene en la division celular y 2,4-D en
el alargamiento celular ademas de ser estimulador de la respiracion, hecho

correlacionado con el crecimiento del explante. Choi et al. 1997, reportd un
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incremento en peso fresco de los callos suplementados con 2,4-D combinados con

BAP y KIN, lo que fue corroborado en el presente estudio.

Dentro de la grafica, también estan incluidos los tratamientos 11 y 21 que solo
fueron suplementados con BAP, éstos tuvieron una respuesta favorable en la
variable peso ya que alcanzaron promedios de 2.995 g y 2.1052 g, formando
callos compactos y sin indicios de morfogénesis. Finalmente, el tratamiento 1, que
fue empleado como testigo, por no estar suplementado con ningun regulador de
Crecimiento (OuM BAP y OuM Auxinas), obtuvo el menor peso promedio, por lo
que los explantes formaron plantas vitrificadas y no callo. Este resultado
demuestra que la formacién de callo en Stevia rebaudiana B. depende de la

suplementacion de auxinas y de BAP.

42.2.2. Pesode Callo alos 56 dias.-

De acuerdo al andlisis de varianza descrito del Cuadro N° 18, en los efectos
principales del Tipo de Auxina, Concentracion de Auxina y Concentracién de BAP,
se detectaron diferencias estadisticas altamente significativas, también en las
interacciones de Concentracibn de Auxina por Concentracion de BAP se
detectaron diferencias altamente significativas por lo tanto existe una relacion

estrecha en esta interaccion que influye directamente en el peso de callo.
No se encontraron diferencias estadisticas significativas en las interacciones de

Tipo de Auxina por Concentracion de Auxina y Tipo de Auxina por Concentracion
de BAP en el Analisis de Varianza.
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Cuadro N° 18. Analisis de Varianza Factorial para el Peso Total de Callo a los 56

dias de induccién.

FVv GL SC CM Fc P>F Significancia

Tipo de Auxina 2 2.03389 1.01694 11.7 0.0001 *x
[C] Auxina 2 1.10634 0.55317 6.37 0.0023 *x
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 0.58519 0.14629 1.68 0.1576 N.S.
[C] de BAP 2 1.20429 0.60215 6.93 0.0014 *x
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 0.29355 0.07338 0.84 0.4993 N.S.
[C] Auxina * [C] BAP 4 1.30417 0.32604 3.75 0.0064 *x
Error 130 11.2954 0.08689
Total 148 17.8341

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

CV=17.19%

A continuacion se presentan las respectivas pruebas de Duncan para los efectos
principales y el analisis de las interacciones detectadas en el Analisis de Varianza
del Cuadro N° 18.

Cuadro N° 19. Prueba Duncan (5%) para los efectos del Tipo de Auxina en el

Peso Total a los 56 dias de induccion a callo.

Tipo de Auxinas Media(g) Duncan
AlA 2.5318 A
ANA 2.1532 A
2,4-D 1.5331 B

De acuerdo a la prueba de Duncan, no se detectaron diferencias estadisticas
entre AIA (2.53g) y ANA (2.15g). respectivamente. Sin embargo, si se detectaron
diferencias estadisticas altamente significativas con 2,4-D (1.5331g.) siendo
inferior a los pesos promedios de las otras dos auxinas. Segun Hurtado y Merino
(1991), la superioridad en peso puede deberse a la accion morfogénica de ANA y
AlA que promovieron la proliferacion masiva de callos compactos provistos de

raices.

Por otro lado, a los 56 dias los tratamientos suplementados con AlA incrementaron
su peso promedio en un 30.8% con 0.7799g; los tratamientos suplementados con
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ANA incrementaron su peso en un 21.25% con 0.4577 g y los tratamientos
suplementados con 2,4-D incrementaron su peso en un 10.82% con 0.1659 g.
Estos datos indican que existié un crecimiento de los callos en 28 dias que vario
de 10% a 30%, aproximadamente.

Cuadro N° 20. Prueba Duncan (5%) para los efectos de la Concentracion de

Auxina en el Peso Total a los 56 dias de induccién a callo.

[C] de Auxinas (uM) Media (g) Duncan

5 2.4606 A
10 1.8833 B
20 1.7865 B

De acuerdo a la prueba de Duncan, se encontraron diferencias significativas entre
las concentraciones 5uM, 10uM y 20uM alcanzando un mayor peso promedio los
callos con la concentracion de auxinas mas baja. Sin embargo, el promedio de
peso de las concentraciones de 10uM y 20uM tuvieron un comportamiento

estadistico analogo entre ellas.

Esta superioridad en peso ejercida por la concentracion menor de auxina se
atribuye a dos factores, el primero a que un exceso de auxinas puede suprimir la
division celular derivando en la disminucion o detencién del crecimiento celular
citado por Ramirez (1989) y Hurtado y Merino (1991), el segundo, al parecer
estaria relacionado a que los mayores pesos se registraron en aquellos

tratamientos que derivaron en morfogénesis.

Cuadro N° 21. Prueba Duncan (5%) para los efectos de la Concentracion de BAP

en el Peso Total a los 56 dias de induccién a Callo.

[C] de BAP (uM) Media (g) Duncan
25 2.3239 A
50 2.149 A
0 1.6905 B
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Segun la prueba de Duncan son estadisticamente iguales los efectos de las
concentraciones 25uM con 2.3239 g y 50uM con 2.149 g, mientras que los efectos
de la concentracion de OuM con 1.6905 g. es estadisticamente inferior a las otras
concentraciones. También se encontré un incremento en peso de 0.7127 g de los
callos sometidos a una concentracion de 25uM, mientras que se hall6 un
incremento de 0.6262g cuando se adicion6 50uM de BAP. La presencia de BAPen
los tratamientos, promovié una mayor division celular que permiti6 un mayor
incremento en peso que aquellos tratamientos que no fueron suplementados con
BAP

Finalmente se registré un incrementd en peso de 0.033 g cuando no se adiciono
BAP al medio de cultivo. Estos resultados demuestran la accion favorable de BAP
gue derivo en un mayor crecimiento y desarrollo de los callos. No obstante, la
ausencia de BAP en aquellos tratamientos que solo fueron tratados con auxinas
tuvieron un menor incremento en el desarrollo del callo como indican Roca y
Mrongnski (1989), Hurtado y Merino (1991) y Mgliones et al.. (1992).

Yamasaki et al.. 1991, emplearon concentraciones de 30uM, 50uM de BAP y OuM
de Auxinas, donde obtuvieron una gran formacion de callos compactos a partir de
raices de Stevia rebaudiana, mientras que a una concentracion OuM no obtuvieron
callo. En esta investigacion se pudieron repetir estos resultados ademas se
demostro las relaciones existentes entre 2,4-D, ANA y AIA y BAP que influyeron

positivamente en el incremento del peso de callo.
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Cuadro N° 22. Andlisis de los Efectos Simples de la interaccion de la
Concentracion de Auxina por la Concentracion de BAP del Peso

Total de Callo a los 56 dias de induccién.

FVvV GL SC CM Fc Ft 0.05 Ft 0.01 significancia

[C]Auxina ([C] OuM BAP) 2  4.862102 2.4311 27979 3.07 4.77 o

[C] Auxina ([C] 25uM BAP) 2 0.09336 0.0467 0.537 3.07 4.77 N.S.
[C] Auxina ([C] 50uM BAP) 2 0.114325 0.0572 0.658 3.07 4.77 N.S.
[C] BAP ([C] 5uM Auxina) 2 0.237174 0.1186 1.365 3.07 4.77 N.S.
[C] BAP ([C] 10uM Auxina) 2 0.650784 0.3254 3.745 3.07 4.77 *

[C] BAP ([C] 20uM Auxina) 2 3.230054 1.615 18588 3.07 4.77 o
Error Experimental 130 11.2954 0.0869
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Grafica N° 10. Efectos Simples de las Concentraciones de Auxina dentro de cada
Concentracion de BAP sobre el Peso Total de Callo a los 56 dias

de Induccién.
En la Grafica N° 10, se observa el comportamiento de las auxinas en cada

concentracion de BAP del peso de los callos a los 56 dias de induccion. El

comportamiento de los efectos simples de las concentraciones de las auxinas en
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las concentraciones de 25uM y 50uM de BAP, no presentan diferencias

estadisticas significativas.

Sin embargo, en la concentracién OuM de BAP el efecto de las auxinas en el peso
alcanzaron diferencias altamente significativas segun el andlisis de efectos
simples del Cuadro N° 22, por lo que a una concentracion de 5uM el peso
promedio fue 2.65g, siendo éste superior a los pesos que alcanzaron las

concentraciones 10uM y 20uM.

Esta diferencia del efecto de la concentracion 5uM de las auxinas se atribuye a
que a esta concentracion se desarrolla mejor la organogénesis (formaron raices y
callos de gran tamafo y de consistencia dura) que fue promovida por ANA y AlA
cuando la concentraciéon de BAP es OuM. En el caso de 2,4-D, ésta formo callos
friables y de buen tamafio frente a las concentraciones de 10uM y 20uM. Ramirez
(1989) y Hurtado y Merino (1991) indican que este comportamiento puede deberse
a la accibn adversa de los reguladores de crecimiento los cuales a

concentraciones elevadas se inhibe el crecimiento y desarrollo del callo.

Por lo tanto, se puede apreciar la accidn sinérgica que existe cuando se combinan
estas auxinas con BAP, porque no existen diferencias significativas en peso con
su presencia a diferentes concentraciones. Este resultado es complementado por
el trabajo de Skoog y Miller (1957), citado por Hurtado y Merino (1991), que
demostraron que la accion de las auxinas o citocininas por separado no tienen un
efecto importante en el crecimiento y desarrollo del callo, mientras que al
emplearlas simultdneamente éstas incrementaron su desarrollo notoriamente en

callos de tabaco.
También la presencia de BAP inhibi6 la formacién de raices lo que influyo

decisivamente en el peso de callo a los 56 dias de induccién. Ademas, la
presencia de BAP a diferentes concentraciones promovié la formacion de callos de
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buen tamafio y de consistencia dura 6 blanda que segun Mateo (1988) citado por

Cuellar (1996), depende de la combinacién con el tipo de auxina.
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Gréafica N° 11. Efectos Simples de las Concentraciones de BAP dentro de cada
Concentracion de Auxina sobre el Peso Total de Callo a los 56

dias de induccion.

En la Grafica N° 11. se aprecia el comportamiento de las concentraciones de BAP
en cada concentracion de Auxina. En las concentraciones 5uM y 10uM de Auxina
el comportamiento de BAP es semejante en todas sus concentraciones y no

presenta diferencias segun el analisis de efectos simples del Cuadro N° 22.

