INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA RICA

ESCUELA DE BIOLOGIA

INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACION

EVALUACION DEL DESARROLLO IN VITRO DE Stevia rebaudiana
BERTONI CON EL EMPLEO DE SISTEMAS DE MICROPROPAGACION
SEMI-SOLIDO, INMERSION TEMPORAL RITA® Y BIORREACTOR DE

BURBUJEO

Karol Maria Jiménez Quesada

Cartago, 2011




EVALUACION DEL DESARROLLO IN VITRO DE Stevia rebaudiana
BERTONI CON EL EMPLEO DE SISTEMAS DE MICROPROPAGACION

SEMI-SOLIDO, INMERSION TEMPORAL RITA® Y BIORREACTOR DE
BURBUJEO

Karol Maria Jiménez Quesada*

RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta medicinal originaria del norte de Paraguay, que se
caracteriza por la acumulacién de compuestos edulcorantes en sus hojas, los cuales son hasta
300 veces mas dulces que la sacarosa. Actualmente se desarrollan numerosas investigaciones
enfocadas en la obtencion de productos comerciales, dirigidos especialmente a personas con
problemas de obesidad y diabetes; no obstante, los bajos porcentajes de germinacion de sus
semillas y los pocos individuos regenerados mediante propagacion vegetativa, representan un
reto para el asentamiento de poblaciones de calidad. Es por eso que las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales se presentan como una atractiva opcién para dicho fin. Dentro de este
contexto, la presente investigacion se enfocd en comparar la efectividad de tres sistemas para
la micropropagacion de esta planta: medio semi-solido, inmersion temporal en RITA e
inmersién permanente en biorreactor de burbujeo, bajo condiciones de 22 + °C, luz directa,
2000 lux y un fotoperiodo de 16 horas. Se determin6 que un tratamiento en RITA con 5
minutos de inmersion cada 8 horas favorece las caracteristicas de color, vigorosidad y
desarrollo radical de los explantes, ademas de generar excelentes resultados en cuanto a
brotacién, elongacién, nimero de hojas, masa seca y masa fresca. EI crecimiento en medio-
semisélido se vio afectado por la temperatura, y la incidencia de luz directa ocasiond la
acumulacion de antocianinas en los explantes. El crecimiento de biorreactor no se
recomienda para la micropropagacion de S. rebaudiana, ya que causa malformaciones y

decoloracion en las hojas, que constituyen la principal fuente de compuestos de interés.

* INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACION, Escuela de Biologia, Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2011
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INTRODUCCION

El cultivo de Stevia rebaudiana, especie originaria de Paraguay, se desarrolla
principalmente en la region suramericana, pero también abarca paises como China,
Taiwan, Corea, Tailandia y Malasia, y actualmente se extiende por Israel, Ucrania,
Filipinas, Canada, Hawaii y California. En los paises orientales es donde se ha
extendido el interés por estudiar y aprovechar las propiedades edulcorantes de esta
planta, lo que a su vez ha generado un incrementado en las investigaciones enfocadas
en el establecimiento de plantaciones cada vez mas productivas de esta especie
(Ahmed et al., 2007 y Sivaram y Mukundan, 2003).

La importancia comercial de S. rebaudiana se resume en que los estevidsidos que la
caracterizan, aparte de resultar hasta 300 veces mas dulce que la sacarosa, no pueden
ser degradados y utilizados como fuente de energia por el cuerpo, ya que no se
descompone quimicamente durante el proceso digestivo, por lo que son aptos para
consumo en personas diabéticas. En unidon con lo anterior, contribuye con las
personas con problemas de obesidad endulzando sin calorias, restringiendo la
acumulacion de grasas, y disminuyendo la presion arterial. Incluso se ha encontrado

su aplicacion en el tratamiento de caries (Das et al., 2011 y Flores y Cortés, 2011).

Los compuestos glicosidicos pueden emplearse en la elaboracion de gran cantidad de
alimentos, como galletas, reposteria, bebidas, jugos de fruta, bebidas procesadas,
helados, goma de mascar, o bien afiadirse en forma pulverizada a bebidas como café
y té; actualmente se comercializan en gran variedad de productos sin resultar dafinos
para el ser humano (Ahmed et al., 2007 y Rafiq et al., 2007).

La problematica inicial radica en que la reproduccion por semillas de S. rebaudiana
genera bajos porcentajes de germinacion, aunado a la heterogeneidad de las
poblaciones resultantes, lo que a su vez ocasiona variabilidad en las caracteristicas de
la planta, inclusive en los niveles y composicion de las sustancias endulzantes

(Sivaram y Mukundan, 2003); por otra parte, en cuanto a la propagacion vegetativa,



se ha comprobado que el nimero de individuos regenerados por planta es muy bajo
(Ahmed et al., 2007).

Es por lo anterior que un gran nimero de autores coinciden en que el area de la
biotecnologia enfocada al cultivo de tejidos vegetales, se ha convertido en una opcién
atractiva y viable para promover la propagacién masiva de S. rebaudiana (Rafiq et
al., 2007). Con esa finalidad los investigadores proponen la utilizacion de raices,
hojas y estacas como material para introduccion, en medio con sales Murashige and
Skoog (1962) y una variedad de reguladores de crecimiento. Este tipo de medio M &
S con diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento, se ha utilizado
también para la micropropagacion de esta especie.

En el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica se ha desarrollado el protocolo de micropropagacion de Stevia
rebaudiana, a través de estacas nodales en medio semi-solido, debido a la facilidad de
manipulacion de las vitro plantas, y a la disponibilidad de recipientes de vidrio con
tapa plastica para su establecimiento. No obstante, como un objetivo del proyecto
vigente para la optimizacion del cultivo, se pretende comparar el desarrollo de esta
planta en tres sistemas de cultivo vegetal distintos, lo que permitiria que una vez
establecido el mejor sistema de micropropagacion de esta especie, las plantas élite
puedan ser propagadas masivamente, y aclimatadas en el invernadero del CIB, con

miras a la explotacion comercial en territorio costarricense.

Los sistemas propuestos corresponden a medio semi-sélido, sistema de inmersion
temporal mediante RITA®, y sistema de inmersion permanente en biorreactor de
burbujeo, ya que los tres proveen condiciones fisicas distintas a los explantes que
pueden o no incidir en su crecimiento y desarrollo; generan costos diferentes debido a
la especializacion del equipo de trabajo, y con los sistemas de inmersion se
beneficiaria una propagacion con mayor densidad de siembra (Etienne y Berthouly,
2002).



Como parte del proyecto “Optimizacion del cultivo y procesamiento de Stevia
rebaudiana para la obtencion de un novedoso edulcorante natural” entre el 2003 y el
2005, en el CIB se desarrollaron protocolos de propagacion in vitro de esta planta que
inclufan trabajos en medio semi-solido y en RITA®, a través de los cules se
determind que el crecimiento de microestacas en erlenmeyers de 500 ml, en el cuarto
de crecimiento a 25+2 °C y luz difusa, aparte de generar resultados satisfactorios, se
acoplaba adecuadamente con la disponibilidad de material, equipo y reactivos del

centro.

No obstante, recientemente ha surgido nuevamente el interés por desarrollar
protocolos de propagacion masiva, que faciliten la obtencion de lotes de produccion
in vitro mayores y la propagacion en campo, especificamente en el sector de
Guaépiles; lo anteriormente expuesto constituye el paso previo a la ejecucion de los
procesos de secado, molienda y extraccion de los esteviosidos de interés, que
finalmente desencadenarian la oportunidad de explotacién comercial en Costa Rica,
tanto en la industria alimentaria como edulcorante natural, como en la farmacéutica y

médica.

Por tanto, como parte de este trabajo se evaluaran variables cuantitativas clave para
comparar y definir estadisticamente la efectividad de los sistemas a comparar, asi
como también se estudiaran variables cualitativas que permitan una comparacion
visual sencilla de las caracteristicas fisicas resultantes de cada tratamiento ejecutado;
con lo anterior se justifica la seleccion de un sistema de cultivo eficiente para las

necesidades actuales de propagacion de la especie.



REVISION DE LITERATURA

Stevia rebaudiana
Origen e importancia del Cultivo

La Stevia rebaudiana perteneciente a la familia Asteraceae, es una planta herbécea,
perenne, que crece en climas tropicales y sub tropicales, y es originaria del norte de
Paraguay y Sur América (Bourlakis y Weightman, 2006 y Shreeder et al., 2008). El
clima de estas regiones se caracteriza por lluvias que van desde los 1400 a los 1800
mm anuales, temperaturas 6ptimas de 15 a 30°C, y humedad relativa media, que
favorecen la capacidad de la especie para resistir la humedad, no asi la sequia
(Alvarenga, 2005 y ClimaParaguay, 2009).

A través de numerosas investigaciones se ha determinado que Stevia rebaudiana
encuentra su optimo crecimiento a temperaturas entre los 20 a 26°C, e intensidad de
luz alta, donde los fotoperiodos largos incrementan la longitud de los entrenudos, el
area foliar, el peso seco y la aparicion de hojas. Ademas, se ha descubierto que la
especie se favorece con la materia organica de los suelos, y es capaz de adaptarse a un
amplio rango de pH de los mismos, preferiblemente los suelos arenosos-humiferos,
con un pH de 6,5- 7,5 en ausencia de salinidad. Se conoce también que para el caso
especifico de la germinacion de las semillas, la temperatura debe ser superior a los 20
°C (Alvarenga, 2005, Kinghorn, 2002 y U.V.A, 2003).

Estructuralmente la Stevia sp. se describe como una hierba perenne herbacea, de tallo
pardo y poco ramificada, que alcanza entre 30 y 80 cm de altura, elevandose desde
una base corta y gruesa; posee hojas sésiles, opuestas, ovoidales, de nervadura
reticulada, de 5 a 10 cm, aserradas sobre todo en su extremo final, que adquieren una
textura resinosa al secarse. Presenta pequefias flores hermafroditas blanquecinas de
corona tubular que conforman inflorescencias tipo capitulo, y una raiz fibrosa que
abarca una cuarta parte del tamafo total de la planta. Se sabe de la existencia de

aproximadamente doscientas especies de esta planta medicinal en América, de las



cuéles en Paraguay se ubican al menos catorce, siendo la mas destacada Stevia
rebaudiana Bertoni (Djendoel, 2002 y U.V.A, 2003)

Se considera a S. rebaudiana como una especie de interés debido a que en sus hojas
se sintetizan edulcorantes, cuyo poder endulzante es entre 100 y 400 veces mayor al
de la sacarosa o azlcar de cafia, cominmente utilizada en los procesos de elaboracion
y preparacion de alimentos; es decir, los compuestos edulcorantes de esta planta
actian como endulzantes sin calorias y termo estables que pueden ser aprovechados
en las industrias alimentaria y farmacéutica, ain en pequefios volumenes (Bourlakis
y Weightman, 2006 y Suarez y Salgado, 2008).

La sintesis de estos compuestos se debe a la formacion de glucésidos diterpenos con
propiedades edulcorantes en las hojas, como los estevidsidos y el rebaudosido A; se
conoce también la existencia de al menos ocho compuestos andlogos mas, como
rebaudosido B, C, D, dulcésido A y esteviolbidsidos. Todos estos compuestos
poseen una estructura de esteviol en comun, y se diferencia entre si por el nimero y
union de los residuos de carbono, lo que ademas afecta la intensidad del dulzor; sin
embargo, solo los dos primeros compuestos son generados por la planta en niveles

aprovechables industrialmente (Bourlakis y Weightman, 2006 y Kinghorn, 2002).

Cultivo In Vitro de la especie

La conclusién generalizada a la que autores como Ahmed y colaboradores (2007) han
llegado con respecto al cultivo tradicional de S. rebaudiana es que las semillas de esta
especie generan porcentajes de germinacion tan bajos que su reproduccion sexual se
convierte en un trabajo poco viable, a lo que ademas se agrega la heterogeneidad de
las poblaciones en cuanto a caracteristicas de importancia como los niveles de
produccién de estevidsido (Sivaram y Mukundam, 2003); se afiade también que su
reproduccion asexual, lograda a través de brotes o estacas, limita las producciones a
un ndmero muy bajo de individuos regenerados. La necesidad de obtener

poblaciones de Stevia, morfologica y genéticamente uniformes, es un tema que se



plantea desde varias décadas atrds, y seguird discutiéndose mientras se encuentre en
juego la cantidad y calidad de los glucosidos (Suarez y Salgado, 2008).

Por lo anteriormente expuesto, un gran nimero de investigadores, sobre todo en
Medio Oriente, proponen el estudio del comportamiento in vitro de esta planta
medicinal, de manera que se planteen, evallen y optimicen protocolos enfocados en
su introduccion y multiplicacion, lo que tendra por objetivo final la comercializacion
de productos naturales que aprovechen los compuestos edulcorantes de la especie, en
distintas industrias (Alvarenga, 2005).

La micropropagacion garantiza la produccion masiva de plantas libres de
enfermedades y patogenos, aptas para la produccion comercial de valiosos
compuestos secundarios (Alvarenga, 2005). En cultivo in vitro se ha empleado la
organogeénesis directa mediante protocolos de cultivo de apices meristematicos y de
segmentos nodales, y también existen estudios acerca de la embriogénesis somatica
en este cultivo (Uddin et al., 2006).

Acerca del cultivo en medio semi-sélido, en el 2003 se publicaron una serie de
pruebas para inducir callo en S. rebaudiana que presentara niveles adecuados de
compuestos edulcorantes caracteristicos; para este proposito se utilizaron como
explantes los apices, nudos y hojas de la planta, a partir de los cuales se obtuvieron
brotes, que posteriormente fueron subcultivados en medio con sales y vitaminas M &
S, suplementado con 8.87 uM de BAP y 5.71 uM de AIA, a partir de lo cual se
descubrié que es posible obtener callos con un elevado contenido de edulcorantes
siguiendo ese protocolo; la cantidad de compuesto de interés fue confirmado

mediante técnicas cromatogréaficas (Sivaram y Mukundam, 2003).