En las concentraciones de 10uM y 20 uM de Auxina, en las concentraciones de
BAP existen diferencias significativas y altamente significativas, respectivamente
segun el andlisis de efectos simples del Cuadro N° 22. En la grafica, se muestra
que es significativamente superior la concentracion 25uM de BAP con 2.41g. en
relacion a la concentracion de OuM con 0.96g. También el analisis de los efectos

simples detectd6 que existen diferencias significativas entre las tres
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concentraciones de BAP dentro de la concentracion 10uM de la auxina. La
concentracion de OuM de BAP fue inferior a las concentraciones de 25uM y 50uM.
Esta diferencia se debe al sinergismo que se presenta en el crecimiento y
desarrollo del callo cuando se emplean citocininas y auxinas en concentraciones
optimas (Mejia 1988 y Hurtado y Merino 1991).

4.2.2.2.1. Analisis del comportamiento general de los tratamientos.-

El Andlisis de Varianza del Cuadro N° 23, muestra que existe una diferencia
altamente significativa entre tratamientos (Auxina * Concentracion * BAP), que
incluye las tres concentraciones de BAP que no formaron parte del analisis

factorial 3x3x3.

Cuadro N° 23. Andlisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Peso Total de

Callo a los 56 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Auxina* [C]* BAP 29 8.89264 0.30664 2.72 0.0001 **
Error 136 15.3383 0.1127
Total 165 24.2309

Al encontrarse diferencias entre tratamientos se realizdé la prueba de Duncan
(Anexo N° 8) que detect6 las siguientes diferencias: Los tratamientos 2, 5, 8, 9,
11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 29 y 30, no presentan
diferencias estadisticas significativas, en el peso de callo y son significativamente
superiores a los demas tratamientos. Esta superioridad en peso se atribuye a las
siguientes causas: a) es posible que se deba a la morfogénesis promovida por los
tratamientos suplementados con ANA y AlA que influyd en el peso de callos, b) la
presencia de BAP en combinacién con las distintas auxinas en el medio de cultivo,
permitid una gran proliferacion de tejido tipo callo que segun su consistencia

(compactos vy friables) derivd en un incremento en peso. c) la presencia de BAP
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permiti® una mejor proliferacibn de callo que aquellos tratamientos que no

contenian BAP.
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Gréafica N° 12. Diferencias entre medias del Peso Total de Callos friables y los
tratamientos: 1, 11 y 21 a los 56 dias de induccion.

En la Grafica N° 12, se encuentran los tratamientos suplementados con 2,4-D a
diferentes concentraciones que alcanzaron pesos que oscilan entre 0.45gy 1.98 g
debido a la presencia o ausencia de BAP. Aquellos tratamientos que no fueron
suplementados con BAP a excepcion del tratamiento 2 obtuvieron los pesos mas
bajos en este grupo de tratamientos. Los demdas tratamientos que fueron
suplementados con BAP a diferentes concentraciones, a excepcion de los
tratamientos 12 y 24 son estadisticamente iguales y superiores al resto de los
tratamientos suplementados con 2,4-D. Sin embargo, el tratamiento 24 (20uM 2,4-
D y 50uM BAP) con 1.58g. fue el mas sobresaliente por su alta friabilidad y

elevado porcentaje de supervivencia registrado hasta la fecha.
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Los tratamientos 1, 11 y 21 que también estan incluidos en la grafica pero que no
forman parte del disefio experimental factorial 3x3x3 presentaron el siguiente
comportamiento: Los tratamientos 11 (25uM) con 3.0262 g y 21 (50uM) con
3.6319 g son estadisticamente y morfolégicamente iguales, formando callos de
gran tamafio, de consistencia dura y en proceso necrgtico. El tratamiento control
(T1: OuM Auxina y OuM BAP) alcanzé el peso mas bajo (0.42 g), porque no formo
callo. Estos resultados también fueron obtenidos en la investigacion realizada por
Yamazaki et al..1991.

4.2.2.3. Peso de Callo alos 84 dias.-

A los 84 dias de induccion a callo, el Andlisis de Varianza descrito en Cuadro N°
24, muestra que los efectos principales de Tipo de Auxina y Concentracién de
BAP presentan diferencias altamente significativas, mientras que la Concentracion
de Auxina no presenta diferencias estadisticas. Las tres interacciones que estan
consideradas dentro del modelo (Tipo de Auxina por Concentracion de Auxina;
Tipo de Auxina por Concentracion de BAP y Concentracion de auxina por
Concentracion de BAP) no presentan diferencias estadisticas.

Cuadro N° 24. Analisis de Varianza Factorial para el Peso Total de Callo a los 84

dias de induccion.

FVv GL SC CM Fc P>F Significancia
Tipo de Auxina 2 26218 1.3109 14.4 0.0001 **
[C] Auxina 2 0.1202 0.0601 0.66 0.5199 N.S
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 0.6519 0.163 1.79 0.1406 N.S
[C] de BAP 2 1.8338 0.9169 10.08 0.0001 **
4
4

Tipo de Auxina * [C] BAP 0.7244 0.1811 1.99 0.1056 N-S.
[C] Auxina * [C] BAP 0.7633 0.1908 2.1 0.0905 N.S

Error 69 6.2791 0.091
Total 87 13.263
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV = 17.32%
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A continuaciéon se presentan las pruebas de Duncan del Tipo de Auxina y

Concentracion de BAP.

Cuadro N° 25. Prueba Duncan (5%) para los efectos del Tipo de Auxina en el

Peso Total a los 84 dias de induccion a callo.

Tipo de Auxinas Media(g) Duncan
AlA 3.0039 A
ANA 2.7576 A
2,4D 1.5618 B

Como se pueden observar en la prueba de Duncan (Cuadro N° 25) AIA y ANA
alcanzaron pesos promedios de 3 g y 2.75 g respectivamente siendo iguales entre
ellas y significativamente superiores a 2,4-D con 1.56 g.

Los tratamientos suplementados con AIA aumentaron su peso promedio a
0.4221q, los tratamientos suplementados con ANA a 0.6044 g y los tratamientos
suplementados con 2,4-D a 0.0287 g, por lo que se advierte un incremento en
peso y tamafio en menor proporcion respecto a las anteriores fechas. En el caso
de AIA y ANA este incremento se debié a que promovieron la formacién de callos
provistos de raices 6 con la accién conjunta de BAP formando callos compactos y
de gran tamafo, lo que hizo que fueran superiores a todos los tratamientos
suplementados con 2,4-D, por otro lado los tratamientos suplementados con 2,4-D
desarrollaron callos friables y no derivaron en morfogénesis haciéndolos Uutiles

para la obtencion de suspensiones celulares (Roca y Mrognski 1989).

Cuadro N° 26. Prueba Duncan (5%) para los efectos de la Concentracion de BAP

en el Peso Total a los 84 dias de induccién a Callo.

[C] de BAP (uM) Media (g) Duncan
50 2.5998 A
25 2.5637 A
0 1.4532 B
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Segun la prueba de Duncan, los pesos promedios de los callos suplementados
con 25uM y 50uM no presentaron diferencias estadisticas significativas, mientras
que la concentracion de OuM es estadisticamente inferior frente a las otras
concentraciones. Esta superioridad en peso se atribuye a la accion estimuladora
de BAP en el crecimiento y desarrollo del callo y a la accién conjunta existente con
las auxinas ya que sin la presencia de la BAP (OuM) el peso registrado se debe

exclusivamente a la accion de las auxinas.

4.2.2.3.1. Andlisis del comportamiento general de los tratamientos.-

El Andlisis de Varianza que fue empleado para detectar diferencias entre los 30
tratamientos descrito en el Cuadro N° 27, detecta diferencias altamente

significativas entre tratamientos.

Cuadro N° 27. Andlisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Peso Total de
Callo a los 84 dias de induccién.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Auxina* [C]* BAP 29 7.66606 0.264347 3.19 0.0001 *x
Error 68 5.6379 0.0829
Total 97 13.304

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =16.92%

La prueba de Duncan (Anexo 9), muestra las siguientes diferencias entre
tratamientos: Los tratamientos 19, 29, 16 y 5 no presentan diferencias estadisticas
significativas entre ellos y son estadisticamente superiores al resto de los
tratamientos debido a una gran formacién de raices, callos duros, pesados y en
proceso necrotico. Por sus caracteristicas morfologias y pese a tener los mejores
promedios en peso no son adecuados para esta investigacion, por esta razon, se

detalla a continuacién los tratamientos suplementados con 2,4-D ademas de los
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tratamientos testigos para auxina (aquellos que no formaron parte del disefio

experimental 3x3x3).

Peso del Callo a los 84 dias
=
a

TL T2 T3 T4 T11 T12 T13 T14 T21 T22 T23 T24
0uM BA 25uM BA 50uM BA

Tratamientos

‘DOmM 2,4-D @5mM 2,4-D @10mM 2,4-D 020mM 2,4-D \

Gréafica N° 13. Diferencias entre medias del Peso Total de Callos friables y los

tratamientos: 1, 11 y 21 a los 84 dias de induccion.

La Grafica N° 13, muestra a los tratamientos suplementados con 2,4-D y
combinada con BAP; estos tratamientos alcanzaron medias que oscilan entre
2.554 g y 0.731g. Segun la prueba de Duncan los tratamientos 2, 12, 13, 14, 22,
23 y 24 son estadisticamente iguales entre si y superiores a los tratamientos 3 y 4.
Estos dos ultimos tratamientos muestran poca eficiencia en el peso debido a la
falta de BAP, porque existe una accion conjunta entre 2,4-D y la BAP que esta
demostrado en los tratamientos suplementados con 25uM y 50uM de BAP, y con
las mismas concentraciones de 2,4-D incrementaron notoriamente su peso como
es el caso del tratamiento 24 (20uM 2,4-D y 50uM BAP) que alcanzo un peso
promedio de 1.53 g. frente a 0.731g. del tratamiento 4, formando callos altamente
friables y que son utiles seglin Roca y Mrognoski (1989) para el establecimiento

de una suspension celular. Los tratamientos 11 con 1.547g. y 21 con 2.204g.
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tuvieron fuertes procesos necroticos derivados en la muerte de los callos, por lo
que el peso total de los explantes disminuyé hasta un 50%. Finalmente el
tratamiento testigo (T1) mantuvo hasta la fecha algunas vitroplantas vitrificadas y

en su mayoria explantes de hoja completamente vitrificados.

4.2.3. Porcentaje de Supervivencia de Callo.-

Esta variable de respuesta permiti6 determinar el comportamiento a través del
tiempo de los callos sometidos a diferentes concentraciones de auxinas y
citocininas dado que la supervivencia es una variable determinante para poder
continuar con la siguiente fase experimental. Hurtado y Merino (1991) afirman que
en el proceso de senescencia se activan enzimas por la edad del cultivo, que
interfieren en el crecimiento y desarrollo de los callos, llevandolos a la muerte con

el transcurso del tiempo.

Segun, Roca y Mrongnski (1989) el genotipo de la planta influye en la
supervivencia de los callos. Otro factor que influye en esta variable, es la
tolerancia al estrés por un manipuleo constante y por el cambio a un medio fresco
de idénticas condiciones que el medio de induccién. Segun Ponce et al.. (1998),
estos cambios de medio de cultivo promueven y permiten el desarrollo y

crecimiento continuo de los callos.

En esta investigacion se evalud la supervivencia del callo, a los 56, 84 y 112 dias
después de los primeros 28 dias de cada subcultivo, con una frecuencia de
supervivencia de los callos que varia de 0% a 100%. Los resultados provenientes
de los tres andlisis de varianza son semejantes por lo que se presenta la discusion

de éstos en la tercera y Ultima evaluacién a los 112 dias de induccién a callo.

En las fotografias presentadas a continuacion se muestran las caracteristicas los

callos que serviran para la interpretacion de los resultados.
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e Callos Vivos

Fotografia N° 16: T7 Fotografia N° 17: T14
(20uM ANA/OuM BAP) (5uM ANA/25uM BAP)

En las Fotografias 16 y 17 se exponen los callos vivos debido a su crecimiento
activo, apariencia y color entre amarillo y marron, asimismo por la apariencia y

consistencia del medio de cultivo que fue cristalino y libre de contaminacion.

e Callos en proceso necrotico

* Fuente Propia

Fotografia N° 18:T18 Fotografia N° 19: T21
(5uM AIA/25uM BAP) (OuM Auxina/50uM BAP)

Los callos que se muestran en las Fotografias 18 y 19, son callos que presentaron
un proceso de necrosamiento estimado principalmente por el cambio de color
beige 6 amarillo a marrén 6 negro a partir de los extremos inferiores del callo.
Muestran también, el contacto con el medio de cultivo, la supresion del crecimiento

del callo y oxidacion del medio de cultivo.
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. Callos Muertos

* Fuente Propia

Fotografia N° 20: T8 Fotografia N° 21: T28
(5uM AIA/25uM BAP) (5uM AIA/50uM BAP)

Los callos expuestos en las Fotografias 20 y 21 fueron considerados muertos por
el aspecto del callo, de color café a negro, con el medio de cultivo en proceso 6
completamente oxidado y con la supresion total de crecimiento reflejado en el

peso del callo.

e Callos contaminados.

* Fuente Propia

Fotografia N° 22: T15 Fotografia N° 23: T19
(5uM ANA/25uM BAP) (10uM AIA/25uM BAP)
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El porcentaje de supervivencia de los callos también se vio afectado por pérdidas
debido a la contaminacién por hongos o bacterias de las cajas Petri como se

puede apreciar en las Fotografias 22 y 23.

4.2.3.1. Porcentaje de supervivencia a los 56 dias (4 semanas

después del Primer Subcultivo).-

Después de transcurrir cuatro semanas del primer subcultivo se realizé la primera
evaluacion del porcentaje de supervivencia de callo y se obtuvieron los siguientes

resultados.

Cuadro N° 28. Analisis de Varianza Factorial para el Porcentaje de Supervivencia

de Callo a los 56 dias de induccion.

FVv GL SC CM Fc P>F Significancia
Tipo de Auxina 2 2.7418 1.3709 9.42 0.0001 **
[C] Auxina 2 0.3586 0.1793 1.23 0.2946 N.S.
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 08896 0.2224 153 0.197 N.S.
[C] de BAP 2 0.4805 0.2402 1.65 0.1954 N.S.
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 0.213 0.0533 0.37 0.8325 N.S.
[C] Auxina * [C] BAP 4 0.3645 0.0911 0.63 0.6445 N.S.
Error 143 20.806 0.1454
Total 161 25.854
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CVv=21.16%

A las cuatro semanas del primer subcultivo, el analisis de varianza detecto
diferencias altamente significativas en el efecto principal del Tipo de Auxina. Por el
contrario, la Concentracion de Auxina y la Concentracién de BAP no presentaron
diferencias estadisticas.

No se encontraron diferencias estadisticas de las interacciones: Tipo de Auxina

por Concentracion de Auxina; Tipo de Auxina por Concentracion de BAP y
Concentracion de Auxina por Concentracion de BAP.
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Cuadro N° 29. Prueba Duncan (5%) para los efectos del Tipo de Auxina en el

Porcentaje de Supervivencia a los 56 dias de induccién a callo.

Tipo de Auxinas Media(%) Duncan
2,4-D 88.889 A
AlA 70 B
ANA 59.63 B

Segun la prueba de Duncan, la auxina 2,4-D con media de 88.88% de
supervivencia de callo es significativamente superior frente a AIA'y ANA.

4.2.3.1.1. Analisis del comportamiento general de los tratamientos.-

El Analisis de Varianza expuesto en el Cuadro N° 30, detectd diferencias

altamente significativas entre tratamientos.

Cuadro N° 30. Analisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Porcentaje de

Supervivencia de Callo a los 56 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Auxina* [C]* BAP 29 10.5728 0.3645 2.79 0.0001 *x
Error 150 19.63 0.1308
Total 179 30.202

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =20.25%

Al encontrarse diferencias estadisticas entre tratamientos se realiz0 la prueba de

Duncan (Anexo 10) y detectd las siguientes diferencias entre tratamientos:

Los tratamientos suplementados tanto con ANA como con AlA y en combinacion
con BAP fueron, en algunos de los casos, estadisticamente iguales a los
tratamientos suplementados con 2,4-D y solo. Estos resultados no se consideran
para esta investigacion, por el tipo de callos (compactos y con morfogénesis) que

desarrollaron éstos tratamientos.
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A continuacion, se presentan los tratamientos suplementados con 2,4-D a
diferentes concentraciones y suplementados con BAP, ademas de incluirse los 3

tratamientos testigos.
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Gréafica N° 14. Diferencias entre medias del Porcentaje de Supervivencia de
Callos friables y los tratamientos: 1, 11 y 21 a los 56 dias de

induccién.

Los tratamientos suplementados con 2,4-D detallados en la Gréafica N° 14, son
estadisticamente iguales alcanzando un porcentaje de supervivencia de un
78.33% a un 98.33%. Estos callos fueron de consistencia altamente friable, de
apariencia vigorosa y en constante crecimiento, ademas que no presentaron
signos de envejecimiento ni indicios de morfogénesis. En este sentido Hurtado y
Merino (1991) indican que el 2,4-D tiene la accion especifica de acumularse por
mas tiempo y tener un periodo activo relativamente mas prolongado que otras

auxinas.
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En la misma grafica se aprecia el comportamiento de los tratamientos 11 y 21
suplementados con 25uM y 50uM de BAP respectivamente y OuM de auxinas, que
tuvieron una respuesta favorable en el porcentaje de supervivencia a los 56 dias
debido a la accién de BAP que influye en el retraso de la senescencia de callo
(Bu'lock 1990 y Hurtado y Merino 1991) Estos dos tratamientos son
estadisticamente iguales entre si y con los tratamientos suplementados con 2,4-D
pero con caracteristicas morfologicas diferentes con callos de consistencia dura y
de gran tamafo. Por otro lado, el tratamiento testigo (T1) si bien no formo callo,
desarroll6 vitro plantas en alguno de los casos y en la mayoria, los explantes
presentaron una vitrificacion total, por lo que alcanzo el porcentaje mas bajo de

supervivencia el cual fue estadisticamente inferior a todos los tratamientos.

4.2.3.2. Porcentaje de supervivencia a los 84 dias (4 semanas

después del Segundo Subcultivo).-

A los 84 dias de induccion a callo se evalu6 la supervivencia de los callos donde

se obtuvo los siguientes resultados

Cuadro N° 31. Andlisis de Varianza Factorial para el Porcentaje de Supervivencia

de Callo a los 84 dias de induccion.

FVv GL SC CM Fc P>F Significancia
Tipo de Auxina 2 5.9429 2.9714 14.87 0.0001 **
[C] Auxina 2 0.1029 0.0514 0.26 0.7733 N.S.
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 0.9312 0.2328 1.17 0.3288 N.S.
[C] de BAP 2 0.0201 0.01 0.05 0.9509 N.S.
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 04722 0.118 0.59 0.6698 N.S.
[C] Auxina * [C] BAP 4 0.4166 0.1041 0.52 0.7202 N.S.
Error 143 28.572 0.1998
Total 161 36.458
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV=27.87%
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El Andlisis de Varianza del Cuadro N° 31, detectdé diferencias altamente
significativas en el Efecto Principal de Tipo de auxina, sin embargo, no existen
diferencias significativas en la Concentracion de Auxina y la Concentracion de
BAP.

De igual manera, todos las interacciones (Tipo de Auxina por Concentracion de
Auxina, Tipo de Auxina por Concentracion de BAP y Concentracién de Auxina por

Concentracion de BAP) no presentan diferencias estadisticas.

Cuadro N° 32. Prueba Duncan (5%) para los efectos del Tipo de Auxina en el
Porcentaje de Supervivencia de Callo a los 84 dias de induccion.

Tipo de Auxinas Media(%)  Duncan
2,4-D 76.481 A
AlA 49.63 B
ANA 33.333 C

La prueba de Duncan, indica que existen diferencias altamente significativas en el
porcentaje de supervivencia de los callos a las 4 semanas del segundo subcultivo.
La auxina 2,4-D con una media de 76.481%, es superior a las medias de AlA y
ANA. Ademas la media de AIA con 49.63%, es estadisticamente superior a ANA
que alcanzé el menor porcentaje de formacién de callo con 33.33% de

supervivencia.

4.2.3.2.1. Andlisis del comportamiento general de los tratamientos.-

El andlisis de varianza del Cuadro N° 33 indica que existen diferencias altamente

significativas entre los 30 tratamientos que se describe a continuacion.
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Cuadro N° 33. Analisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Porcentaje de

Supervivencia de Callo a los 84 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Auxina* [C]* BAP 29 10.6445 0.367 1.87 0.0085 **
Error 150 29.4827 0.1965
Total 179 40.13
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =27.9%

Al encontrarse diferencias entre tratamientos se realiz6 la Prueba de Duncan
(Anexo 11) donde se observa que los tratamientos suplementados con ANA, AlA'y
combinadas con BAP, mantuvieron una supervivencia de los callos entre 78.3% y
11.67%, en la mayoria de los casos se observo un acelerado envejecimiento de
los explantes Este envejecimiento puede deberse segun Hurtado y Merino (1991)
a que tanto ANA como AIA son eliminadas mas rapidamente por la accion
enzimatica de AIA oxidasa por lo que se detiene el crecimiento y se inicia el
necrosamiento del explante. También puede deberse a la falta de capacidad de
los callos formados con ANA y AlA de soportar el estrés derivado de un cambio de

medio de cultivo.
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Gréfica N° 15. Diferencias entre medias del Porcentaje de Supervivencia de
Callos friables y los tratamientos: 1, 11 y 21 a los 84 dias de

induccion.