El 2007 se publican varias investigaciones en el campo, una de ellas corresponde a la
micropropagacion de esta planta, a partir de medio con sales y vitaminas M & S
suplementados con 0.5, 1, 2, 3 y 4 mg/l de BAP y 0.25 y 0.5 mg/l de AlA,
separadamente y en combinacion, donde el mejor nivel de brotacién se obtuvo con

Gnicamente 2 mg/l de BAP. Posteriormente, para la induccidn de raices, se emplea



nuevamente el medio con sales y vitaminas M & S al 2% de sacarosa, adicionado con
0.25, 0.5, 1y 1.5 mg/l de ANA y de AIB, de forma separada, obteniéndose el mejor
resultado con 0,5 mg/l de ANA (Rafiq et al., 2007).

En este mismo afio se propone nuevamente el enraizamiento de la especie en medio
con sales y vitaminas M & S, pero esta vez probando distintas concentraciones (0.1,
0.2, 0.5 y 1 mg/l) tanto de AIB, como de ANA y AlA; el porcentaje maximo de
enraizamiento corresponde a un 97.66% utilizando 0.1 mg/l de AIA. Estos trabajos
se relacionan con uno publicado previamente en 2006, donde se exponia que
utilizando medio M & S con AIB (2 mg/l) como Unico regulador, era posible generar
raices de la planta en estudio (Hwang, 2006).

En el 2008 se elaboran estudios para obtener la regeneracion de plantas de S.
rebaudiana a partir de callo, con el empleo de quince tratamientos, los cuales tenian
en comun el uso de medio M & S con las sales y vitaminas al 50% suplementado con
myo-Inositol (100 mg/l) y Tiamina (0.4 mg/l), pero se diferenciaban por las distintas
concentraciones de BAP (0.0, 0.5, 1, 2 y 4 mg/l) y ANA (0.0, 0.1 y 1 mg/l) no
obstante la regeneracion de tallos de la plata no dio resultados positivos tras intentar
el subcultivo de callos en medio M & S con sales y vitaminas al 50% y distintas
concentraciones de BAP (0.0, 0.25, 0.5, 1,2 y 4 mg/l) y ANA/BAP (0.5/2, 0.5/4, 1/12 'y
1/4 mg/l) (Suarez y Salgado, 2008).

En este mismo afio, se intenta observar el comportamiento in vitro de la planta
medicinal, cambiando la composicidn de sales y vitaminas del medio M & S, con lo
que se establece un medio de cultivo semi-sélido util con macroelementos
modificados (H4NO3; - 1237.5 mg/l, KNO3; - 950 mg /I , MgSO, - 185 mg/I,
CaCl,.2H,0 - 440 mg/l y KH,PO, - 85 mg/l), ademas de la adicion de Glicina (2
ml/l), Piridoxina (0.5 m/l), Acido Nicotinico (0.5 mg/l), Tiamina (0.1 mg/l), y una
mezcla de agar con Gelrite® (1.5 g/l de cada uno), lo que constituye un medio
bastante diferente a cualquier otro probado en Stevia hasta el momento (Ibrahim et
al., 2008a e Ibrahim et al., 2008b ).



Recientemente, en el presente afio, se ha planteado un protocolo que acelera el
crecimiento in vitro de la planta, y ademas garantiza la calidad molecular de los
clones, dicho protocolo consiste en la micropropagacién de los &pices principales en
medio con sales y vitaminas M & S suplementado con 2 mg/l de cinetina. Por otra
parte, los mejores resultados en cuanto a la elongacion y el enraizamiento se
obtuvieron en medio con sales y vitaminas M & S, sin la adicion de AIA'y BAP (Das
etal., 2011).

En el Centro de Investigacion en Biotecnologia del ITCR, se ha trabajado el cultivo in
vitro de microestacas con una yema axilar o apical de S. rebaudiana en medio sélido
con las sales y vitaminas M & S, adicionado con 2 mg/l de Pantotenato de Calcio y
0.5 mg/l de AG;. La introduccion se realiza de igual manera con estacas
desinfectadas, en medio semi-sélido con sales y vitaminas M & S sin reguladores
(Alvarenga, 2005).

En cuanto al cultivo de S. rebaudiana en biorreactor de burbujeo, se han realizado
investigaciones para la induccion de raices y brotes de la planta medicinal, utilizando
segmentos de hoja inmadura como explantes, y a partir de éstos se han generado con
éxito brotes a cada lado de la nervadura central sobre la superficie adaxial (Shreedar
et al., 2008).

Por otra parte, en relacion con la micropropagacion de S.rebaudiana con el empleo de
la inmersién temporal por el sistema de RITA®’s aparentemente no se han publicado
investigaciones que aprueben o desaprueben el uso de este sistema. Se tiene como
referencia que en el 2003 en el CIB del ITCR se sometieron microestacas de la planta
a una inmersion de dos minutos cada seis horas, empleando un medio con sales y
vitaminas M & S suplementado con 0.5 mg/l de AGs, 1 mg/l de Pantotenato de
Calcio y 200 mg/l de extracto de malta, generando resultados satisfactorios
(Alvarenga, 2005).

La informacion anteriormente expuesta corresponde Unicamente a las metodologias

de establecimiento y multiplicacién in vitro planteadas por algunos autores, no



obstante, actualmente se conoce de una gran cantidad de informacion referente a
estudios cuyo enfoque es la composicion bioquimica de S. rebaudiana, sus
propiedades y cualidades, la extraccion y purificacion de los edulcorantes, y su

aprovechamiento comercial.

Aprovechamiento Comercial

Las hojas secas de S. rebaudiana presentan una concentracion de alrededor de 10%
m/m de estevioles, no obstante esta composicion es muy variable, y los protocolos de
extraccion estudiados aln no son precisos en cuanto a la purificacion del compuesto
activo. Al menos se sabe que de acuerdo con el tipo de glucdsidos existentes, éstos
son 100 a 450 veces méas dulces que la sacarosa, por lo que se confirma su enorme
potencial como endulzante natural (Bourlakis y Weightman, 2006); actualmente en el
mercado circulan productos como Herbal Coffee, Migra Spray, Natuvia, Stevia clear,
Stevia extracto, Stevia Spoonable, Stevita, Sweet Leaf Products, a base de esta planta
(Flores y Cortés, 2011).

La Stevia sp. natural sin refinar contiene mas de 100 elementos y aceites volatiles
identificados, siendo el estevidsido, el principal glucésido de este vegetal usado
comercialmente, el cual no puede ser degradado y utilizado como fuente de energia;
ademas la planta contiene carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales,

principalmente en sus hojas (Martinez, 2002).

El consumo de la planta o de los productos a base de la misma, al dia de hoy no han
generado reportes relacionados con efectos secundarios ni mutagénicos perjudiciales;
por el contrario, los estudios realizados por diferentes investigadores en distintos
afios, determinaron que el estevidsido es bien tolerado y efectivo, pudiendo ser
tomado en cuenta como alternativa para pacientes diabéticos, ya que actla
estimulando en forma directa las células beta del pancreas, generando asi una

secrecion considerable de insulina (Alvarenga, 2005 y Flores y Cortés, 2011).



Como ya se menciond, los compuestos edulcorantes de S. rebaudiana pueden ser
aprovechados en la industria alimentaria, al modificar los procesos de endulzado
tradicionales, y también puede darseles uso en la industria farmacéutica al afadirse a
medicamentos de ingestion oral (Bourlakis y Weightman, 2006), o bien, emplear los
estevidsidos y esteviolbiésidos para la generaciébn de compuestos hibridos
sintetizados, y comprobar su efectividad como sustancias con actividad
antituberculosa (Sharipova et al., 2011).

Otros autores agregan que estos glucésidos, ademas, son reconocidos por su actividad
antiacida, antidiabética, antihipertensiva, antioxidante, cardiotonica, cicatrizante,
cosmeética, desintoxicante, digestiva e insulinotropica. Se hace referencia también a
su capacidad de actuar como antibioticos principalmente contra las bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, y la levadura Candida albicans (Flores y
Cortés, 2011).

Si bien existe un extenso numero de trabajos enfocados en el estudio de las
propiedades y beneficios de los endulzantes naturales provenientes de plantas como
S. rebaudiana, aun es necesario profundizar en los métodos de reproduccion de esta
especie, y proponer técnicas de propagacion no tradicionales, como teécnicas de
cultivo de tejidos, y complementar en un futuro con protocolos de transformacion
genética (Shreedar et al., 2008).

La idea es entonces aprovechar caracteristicas de interés como la que naturalmente
esta planta ofrece, valiéndose de técnicas que incrementen los rendimientos y
optimicen la purificacion de los edulcorantes, y eviten la destruccion de los

ecosistemas en los que se desarrolla.

Importancia del Cultivo en Costa Rica

Instituto Tecnologico de Costa Rica ha establecido un proyecto denominado

“Estudios Preliminares para la Produccién de un Edulcorante Natural Obtenido a
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partir de Stevia rebaudiana Bertoni en Costa Rica” que actualmente se desarrolla en
el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) en asociacion con el Centro de
Investigacion en Productos Naturales (CIPRONA) de la UCR. El presente trabajo se
desarrolla en el marco del proyecto mencionado con el objetivo de seleccionar un
sistema de cultivo in vitro adecuado para la micropropagacion de esta especie, de

manera que se facilite su aprovechamiento comercial.

En el afio 2005 se concluyd un proyecto denominado “Optimizacion del cultivo y
procesamiento de Stevia rebaudiana para la obtencién de un novedoso edulcorante
natural”, que también fue desarrollado en el CIB del ITCR en coordinacién con el
Centro de Investigacion y de Servicios Quimicos y Microbiologicos (CEQIATEC)
del ITCR tambien, cuya finalidad fue la orientacion técnica a mujeres campesinas
productoras de plantas medicinales, pertenecientes a la asociacion AMANDES de
Roxana de Pococi, en el Asentamiento Campesino EI Millon (Alvarenga, 2005).

Ese proyecto sentd la base de los conocimientos y estudios para la implementacion
del actual proyecto, sobre todo en lo concerniente al manejo en laboratorio de S.
rebaudiana, tanto a nivel de introduccion como de multiplicacion, asi como su
comportamiento en invernadero y en campo abierto en suelo costarricense. La
metodologia de introduccion y multiplicacion de explantes es en efecto la que se

detalla en la metodologia del presente trabajo final de graduacion.

Es importante que en Costa Rica se exploten racionalmente las propiedades de
plantas medicinales sobresalientes como S. rebaudiana y Uncaria tomentosa, ya que
estas representan una alternativa natural para innovar en las industrias farmacéuticas
y médicas, proponiendo productos saludables en el mercado, de manera que podamos
impulsar la economia agricola capacitando a los agricultores acerca del manejo y
domesticacion de estas especies, y de esta forma contribuir con la futura creacion de
MIPYMES en nuestro pais.
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Cultivo de Tejidos Vegetales

Concepto General

La ciencia del cultivo de tejidos vegetales se basa en el principio de que las plantas

pueden separarse en las células, tejidos u 6rganos que la componen y, a partir de su

cultivo y manipulacion in vitro, generar plantas nuevas e idénticas a la que les dio

origen. Se incluyen métodos y técnicas usadas para la investigacion botanica con

numerosas aplicaciones practicas (Caponetti et al.,, 2005 y George, 2008). Las

técnicas tienen como fin la propagacion de especies de importancia comercial a través

de técnicas y sistemas diversos que pueden o no ser automatizados (Shinsaku y
Motomu, 2006).

Entre las ventajas de la propagacion in vitro se encuentran

Los cultivos iniciales se establecen a partir de pequefios segmentos de la
planta (explantes), que se mantienen en condiciones de asepsia.

Es posible ajustar y controlar la cantidad de nutrientes y reguladores
disponibles para la planta, asi como las condiciones de luz y temperatura.

Se obtienen un gran ndmero de plantulas en periodos cortos de tiempo en
comparacion con la macropropagacion.

Se pueden obtener clones de plantas de dificil propagacion vegetativa o que
poseen caracteristicas de interés.

El crecimiento es continuo a lo largo del afio sin hacer diferenciacion por las
estaciones climaticas al crecer en cuartos controlados.

Se requiere menos espacio y mantenimiento para la propagacion que en los
métodos tradicionales.

Se puede certificar que determinada planta esté libre de un determinado virus.
(George y Deberg, 2008).

A través de numerosas investigaciones, se ha observado que para los diferentes tipos

de plantas existentes se requieren variaciones en los medios de cultivo, tanto en su

composicion como en su consistencia, de manera que faciliten la adecuada
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introduccion y multiplicacion de los explantes o células de interés. Si bien las sales
Murashigue and Skoog (1962) representan un buen comienzo, para cada especie se
deben analizar sus requerimientos nutricionales, que pueden ir desde los mas simples

hasta los mas complejos (George y Davis, 2008).

Retomando lo anterior, los factores fisicos como luz, temperatura y fotoperiodo, no
son los Unicos clave en el éxito del cultivo in vitro, sino también lo son factores
quimicos como el pH, compuestos organicos e inorganicos, reguladores de
crecimiento e incluso el estado fisico del medio de cultivo, son relevantes (George y
Davis, 2008). Es por eso que las técnicas de micropropagacion emplean sistemas que
involucren el uso de medios semi-sélidos o liquidos. La escogencia de uno u otro
sistema depende de los estudios y ensayos realizados con la planta de interés, que
permitan generar criterios validos que indiquen cual es el mas conveniente, tomando

en cuanto la finalidad de su propagacion.

Sistemas de Cultivo en Medio Semi-solido

Los sistemas de cultivo en medio semi-sélido son aquellos que emplean medios
nutritivos a los cuales se les adiciona un agente gelificante (agar o gomas gelanas), lo
que permite que el explante se mantenga estatico dentro del recipiente sin sumergirse
en su totalidad, sino que sOlo una parte del érgano o tejido estd en contacto
permanente con el medio. Generalmente este tipo de medio se emplea para el
crecimiento de 6rganos vegetales, establecimiento de callos, y mantenimiento a largo

plazo de cultivos (George, 2008).