La Grafica N° 15 muestra todos los tratamientos suplementados con 2,4-D
combinada con BAP a diferentes concentraciones. Segun la prueba de Duncan
(Anexo 11), todos estos tratamientos son estadisticamente iguales, con un
promedio que varia de 60 a 90% de supervivencia a los 84 dias de induccion a
callo y con dos subcultivos, demostrando tolerancia al cambio de medio de cultivo,
presentando las mismas caracteristicas morfologicas descritas anteriormente y
manteniendo un crecimiento constante, principalmente en los tratamientos
suplementados con BAP a una concentracion de 50uM. Estas pérdidas de los

callos se debieron principalmente a la contaminacion y muerte de los explantes.
En la misma grafica se encuentran representados los tratamientos 11 y 21 que a

los 84 dias de evaluacion mostraron que eran estadisticamente diferentes porque
el tratamiento 11 (71.67%), fue estadisticamente superior al tratamiento 21
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(28.33%) ya que presentaba fuertes indicios de envejecimiento debido a una alta
oxidacion de los explantes que derivd en un proceso necrotico irreversible. Por
altimo, el tratamiento testigo (T1) tubo un 5% de supervivencia de los explantes

gue desarrollaron plantas vitrificadas con una mayor necrosis.

4.2.3.3. Porcentaje de supervivencia a los 112 dias (4 semanas

después del Tercer Subcultivo).-

El Andlisis de Varianza del Cuadro N° 34 descrito a continuacion, detectod
diferencias altamente significativas en los efectos principales del Tipo de Auxina,
sin embargo, en los efectos principales de la Concentracion de Auxina y
Concentracion de BAP no se encontraron diferencias estadisticas ni en las
interacciones Tipo de Auxina por Concentracion de Auxina, Tipo de Auxina por
Concentracion de BAP y Concentracion de Auxina por Concentracion de BAP.

Cuadro N° 34. Andlisis de Varianza Factorial para el Porcentaje de Supervivencia
de Callo a los 112 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Tipo de Auxina 2 6.0462 3.0231 23.44 0.0001 **
[C] Auxina 2 0.4276 0.2138 1.66 0.1941 N.S.
Tipo Auxina * [C] Auxina 4  0.5111 0.1277 0.99 0.4146 N.S.
[C] de BAP 2 0.6967 0.3483 2.7 0.0705 N.S.
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 1.29 0.3225 25 0.0451 *
[C] Auxina * [C] BAP 4 0.4452 0.1113 0.86 0.4878 N.S.
Error 143 18.44 0.1289
Total 161 27.857
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =28.63 %

Los Analisis de Varianza (Cuadros N° 28, 31 y 34) de las tres fechas de
evaluacion no detectaron diferencias estadisticas en los efectos principales de la
Concentracion de Auxina ni en la Concentracion de BAP, esta respuesta en la

supervivencia de callo puede atribuirse a la accion especifica de cada regulador
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de crecimiento y no a las concentraciones que se empleen de éstos. Sin embargo,
en los tres analisis de varianza se detectaron diferencias altamente significativas

en el Tipo de Auxina.

Como se detectaron diferencias significativas del Tipo de Auxina en el Analisis de

Varianza se realiz6 la prueba de Duncan descrita a continuacion.

Cuadro N° 35. Prueba Duncan (5%) para los efectos del Tipo de Auxina en el

porcentaje de Supervivencia de Callo a los 112 dias de induccion.

Tipo de Auxinas Media(%)  Duncan
2,4-D 43.519 A
AlA 10.741 B
ANA 8.33 B

La prueba de Duncan detectd diferencias altamente significativas en el Tipo de
Auxina, la auxina 2,4-D (43.52%) es superior a las medias de AIA y ANA (10.74%
y 8.33%) respectivamente. Las pruebas de Duncan de los Cuadros N°. 29 y 32,
también detectaron que 2,4-D que existe una superioridad de 2,4-D frente a ANA 'y
AlA alos 56, 84 y 112 dias de induccién a callo.

Segun Mejia y Vittorelli (1988) y Hurtado y Merino (1991), 2.4-D es la mas fuerte
de las tres, por lo que tiende a acumularse por mas tiempo con un periodo activo
prolongado y también suprime la morfogénesis y rapidamente forma callo. Es por
estas razones que se atribuye la superioridad de 2,4-D en el porcentaje de

supervivencia del callo frente a las demas auxinas empleadas en este estudio.

Los callos formados con 2,4-D, fueron de consistencia friable, de tamafo mediano
y de color beige con una gran tolerancia al manipuleo y cambio de medio
frecuente. Marcovillica, en 1989 logré la organogénesis en callos de Stevia
rebaudiana Bertoni a los 60 dias después de la induccién donde detectaron los

primeros primordios de yemas con la combinacion de BAP con 5mg y 2,4-D 1mg/l
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por lo que se puede afirmar que existe una accién sinérgica entre ambos

reguladores de crecimiento en la formacion y mantenimiento del callo.

Hurtado y Merino (1991), indican que, AlA tiene un periodo mas corto de accion, la
degradacion de este regulador de crecimiento se da por via enzimatica causada
por la formacion de AIA — oxidasa, estas enzimas se activan con la edad del
tejido, ademas de que existe una correlacion negativa entre el crecimiento de los

organos y el contenido de AIA- oxidasa.

Después de la inducciébn y mantenimiento de callos la Ultima etapa es el
envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado por lo que los
callos segun su consistencia, tipo de células, explante, capacidad regenerativa y

otros factores llegan a este ultimo proceso (Hurtado y Merino 1991).

Como en el Analisis de Varianza del Cuadro N° 34. se detectaron diferencias
estadisticas en la interaccion Tipo de Auxina por Concentracion de BAP se realiz6

el andlisis de efectos simples y la grafica correspondiente a esta interaccion.

Cuadro N° 36. Andlisis de los Efectos Simples de la interaccién de la Tipo de
Auxina por la Concentracion de BAP del Porcentaje de

Supervivencia de Callo a los 112 dias de induccion.

FV GL SC CM Fc Ft 0.05 Ft 0.01 significancia

[C] BAP (2.4-D) 2 1.9092 0.9546 7.40574 3.059 4.7567 **

[C] BAP (ANA) 2 0.0624 0.0312 0.24205 3.059 4.7567 N.S.

[C] BAP (AIA) 2 0.0252 0.0126 0.09775 3.059 4.7567 N.S.

Tipo de Auxina (OuM BAP) 2 2.3268 1.1634 9.0256 3.059 4.7567 **

Tipo de Auxina (25uM BAP) 2 0.3276 0.1638 1.27075 3.059 4.7567 N.S.

Tipo de Auxina (50uM BAP) 2 47604 2.3802 18.4655 3.059 4.7567 **

Error 143 18.44 0.1289

* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
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Gréfica N° 16. Efectos Simples del Tipo de Auxina dentro de cada Concentraciéon
de BAP sobre el Porcentaje de Supervivencia de Callo a los 112
dias de induccién.

En la Gréafica N° 16 se observa el comportamiento de las diferentes auxinas en
cada concentracion de BAP, donde 2,4-D es significativamente superior a ANA y
AIA en las concentraciones OuM y 50uM de BAP. Esta diferencia del
comportamiento de 2,4-D se puede atribuir a que existe una accidon combinada
con BAP a una concentracién de 50 pero no asi cuando BAP se emplea a

menores concentraciones.

Segun Hurtado y Merino (1991) BAP promueve la division celular y 2,4-D
contribuye a la elongacion de las células produciéndose asi una mayor
multiplicacion celular. Roca y Mrognski (1989) indican que debe existir un balance
optimo de los reguladores de crecimiento para obtener resultados favorables y que
la ausencia o escasez de algun regulador de crecimiento puede influir

negativamente en el crecimiento y desarrollo del tejido. Los resultados obtenidos
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en la presente investigacion son respaldados por las citas mencionadas

anteriormente.

4.2.3.3.1. Andlisis del comportamiento general de los tratamientos.-

El Analisis de Varianza presenta diferencias altamente significativas que estan
representadas en el Cuadro N° 37 citado a continuacion

Cuadro N° 37. Analisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Porcentaje de

Supervivencia de Callo a los 112 dias de induccién.

FVvV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Auxina* [C]* BAP 29 10.6389 0.3668 281 0.0001  **
Error 150 19.5673 0.1304
Total 179  30.2062
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =28.95%

Al detectarse diferencias entre tratamientos se realizd la prueba de Duncan
(Anexo 12) donde se indica las diferencias entre tratamientos.

Los tratamientos que no fueron suplementados con 2,4-D tuvieron una
supervivencia de 23.33% a 0% por lo que se aprecia claramente que estos
explantes no son adecuados para un repique constante ni aptos para el
establecimiento de una suspension celular por sus caracteristicas morfolégicas

mencionadas anteriormente.

A continuacion, se presentan los tratamientos suplementados con 2,4-D ademas

de los tratamientos testigo para su posterior interpretacion.
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Gréfica N° 17. Diferencias entre medias del Porcentaje de Supervivencia de
Callos friables y los tratamientos: 1, 11 y 21 a los 112 dias de

induccion.

En la Gréafica N° 17, estan representados todos los tratamientos suplementados
con 2,4-D y adicionados con BAP. Los tratamientos 24 (73.33%), 22 (68.33%), 4
(53.33%), 2 (51.67%), 3 (45%) y 23 (40%) no presentan diferencias estadisticas
significativas y son superiores a los demas tratamientos que alcanzaron un

porcentaje de supervivencia que oscila 28.33% y 0%.

Por otra parte, los tratamientos 11 y 21 son estadisticamente iguales en el
porcentaje de supervivencia de los callos, alcanzando un 21.67 y 20 %
respectivamente y al mismo tiempo inferiores a los tratamientos arriba
mencionados. El tratamiento 1 al igual que los tratamientos 7, 8, 16, 18, 19, 25, 26

y 28 no sobrevivieron al tercer subcultivo.
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4.2. SEGUNDA FASE: INICIO, ESTABLECIMIENTO Y CRECIMIENTO
CELULAR EN SUSPENSION DE Stevia rebaudiana B.-

Para iniciar y establecer el cultivo de células en suspension de Stevia rebaudiana
B, se emplearon los callos del tratamiento 24 (20uM 2,4-D y 50uM BAP),
proveniente de la primera fase experimental. Se eligieron estos callos debido a sus
cualidades intrinsecas como ser un 100% de formacién de callo y la alta friabilidad
que es considerada un factor clave para el éxito en el inicio y establecimiento de la

suspension celular Choi et al. (1997).

Para el inicio, establecimiento y crecimiento celular en suspension se utilizaron
callos altamente friables en medio liquido, en constante agitacion y un fotoperiodo
de 16 hrs luz. En estas condiciones las células fueron desagregadas y liberadas
obteniéndose después de un periodo de tres semanas una suspension celular libre
de residuos indeseables como recomiendan Choi et al. (1997), Gémez (1999) y
Cioffi (2002).