Las ventajas de este sistema incluyen la facil visibilidad y recuperacion de los
explantes; éstos mantienen su orientacion en el medio; no requieren de aireacion dado
que sobresalen por sobre el nivel del medio; brotes y raices crecen organizadamente
al ser el medio estacionario; permite el crecimiento indiferenciado en forma de callos
(George y Davis, 2008).
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De acuerdo con Etienne y Berthouly (2002), la micropropagacion tradicional, en
medio semi-sélido en algunas ocasiones se vuelve impredecible y costosa, debido al
requerimiento de gran nimero de recipientes contenedores, uso de agente gelificante,
transferencia periddica del material a medio fresco tanto para suplir lo requerimientos
de nutrientes como para que el crecimiento sea continuo. George y Davis (2008)
comentan también que algunos gelificantes pueden contener compuestos inhibitorios
0 toxicos para los explantes, pueden impedir la adecuada oxigenacion de raices, y se

crea un gradiente nutritivo a medida que la plantula se elonga.

Adicionalmente, es un sistema en el que los costos por unidad de vitro planta se
elevan, y tan s6lo en mano de obra se contempla un 60% del costo total. Por todo lo
anterior, se ha concluido que para la micropropagacion comercial de ciertas plantas y
cultivares de interés, se puede evaluar la posibilidad de emplear técnicas mas

novedosas y automatizadas (Etienne y Berthouly, 2002).

Sistemas de Cultivo en Medio Liquido

Contrario a los medios semi-solidos, los medios liquidos no emplean agentes
gelificantes, por lo que las células u 6rganos estan en contacto total con el medio
temporal o permanentemente. Este sistema se aprovecha principalmente en cultivos
celulares, pero también se usa en el cultivo de callos y micropropagacion. Los
medios liquidos pueden ser estaticos, o bien mantenerse en agitacion y/o aireacion

dependiendo de la especie y el tipo de explante (George, 2008).

Los medios liquidos presentan ventajas como uniformidad de las condiciones de
cultivo, disminucién de la polaridad de la planta, renovacion del medio sin necesidad
de cambiar el recipiente contenedor, esterilizacion por microfiltracion y facilidad de
lavado. Las desventajas de estos sistemas de inmersion radican principalmente en
problemas de hipoxia, rompimiento de 6rganos y el empleo de equipo complejo, y en
sistemas de inmersion permanente también de hiperhidricidad (Etienne y Berthouly,
2002 y George, 2008).
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Entre las técnicas de segunda generacion con el uso de medios liquidos se encuentran
los sistemas de inmersién temporal (SIT) y los biorreactores. Los sistemas de
inmersion temporal se diferencian de los biorreactores en que en el primero, el
contacto entre los explantes y el medio de cultivo es a intervalos de tiempo, mientras
que en el segundo este contacto es permanente. En comparacion con los medios
semi-solidos, en los sistemas de inmersion se emplean contenedores de mayor
volumen, haciendo posible trabajar con mayor densidad de material, y asi lograr una
reduccion del tiempo de transferencia de material (Etienne y Berthouly, 2002).

— Sistemas de Inmersion Temporal

Los sistemas de inmersion temporal (SIT), se basan en el bombeo de aire limpio a un
frasco de cultivo, el cual pasa a través de un filtro mili poro, y llega hasta el
compartimento donde se encuentra el medio, permitiendo que éste ascienda y entre en
contacto los explantes o bien pase a otro recipiente donde se encuentren los explantes
(Jiménez, 2005). EI método permite que el exceso de solucion en los explantes se
drene por gravedad al finalizar el bombeo, y éstos se mantengan himedos sobre una

superficie apta para su contenido hasta la proxima inmersion (Afreen, 2006).

Este tipo de sistemas reduce los costos de la propagacion in vitro hasta en un 20% en
comparacion con otros sistemas de cultivo liquido y hasta en un 46% con respecto al
medio semi-solido, esto una vez que se han hecho las inversiones iniciales en la
compra de los equipos correspondientes. Las labores de mano de obra se reducen
también, lo mismo que el espacio al permitir la propagacion masiva, y se aumentan
los rendimientos y la calidad del material. Ademas, de acuerdo con numerosos
estudios, un gran nimero de especies tropicales muestran un mejor crecimiento y

desarrollo cuando se micropropagan mediante los SIT (Jiménez, 2005).

La clave del éxito estd muchas veces en establecer los tiempos de inmersion y la
frecuencia requerida para la especie. Este sistema es Util en cuanto previene la anoxia

o falta de oxigeno en el medio, controla el ambiente gaseoso con cada inmersion y
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facilita la renovacion de medio. Dentro de los SIT se encuentran los “Biorreactores
de Inmersion Temporal 0 Twin Flasks System” (BIT®) y el “ Recipiente de Inmersion
Temporal Automatizada o Recipient for Automated Temporary Immersion System”
(RITA®) sistemas que al ser automatizados, disminuyen los costos de mano de obra
(Berthouly y Etienne, 2005 y Afreen, 2006).

RITA®

Este sistema corresponde a un recipiente con 1L de capacidad separado en dos
compartimentos, uno inferior donde se coloca el medio de cultivo, y otro superior
donde los explantes se colocan sobre un disco. A traves de manqueras por presion de
aire se promueve que el medio suba al compartimento superior mojando los explantes
durante un periodo de tiempo y una frecuencia programada, como se ilustra en la
Figura 1. Posteriormente la presion serd liberada a traves de filtros (Etienne y
Berthouly, 2002). EI sistema permite disminuir la hiperhidricidad, manipular los
tiempos y frecuencias de inmersion, el explante tiene contacto directo con el medio al
momento que corresponde, previene contaminacion mediante el uso de filtros, y

disminuye el estrés ocasionado por sistemas de aireacion y agitacion (Afreen, 2006).

Figura 1. Esquema del funcionamiento de RITA® .
Fuente: CIRAD, 2009.
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— Sistemas de Inmersién Permanente

Los sistemas de inmersion permanente se refieren al uso de los biorreactores como
medio de propagacion masiva que disminuye los costos. Un biorreactor se describe
como un recipiente de variable capacidad, en el que los pardmetros fisicos y quimicos
pueden controlarse y automatizarse; los hay de varios tipos, y entre sus utilidades esta
la produccion de metabolitos microbianos, animales y vegetales. Ademas sirven para
el crecimiento de células aerdbicas, inmovilizacion de éstas o de enzimas, produccion

de bulbos, cormos y tubérculos (Shinkasu y Motomu, 2006 y Tayama y Akita, 2005).

El uso de biorreactores provee ventajas como: aumento en tamafio de las células en
cultivo o las plantulas propagadas masivamente; se reducen los costos de manejo,
inoculacion y cosecha al no requerirse muchos recipientes ni area de trabajo; el
contacto directo y permanente de los explantes con el medio puede favorecer el
crecimiento; la aireacion forzada incrementa la biomasa, se desplaza la dominancia
apical y se estimula el desarrollo de brotes laterales. Entre las desventajas del sistema
se encuentran la hiperhidricidad, la variacion en el tamafio de las plantulas y la

grandes pérdidas de material por contaminacion (Takayama y Akita, 2005).

En los biorreactores es posible analizar por computadora pardmetros quimicos como
la demanda de oxigeno de las células o explantes, el rango de transferencia de
oxigeno, la disponibilidad de este gas, asi como también se controlan pardmetros
fisicos como pH, temperatura, agitacion y aireacion (Curtis, 2005). En general, se
componen de recipientes de variable capacidad de fondo plano (preferiblemente de
vidrio); una tapa disefiada con aberturas para entrada y salida de mangueras, que
tienen como finalidad garantizar la entrada y salida de aire, y la regulacion de acidos
y bases; electrodos para medir los niveles de aire y oxigeno disuelto; la tapa se
asegura con empaques Y tuercas, y se colocan filtros para la entrada de aire estéril.
Algunos disefios incluyen algun tipo de turbina o propela para la agitacion (Hvoslef
et al., 2005).
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Estos sistemas se clasifican en tres grandes grupos: los de agitacion mecéanica como
aireacion-agitacion y tambor giratorio; los de agitacion neumética, y los de no
agitacion como burbujeo sin agitacion, columna de burbujeo, de aire comprimido,

fase gaseosa, el de membrana permeable y el de superposicion (Paek et al., 2005).

Biorreactor de Burbujeo

Corresponde a un tipo de biorreactor bastante sencillo en el que se bombea aire al
medio de cultivo a través de un difusor, para oxigenar los explantes. Las burbujas
son adecuadamente incorporadas al medio, se evitan fuerzas de corte, se disminuye el
requerimiento de energia y el disefio es simple. Pocas veces hay problemas de
niveles de aireacion muy elevados que hagan el medio espumoso en el nivel
superficial (Paek et al., 2005). En general, como todos los biorrreactores de no
agitacion, compensa el problema de la agitacion mecanica y, junto con los
biorreactores de columna de burbujeo, este tipo de sistema es adecuado para la
inmersion permanente de érganos vegetales, manteniéndolos en contacto directo con
los nutrientes y reguladores de crecimiento (Paek et al., 2005, Ziv, 2005 y Zhong,

2001). En la Figura 2 se muestra un esquema de este sistema.
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A. B.

Figura 2. Esquemas de biorreactores sin agitacion: A. De burbujeo. B. De aire comprimido.
Fuente: George, 2008.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de tres sistemas de micropropagacion masiva de tejidos vegetales:
medio semi-sélido, Sistema de Inmersion Temporal RITA® y biorreactor de

burbujeo, en la regeneracion y desarrollo in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni.

Obijetivos especificos

e Establecer el tiempo y frecuencia de inmersion mas favorable para el

crecimiento y desarrollo de los explantes en el sistema de RITA®

e Evaluar los sistemas de micropropagacion en estudio, mediante medicion de
variables cominmente cuantificadas en cultivo de tejidos vegetales, como lo
son el coeficiente de multiplicacion, longitud de explantes, nimero de hojas

por explante, masa fresca y masa seca.
e Evaluar los sistemas de micropropagacion en estudio mediante la observacion
de las variables cualitativas de hiperhidricidad, vigorosidad, coloracion y

desarrollo radical.

e Recomendar el sistema de micropropagacion masiva mas adecuado para el

desarrollo in vitro del cultivo de Stevia rebaudiana Bertoni.
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MATERIALES Y METODOS

A. Desinfeccion de explantes

Se modificé el protocolo desarrollado por Alvarenga (2005). La introduccion in vitro
de esta especie se realizo a través de microestacas que presentaran uno o dos nudos, a
partir de material proveniente del invernadero del Centro de Investigacién en
Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. EI material provino de
plantas en edad temprana que previamente se asperjaron una vez por semana a una
concentracién de 3 g/l, de los productos comerciales Agry-micin® y Benomil®, al
menos tres semanas antes de la recoleccion. Una vez en cdmara y después de los
lavados, se eliminaron los extremos quemados por la desinfeccion antes de introducir

las microestacas en el medio.

La desinfeccion se realizd6 mediante un lavado inicial con agua y jabon durante 30
minutos en agitacién; se continud con una inmersion en solucion de Agry-micin® y
Benlate® en proporcion 1:1 a una concentracion de 5 g/l durante 30 minutos; luego se
realizé una segunda inmersion en solucion de hipoclorito de sodio al 60% v/v (3,5%
i.a.) durante 10 minutos; finalmente se realizaron cuatro lavados de un minuto cada

uno, con agua esteril.

B. Introduccion de explantes

En camara de flujo laminar, se cultivaron microestacas con uno o dos nudos en
frascos de vidrio tipo Gerber® con 20 ml de medio semi-sélido elaborado con sales y
vitaminas M & S (1962), 30 g/l de sacarosa y 3,3 g/l de Phytgel®, se regul6 el pH a
5.7.

Las microestacas permanecieron en condiciones de luz difusa a una temperatura de
25 + 2 °C, y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Una vez que
mostraron crecimiento de yemas en los entrenudos, se subcultivaron en el medio de

multiplicacion.
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C. Muiltiplicacion de explantes

El material introducido fue subcultivado en medio semi-sélido elaborado con sales y
vitaminas M & S (1962), suplementado con 2 mg/l de Pantotenato de Calcio, 0.5 mg/I
de AGs, 30 g/l de sacarosa y 3.3 g/l de Phytgel®, a pH regulado de 5.7 (Alvarenga,
2005). Los explantes permanecieron en condiciones de luz difusa a una temperatura
de 25 £ 2 °C, y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

Las vitro plantas se subcultivaron cada 30 6 45 dias, dependiendo del crecimiento y
desarrollo observado, y conservados bajo las mismas condiciones de luz y

temperatura ya descritas.

D. Micropropagacion del material

Se probaron y compararon los siguientes sistemas de cultivo: medio semi-sélido,
inmersion temporal en RITA® e inmersién completa en biorreactor de burbujeo. En
los tres sistemas se utilizo el medio de micropropagacion citado anteriormente, con el
uso del gelificante solamente en medio semi-sélido. Cada tratamiento por sistema,
consistio en 4 repeticiones con 10 explantes, para un total de 40 explantes a evaluar
por tratamiento. Se micropropagaron microestacas con un nudo y 12 mm de longitud
inicial, en todos los tratamientos. Ademas se realizo un recuento inicial del nimero

de brotes y de hojas de cada explante sembrado.

El periodo de evaluacién en todos los tratamientos, fue de dos semanas. Los ensayos
se desarrollaron en un cuarto de crecimiento a una temperatura de 22 + 2 °C, 2000
lux y 16 horas fotoperiodo. EI material seleccionado para el montaje de los
tratamientos, se eligié de acuerdo con su vigorosidad y coloracion verde oscuro, y
siempre correspondi6 a plantulas con tres subcultivos, y con un mes de
establecimiento desde su ultima multiplicaciéon. En la Figura 3 se ilustra la apariencia

de las plantulas seleccionadas:
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Figura 3. Plantula de Stevia rebaudiana en etapa de multiplicacion en medio semi-solido

Fuente: Centro de Investigacidn en Biotecnologia, ITCR, 2011.

— Sistema 1: Medio semi-sélido

Este sistema se evaludé a través de un Unico tratamiento (T1), que consistié en la
multiplicacién de un explante por frasco de cultivo con 20 ml de medio semi-solido,
hasta obtener un total de 40 frascos de un explante cada uno, separados en 4 lotes de
10 frascos.

—  Sistema 2: Inmersiéon Temporal en RITA®

Para la micropropagacion mediante el Sistema de Inmersion Temporal, se evaluaron
nueve tratamientos empleando RITA®: 10 min de inmersién cada 6 horas (T2), 8
horas (T3) y 12 horas (T4); 15 min de inmersion cada 6 horas (T5), 8 horas (T6) y 12
horas (T7); y 5 min de inmersion cada 6 horas (T8), 8 horas (T9) y 12 horas (T10).
Cada uno de los recipientes contenia 250 ml de medio de multiplicacién liquido y 10
explantes, por lo que para cada tratamiento se evaluaron cuatro RITA®’s,

completando asi las 4 repeticiones.

22



— Sistema 3: Biorreactor de burbujeo

Se construyeron prototipos empleando frascos de vidrio de 1L de capacidad con tapas
autoclavables, tubos de vidrio para la entrada y salida de aire, empaques, manqueras y
filtros de venteo 0,22um. EIl difusor empleado consistié en una pieza metalica en
forma de cilindro no hueco de 20 mm de longitud y 7 mm de didmetro, con agujeros
inferiores a 1mm de didmetro a través de los cuales se dio la salida del aire para
aireacion de los explantes, con un flujo regulado de 0.5 litros de aire por minuto por
biorreactor (1 vvm). El sistema se evalué mediante un Gnico tratamiento (T11) en el
cual se emplearon 4 biorreactores cada uno con 500 ml de medio liquido y 10
explantes. En la Figura 4 se observa el biorreactor de burbujeo empleado en el
ensayo.

Figura 4. Prototipo de biorreactor de burbujeo: a. Modelo con medio autoclavado b. Detalle del
difusor.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

El Cuadro 1, resume los tratamientos realizados de acuerdo con el sistema en

evaluacion:
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados para la comparacion de tres sistemas de

micropropagacién de Stevia rebaudiana Bertoni.

No. No. Inmersién

o Volumen
No. recipientes  Explantes medio  Tiempo Intervalos
repeticiones por por P

repeticion  recipiente (ml) (min) (h)

Sistema Tratamiento

Medio
semi- T1 4 10 1 20 - -
sélido
T2 4 1 10 250 10 6
T3 4 1 10 250 10 8
T4 4 1 10 250 10 12
Inmersién T5 4 1 10 250 15 6
Temporal T6 4 1 10 250 15 8
en RITA® T7 4 1 10 250 15 12
T8 4 1 10 250 5 6
T9 4 1 10 250 5 8
T10 4 1 10 250 5 12
Biorreactor
de T11 4 1 10 500 - -

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011

E. Medicion de variables cualitativas

Se evaluaron las caracteristicas cualitativas de vigorosidad, coloracion,
hiperhidricidad y desarrollo radical por tratamiento a través de la observacion, y se
documentaron a través de fotografias. En el caso especifico de la determinacion de la
coloracion, se utilizd una escala de verdes (Monsef, 2009) (anexo 1) de manera que

se facilitara la comparacion entre los tratamientos.

F. Medicién de variables cuantitativa

Transcurrido el periodo de multiplicacion de 2 semanas estimado para la evaluacion,
se registro para cada explante el nimero de brotes, el nimero de hojas, longitud, y
masa fresca y se calcularon promedios de la variable por repeticiébn en cada

tratamiento.
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Solamente la medicion de la masa seca se registr6 como un solo dato para cada

repeticion, y se obtuvo colocando los explantes en la estufa a 70°C durante 24 horas.

El coeficiente de multiplicacion se calculd para cada repeticién, y posteriormente
para cada tratamiento, segun la formula propuesta por Castro y Gonzalez (2002)
(Figura 5). En donde: CM= coeficiente de multiplicacién y N°= namero.

N° final de brotes
CM =

N°inicial de brotes

Figura 5. Formula para el calculo del coeficiente de multiplicacion
Fuente: Castroy Gonzalez (2002).

G. Analisis estadistico de datos

Para cada una de las variables se calcularon los promedios correspondientes por
repeticion. Los resultados se tabularon en cuadros que mostraban el comportamiento
de la variable segun el tratamiento. Los datos obtenidos se analizaron mediante
ANOVA, y la comparacion de medias se hiz0 a través de la Prueba de Tukey con una
diferencia significativa honesta tanto de de 1% como de 5%, con el uso del software

Statistix®.

25



RESULTADOS Y DISCUSION

A. Desinfeccion de explantes

Las microestacas para introduccion se sumergieron en una solucién con Agry-micin®
y Benomil®, ya que el primero es un bactericida, el segundo, un fungicida. Por esa
razén también es de utilidad su aplicacion en invernadero, para el control de la
aparicion de enfermedades. En cuanto al empleo de hiploclorito de sodio en el
proceso de desinfeccion, la importancia de esta solucién radica en que actiia como un

eficaz germicida, viricida y desodorante (Alfonso, 2003).

Una vez realizados los lavados de los explantes con agua destilada estéril, se
eliminaron los extremos quemados por el cloro, con el fin de facilitar la regeneracion
del tejido. EIl porcentaje de sobrevivencia utilizando este protocolo fue de entre 30 y
35%, por lo que podria considerarse que no resulta del todo efectivo.

B. Introduccién de explantes

Las microestacas introducidas en el laboratorio tenian una longitud de
aproximadamente 1 cm, y presentaban al menos un nudo, de manera que las yemas
presentes en éste posteriormente brotaron, tal y como se muestra en la Figura 6. Una
vez que los brotes adquirian un tamafio de al menos 5 mm, se subcultivaban en el

medio de multiplicacion propuesto.

Figura 6. Estaca de S. rebaudiana introducida en medio semi-solido: a. a la semana de la
introduccion, b. a las dos semanas.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.
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De acuerdo con la revision de la literatura relacionada con el cultivo in vitro de S.
rebaudiana, se decidio utilizar estacas para la introduccion, debido a que era el
explante méas adecuado segun diversos autores, de acuerdo con los porcentajes de
regeneracion. Posteriormente se decidié recortar las hojas sin eliminarlas totalmente,
para evitar que las yemas se dafiaran durante la desinfeccion, y a su vez disminuir la

cantidad de tejido por desinfectar.

El medio con sales y vitaminas M & S (1962) de acuerdo con la literatura consultada,
genera buenos resultados en la introduccion de esta especie, ain sin adicionar
reguladores de crecimiento; por lo tanto, al ser un medio sencillo y relativamente
barato, se encontré favorable su empleo, ademas de que asi lo propone Alvarenga
(2005). Las condiciones de luz, temperatura, y fotoperiodo se seleccionaron de
acuerdo con la propuesta de Alvarenga (2005), y se asemejan a las condiciones que

favorecen a la especie en su habitat natural.

C. Multiplicacion de explantes

Los brotes provenientes de las introducciones fueron subcultivados en medio con
sales y vitaminas M & S (1962), ésta vez suplementado con Pantotenato de calcio y
giberelinas; el primer suplemento favorece el crecimiento al participar en procesos
bioguimicos basicos; el segundo promueve la elongacion de tallos y hojas al activar
los meristemos intercalares (Moshkov et al., 2008). Para los subcultivos posteriores
se usaron microestacas, y las condiciones fisicas propuestas se mantuvieron por las

mismas razones expuestas en el apartado anterior.

Las plantulas subcultivadas presentaban una apariencia saludable y color verde
oscuro, ademas de una elongacién pronunciada, sobre todo cuando se trataba de

brotes apicales, tal y como se ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. Plantulas in vitro de S. rebaudiana: a. Plantula de 5 semanas, b. Plantula de 3 semanas.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

La razon por la cual los brotes apicales se elongan méas se debe que la auxina desde la
yema apical inhibe el crecimiento de las yemas axilares, favoreciendo el alargamiento
del eje principal del brote; por tanto, al eliminar la yema apical, se favorece el
crecimiento de los brotes laterales, y por ende la ramificacién en lugar de la
elongacién (Campbell y Reece, 2005).

D. Micropropagacion del material

Se trabajé con cuatro repeticiones por tratamiento, cada una con 10 explantes para un
total de 40 de éstos, debido a que, de acuerdo con el ingeniero Monge (comunicacion
personal, 8 de junio 2011), este es el minimo namero de repeticiones manejable para
realizar un analisis aceptable de los resultados; lo ideal seria trabajar con mas de 30
repeticiones, sin embargo, el material in vitro disponible para el montaje de los

sistemas no era suficiente.

Se determin6é que la longitud inicial de los explantes seria de 12 mm ya que la
literatura reporta el empleo de microestacas de entre 10 y 15 mm para el subcultivo.
Ademas, se realizd un conteo de hojas y brotes de cada uno de los explantes
micropropagados, ya que estos serian los datos iniciales necesarios para la
comparacion estadistica. El tiempo de crecimiento in vitro se fijo en 2 semanas, para
concluir a tiempo todos los tratamientos propuestos en el plazo estimado de

desarrollo del proyecto.

28



Como se menciond con anterioridad, debido a la escasez de material in vitro, se
utilizaron tanto brotes apicales como laterales par la micropropagacién. No obstante,
como ya se sefiald, los brotes apicales presentan una elongacion mas pronunciada y
un crecimiento direccionado, mientras que los brotes laterales tienden a crecer en
distintas direcciones (Campbell y Reece, 2005), por lo que lo ideal hubiese sido
micropropagar Unicamente brotes apicales. Para efectos del analisis estadistico se
registraron las caracteristicas iniciales de nimero de brotes y hojas, por lo que no se
considera que el tipo de explante afectara los resultados finales.

El material seleccionado para los tratamientos en todas las ocasiones se observaba
sano, verde y vigoroso, y no se utilizd material subcultivado mas de tres ocasiones
para evitar la variacion somaclonal, que se refiere a las diferencias fisicas y genéticas
entre las plantas madre y las plantulas in vitro (Jayasankar, 2005). Las condiciones
de luz y temperatura, durante la evaluacion de los tratamientos, cambiaron con
respecto a las etapas de introduccion y multiplicacion, debido a que los compresores
de aire requeridos para el montaje de las RITA® y biorreactores se encontraban en el

cuarto de crecimiento frio del CIB.

Por lo tanto, los explantes se expusieron a luz directa y a una temperatura de 22 + 2
°C, en lugar de luz difusa y 25 °C, lo cual incidié en el desarrollo de especie, como se
analizara mas adelante, dado que el habitat natural de S. rebaudiana se caracteriza por
temperaturas calidas, de 20 a 26°C (U.V.A, 2003). Aunado a lo anterior, la luz directa
no es la mas favorable para la especie, de acuerdo con la investigacion de Alvarenga

(2005) ya que disminuye el crecimiento y promueve la acumulacién de antocianinas.

— Sistema 1: Medio semi-sélido

En el apéndice 1 se muestra el tratamiento con medio semi-sélido. EI principal
problema que se presentd en T1, Unico tratamiento para este sistema, fue la
contaminacién, principalmente por hongos, como levaduras y aparentemente

Penicillium sp. como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Contaminacion en medio semi solido: a. Hongo blanco y filamentoso, b. Levadura.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

— Sistema 2: Inmersién Temporal en RITA®

En el apéndice 2 se ilustra el sistema de inmersion temporal mediante RITA®.

— Sistema 3: Biorreactor de burbujeo

El tratamiento en biorreactores de burbujeo se ilustra en el apéndice 3. Los mismos
presentaron problemas a nivel de acabado del disefio, ya que los tubos de escape de
aire, al quedar muy cerca de la superficie del medio, permitieron que este subiera
durante el autoclavado y mojara los filtros de escape de aire. Al estar los poros de los
filtros tapados, se cre6 una presion dentro de los frascos que generd el
desprendimiento del silicon que sellaba los empaques de la tapa, ocasionando que
éstos se levantaran y permitieran el escape de medio cultivo, por lo que al final del

proceso en todos los bioreactores se perdio entre un 46% y un 73% de éste.

La pérdida de medio afecto el crecimiento promedio, masa fresca y masa seca de los
explantes del biorreactor 1, que en total perdi6 270 ml, lo que se analizard mas
adelante en el apartado de variables cuantitativas evaluadas. Ademas el flujo de aire
no fue el mismo (0,5 I/min) en todo momento para los 4 recipientes, sin embargo, al
no monitorearse el sistema mediante sistemas computacionales, no se tiene el dato

exacto de la variacién, ni en cdmo esto afecto los explantes.
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E. Variables cualitativas evaluadas

La vigorosidad de los explantes se definid6 como baja, media o alta, de acuerdo con el
grosor del tallo de las plantulas. La hiperhidricidad se evalué de acuerdo con la
textura de los tallos para determinar si estaba presente o ausente. La coloracién se
determind con el uso de la paleta monocromética del color verde propuesta por
Monsef (2009), en la cual cada tono se identificé con un nimero del 1 al 10 en
intensidad ascendente del verde, como aparece en el anexo 1.

Finalmente, el desarrollo radical se evalué en cuanto a nimero de raices por planta en
tres grupos: de0Oa3yde3a7 yde7all, ydeacuerdo con la longitud de las
raices, en cuatro grupos: de0a3 mm,de3a6mm,de6a9 mmyde9al2 mm. En
el Cuadro 2 se resumen los resultados obtenidos en la evaluacion cualitativa de los

explantes.

Cuadro 2. Caracteristicas cualitativas de las plantulas después de dos semanas de

cultivo en los distintos sistemas de micropropagacion.