Para el desarrollo de la segunda fase experimental, se emplearon tres
tratamientos basados en la modificacion de los reguladores de crecimiento para
evaluar el desarrollo y crecimiento de las células en suspension de acuerdo al
Cuadro N° 6.

Se realizaron evaluaciones dia por medio durante 23 dias del nimero de células
por ml. y porcentaje de vitalidad celular, pero por fines practicos y porque son los
datos mas representativos del crecimiento celular de una suspension segun lo que

indica Cioffi (2002). Se presentan las evaluaciones de los dias 1, 13y 23.
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4.2.1. Numero Total de Células por mililitro.-

El nimero de células por mililitro es una variable de respuesta ampliamente usada
que permite determinar la densidad celular durante la evaluacion del crecimiento

de las células en suspension a través del tiempo.

Al inicio de la evaluacion del crecimiento celular las suspensiones celulares
empleadas en esta investigacion tenian un periodo previo de establecimiento de
21 dias en el cual las células ya fueron sembradas y repicadas en sus respectivos
tratamientos. Debido a lo descrito anteriormente, que al primer dia de evaluacion

se ya detectaron diferencias entre tratamientos.

Los resultados obtenidos con esta variable de respuesta se presentan a

continuacion:

4.2.1.1. Namero Total de Células por ml al primer dia de evaluacion.-

En el primer dia de evaluacion se registraron los siguientes resultados.

Cuadro N° 38. Andlisis de Varianza para el Numero Total de Células por ml al

primer dia.
FV GL SC CM Fc P>F Significancia
Tratamiento 2 9.184 *10E+13 4.592*10E+13 486.33 0.0001 **
Error 9 8.494 *10E+11 9.437*10E+10
Total 11 9.269*10E+13
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

CV=15.7%

Segun el Analisis de Varianza del Cuadro N° 38 y la prueba de Duncan (Cuadro N°
39), en el primer dia de evaluacién de la suspension celular, existen diferencias

altamente significativas entre tratamientos.
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Cuadro N° 39. Prueba Duncan (5%) para las diferencias entre medias del NUmero

Total de Células por ml al 1*'dia del recuento celular.

Tratamiento Media (N° cel/ml) Duncan

3 5868750 A
2 2670 B
1 452 B

La prueba de Duncan del Cuadro N° 39, en el primer dia de evaluacion de la
suspension celular, indica que el tratamiento 3 (20uM 2,4-D y 50uM BAP) con una
media de 5.8 x 10° de células totales por ml, es significativamente superior a los
tratamientos 2 (10uM 2,4-D y 25uM BAP) con 2.6 x 10° y 1 (OuM 2,4-D y OuM
BAP) con 4.5 x 102,

Esta diferencia se atribuye a que el tratamiento 3, estuvo suplementado con
concentraciones mayores de 2,4-D y BAP, que promovieron una mayor
proliferacion de células. Segun Gémez (1999), 2,4-D cumple varias funciones a
nivel celular como el incremento del contenido osmotico de las células, aument6
en la permeabilidad celular al incrementarse la plasticidad de la pared celular y el
aumento de la sintesis de ARNm y proteinas especificas (enzimas), derivando
finalmente en el alargamiento celular. También la auxina duplica el ADN y actia
en la mitosis (anafase y metafase). Asimismo 2,4-D, se complemento con BAP
que induce a la citocinesis, promoviendo division del citoplasma para formar

células hijas logrando un mayor crecimiento celular.

La reduccion de los reguladores de crecimiento en un 50% o la ausencia de éstos
representados en los tratamientos 2 y 1 respectivamente, provoco una disminucién

del nimero de células para esta de la evaluacion de las suspensiones celulares.
Es importante destacar que en la presente investigacion, el numero de células

totales obtenidas al inicio del conteo celular en el caso del tratamiento 3, fue

elevado en relacion a las empleadas por Gomez (1999), y Cioffi, (2002) que
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reportaron densidades de 10 x 10° a 15 x 10° cel/ml para iniciar el cultivo de
células. Al respecto Gomez (1999), menciona que por debajo de esta densidad
celular el cultivo tiende a no desarrollarse normalmente, debido a los indices bajos
de divisidbn celular, mientras que a densidades mayores existe una mejor
respuesta en el crecimiento de la suspension celular, lograndose un aumento

sustancial en el nimero de células por mililitro en corto tiempo.

Esta alta densidad hallada al inicio de la evaluacion, se atribuye a dos elementos:
a) La cantidad de in6culo empleada para iniciar la suspension celular sugerida por
Cioffi (2002), que fue de 2 a 3 veces mayor que las sugeridas por Hurtado y
Merino (1991) y Gémez (1999) y b) el balance de los reguladores de crecimiento
que indujo a una mayor proliferacion de células por su accién, descrito

anteriormente.

4.2.1.2. Niomero Total de Células por ml alos 13 dias de evaluacion .-

A los 13 dias de evaluacion de la suspension celular se reportaron los siguientes

resultados.

Cuadro N° 40. Analisis de Varianza para el Numero Total de Células por ml a los

13 dias.
FV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Tratamiento 2 489.9948 24499742 45529 0.0001 **
Error 9 0.484297 0.05381088
Total 11 490.4791
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

CV=1.65%

Segun el Andlisis de Varianza del Cuadro N° 40, a los trece dias de evaluacion,

existen diferencias altamente significativas entre tratamientos.
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Cuadro N° 41. Prueba de Duncan (5%) para las diferencias entre medias del

NuUmero Total de Células a los 13 dias del recuento celular.

Tratamiento Media (N° cel/ml) Duncan

3 9103906250 A
2 74203.25 B
1 3135.25 C

La prueba de Duncan del Cuadro N° 41, a los trece dias de evaluacion, detectd
diferencias altamente significativas entre tratamientos, siendo el tratamiento 3
(9.10x 10° cel/ml), que fue nuevamente superior a los tratamientos 2 y 1. También
existen diferencias entre los tratamientos 2 (7.42 x10* cel/ml) y 1(3.13x10° cel/ml),

siendo este ultimo, significativamente inferior a los otros dos.

A los 13 dias del cultivo celular se presentaron marcadas diferencias entre los
tratamientos 2 y 1, donde el tratamiento 2 tuvo un incremento mayor de células
respecto al tratamiento 1. Por lo tanto, entre los tres tratamientos, el tratamiento 3
tuvo la mejor respuesta en el crecimiento celular reportado hasta esa fecha, por lo
que se advierte que una disminucion al 0% y 50% de los reguladores de
crecimiento afecté negativamente al desarrollo de la suspension celular. Este
crecimiento lento en relacion al tratamiento 3 se atribuye a la baja densidad celular
encontrada para la primera evaluacion, producto de la poca adaptacién y
establecimiento de las células en dichos medios de cultivo.

4.2.1.3. Namero Total de Células por ml a los 23 dias de evaluacion.-

En la ultima evaluacion de la suspension celular se reportaron los siguientes

resultados.
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Cuadro N° 42. Andlisis de Varianza para el Numero Total de Células por ml a los

23 dias.
FV GL SC CM Fc P>F Sig. Al 1%
Tratamiento 2 538.8794 269.4397 6525.9 0.0001 **
Error 9 0.371589 0.04128768
Total 11 539.25104
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo

CV=115%

El Andlisis de Varianza del Cuadro N° 42, detectdé diferencias altamente
significativas entre tratamientos en el ultimo dia de evaluacién de la suspension

celular.

Cuadro N° 43. Prueba Duncan (5%) para las diferencias entre medias del Numero

Total de Células por ml a los 23 dias del recuento celular.

Tratamiento Media (N° cel/ml) Duncan

3 3.7 E+11 A
2 7971875 B
1 35726.5 C

La prueba de Duncan, descrita en el cuadro 48, demostré que el tratamiento 3 es
significativamente superior a los tratamientos 2 y 1, este resultado se repitio en el
dia trece de evaluacion de la suspension celular. Este tratatamiento demostré que
los tratamientos 2 y 1 son estadisticamente diferentes, siendo el tratamiento 2
superior al tratamiento 1. Las marcadas diferencias entre los tres tratamientos se
mantuvieron hasta el dltimo dia de evaluacion de la suspension celular, siendo
estos resultados consecuentes con el respaldo bibliografico descrito

anteriormente.

A través de este Ultimo resultado se puede concluir que para el establecimiento de
células en suspension de Stevia rebaudiana es necesario mantener las mismas
concentraciones de los reguladores de crecimiento que se emplearon para el

establecimiento y mantenimiento de los callos. También es importante destacar
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que, la densidad inicial de células por ml influyé decisivamente en el incremento
de células, ya que a una densidad inicial mayor se observaron mejores resultados
gue a densidades por debajo de los niveles recomendados por Gomez (1999) y
Cioffi (2002).
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Grafica N° 18. Numero de células /ml en escala logaritmica en el 1°. 13°y 23° dia

de evaluacioén del crecimiento celular.

En la Grafica N° 18, se muestra el incremento de las células por mililitro de los 3
tratamientos que mostraron un incremento regular de las células. El tratamiento 3
se inici6 con la mayor densidad celular (5.8 x 10° cel/ml), debido al efecto positivo
de los reguladores de crecimiento descrito anteriormente. Ademas presenté un
crecimiento constante y elevado hasta el dia 23 de evaluacién (3.7 x 10* cel/ml),
por lo que se afirma que es el tratamiento que respondié mejor al crecimiento

celular.
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El tratamiento 2 mostré un incremento superior al tratamientos 1 que no fue
suplementado con ningun regulador de crecimiento, por lo que se puede afirmar
que la presencia de 2,4-D y BAP, promovié un mayor crecimiento celular y que
son necesarias para el inicio, establecimiento y crecimiento celular de Stevia

rebaudiana B.

4.2.2. Porcentaje de Vitalidad Celular .-

Es importante determinar el porcentaje de Vitalidad celular, debido a que la muerte
de las células puede perjudicar ciertos procesos productivos de una suspension
celular (Steward et al. 1999).

La cantidad de células muertas es usualmente estimada por métodos de
coloracion, como el colorante Azul de Evans al 0.1% utilizado en el presente
trabajo. Al respecto, Steward et al. 1999 indica que debido a que el colorante
penetra en las células muertas porque son incapaces de excluirlo debido a la
pérdida de la integridad membranal Por ello, las células muertas, se tifien de color
azul intenso, mientras que las células vivas permanecen intactas, manteniendo su
color que en el caso de las células de Stevia rebaudiana fueron translicidas y

ligeramente verduscas.

A continuacioén se presentan Fotografias de células vivas y muertas, de diferentes
tamafios y formas que se obtuvieron en la suspension celular. Todas las
Fotografias fueron tomadas con diferentes filtros para apreciar los resultados

obtenidos en la investigacion realizada y a un aumento de 1000x.
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2=
C-mc)

* Fuente Propia

Fotografia N° 24 Fotografia N° 25 Fotografia N° 26

En las Fotografias se aprecian células gigantes. En la Fotografia N° 24, no se le
adiciono el colorante Azul de Evans. En la Fotografia N° 25 se aprecia como
penetra el tinte y en la Fotografia N° 26 se aprecia una célula completamente
tefiida con azul de Evans y deformada por la destruccion de su membrana,
ademas, a su alrededor se observan células vivas, de menor tamafio y con su

membrana integra.