Desarrollo radical

Sistema Tratamiento  Vigorosidad  Hiperhidricidad  Coloracion No. Longitud
raices (mm)
M_ecyp T1 Baja Ausente 5 3-7 3-6
semisolido
T2 Alta Ausente 7 0-3 0-3
T3 Alta Ausente 7 3-7 3-6
T4 Media Ausente 5 0-3 0-3
Inmersién T5 Media Ausente 5 0-3 0-3
Temporal T6 Media Ausente 6 3-7 3-6
en RITA® T7 Alta Ausente 7 0-3 3-6
T8 Media Ausente 9 3-7 6-9
T9 Alta Ausente 8 3-7 9-12
T10 Media Ausente 8 3-7 9-12
Biorreactor
de T11 Alta Presente 4 7-11 3-6
burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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De acuerdo con el cuadro anterior, los mejores resultados cualitativos pertenecen a
T9, seguido por T8 y T10, lo que indica que la micropropagacion de S. rebaudiana a
través de RITA® favorece las variables en estudio, ya que los explantes se desarrollan
con una coloracion y vigorosidad atractiva indicadora de un adecuado
funcionamiento fisiologico; no presentan hiperhidricidad lo que les confiere
resistencia y fortaleza, y en su mayoria poseen un aceptable desarrollo radical (Zeiger
y Taiz, 2007).

En este Gltimo aspecto, cabe afiadir que si el desarrollo radical no es el ideal, puede
utilizarse un medio alternativo, suplementado con AIB. Este compuesto promueve la
iniciacion del desarrollo radical, tanto en plantas como en estacas (Machakova et al.,
2008). Notese que si el pase a invernadero no se ve afectado por el pequefio tamafio

de las raices, entonces no es necesario utilizar ese suplemento.

Los tratamientos T1 y T11 no resultaron tan favorecedores para la micropropagacion
de la especie, ya que en el primero las plantulas se mostraron débiles y con una
coloracion verde claro que indica que no hay un crecimiento Optimo en esas
condiciones, y en el segundo, el verde-amarillo refleja que el desarrollo de las

plantulas se vio afectado a nivel fisiologico (Zeiger y Taiz, 2007).

La hiperhidricidad que Unicamente se observo en T11, se aprecié con el desarrollo de
hojas gruesas y traslicidas con un ligero tono verde claro o amarillo, y textura

himeda, que a su vez daba la impresion de plantulas con células muy turgentes.

El sistema de cultivo en medio liquido ofrece ventajas en comparacion con el medio
semi-solido, como lo son mayor densidad de siembra en espacios menores,
disminucién de mano de obra, ahorro en el tiempo de micropropagacion, entre otros.
Pero una de las principales limitantes es este tipo de sistemas es la aparicion de
hiperhidricidad, fénomeno que se presenta como un desarrollo anormal de las plantas,
que se manifiesta en un desarrollo pobre, con plantulas fragiles de apariencia
vidriosa, hojas suculentas y un escaso desarrollo apical y radical; esto es lo que

sucedi6 en en el tratamiento T11 (Hernandez et al., 2007).
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En algunos tratamientos se observo una coloracion anémala, es decir, distinta al verde
natural de la especie, como se muestra en la Figura 9, donde aparecen las fotografias
mas representativas de las tonalidades que se obtuvieron como resultado, las cuales

fueron principalmente blanco, rojo-vino, amarillo, y verde muy claro.

Figura 9. Coloracién anémala en los tratamientos: a. Etiolacion en T1, b. Enrojecimientoen T1, c.
Amarillamiento en T11, d. Enrojecimiento en T5

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

La tonalidad blanca en ciertos explantes solamente se present6 en el tratamiento T1,
lo que pudo deberse a que todos los sistemas se expusieron a luz directa, contrario a
la recomendacién de Alvarenga (2005) que desarrolld su investigacidén con explantes
en erlenmeyer bajo luz difusa. No obstante, no es posible saber con certeza si
realmente esa coloracion blanca no deseada se debe al efecto de la luz directa o al
estrés por el cambio de temperatura de 25 + 2 a 22 + 2 °C, que por alguna razén
interfieren con la generacion de los cloroplastos que dan el color verde a las plantas
(Zeiger y Taiz, 2007).
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La razdén de la tonalidad rojo-vino en los explantes en este mismo tratamiento, puede
ser la incidencia de la luz directa sobre los explantes, ya que Alvarenga (2005)
observo la acumulacion de antocianinas en plantulas expuestas bajo este tipo de
iluminacién, generando coloraciones rojo-vino o morado, que disminuyeron

considerablemente hasta desaparecer, al colocar los explantes en luz difusa.

Entonces, comparando los resultados obtenidos entre luz difusa y luz directa, se
puede decir que la segunda forma de iluminacion genera una coloracién indeseada en
las plantulas. EIl hecho de que el efecto de la luz directa en la coloracion se
presentara con mayor frecuencia y claridad en medio semi-sélido, es probable que se
deba a que los frascos de vidrio, y sus respectivas tapas, facilitan el paso de la luz, la
cual logra incidir de forma mas efectiva que en los restantes dos sistemas, en los
cuales el tono &mbar de las RITA® y las tapas blancas de los biorreactores,
dificultaban la incidencia directa de la luz, imitando condiciones de luz difusa. Este
efecto de los recipientes con respecto a la incidencia de la luz, se observé en una
investigacion para la micropropagacion de jengibre en vaso fermentador, donde se

presento hiperhidricidad y clorosis en los explantes (Hernandez et al., 2008).

Si bien en sistema de RITA® en los tratamientos T4 y T5 también se observé una
coloracion rojo-vino, ésta aparecié en las zonas de crecimiento como los apices
meristematicos y las yemas axilares, lo que permite suponer que dicha apariencia es
producto del estrés que genera un periodo muy extenso sin inmersion (10 minutos
cada 12 horas en T4) o caso contrario, una inmersion demasiado extensa (15 minutos
cada 6 horas en T5). Debido a que en los demas tratamientos de este sistema no se
aprecio este resultado, no se considera que esté relacionado con la exposicion a luz
directa. Ademas, en investigaciones realizadas en especies de interés como café
(Coffea arabica.), también se ha observado que periodos de inmersion cortos (1
minuto cada 4 horas) en inmersién temporal, resultan mas favorecedores para el
desarrollo de explantes, en comparacion con periodos muy extensos (15 minutos cada
4 horas ) (Albarran et al., 2004).
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Con respecto al crecimiento en biorreactores, en el tratamiento T11 también se
aprecié una coloracion amarilla sobre todo a nivel de hojas, las que ademas crecieron
en su mayoria de forma anormal y/o enrolladas, lo que puede relacionarse con la
forma en la que los sistemas de inmersion permanente afectan el desarrollo de uno o
mas oOrganos, de acuerdo con la apreciacion del investigador Berthouly
(comunicacion personal, 24 de octubre 2011).

En cuanto al desarrollo radical, en la Figura 10 se compara esta variable para los tres
sistemas. Solamente en T2, T4 y T5 el crecimiento de raices fue practicamente nulo,
y en los demas tratamientos esta caracteristica varié. Se podria decir que ninguno de
los tratamientos mostrd el desarrollo radical que presentan las plantulas de un mes
subcultivadas en medio semi-sélido en cuarto de crecimiento caliente; por tanto se
intuye que el tiempo de evaluacién y la temperatura, juegan un papel importante en la
apreciacion de esta variable (Zeiger y Taiz, 2007).

Figura 10. Desarrollo radical en los tratamientos: a. T1, b. T9, c. T11.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

El mejor desarrollo radical se observé en RITA® especificamente en el tratamiento
T9, ademas en este sistema las esponjas sirvieron como sostén para el crecimiento de
este drgano; por otra parte, en medio semi-solido y en biorreactor el crecimiento de

raices no fue tan favorecido pero al menos si observable.
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En general, las plantulas en el sistema de medio semi-solido presentaron un
crecimiento direccionado, mientras que en RITA® y biorreactor, éstas tienden a
elongarse sin direccion fija, no obstante, las plantulas del tratamiento T9 trasladadas a
invernadero directamente de la RITA® a las macetas, mostraron un 100% de

sobrevivencia.

F. Variables cuantitativas evaluadas

En los Cuadros 3, 4 y 5 se presentan los resultados del incremento entre el namero
brotes finales menos los iniciales, namero de hojas finales menos iniciales, y
longitudes finales menos los 12 mm iniciales; estos datos se utilizaron para la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey. En el apéndice 4 aparecen los

datos primarios recolectados.

Cuadro 3. Incremento en el nimero de brotes de los explantes por tratamiento para

cada repeticion.

A NUmero de brotes por repeticion

Sistema Tratamiento 1 2 3 Z

Medio semi- T1 0.9 0.8 23 33
sélido

T2 2.2 3.0 41 47
T3 34 35 2.8 2.4
Inmersion T4 2.0 2.2 2.3 35
Temporal en T5 2.0 2.4 1.2 3.0
RITA® T8 3.2 4.2 1.0 3.1
T9 3.6 3.3 37 4.6
T10 1.7 1.8 4.0 1.3
Biorreactor de T11 2.8 3.2 49 2.4

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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Cuadro 4. Incremento en el numero de hojas de los explantes por tratamiento para

cada repeticion.

A Numero de hojas por repeticion

Sistema Tratamiento 1 5 3 7]

Medio semi- T1 55 4.3 8.2 10.8
sélido

T2 6.3 7.2 9.5 10.7

T3 9.4 14.8 3.8 6.9

Inmersién T4 4.0 2.9 0.2 6.7
Temporal en T5 15 1.0 4.5 3.8
RITA® T8 6.5 7.9 5.7 6.1
T9 9.5 10.2 9.5 10.3

T10 6.7 5.6 7.9 5.8
Biorreactor de T11 23.1 32 32.2 32.1

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

Cuadro 5. Incremento en la longitud de los explantes por tratamiento para cada

repeticion.
. . A Longitud por repeticion

Sistema Tratamiento 1 2 3 Z

Medio semi- T 31 6.1 5.8 105
solido

T2 9.1 15.6 9.3 26.9
T3 19.8 29.6 6.7 30.9
Inmersion T4 10.0 9.2 11.9 19.4
Temporal en T5 7.9 11.7 12.2 18.3
RITA® T8 19.5 24.1 18.6 22.7
T9 26.1 29.5 28.0 30.3
T10 21.4 18.7 325 19.3
Biorreactor de T11 23.1 32 32.2 321

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011

De los cuadros anteriores, aun sin andlisis estadistico, se puede inferir que para las
variables de nimero de hojas y longitud, en la repeticién 1 del tratamiento 11, ambos
promedios presentan una baja en comparacion con las demas repeticiones, lo que
pudo deberse a la pérdida del medio de cultivo en el biorreactor correspondiente,
afectando el crecimiento y desarrollo de los explantes debido a la disminucion de

nutrientes.
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La literatura reporta que en ocasiones la pérdida de medio por evaporacioén en
biorreactores tipo air-lift es frecuente, y desencadena la disminucion en el desarrollo
de explantes por las razones anteriores (Mehrotra et al., 2007). También es posible
observar la similitud de los promedios en las repeticiones de T9 para las 3 variables
expuestas anteriormente, lo que indica que este tratamiento genera resultados

aceptables y constantes.

En cuanto a los resultados de masa fresca y masa seca, en los cuadros 6 y 7 se
presentan los datos registrados para estas variables, una vez concluido el periodo de

crecimiento in vitro de los explantes en los tratamientos en los distintos sistemas.

Cuadro 6. Masa fresca de los explantes por tratamiento para cada repeticion.

Promedio de masa fresca por repeticion

Sistema Tratamiento 1 5 3 7

Medio semi- T1 29.16 28.56 29.26 58.37
sélido

T2 21.97 59.20 53.35 77.00
T3 74.56 117.47 3341 117.61
Inmersion T4 28.85 22.30 32.92 52.37
Temporal en T5 38.23 33.27 38.33 53.21
RITA® T8 110.23 113.35 62.27 79.71
T9 107.06 107.62 102.95 111.47
T10 105.82 55.42 126.07 93.93
Biorreactor de T11 86.97 104.6 225.47 242.34

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011

Cuadro 7. Masa seca de los explantes por tratamiento para cada repeticion.

Promedio de masa seca por repeticién

Sistema Tratamiento 1 2 3 Z

Medio semi- T1 0.18 1.28 1.86 3.80
sélido

T2 1.18 5.74 4.49 8.31
T3 8.16 13.84 2.23 12.17
Inmersion T4 0.52 1.19 0.73 3.87
Temporal en T5 2.05 1.40 3.21 5.44
RITA® T8 12.72 11.48 3.05 6.84
T9 10.81 11.13 8.40 8.98
T10 10.59 4.13 12.61 9.08
Biorreactor de T11 5.86 18.69 24,68 2502

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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La medicion de la masa seca de los explantes es importante por dos motivos
principales: la calidad del material y el aprovechamiento comercial de S. rebaudiana.
El primer motivo se refiere a que la masa masa seca funciona como un indicador de
calidad de las plantas, ya que al eliminar el agua, el tejido restante se compone
principalmente de lignina y polisacéridos de la pared celular, ademéas de componentes
del protoplasma como proteinas, lipidos, aminoacidos, &cidos organicos y algunos
elementos inorganicos como el potasio (Castro y Gonzalez, 2002), por lo que entre
mayor sea el valor de masa seca, en mayor cantidad se encuentran los compuestos

mencionados, que como en este caso, pueden ser aprovechados industrialmente.

En relacion con el comercio de productos edulcorantes derivados S. rebaudiana, los
esteviosidos de interés se obtienen luego de un proceso de secado, molienda y
extraccion; por lo que el peso seco de las hojas definitivamente influye en el
rendimiento (Alvarenga, 2005). Por tanto, tratamientos como T8 y T9 son muy
importantes a nivel de micropropagacion, ya que el fin dltimo del presente proyecto
es la obtencion de plantaciones de calidad en cuanto a la produccién de esteviésidos.
Lo contrario se presenta en T1, T4 y T5, donde los promedios de masa seca por

repeticidn son muy bajos en comparacion con lo demas tratamientos.