* Fuente Propia

Fotografia N° 27
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En la Fotografia 27 se observan células vivas que se estan desprendiendo del
tejido que esta completamente tefiido con azul de Evans. Estas células tienen una
forma completamente esférica y son semitransparentes 6 en algunos casos
brillantes y son pequefias en relacidén a las expuestas anteriormente. Hao (2002),
indica que las células hijas son mas pequefias en relacién a las células que se

encuentran en metafase o anafase.

* Fuente Propia

Fotografia N° 28 Fotografia N° 29 Fotografia N° 30

En las Fotografias se muestran inclusiones dentro de las células. En las
Fotografias N° 28 y N° 29 se utilizé el colorante azul de Evans que tifié la
membrana que rodea a la célula, ademas de tefiir a algunos organélos los cuales
no se pudieron distinguir debido al reducido tamafio de las células cultivadas. En
la Fotografia 30 no se afiadi el colorante y también se apreciaba la presencia de
algunas inclusiones dentro de la célula por no tener la forma esférica caracteristica

de esta suspension celular sino mas bien alargada.
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* Fuente Propia

Fotografia N° 31

En la Fotografia 31, se observan células esféricas muertas de diferentes tamafios
tefiidas con azul de Evans, ademas se observa el colorante diseminado en el

medio de cultivo.

Finalmente, para determinar la vitalidad celular se contaron las células muertas y
por diferencia con el total de las células obtenidas se pudo calcular el numero de
células vivas y asi determinar la vitalidad celular a través de la formula descrita en
el Cuadro N° 5, para luego establecer la influencia de los diferentes tratamientos

en esta variable de respuesta.
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4.2.2.1. Porcentaje de Vitalidad Celular al primer dia de evaluacion de

la suspension celular.-

En el primer dia de evaluacion del porcentaje de Vitalidad celular se registraron los

siguientes resultados:

Cuadro N° 44. Analisis de Varianza para el Porcentaje de Vitalidad Celular por ml

al primer dia de evaluacion de la suspension celular.

FV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Tratamiento 2 208.1558 104.0779 11.77 0.0031 *
Error 9 79.586 8.8428
Total 11 287.74
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =3.41%

El Andlisis de Varianza del Cuadro N° 44, detectd diferencias significativas entre
todos los tratamientos, diferencias que son explicadas a través de la prueba de

Duncan en el Cuadro N° 45.

Cuadro N° 45. Prueba Duncan (5%) para las diferencias entre medias del
Porcentaje de Vitalidad Celular por ml al primer dia de evaluacion.

Tratamiento % Vitalidad Celular Duncan

2 91.92 A
1 87.34 A
3 81.73 B

La prueba de Duncan, detectdé al primer dia de evaluacion del porcentaje de
vitalidad celular que los tratamientos 2 y 1 con 91.92% y 87.34% respectivamente,
fueron estadisticamente iguales y superiores al tratamiento 3 el cual, alcanzo el

menor porcentaje de vitalidad celular.
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4.2.2.2. Porcentaje de Vitalidad celular a los 13 dias del recuento

celular.-

A los trece dias de la evaluacion de la suspension celular se obtuvieron los

siguientes resultados.

Cuadro N° 46. Analisis de Varianza para el Porcentaje de Vitalidad Celular por ml

a los 13 dias de evaluacion de la suspension celular.

FV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Tratamiento 2 676.4763 338.23 5.13 0.0327 *
Error 9 593.9683  65.99
Total 11  1270.444
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV =10.98 %

Segun el Analisis de Varianza del Cuadro N° 46. existen diferencias significativas
entre tratamientos en el porcentaje de vitalidad celular a los 13 dias de evaluacion.

Cuadro N° 47. Prueba de Duncan (5%) para las diferencias entre medias del

Porcentaje de Vitalidad Celular por ml a los 13 dias de evaluacion

Tratamiento % Vitalidad Celular Duncan

2 81.62 A
1 76.51 AB
3 71.61 B

Segun la prueba de Duncan los tratamientos 2 y 1 no presentan diferencias
estadisticas significativas, tampoco se detectd diferencias significativas entre los
tratamientos 1 y 3. La prueba también indica que existen diferencias entre los
tratamientos 2 y 3 en el porcentaje de vitalidad celular a los 13 dias de evaluacion
donde el tratamiento 2 es superior al tratamiento 3 en cuanto al el porcentaje de

vitalidad celular
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Esta diferencia en el porcentaje de la vitalidad celular puede deberse a que existio
una mayor actividad celular en el tratamiento 3 por la elevada densidad celular al
inicio de la suspension de células en relacién a los otros dos tratamientos que
presentaron un incremento celular mucho mas lento donde pudieron mantenerse
vivas por un periodo de tiempo mayor. Al respecto Gomez (1999) indica que
cuando existen bajas densidades de células existe una baja division celular y una

menor competencia de los nutrientes .

4.2.2.3. Porcentaje de Vitalidad Celular a los 23 dias de evaluacion de

la suspension celular.-

En el dltimo dia de evaluacidn se registraron los siguientes resultados en el

porcentaje de vitalidad celular.

Cuadro N° 48. Analisis de Varianza para la Vitalidad Celular por ml a los 23 dias

de evaluacion de la suspension celular.

FV GL SC CM Fc P>F Sig. al 1%
Tratamiento 2 3566.277 1783.13 52.38 0.0001 **
Error 9 306.36 34.04
Total 11 3872.63
* Significativo ** Altamente Significativo NS No Significativo
CV=12.24%

Por otro lado, el Andlisis de Varianza presentado en el Cuadro N° 48, detectd
diferencias altamente significativas entre tratamientos, por lo que en la prueba de
Duncan (Cuadro N° 49) se determind cuales tratamientos presentaron estas

diferencias.
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Cuadro N° 49. Prueba de Duncan (5%) para las diferencias entre medias del

Porcentaje de Vitalidad Celular por ml a los 23 dias.

Tratamiento % Vitalidad Celular Duncan

3 63.77 A
2 39.58 B
1 31.77 B

En el dltimo dia de evaluacion el porcentaje de vitalidad celular del tratamiento 3
fue de 63.77%, el cual fue estadisticamente superior al resto de los tratamientos,
por lo que se puede afirmar que a una concentracién de 20uM de 2,4-D y 50uM de
BAP, existe un efecto positivo en el mantenimiento de la vitalidad celular a los 23

dias de evaluacion de la suspension celular.

En esta Ultima evaluacion el porcentaje de vitalidad celular fue mayor del
tratamiento 3 en relacion a los tratamientos 2 y 1 porgue existi6 una mayor tasa
de divisién celular lo que permitié que existiera una mayor cantidad de células
vivas. En los otros tratamientos 2 y 1 debido al bajo numero de células éstas
empezaron a morir cuando pasaron de la fase estacionaria a la fase de
desaceleracion en la curva de crecimiento, por la falta de algunos de los nutrientes
existen en el medio de cultivo o porque la misma suspensiéon celular se torné
toxica, lo que provoco la muerte de muchas de las células en el cultivo en

suspension.
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Grafica N° 19. Porcentaje de vitalidad celular en el 1°. 13° y 23° dia de evaluacién

del crecimiento celular.

En el Grafico N° 19, se aprecia que el porcentaje de vitalidad celular disminuy6 a
través del tiempo, los tratamientos 1(87.34%) y 2(91.93%), presentaron un mayor
porcentaje de vitalidad celular al primer dia de evaluacién, disminuyendo
progresivamente hasta el dia 23. Por otro lado, el tratamiento 3 (81.73%) inici6 con
un menor porcentaje de vitalidad celular pero en el dltimo dia de evaluacion
alcanzo el 63.77%, y fue mayor que los otros tratamientos. Este resultado fue
considerado 6ptimo demostrando que los reguladores de crecimiento influyen

positivamente en el porcentaje de vitalidad celular de Stevia rebaudiana B.
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42.3.Peso Fresco y Peso Seco de la suspension celular por

tratamiento.-

=
o

9 - .
~ 8 Av’
= B - =
e 71
(®)) \v
N 6*
3
o 51
o
L 41
o
0 31
()
a2
1,
0 —
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Dias
\—o—Tl T2 T3\

Gréafica N° 20: Peso Fresco de las suspensiones celulares, en gramos de masa

por litro, de los tres tratamientos, en 23 dias de evaluacion.

En la Grafica N° 20, se muestra el comportamiento del peso fresco de los tres
tratamientos, éste fue bastante irregular y poco referencial ya que deberia existir
un incremento constante en el peso fresco a medida que pasa el tiempo (Pollard
1990) lo que no se reflejé en el crecimiento celular en 23 dias de evaluacion. Esta
irregularidad se atribuye a la metodologia empleada para la obtencion de datos
(descarte de los frascos Erlenmeyer), por lo que no se tomaron los datos de la
misma unidad experimental sino de su homdlogo y a que este tipo de evaluacion
requiere de un gran numero de repeticiones como indica Gémez (1999), para
obtener resultados fidedignos. Por estas dos causas, se incrementaron las
irregularidades en los datos, resultando en una curva inadecuada que no indica el

comportamiento real de los tres tratamientos en estudio.
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Grafica N° 21: Peso Seco de las suspensiones celulares en gramos de masa seca

por litro, de los tres tratamientos, en 23 dias de evaluacion.

Segun Pollard (1990), el peso seco de la masa celular por litro, es una de las
formas mas adecuadas de medir el crecimiento celular debido a que su
comportamiento es muy similar a una curva de crecimiento tipicamente sigmoide.
En esta investigacion, no se pudo evidenciar este comportamiento debido a que
las curvas obtenidas fueron completamente irregulares (Gréafica N° 21), por lo que
no reflejan el crecimiento de las células en suspension contrastadas con el conteo
celular principalmente. Al igual que el peso fresco se atribuye esta variacion a las
mismas causas citadas anteriormente.
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4.2.4. Fluctuacion del pH en el medio de cultivo en 23 dias de

evaluacion.-
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Grafica N° 22. Efecto de las diferentes concentraciones de auxina-citocinina en la
variacion del pH durante 23 dias de cultivo celular continuo.

En la Grafica N° 22, se observa el comportamiento del pH de los tres tratamientos
durante los 23 dias de evaluacion de la suspension celular. Los tratamientos 1, 2 'y
3, presentaron medias de 4.79+0.36, 4.94+0.36 y 4.97+0.36 respectivamente del
pH del medio de cultivo, teniendo un comportamiento similar y constante durante

la evaluacion.