En el analisis de T11 se determind que la pérdida del 73% del medio de cultivo en el
biorreactor 1 influyd levemente en la masa fresca, y por ende en la masa seca de los
explantes, lo cual se evidencia en la baja del promedio obtenido para ambas variables
en la repeticion 1, en comparacion con las tres repeticiones restantes. Lo anterior se
explica en funcion de la pérdida de sales, vitaminas y reguladores disponibles para los
explantes, ocasionando incluso la competencia por la absorcién de dichos compuestos
(George, 2008). En este analisis los valores de masa fresca se utilizan para el calculo
de la masa seca, no obstante, en otros casos, como la comercializacion de plantas
ornamentales y follajes, la masa fresca es mejor parametro para evaluar la calidad del

material vegetal (Fernandez y Revilla, 2003).

39



Por otra parte, tal y como se presenta en el Cuadro 8 el mayor coeficiente de
multiplicacion se obtuvo en T5, seguido de T2, ambos tratamientos de RITA®, por lo
que nuevamente se evidencia la efectividad de este sistema en la generacion de
plantulas sanas y con un buen crecimiento y desarrollo. Sin embargo, como se
analizé con anterioridad, en T2 las caracteristicas cualitativas evaluadas no resultaron
favorecedoras, por lo que seria preferiria implementar el T9, que gener6 mejores
resultados en dicho apartado, y que ademas presenta uno de los mejores coeficientes
de multiplicacién. EIl tratamiento menos recomendado a nivel de coeficiente de

multiplicacion es T1.

Cuadro 8. Calculo del coeficiente de multiplicacion promedio para cada tratamiento.

Sistema Tratamiento Coeficiente de multiplicacion
Medio semi-solido T1 1.6464
T2 3.3286
T3 2.8919
T4 2.2528
Inmersién Temporal en RITA® T5 3.4473
T8 2.7734
T9 3.2364
T10 2.7148
Biorreantor de burbujeo T11 3.2702

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

La razon por la cual el coeficiente de multiplicacion es una variable importante para
la comparacion de sistemas de cultivo, se debe a que refleja la posibilidad de generar
nuevas plantas a partir de una en comun; es decir, a mayor coeficiente se aumenta la
eficacia del sistema. En el caso de la micropropagacion esto representa ganancia en
cuanto a cantidad y calidad de material in vitro disponible, lo que adquiere aun mas
relevancia cuando se trabaja con especies de dificil manejo en laboratorio, haciendo

indispensable la implementacion de tratamientos eficaces (Nagata y Ebizuca, 2002).
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G. Analisis estadistico de datos

Para el andlisis estadistico de los datos fue necesario trabajar con promedios por
repeticion, ya que en las RITA® y los biorreactores era imposible dar seguimiento del
desarrollo explante por explante, para relacionar los conteos iniciales con los finales,
ya que por la naturaleza de estos sistemas, al ponerlos en funcionamiento, los
explantes se mezclan unos con otros. Para amortiguar esa situacion, lo ideal hubiese
sido trabajar con un mayor nimero de repeticiones, no obstante, la carencia de

material suficiente limit6 esa posibilidad.

En el Cuadro 9 se presentan las medias obtenidas para las variables cuantitativas en
estudio; en esta primera comparacion se toman en cuenta los tres sistemas juntos. Se
observa que el error estandar de las mediciones es bastante elevado, por lo que una

vez mas se evidencia la necesidad de trabajar con mas repeticiones.

Cuadro 9. Comparacion de medias de las distintas variables para todos los
tratamientos, mediante la Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de
1%.

Media de las variables

A Longitud Masa fresca  Masa seca

Sistema Tratamiento  ANo. Brotes A No. Hojas (+ 4.1938) (+ 22.340) (+ 2.9634)
mm

(£0.6992)  (+ 1.6380)

mg mg

Medio T1 1.8250 7.2000 6.3750 36.337 1.7800
semi-solido

T2 3.5000 8.4250 15.225 52.880 4.9300

T3 3.0250 8.7250 21.750 85.762 9.1000

Inmersion T4 2.5000 3.4500 12.625 34.110 1.5775

Temporal TS5 2.1500 2.7000 12.525 40.760 3.0250

en RITA® T8 2.8750 6.5500 21.225 91.390 8.5225

T9 3.8000 9.8750 28.475 107.28 9.8300

T10 2.2000 6.5000 22.975 95.310 9.1025

Biorreactor T11 3.3250 8.3500 29.850 187.34 18.563

de burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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De acuerdo con el analisis realizado, no existe diferencia significativa en el nimero
de brotes por tratamiento (p = 0.1882) (apéndice 5), por lo que todos los tratamientos
fueron homogéneos; en otras palabras, las medias de los tratamientos son
estadisticamente iguales, como se ilustra en la Figura 11, donde se recalca que el
medio con mayor media fue T9, con 3.8 brotes por explante, y el de menor media fue
T1, con 1.825 brotes por explante. Es recomendable seleccionar un tratamiento con
una alta tasa de brotes, porque incrementa las posibilidades de propagacion.
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Figura 11. Comparacion de medias del nimero de brotes en las plantulas.

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

En cuanto al nimero de hojas, se determind que existe una diferencia significativa
alta entre los tratamientos para esta variable (p = 0.0019) (apéndice 6), por lo que
éstos no se comportaron de manera homogénea; es decir, no todas las medias de los
tratamientos son estadisticamente iguales, como se ilustra en la Figura 12, donde se
muestra la comparacién mediante Prueba de Tukey con un 99% de confianza. Es
posible notar que la maxima diferencia se encuentra entre T9, tratamiento con la
mayor media con 9.875 hojas por explante, y T5, tratamiento con la menor media con

2.7 hojas por explante.
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De acuerdo con lo anterior, T9 es un tratamiento adecuado para el desarrollo de hojas,
lo cual adquiere mucha relevancia en S. rebaudiana, ya que los estevidsidos de
interés comercial se acumulan principalmente en este 6rgano (Das et al., 2011).
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Figura 12. Comparacion de medias del nimero de hojas de las plantulas.

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

La longitud de las plantulas también presentd una diferencia significativa alta entre
los tratamientos (p = 0.0001) (apendice 7), como se ilustra en la Figura 13, donde se
muestra la comparacién mediante Prueba de Tukey con un 99% de confianza. Se
observa que los grupos resultaron ain mas heterogéneos que en la comparacion del

namero de hojas.

Para esta variable el tratamiento con mayor media fue T11 con 29.85 mm por
explante; sin embargo, como ya se discutio en apartados anteriores, T11 es un
tratamiento poco recomendable debido a que promueve la malformacion de las hojas,
por lo que en su lugar es mas adecuada la implementacion de T9, que generd la
segunda media mas alta con 28.475 mm por explante. Ademas, las medias de ambos

tratamientos son estadisticamente iguales.
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Figura 13. Comparacion de medias de la longitud de las plantulas.

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

El tratamiento T1 del todo promovié muy poco crecimiento de los explantes, y en la
Figura 14 se puede apreciar con mayor claridad la gran diferencia existente entre este
tratamiento y T9. EI rapido y vigoroso crecimiento en T9 lo hace un tratamiento
favorable inclusive para el traspaso de plantulas a invernadero, sin los protocolos que
requiere el paso de medio semi-sélido a invernadero (Majada y Sanchez, 2003).

Figura 14. Comparacion del crecimiento en los tratamientos: a. A la derecha, explante proveniente
deT1, a la izquierda, explante proveniente de T9. b. Plantula de T9 trasladada a invernadero.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.
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En el analisis de masa fresca se determind que existe una diferencia significativa alta
entre los tratamientos (p = 0.0000) (apéndice 8), dado que T11 reflejé una media muy
elevada en relacion con el resto de tratamientos, con 187.34 mg por explante, como se
presenta en la figura 15, donde se muestra la comparacién mediante Prueba de Tukey

con un 99% de confianza.

Una vez mas, a pesar de que a través de T11 se generd la mayor cantidad de masa
fresca, no se recomienda el empleo de este sistema de biorreactor dado el dafio que
genera en los tejidos; por tanto es preferible el uso de cualquier otro tratamiento, dado
que estos presentan medias estadisticamente iguales; no obstante cabe destacar que la

mayor media después de T11 se obtuvo con T9, con 107.28 mg por plantula.
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Figura 15. Comparacion de medias de la masa fresca de las plantulas.

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

Finalmente en cuanto a los valores de masa seca obtenidos, se determin6é que para
esta variable también existe una diferencia significativa alta (p = 0.0001) (apéndice
9), representada en la Figura 16 donde se muestra la comparacién mediante Prueba de
Tukey con un 99% de confianza. Nuevamente el tratamiento que marcé la diferencia

fue T11 (18,563 mg), ya que los demas son estadisticamente iguales.
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El tratmiento T9 es el tratamiento mas adecuado después de T11, ya que generd la
segunda mejor medio con 9,87 mg por explante. Los resultados de masa seca son
importantes ya que permiten dilucidar la cantidad de material disponible para
molienda, luego de un proceso de secado, con miras a la extraccion de los
compuestos de interés para la elaboracién de distintos productos a base de S.

rebaudiana (Alvarenga, 2005).
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Figura 16. Comparacion de medias de la masa seca de las plantulas.

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

Tal y como se aprecia en las comparaciones graficas anteriores y sus respectivas
explicaciones, los tratamientos T6 y T7 fueron excluidos del analisis estadistico
debido a que se presentd un problema con las espumas de las RITA®
correspondientes; las mismas, al parecer por estar nuevas y no ser suficientemente
porosas, impidieron que el medio de cultivo bajara al compartimento inferior de los
recipientes, por lo que el tiempo de inmersion no correspondia al programado.
Solamente una RITA® de cada tratamiento no present esta dificultad, y en lugar de

evaluarse como repeticiones, se tomaron como referencia (apéndice 10).
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Como parte de los objetivos planteados en la presente investigacion, se realizd un
segundo analisis estadistico para la comparacion Unicamente de los tratamientos de
inmersion temporal. Como se resume en el Cuadro 10, las medias de los tratamientos
fueron exactamente las mismas discutidas con anterioridad, sin embargo, el error
estandar de las mediciones vari6 con respecto a las presentadas en el Cuadro 9. A
pesar de la variacion, el error sigue demostrando que se requiere aumentar el nimero

de repeticiones para este tipo de analisis.

Cuadro 10. Comparacién de medias de las distintas variables para los tratamientos

en RITA®, mediante la Prueba Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

Media de las variables

A Longitud Masafresca  Masa seca

Sistema Tratamiento  ANo. Brotes A No. Hojas (+ 4.5273) (+ 16.688) (+ 2.3239)
m

(+0.6631)  (+1.6506)

m mg mg

T2 3.5000 8.4250 15.225 52.880 4.9300

T3 3.0250 8.7250 21.750 85.762 9.1000

Inmersion T4 2.5000 3.4500 12.625 34.110 1.5775
Temporal T5 2.1500 2.7000 12.525 40.760 3.0250
en RITA® T8 2.8750 6.5500 21.225 91.390 8.5225
T9 3.8000 9.8750 28.475 107.28 9.8300

T10 2.2000 6.5000 22.975 95.310 9.1025

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

Se determiné que en relacién con el niumero de brotes por explantes, no hay
diferencia significativa entre los tratamientos (p = 0.1453) (apéndice 11), y en cuanto
al nimero de hojas por explante existe una alta diferencia significativa (p = 0.0017)
(apéndice 12). En el caso de la longitud, existe una diferencia significativa muy sutil
entre los tratamientos (p = 0.0150) (apéndice 13), ya que se presentaron diferencias
solamente entre la media de T9 con respecto a las de T4 y T5, las demas medias son
estadisticamente iguales al 95% de confianza; al 99% de confianza todos los

tratamientos en RITA® son estadisticamente iguales para la variable de longitud.
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En la evaluacion de masa fresca se determind que existe una alta diferencia
significativa entre los tratamientos (p = 0.0008) (apéndice 14), mientras que en
relacién con la masa seca se obtuvo una diferencia significativa sutil (p =0.0066 )
(apéndice 15), al 95% de confianza, entre T9 y T4 ya que las medias de los restantes
tratamientos son estadisticamente iguales. Al 99% todas las medias de masa seca son

estadisticamente iguales.

En resumen, a nivel de inmersion temporal, para todas las variables evaluadas el
tratamiento T9 fue el que mejores resultados generd, mientras que los datos mas bajos
se obtuvieron en los tratamientos T4 y T5. A pesar de que las diferencian en algunos
variables fueron minimas, dada la consistencia en los resultados mostrada por T9,

definitivamente este es el tratamiento mas adecuado a nivel de RITA®.

Retomando los analisis tanto cualitativos como cuantitativos, el tratamiento T9 es el
méas recomendable para la micropropagacion de S. reabaudiana, debido a que los
explantes micropropagados se observaron con un color verde fuerte caracteristico de
la especie, sin tonos de rojo o blanco, lo que indica que el tratamiento no genera
estrés en las plantulas, y permite un adecuado establecimiento aun a una temperatura
de 22 °C.

Por parte, la vigorosidad mostrada y el desarrollo radical, denotan un adecuado
desarrollo anatémico, y la ausencia de hiperhidricidad, un buen funcionamiento
fisiologico. La tasa de brotacion, el desarrollo de hojas, y el crecimiento de los
explantes en T9 fueron superiores a todos los demas tratamientos, y s6lo en los
promedios de masa fresca y seca fueron superados por T11, un tratamiento que al
perjudicar el desarrollo de las hojas, se considera cuestionable, consolidando a T9 en

la primera posicion.