El mantenimiento del pH influye en la funcién plasmética evitando la ruptura de la
membrana celular; también influye en el consumo de los nutrientes y reguladores
de crecimiento que se encuentran en el medio de cultivo. Asimismo, permite que
las sales se encuentren solubles y disponibles para el consumo de las células.
Consecuentemente, un pH que se mantiene constante influye positivamente en el

crecimiento celular. (George y Sherrington 1984).
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Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con el andlisis del pH
reportado por George y Sherrinton (1984). Al mantenerse el pH del medio de
cultivo constante, se demuestra que influye positivamente en el crecimiento celular
durante toda la evaluacion, coincidiendo con los resultados obtenidos en el

recuento celular y en el porcentaje de vitalidad celular.

Sin embargo, Gomez (1999), indica que el comportamiento del pH varia segun el
estado de crecimiento de la suspension celular, puesto que tiende a descender los
primeros dias, luego retorna al pH original y disminuye nuevamente coincidiendo
con el maximo numero de células. En la presente investigacion no se pudieron

comparar los resultados obtenidos con los reportados por Gémez (1999).

Por ualtimo, después de evaluar el peso fresco y peso seco para medir el
crecimiento celular de manera paralela al recuento celular, al porcentaje de
vitalidad celular, y al pH, se afirma en esta investigacion que no reflejan el
crecimiento celular adecuadamente debido a la falta de repeticiones.

En consecuencia, la evaluacion de la suspension celular a partir del recuento
celular, porcentaje de vitalidad celular y la evaluacién del pH durante el
crecimiento celular, es la mas adecuada porque muestra indicios claros sobre el
desarrollo de la suspension celular a través del tiempo constituyéndose una

referencia confiable y directa de alta precision y facil accesibilidad.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

INDUCCION Y MANTENIMIENTO DE CALLOS DE Stevia

rebaudiana Bertoni.-

En base a los resultados obtenidos en la primera fase de investigacion se llegaron

a las siguientes conclusiones:

*
L X4

X/
L X4

Las hojas de plantas in vitro de Stevia rebaudiana son adecuadas para la
formacion de callos en el medio de cultivo Murashigue y Skoog (1962). En
este medio de cultivo se logré inducir y mantener los callos obtenidos a
partir de todos los tratamientos suplementados con cualquier regulador de

crecimiento empleado en la presente investigacion

La obtencién de callos aptos para el inicio y establecimiento de la
suspension celular fue evaluada a partir de los siguientes parametros:
porcentaje de formacidn, consistencia, porcentaje de supervivencia y peso
total de callo. Todos estos pardmetros fueron adecuados y eficaces para
evaluar a los callos aptos para la siguiente fase experimental y cumplir con

los objetivos planteados en esta investigacion

De los 30 tratamientos propuestos, se concluye que el tratamiento 24
(20uM 2,4-D y 50uM BAP), permiti6 un 100% de formacion de callo, con
una alta friabilidad, peso promedio de 1.53g a los 84 dias de evaluacion y
una tolerancia a la manipulacion puesto que no se observaron procesos de
oxidacion. Esta tolerancia se reflejo en un 73.33 % de supervivencia del
callo a los 112 dias de la induccion a callo, siendo adecuado para el inicio

de suspensiones celulares de Stevia rebaudiana B.
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Para la formacion de callos de Stevia rebaudiana se requiere la presencia
de reguladores de crecimiento, dado que el tratamiento testigo (T1: OuM
Auxinas y OuM de BAP), no formé callos de ningun tipo, presentando el
menor peso (0.429) a los 84 dias de evaluacion y 0% de supervivencia a los

112 dias de evaluacion.

INICIO, ESTABLECIMIENTO Y CRECIMIENTO DE CELULAS EN
SUSPENSION DE Stevia rebaudiana Bertoni.

En la segunda fase de investigacion se llegaron a las siguientes conclusiones:

*
°

X/
°e

Se combinaron las metodologias propuestas por Cioffi 2002 y por Choi et al
(1997) y GOmez (1999). La combinacién de técnicas realizada en esta
investigacion permitio el inicio y establecimiento de las suspensiones
celulares en los tres tratamientos propuestos en esta fase experimental a
partir de los callos provenientes del tratamiento 24 (20uM 2,4-D y 50uM

BAP) por sus caracteristicas ideales para este objetivo.

El crecimiento celular fue evaluado por los siguientes parametros: el
recuento del niamero de células por mililitro, el porcentaje de vitalidad
celular, el peso fresco, el peso seco y el pH. Los mas adecuados y eficaces
pardmetros para la determinacién del comportamiento de las células de
Stevia rebaudiana B. Fueron: El recuento celular, el porcentaje de la
vitalidad celular y el mantenimiento del pH durante los 23 dias de

evaluacion.
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Dentro de los 3 tratamientos planteados en la segunda fase experimental, el

L)

tratamiento con 20uM 2,4-D y 50uM BAP (T3), fue el que presenté el mejor
comportamiento en cuanto al crecimiento segun él numero de células por
ml y el porcentaje de vitalidad celular. Este alcanzd el mayor niumero de
células por mililitro, desde el inicio hasta el final de la evaluacion de las
células en suspensiéon con 3.7 x 10 en el Ultimo dia de evaluacion.
Asimismo, en el porcentaje de vitalidad celular, se registr6 un
comportamiento 6ptimo 63.77% en el Gltimo dia de evaluacion. Finalmente,
el mantenimiento del pH con un promedio de 4.97+0.36 permitié el normal

desarrollo de la suspension celular durante toda la evaluacion.

¢ La evaluaciéon del crecimiento celular a través del peso fresco y del peso
seco, no reflejaron adecuadamente el crecimiento celular debido al
excesivo numero de repeticiones que requieren estos parametros de

evaluacion para obtener resultados confiables.

La metodologia empleada en el presente trabajo de investigacion es adecuada
para la induccidon y mantenimiento de callos y el inicio, establecimiento y
crecimiento celular y puede ser aplicada para posteriores trabajos de investigacion

en Stevia rebaudiana Bertoni.
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5.3. OBTENCION DE CALLOS CON DIFERENTES CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS SEGUN LA COMBINACION DE LOS
REGULADORES DE CRECIMIENTO EN Stevia rebaudiana B.-

5.3.1. Efecto de 2,4-D combinado con BAP.-

% Los callos formados en medio de cultivo suplementados con 2, 4- D
desarrollaron alta friabilidad y alcanzaron un porcentaje de formacion de
callo de 98.49% a los 56 dias de evaluacion, asimismo alcanzaron los
niveles mas altos en el porcentaje de supervivencia del callo con un 43.51%
a los 112 dias de induccion a callo mostrando una alta tolerancia a la

manipulacion, al cambio de medio de cultivo y la no presentaron oxidacion.

¢+ La combinacién realizada con BAP promovié un mayor incremento en peso
de los callos, demostrandose asi que la combinacion de ambos reguladores
de crecimiento, promovié un mejor desarrollo se los callos de Stevia

rebaudiana.
« Sin embargo, estos callos alcanzaron los pesos mas bajos (1.36g, 1.53g y

1.569) a los 28, 56 y 84 dias de evaluacion, en relacion a los demés

tratamientos suplementados con diferentes reguladores de crecimiento.

5.3.2. Efecto de ANA combinado con BAP.-

% La ausencia de BAP en los tratamientos 5 (5uM ANA y OuM BAP), 6 (10uM
ANA 'y OuM BAP) y 7 (5uM ANA y OuM BAP)permitio el desarrollo de raices
en los callos registrados a los 28, 56 y 84 dias de evaluacion, mientras que
los tratamientos adicionados con BAP no derivaron en la formacion de
raices ni brotes, pero todos los callos formados a partir de estas

combinaciones fueron de consistencia dura y compacta.
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% Los callos formados en medios de cultivo suplementados con ANA y BAP,
alcanzaron un promedio de 94.11% de formacion de callo. Sin embargo, el
porcentaje de supervivencia disminuyé0 a 10.7% a los 112 dias de

evaluacion.

% El peso promedio, se incremento constantemente y a los 84 dias de
evaluacion se registré un peso de 2.7576 g, que fue influenciado por la

presencia de las raices en los callos.

5.3.3. Efecto de AIA combinada con BAP.-

% Los callos formados en medios de cultivo, suplementados con AIA a
diferentes concentraciones alcanzaron un 100% de formacion de callos a
los 56 dias de induccién a callo y fueron compactos de consistencia muy
dura. Se desarrollaron raices que derivo en un incremento en peso, con
3.0039 g a los 84 dias de induccién y que fueron superiores a los
tratamientos suplementados con 2,4-D. Sin embargo, estos callos
paulatinamente fueron muriendo y en la Ultima evaluacion se registré6 un

8.3% de supervivencia de callo.

% La Combinacién de AIA con BAP (10uM AIA /25uM BAP) promovié la
formacion de brotes vegetativos a partir de callos a los 56 dias de induccién

a callo.

% La presencia de BAP inhibi6 la formacion de raices formando callos

compactos a concentraciones de 25uM y 50uM.
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5.3.4. Efecto de BAP.-

% Los tratamientos 11(0uM Auxinas y 25uM de BAP), y 21 (OuM Auxinas y
50uM de BAP), que no fueron suplementados con ningun tipo de auxina
alcanzaron un porcentaje de formacién de callo alrededor del 95% a los 56
dias. Se formaron callos compactos de gran tamafio que mostraron fuertes
signos de necrosamiento y oxidacion del medio de cultivo a 112 dias del

inicio y establecimiento de callo.

% Ambos tratamientos registraron un elevado peso en todas las evaluaciones,
pero por su consistencia compacta, poca tolerancia al manipuleo, cambio
de medio de cultivo y oxidacién progresiva, no fueron adecuados para

alcanzar los objetivos planteados en esta investigacion.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados logrados en la presente investigacion, se citan a

continuacion las siguientes recomendaciones:

X/
L X4

Para futuros ensayos se recomienda iniciar y mantener el cultivo de callos a

partir de las concentraciones de 20uM de 2,4-D y 50uM de BAP.

Se recomienda emplear la metodologia descrita por Choi 1997, Gémez
1999 y Cioffi 2002 para el inicio, establecimiento y crecimiento de
suspensiones celulares a partir de las mismas concentraciones empleadas

para la induccion a callo, por su efectividad, facil manejo y accesibilidad.

Para posteriores ensayos sobre organogénesis indirecta de Stevia
rebaudiana se recomienda partir de una concertacion de 10uM AlA 'y 25uM

BAP para la obtencién de brotes vegetativos.

El recuento celular se constituye como la mejor alternativa para evaluar el
crecimiento celular por su eficiencia y accesibilidad y emplear el colorante
Azul de Evans para evaluar la vitalidad celular de las células de Stevia

rebaudiana B.

Determinar el tiempo Optimo para el subcultivo celular, manteniendo la
velocidad del crecimiento celular en la fase exponencial, evitando la fase de
reposo donde no existe division celular por el proceso de adaptacion al

medio de cultivo en células de Stevia rebaudiana B.
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Analizar el contenido de steviosido de las plantas in vitro, de callos y de la
suspension celular de Stevia rebaudiana B. debido a su importancia en la

industria como su actividad hipoglicemiante entre otros.