La literatura reporta que el crecimiento de S. reabudiana en medio semi-sélido es la
técnica de cultivo de tejidos vegetales mas utilizada para la micropropagacion de esta
especie, y su establecimiento in vitro se ha comparado empleando distintos explantes,

que pueden ser hojas, segmentos nodales, brotes apicales y axilares. A partir de estos
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explantes se ha intentado la regeneracion de callos, raices y plantulas completas
(Ahmed et al., 2007; Das et al., 2011 y Rafiq et al., 2007).

La diferencia entre los estudios radica primordialmente en la utilizacion de diversos
tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento, lo que a su vez conlleva a
distintos resultados. Lo esencial por rescatar de las investigaciones, es que la gran
mayoria coincide en que para este tipo de sistema, la temperatura Optima de
crecimiento es de 25°C, como en el habitat natural de la planta, lo que sirve como
parametro para explicar porqué durante la realizacion del presente trabajo, una
temperatura de 22 °C afect6 el crecimiento y coloracién de los explantes.

Aunque en menor cantidad, existen algunos estudios acerca de la micropropagacion,
via organogénesis 0 embriogénesis somatica, de especies medicinales y hortalizas en
biorreactor, el cual puede ser tipo balon, air-lift, columna de burbujeo (Paek et al.,
2005). Por ejemplo, para la multiplicacion de Chrysanthemum sp. de la familia
Asteraceae, se encontro que la inoculacion de biorreactores de burbujeo de 10 L con
80 explantes nodales, resulta en una elevada tasa de brotacion, longitud, masa fresca

y seca, y vigorosidad (Curtis, 2005).

No obstante, a pesar de que S. rebaudana también pertenece a la familia Asteraceae,
su cultivo en biorreactor no ha sido del todo exitoso. Un ejemplo de lo anterior, es un
estudio en el que se inocularon 460 g de brotes en un biorreactor de agitacion de 500
L, para generar 64.6 kg de masa fresca; en este caso, a pesar de la ganancia en masa,
la mayoria de los brotes presentaron etiolacion, y el desarrollo de las hojas fue
suprimido debido que la luz no penetrd a todos los brotes con la misma intensidad
(Takayama y Akita, 2005).

En la presente investigacion, para el tratamiento en biorreactor de burbujeo, los
resultados fueron muy similares a los obtenidos en el ejemplo anterior, ya que la
malformacidn de las hojas, y el tenue color verde de las mismas (etiolacion), reflejan
que las condiciones de cultivo no fueron favorecedoras, sobre todo en lo relacionado

con la la incidencia de la luz.
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Se podria suponer que las tapas de los biorreactores construidos, impidieron la
adecuada penetracién de la luz al medio, causando la etiolacion de los explantes, y en
cuanto a las malformaciones de las hojas, segun el investigador Marc Berthouly, esto
es a veces una consecuencia del uso de sistemas de inmersion permanente
(comunicacion personal, 24 de octubre 2011). Por tanto, asi como lo exponen
Takayama y Akita (2005), al ser las condiciones de crecimiento en biorreactor
distintas a las de medio semi-solido, falta optimizar dichos parametros, para poder
aprovechar los biorreactores en la propagacion comercial.

Finalmente, para el cultivo de S. rebaudiana en sistemas de inmersion temporal se
concluy6 que no se ha generado informacién suficiente respecto al tema, por lo que a
falta de investigaciones, se dificulta la comparacion de resultados. Lo anterior
también resulta favorable para el presente trabajo, ya que lo hace innovador en su

propuesta.

Se tiene conocimiento que Alvarenga (2005), realiz6 un trabajo con S. rebaudiana, en
el que sometid microestacas nodales a una inmersién de 2 minutos cada 6 seis horas
en RITA®, a una temperatura de 20 + 2 °C, y obtuvo mejores resultados en cuanto a
crecimiento y brotacion, en comparacion con el medio-semisolido. Lo anterior
confirma que una temperatura inferior a la 6ptima de 25 °C, no impide el desarrollo
de explantes de esta especie en RITA® como se dio en esta investigacion, y que por el
contrario, resulta ser un mejor sistema para la micropropagacion de la planta

medicinal.

En otras plantas de interés comercial, como el café y pifia, se ha reportado que los
sistemas de inmersion temporal resultan mas favorables para la micropropagacion, en
comparacion con medios semi-sélidos, ya que el contacto con el medio estimula la
toma de nutrientes y fitohormonas, resultado en un mejor crecimiento y mejor
brotacion (Albarran et al., 2004, Hernandez et al., 2008 y Mehrotra et al., 2007). Las
afirmaciones anteriores apoyan los resultados obtenidos en RITA® en la presente

investigacion.
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En el caso del cultivo en sistema de biorreactor, la hiperhidricidad es el fendmeno que
posiblemente causo la malformacion y decoloracion de las hojas de S. rebaudiana.
Esto se apoya en los resultados generados durante una investigacion en cultivo de
jengibre en vaso fermentador, en la cual el uso de este sistema produjo
hiperhidricidad y clorosis en los explantes, debido al contacto permanente con el
medio liquido, la falta de oxigenacion, y la escasa luminosidad debido a la
obstruccion de las tapas de los recipientes (Herndndez et al., 2008), tal y como
sucedid con los biorreactores utilizados en este trabajo.

La razén principal por la cual los sistemas de inmersion temporal como RITA®,
pueden generar mejor desarrollo de explantes que los sistemas de inmersion
permanente como biorreactores y medio liquido en agitacion, es que en los primeros,
las inmersiones cortas favorecen la retencion, por capilaridad, de una capa fina de
medio que envuelve los explantes, sin impedir el intercambio gaseoso, Yy
disminuyendo el riesgo de hiperhidricidad. Ademas, la composicion quimica se
renueva con cada nueva inmersion (Albarréan et al., 2004). Los resultados en RITA®
a nivel fisiolégico, comparados con los obtenidos en biorreactor, pueden encontrar su

l6gica en la explicacion anterior.

La eficacia de un sistema de inmersion en relacion con el cultivo in vitro tradicional
en medio semi-solido, depende de la adecuada optimizacion de parametros
bioquimicos y fisicos como lo son la densidad de siembra, volumen de medio,
composicion del medio, pH, aireacion, agitacion. Por ende, para poder implementar
uno de esos sistemas, se debe tener el maximo control en dichas variables (Albarran,
2004). Justamente la falta de control sobre estas variables durante el crecimiento de

S. rebaudiana, ocasiond su inadecuado desarrollo en biorreactor.

Al implementar cualquier sistema, se debe tener conocimiento acerca de los recursos
materiales y econdmicos disponibles. La salvedad anterior es muy importante, ya que
los tres sistemas comparados en este trabajo poseen diferencias muy marcadas, sobre

todo a nivel de costos.
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A pesar de que la inversion inicial para el montaje de un sistema de inmersion
temporal mediante RITA® es alta, dado que el costo de un solo recipiente asciende a
¢70 000 ($ 140), se debe valorar que la mano de obra requerida para el trabajo de
micropropagacion disminuye, ademas de que al ser un sistema de cultivo masivo,
permite mantener alrededor de 30 a 40 explantes por recipiente, los cuales ademas

pueden ser directamente trasladados a macetas en invernaderos, acortando el tiempo
de aclimatacion.

De cualquier manera, si existe interés por micropropagar a mayor escala, entonces se
pueden evaluar otros sistemas de inmersién temporal, o plantear modificaciones al
sistema de RITA®. No se recomienda el trabajo de S. rebaudiana en sistemas de
inmersion permanente, a menos que se realicen ensayos exhaustivos para optimizar
las condiciones fisicas y quimicas de cultivo (Mehrotra et al., 2007), ya que aparte de
elevar los costos debido al equipo especializado que se requiere, dafia los tejidos de
las hoja disminuyendo la calidad de las plantulas. Si la Unica posibilidad es el uso de
medio semi-solido, seria preferible que los cuartos de crecimiento se mantengan a una
temperatura de aproximadamente 25 °C, y no de 22 + °C como se hizo en este

trabajo.
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CONCLUSIONES

La inmersion temporal en RITA durante 5 minutos cada 8 horas (T9) generd los
mejores resultados para la micropropagacion in vitro de Stevia rebaudiana, con
explantes color verde intenso, sin estrés por luz o temperatura, y vigorosidad y
desarrollo radical dados por un adecuado desarrollo anatémico y fisiologico, en
ausencia de hiperhidricidad. Ademas fue superior a cualquier otro tratamiento en
cuanto a tasa de brotacion, el desarrollo de hojas, y el crecimiento de los explantes.

La micropropagacion de S. rebaudiana en el biorreactor de burbujeo utilizado es este
ensayo, ocasiond la deformacion y decoloracion de las hojas, que constituyen el
Organo mas importante para la extraccion de estevidsidos, por lo que no resulta

recomendable para esta especie, dada su importancia comercial.

El sistema de cultivo de S. rebaudiana en medio semi-sélido es severamente afectado
por la luz directa y temperaturas inferiores a 25°C, perjudicando mayoritariamente el
crecimiento, y provocando la acumulacion de antocianinas, lo que indica estrés en las

plantulas.

Todos los tratamientos comparados presentaron un insuficiente desarrollo radical, en
comparacion con el subcultivo de S. rebaudiana en medio semi-sélido a 25 °C, por lo
que se requieren estudios alternativos enfocados en el desarrollo de este 6rgano para

que sea posible su aclimatacion en invernadero.

53



RECOMENDACIONES

Se recomienda la seleccion de una Unica planta madre a partir de la cudl establecer las
introducciones, de manera que los explantes posean el mismo material genético, y por
tanto esto no sea una variable al momento de comparar sistemas de

micropropagacion.

Es favorable emplear Unicamente un tipo de explante, eligiendo entre brotes apicales
y brotes laterales, para evaluar la elongacion y la brotacion secundaria, dado que se
ha documentado diferencias en el crecimiento de la plantula de Stevia rebaudiana

dependiendo del tipo de brote que le dio origen.

Ensayos preliminares realizados en el CIB, mostraron que las condiciones ideales
para el crecimiento in vitro de la Stevia corresponden a luz difusa a 25+2 °C, por lo
que se pueden preparar nuevos ensayos que comparen los sistemas en estudio pero

bajo estas condiciones.

Para mejorar la vigorosidad de las plantas en medio solido, se pueden disefiar ensayos
en los que se empleen distintas concentraciones de sacarosa, asi como en el caso de
las RITA® se pueden probar medios que contengan AIB en distintas concentraciones

con el objetivo de mejorar el enraizamiento.

Se puede disefiar un SIT en el que se empleen dos recipientes conectados con
mangqueras, uno con medio de cultivo y otro con explantes, de manera que el aire
desplace el medio de cultivo de un frasco a otro, y la densidad de siembra sea mayor
queen laRITA® de 11.

El disefio de los biorreactores de burbujeo debe impedir el dafio a los filtros de salida
de aire debido al escape de medio de cultivo, el cual se acumula en su interior, por lo
que el disefio propuesto debe ser mejorado. Ademas se debe asegurar que el sistema
de compresidn utilizado sea adecuado para mantener el flujo de aire deseado en todos

los biorreactores.
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Se puede dar continuidad a la comparacion de los sistemas propuestos, a traves de
analisis moleculares, sobre todo a nivel de regeneracién de raiz y hojas, para

determinar la actividad de los genes involucrados en los procesos.

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico, es necesario aumentar el
nimero de repeticiones por explante al menos a 30, para disminuir el error de

muestreo.

Ya que el interés final de la micropropagacion in vitro de S. rebaudiana es la
comercializan de productos que aprovechen su contenido de glucésidos, seria
conveniente que para los tres sistemas se realicen ensayos tendientes a comparar la

produccién de estos compuestos en sus hojas.
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APENDICES

Apéndice 1. Tratamiento de medio semi-solido.

Figura 17. Sistema de medio semi-sélido.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

Figura 18. Explantes en el sistema de medio semi-sélido: a. Brote lateral, b. Brote apical.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.
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Apéndice 2. Ensayos de inmersion temporal mediante RITA®.

Figura 19. Sistema de inmersién temporal en RITA®.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

Figura 20. Explantes en el sistema de inmersion temporal en RITA®.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.
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Apéndice 3. Tratamiento con el empleo de biorreactores de burbujeo.

Figura 21. Sistema de inmersion permanente en biorreactor de burbujeo.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.

Figura 22. Explantes en el sistema biorreactor burbujeo.

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR, 2011.
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Apéndice 4. Datos de las variables evaluadas.

Cuadro 11. Promedio del numero de brotes inicial por repeticion en cada

tratamiento.

Promedio de no. inicial de brotes por repeticion

Sistema Tratamiento 1 > 3 7

Medio semi- T1 23 33 2.7 3.0
sélido

T2 1.2 2.0 2.4 1.1

T3 1.3 2.2 1.7 1.4

Inmersién T4 1.8 2.3 2.6 1.7

Temporal en T5 0.5 1.8 1.7 0.8

RITA® T8 1.6 1.8 1.7 1.6

T9 1.0 1.7 1.8 3.1

T10 1.5 1.0 1.3 1.2

Biorreactor de T11 1.7 1.2 2.0 1.1

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

Cuadro 12. Promedio del nimero de brotes final por repeticion en cada tratamiento.

Sistema Tratamiento

Promedio de no. final de brotes por repeticion

1 2 3 4

Medio semi- T 3.2 41 5.0 6.3
sélido

T2 34 5 6.5 5.8
T3 4.7 5.7 45 3.8
Inmersion T4 3.8 45 49 5.2
Temporal en T5 25 4.2 2.9 3.8
RITA® T8 4.8 6.0 2.7 4.7
T9 4.6 5.0 5.5 7.7
T10 3.2 2.8 5.3 2.5
Biorreactor de T11 45 4.4 6.9 35

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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Cuadro 13. Promedio del numero de hojas inicial por repeticion en cada tratamiento.

Promedio de no. inicial de hojas por repeticion

Sistema Tratamiento 1 5 3 7

Medio semi- T1 2.4 45 4.6 3.4
solido

T2 1.2 2.0 2.4 1.1
T3 2.8 4.4 4.0 3.0
Inmersién T4 2.9 3.4 4.4 4.2
Temporal en T5 3.2 4.4 2.4 34
RITA® T8 4.2 4.3 2.6 4.6
T9 4.0 3.8 3.9 6.4
T10 3.0 3.0 4.2 2.4
Biorreactor de T11 3.8 2.4 3.9 2.4

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.