Iniciar investigaciones sobre la obtencion de lineas celulares a partir de las
suspensiones celulares obtenidas de Stevia rebaudiana B., que produzcan
steviosido y la obtencion de embriones somaticos con vistas a la produccion
de semilla sintética y regeneraciéon de plantas in vitro mas dulces y de alta

calidad.
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ANEXO 1

MEDIO DE CULTIVO DE MURASHIGUE & SKOOG

MACRONUTRIENTES Peso  Unidad de peso
KNO; 1900 mg/l
NH; NOs 1650 mg/l
Mg S04 7H20 370 mg/l
K H,; PO, 170 mg/l
Fe SO, 7H,0 27,85 mg/l
Na, EDTA 2H,0 37,25 mg/l
MICRONUTRIENTES

Mn SO, 4H,0 22,3 ug/I
Zn SO, 7H,0 8,6 ug/l
H3 BO3 6,2 ug/l
Kl 0,83 ug/l
Cu SO, 5H,0 0,025 ug/I
Na MoO4 H,0 0,25 ug/l
CoCl, 6H,0 0,025 ug/l
VITAMINAS

TIAMINA 0,1 ug/l
ACIDO NICOTINICO 0,5 ug/l
PIRODOXINA, HCI 0,5 ug/l
GLICINA 2 ug/l
INOSITOL 100 mg/l
FUENTE DE CARBONO

SUCROSA 30 g/l
AGENTE GELIFICANTE

AGAR AGAR 6,5 g/l
pH 5,8 —




ANEXO 2

TRATAMIENTOS DE LA PRIMERA FASE EXPERIMENTAL

Tipo de [C] en [BAP] en
Tratamientos Auxina uM uM
1 0 0
2 2,4-D 5 0
3 2,4-D 10 0
4 2,4-D 20 0
5 ANA 5 0
6 ANA 10 0
7 ANA 20 0
8 AIA 5 0
9 AlA 10 0
10 AlA 20 0
11 0 25
12 2,4-D 5 25
13 2,4-D 10 25
14 2,4-D 20 25
15 ANA 5 25
16 ANA 10 25
17 ANA 20 25
18 AIA 5 25
19 AlA 10 25
20 AlA 20 25
21 0 50
22 2,4-D 5 50
23 2,4-D 10 50
24 2,4-D 20 50
25 ANA 5 50
26 ANA 10 50
27 ANA 20 50
28 AlA 5 50
29 AlA 10 50
30 AIA 20 50

TRATAMIENTOS DE LA SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL

[BAP] en
Tratamientos | [2,4-D] en uM uM
1 0 0
2 10 25
3 20 50




ANEXO 3

Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Porcentaje de Formacién de Callo a los 28 dias de induccion

Tratamiento Media Duncan

17 100 A
2 100 A
3 100 A
20 100 A
13 100 A
30 100 A
23 100 A
8 100 A
9 100 A
26 100 A
27 100 A
28 100 A
25 100 A
18 100 A
15 100 A
24 100 A
19 100 A
22 98,33 A
5 98,33 A
29 98,33 A
14 96,667 A
7 96 A
16 93,333 A
10 93,333 A
21 93,333 A
11 93,333 A
12 88,33 A
4 86,667 A
6 61,667 B
1 0 C




ANEXO 4

Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Porcentaje de Formacién de Callo a los 56 dias de induccion.

Tratamiento Media Duncan

17 100 A
2 100 A
3 100 A
20 100 A
5 100 A
22 100 A
23 100 A
8 100 A
9 100 A
10 100 A
27 100 A
28 100 A
13 100 A
14 100 A
15 100 A
24 100 A
25 100 A
18 100 A
19 100 A
30 100 A
21 100 A
26 100 A
29 100 A
7 96 A
4 95 A
11 95 A
16 93,33 A
12 91,667 A
6 61,667 B
1 0 C




ANEXO 5

Analisis de varianza Factorial para el Porcentaje de

Formacion de Callo alos 84 dias de induccion

FV GL SC CM Fc P>F

Tipo de Auxina 2 0,03376 0,0168 7,03 0,0115
[C] Auxina 2 0,0421 0,021 8,77 0,0103
Tipo Auxina * [C] Auxina 4 0,0758 0,01896 7,89 0,0001
[C] de BAP 2 0,0294 0,0147 6,12 0,0433
Tipo de Auxina * [C] BAP 4 0,0468 0,0117 4,87 0,0214
[C] Auxina * [C] BAP 4 0,0309 0,0077 3,22 0,0665
Error 83 0,1994 0,0024
Total 101 0,3976

CV = 12,14%

Andlisis de Varianza para los 30 Tratamientos del Porcentaje de
Formacion de Callo a los 84 dias de induccién

FV GL SC CM Fc P>F
Auxina* [C]* BAP 29 5,43 0,1874 257,41 0,0001
Error 86 0,06 0,0007
Total 115 5,49
Cv = 13,57%

Significancia
N.S.
N.S.

*%
*

*

N.S.

Significancia
*%*



ANEXO 6

Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Porcentaje de Formacién de Callo a los 84 dias de induccion.

Tratamiento Media Duncan

17 100 A
2 100 A
3 100 A
20 100 A
5 100 A
22 100 A
7 100 A
8 100 A
9 100 A
10 100 A
27 100 A
12 100 A
13 100 A
14 100 A
15 100 A
16 100 A
25 100 A
18 100 A
19 100 A
28 100 A
21 100 A
30 100 A
23 100 A
24 100 A
29 100 A
26 100 A
11 98 A
4 95 A
6 35 B
1 0 C




ANEXO 7
Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Peso de Callo a los 28 dias de induccion

Tratamiento Media Duncan
21 2,995 A
5 2,9655 AB
11 2,1052 AB
28 2,088 ABC
10 2,0764 ABC
15 1,9472 ABCD
13 1,8968 ABCD
9 1,8422 ABCD
29 1,8193 ABCD
25 1,8104 ABCD
22 1,8019 ABCD
20 1,7328 ABCD
14 1,6411 ABCD
17 1,6228 ABCD
19 1,6043 ABCD
30 1,5859 ABCD
8 1,5422 ABCD
24 1,5317 BCD
18 1,513 BCD
16 1,4839 CD
27 1,4499 CD
23 1,435 CD
7 1,3821 CD
2 1,2691 CD
26 1,2511 CD
6 1,2306 CD
3 1,1152 CD
12 1,106 CD
4 0,5081 D

1 0,4817 D




ANEXO 8

Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Peso de Callo a los 56 dias de induccion

Tratamiento Media Duncan

21 3,6319 A

5 3,193 AB
28 3,0499 AB
11 3,0168 AB
20 2,9382 ABC
15 2,8589 ABC
29 2,8295 ABC
19 2,8007 ABCD
8 2,7769 ABCD
18 2,3965 ABCD
17 2,3375 ABCDE
25 2,3165 ABCDE
30 2,239 ABCDE
13 2,2014 ABCDE
22 1,9626 ABCDE
27 1,9528 ABCDE
9 1,9169 ABCDE
23 1,8891 ABCDE
2 1,7783 ABCDE
16 1,7781 ABCDE
14 1,7619 ABCDE
24 1,5807 BCDE
26 1,4599 BCDE
10 1,3933 BCDE
6 1,3838 BCDE
12 1,2735 BCDE
7 1,0267 CDE
3 0,9011 DE

4 0,4495 E

1 0,4199 E




ANEXO 9
Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Peso de Callo a los 84 dias de induccion

Tratamiento Media (g) Duncan
19 5,393 A
29 5,233 AB
16 3,453 ABC
5 3,403 ABC
27 3,127 BCD
20 3,031 BCDE
17 3,011 BCDE
30 2,765 CDE
22 2,554 CDE
8 2,425 CDE
25 2,405 CDE
23 2,286 CDE
21 2,204 CDE
15 2,199 CDE
28 2,095 CDE
14 1,864 CDE
26 1,662 CDE
13 1,639 CDE
10 1,571 CDE
11 1,547 CDE
24 1,539 CDE
12 1,476 CDE
9 1,375 CDE
2 1,346 CDE
7 1,149 CDE
6 1,007 CDE
18 0,97 CDE
3 0,8 DE
4 0,731 DE
1 0,548 E




ANEXO 10
Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Porcentaje de Supervivencia de Callo a los 56 dias de induccion

Tratamiento Media Duncan

11 100 A

12 98,33 A

19 98,33 A

3 96,67 AB

20 95 ABC
13 95 ABC
22 93,33 ABC
30 93,33 ABC

4 91,67 ABC
15 90 ABCD
14 83,33 ABCD
8 83,33 ABCD
24 83,33 ABCD
2 80 ABCD
17 78,33 ABCDE
23 78,33 ABCDE
7 73,33 ABCDEF
9 66,67 ABCDEF
21 66,67 ABCDEF
27 65 ABCDEF
28 58,33 ABCDEF
25 58,33 ABCDEF
29 56,67 ABCDEF
5 53,33 ABCDEF
26 48,33 BCDEFG
18 46,67 CDEFG
16 41,67 DEFG
10 31,67 EFG

6 28,33 FG

1 6,67 G




ANEXO 11
Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Porcentaje de Supervivencia de Callo a los 84 dias de induccion

Tratamiento Media Duncan
22 91,67 A
3 90 AB
12 80 ABC
20 78,33 ABC
13 76,67 ABC
24 76,67 ABC
23 75 ABC
19 73,33 ABC
4 73,33 ABC
11 71,67 ABC
9 66,67 ABCD
2 65 ABCD
14 60 ABCDE
8 51,67 ABCDE
30 50 ABCDE
27 46,67 ABCDE
17 45 ABCDE
29 43,33 ABCDE
25 35 ABCDE
7 35 ABCDE
5 33,33 BCDE
15 33,33 BCDE
26 31,67 CDE
18 31,67 CDE
16 28,33 CDE
21 28,33 CDE
10 26,67 CDE
28 25 CDE
6 11,67 DE

1 5 E




ANEXO 12
Prueba de Duncan (1%) para los efectos de los tratamientos en el
Porcentaje de Supervivencia de Callo a los 112 dias de induccion

Tratamiento Media Duncan
24 73,33 A
22 68,33 A
4 53,33 AB
2 51,67 AB
3 45 ABC
23 40 ABCD
14 28,33 BCD
13 25 BCD
9 23,33 BCD
20 23,33 BCD
5 21,67 BCD
11 21,67 BCD
30 21,67 BCD
21 20 BCD
15 15 BCD
10 15 BCD
17 15 BCD
27 15 BCD
29 13,33 BCD
6 8,33 CD
12 6,67 CD
16 0 D
7 0 D
8 0 D
1 0 D
18 0 D
19 0 D
28 0 D
25 0 D
26 0 D