Cuadro 14. Promedio del nimero de hojas final por repeticion en cada tratamiento.

Sistema

Tratamiento

Promedio de no. final de hojas por repeticion

1 2 3 4

Medio semi- T1 7.9 8.8 12.8 14.2
sélido

T2 75 9.2 11.9 11.8
T3 12.2 19.2 7.8 9.9
Inmersion T4 6.9 6.3 4.6 10.9
Temporal en T5 4.7 5.4 6.9 7.2
RITA® T8 10.7 12.2 8.3 10.7
T9 13.5 14.0 13.4 16.7

T10 9.7 8.6 12.1 8.2

Biorreactor de T11 117 102 14.2 9.8

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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Cuadro 15. Promedio de la longitud final por repeticion en cada tratamiento.

Promedio de longitud final por repeticion

Sistema Tratamiento 1 5 3 7
Medio semi-

solido T1 15.1 18.1 17.8 225
T2 21.1 27.6 21.3 38.9
T3 31.8 41.6 18.7 42.9
Inmersion T4 22.0 21.2 23.9 31.4
Temporal en T5 19.9 23.7 24.2 30.3
RITA® T8 315 36.1 30.6 34.7
T9 38.1 415 40.0 42.3
T10 33.4 30.7 445 31.3
Biorreactor de T11 35.1 44.0 44.2 44.1

burbujeo

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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Apéndice 5. Analisis estadistico para la variable de numero de brotes en los tres

sistemas.

Tabla 1. Andlisis de varianza del nimero de brotes por tratamiento para los tres

sistemas.

ONE-WAY AOV FOR BROTE BY TRAT

SOURCE DF 55 M5 E P
BETWEEN 8 14. 5800 1.82250 1.86 ©0.1082
WITHIN 27 26.4000 Q0.9777
TOTAL 35 40. 9800
CHI-5Q DF P
BARTLETT'S TEST OF AABAAA ASABAAR AASARE
EQUAL VARIANCES 4.93 8 0.7648
COCHRAN'S Q 0.20586
LARGEST WAR / SMALLEST VAR 6.7214
COMPONENT OF WARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.21118
EFFECTIVE CELL SIFE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE STD DEV
1 1.8250 4 1.19832
2 3.5000 4 1.1165
3 3.0250 4 0.5188
4 2.5000 4 0.6782
5 2.1500 4 0.7550
8 2.8750 4 1.3451
9 3. 8000 4 0.5598
10 2.2000 4 1.21932
11 3.3250 4 1.0996
TOTAL 2. 8000 36 0.9B88
CASES INCLUDED 36 MISSING CASES O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 2. Comparacion de medias del namero de brotes por tratamiento mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF BROTE BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS
9 3. 8000 I
2 3. 5000 I
11 3.3250 I
3 3.0250 I
8 2. 8750 I
4 2. 5000 I
10 2.2000 I
5 2.1500 I
1 1.8250 I

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS.

CRITICAL Q VALUE 4.758 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.3524
STANDARD ERROR FOR COMPARISONM 0.6992

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 3. Comparacion de medias del niUmero de brotes por tratamiento mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF BROTE BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS
9 3. 8000 I
2 3. 5000 I
11 3.3250 I
3 3.0250 I
8 2.8750 I
4 2.5000 I
10 2.2000 I
5 2.1500 I
1 1.8250 I

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS.

CRITICAL Q VALUE 5.719 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.8277
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.6992

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 6. Analisis estadistico para la variable de nimero de hojas en los tres

sistemas.

Tabla 4. Andlisis de varianza del nimero de hojas por tratamiento para los tres

sistemas.

ONE-WAY AOV FOR HOJA BY TRAT

SOURCE DF 55 MS F P
BETWEEN 8 186.051 23.2563 4.33 0.0019
WITHIN 27 144,893 5.36639
TOTAL 35 330.943
CHI-5Q DF P
BARTLETT'S TEST OF ASAAAAA ASARAR  AAAAAA
EQUAL VARIANCES 17.50 8 0.0253
COCHRAN'S Q 0.4482
LARGEST WAR / SMALLEST VAR 114.44
COMPOMENT OF WVARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 4.47248
EFFECTIVE CELL SIZE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE STD DEV
1 7.2000 4 2.9017
2 8.4250 4 2.0288
3 §.7250 4 4.6529
4 3. 4500 4 2.6913
5 2. 7000 4 1.7108
8 6. 5500 4 0.9574
9 9. 8750 4 0.4349
10 6. 5000 4 1.0488
11 &. 3500 4 1.3178
TOTAL 6.8639 36 2.3165
CASES INCLUDED 386 MISSING CASES O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 5. Comparacion de medias del namero de brotes por tratamiento mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF HOJA BY TRAT

HOMOGENEQUS

TRAT MEAN GROUPS

g 9. 8750 I

3 8.7250 I1I

2 8.4250 I1
11 8.3500 II

1 7.2000 III

8 6.5500 ITI
10 6.5000 III

4 3.4500 .. II

5 2.7000 I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4,758 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 5.5109
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.6380

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 6. Comparacion de medias del niUmero de brotes por tratamiento mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF HOJA BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT  MEAN  GROUPS
AAAAAANAAA AAAAMAAAAA  AAAAAAAAAAA
] 9. 8750 I

3 B.7250 .

2 8.4250 I1I

11 8. 3500 I

1 7. 2000 .

8 6. 5500 I

10 6. 5000 I

4 3.4500 II

5 2. 7000 .. I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.719 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 6.6245
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.6380

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 7. Andlisis estadistico para la variable de longitud en los tres sistemas.

Tabla 7. Andlisis de varianza de la longitud por tratamiento para los tres sistemas.

ONE-WAY ADWV FOR LONG BY TRAT

SOURCE DF 55 M5 E P
AAAKRAAK  ASARA  ASAAASARASK  AAAABBBSE  ASASRR  AAASAS
BETWEEN 8 1968. 08 246.010 6.99 0.0001
WITHIN 27 949,753 25.1760
TOTAL 35 2917.83
CHI-5Q DF P
BARTLETT'S TEST OF AAARAA AASAAK ASAARA
EQUAL WARIAMNCES 12.97 8 0.1129
COCHRAN"S Q 0. 2955
LARGEST VAR / SMALLEST WAR 26.658
COMPOMNENT OF WARIAMNCE FOR BETWEEN GROUPS 52.7084
EFFECTIVE CELL SIZE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE STD DEW
BUBBS B A S AR AAASARRARR  ASAAAA  AABASSARRR
1 6. 3750 4 3.0631
2 15.225 4 8. 2480
2 21.750 4 11.190
4 12.625 4 4.6564
5 12.525 4 4.3022
8 21.225 4 2.6018
=] 28.475 4 1.8482
10 22.975 4 6.4546
11 29. 850 4 4.5007
TOTAL 19.0032 36 5.9309
CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 8. Comparacion de medias de la longitud por tratamiento mediante Prueba de

Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF LONG BY TRAT

HOMOGENEOUS
. TRAT MEAN - GROUPS

11 29. 850
28.475
22.975
21.750
21.225
. 225
12.625
12.525 e
6.3750 ......

= b
CHHHHH

Hudromwow
=
un

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q WALUE 4,758 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 14,109
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4,1938

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 9.

Comparacion de medias de la longitud por tratamiento mediante Prueba de

Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF LONG BY TRAT

HOMOGEMNEQUS
TRAT MEAN GROUPS
AAARAAARA AAAAABAAAR ABRAARBAAARA
11 29.850 I
9 28.475 I1I
10 22.973 III
3 21.750 III
B 21.225 ITITI
2 15.225 ITITI
4 12.625 .. ITI
5 12.525 II
1 6.3750 .. I

THERE ARE 3 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM OME ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.719 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL WVALUE FOR COMPARISON 16. 960
STANDARD ERROR FOR COMPARISOMN 4.1938

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 8. Analisis estadistico para la variable de masa fresca en los tres sistemas.

Tabla 10. Andlisis de varianza de masa fresca por tratamiento para los tres sistemas.

ONE-WAY A0V FOR MF BY TRAT

SOURCE DF ss MSs E
AABSAAR ABAR ABRAAABAASR AAABBSASE  BBAABBEA
BETWEEM 8 75751.7 9468, 96 a.49
WITHIMN 27 269497 998.1329
TOTAL 35 102701
CHI-5Q DF P

BARTLETT 'S TEST OF AAAAAA AAASAKR  ASASAS

EQUAL WARIAMNCES 25.39 F:] 0.0013
COCHRAN"S Q 0. 5420
LARGEST WAR / SMALLEST WAR 400. 50

COMPONENT OF WARIANCE FOR BETWEEN GROUPS
EFFECTIVE CELL S5IZE

SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE 5TD DEV
LT AEASASBBBE  ASSBEE A,
1 26. 227 4 14.692
2 52. 880 4 22.930
3 B5.762 4 40. 356
4 34.110 4 12.936
3> 40. 700 4 &.06290
& 91. 390 4 24,641
=} 107.28 4 3.4866
10 95.3210 4 29.720
11 187.34 4 69.77
TOTAL B1.241 36 31.593
CASES INCLUDED 36 MISSING CASES O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

R S
Q. 0000
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Tabla 11. Comparacion de medias de masa fresca por tratamiento mediante Prueba

de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF MF BY TRAT

HOMOGENEOUS
_ TRAT  MEAN  GROUPS
AALAAAAAAA  AAAAAMAAAA  AAAAAAMAAAR
11 187.34 I

9 107.28 .. I

10 95.310 I

B 91. 390 I

3 B5.762 I

2 52. B8O I

5 40. 760 I

1 36. 337 I

4 34,110 I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM OME ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE . 738 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 75.158
STANDARD ERROR FOR COMPARIZON 22,340

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 12. Comparacion de medias de masa fresca por tratamiento mediante Prueba

de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF MF BY TRAT

HOMOGENEOQUS
TRAT MEAN GROUPS
11 187.34 I
] 107.28 I1
10 95.310 I
8 91.390 I
3 85.762 I
2 52. 880 . I
5 40.760 . I
1 36.337 . I
4 34.110 . I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.719 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 90. 345
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 22,340

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 9. Analisis estadistico para la variable de masa seca en los tres sistemas.

Tabla 13. Andlisis de varianza de masa seca por tratamiento para los tres sistemas.

ONE-WAY A0V FOR M5 BY TRAT

SOURCE DF 55 MS F P
BBAAREASR ~ ABBE  AAABAABAE  ASARABAAA N ABBAAR  AEAAEA
BETWEEN B 913.11 114.3140 6.50 0.0001
WITHIN 27 474,203 17.5631
TOTAL 25 1387.32
CHI-5Q DF P
BARTLETT'S TEST OF AAAAAA AAASAA  AASBAA
EQUAL VARIANCES 18.55 8 0.0175
COCHRAN'"S Q 0. 5072
LARGEST WAR / SMALLEST VAR 44, 389
COMPOMENT OF WVARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 24.1441
EFFECTIVE CELL SIZE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE STD DEV
BB RS A, ASBRARBAAS ABSABRE  BASASABSAS
1 1.7800 4 1.5162
2 4.9300 4 2.9629
3 9.1000 4 5.1631
4 1.577 4 1.5537
5 3.0250 4 1.7755
B B.5225 4 4.4402
9 9.83200 4 1.3439
10 9.1025 4 3.6167
11 18.563 4 B.9535
TOTAL 7.3811 36 4.1908
CASES INCLUDED 36 MISSING CASES 0

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 14. Comparacion de medias de masa seca por tratamiento mediante Prueba de

Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMP

ARISON OF MEANS OF M5 BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS
ARAAAAARE AAAABRBAAAA AAAAAAABAAA
11 18.563 I
9 9. 8300 ITI
10 9.1025 I1I
3 9.1000 ITI
8 8.5225 o I
2 4.9300 I
] 3.0250 I
1 1.7800 I
4 1.577 I

THERE ARE 2 GROU

PS5 IN WHICH THE MEANS ARE

NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE

4.758 REJECTION LEVEL

CRITICAL WALUE FOR COMPARISOM 9.9697
STANDARD ERROR FOR COMPARTISON 2.9634

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 15. Comparacidn de medias de masa seca por tratamiento mediante Prueba de

Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF MS BY TRAT

HOMOGENEQUS

TRAT MEAN GROUPS
11 18.563 I

9 9.8300 II
10 9.1025 II

3 9.1000 II

8 8.5225 II

2 4.9300 oI

5 3.0250 I

1 1.7800 I

4 1.577 I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q WVALUE 5.719 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 11.984
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 2.9634

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 10. Valores de referenciaen T6y T7

Cuadro 16. Medicion de las variables cuantitativas en estudio para T6y T7.

Tratamiento  Repeticion A No. A N(.)‘ de A Longitud Masa Masa seca
Brotes hojas fresca
T6 4 4.8 8.7 13.5 40.20 2.19
T7 3 3.6 5.2 12.0 52.47 4.83

Fuente: Karol Jiménez, Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. 2011.
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Tabla 16. Analisis de varianza de nimero de brotes por tratamiento en RITA®,

ONE-WAY AOWV FOR BROTE BY TRAT

SOURCE DE S5 MS E P
BABARASR  AAAKR  AAAAAABAK  ASASAAABA  ABAAAA  ABRABAR
BETWEEN [ 9.55929 1.59321 1.81 0.1453
WITHIN 21 18.4650 0.87929
TOTAL 27 28.0243
CHI-5Q DE P
BARTLETT' 'S TEST OF AAASAA ABAAAKR ASASAA
EQUAL VARIANCES 4.53 6 0.6055
COCHRAN'S Q 0.2929
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 6.7214
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 0.17848
EFFECTIVE CELL SIZE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE 5TD DEV
BUABA BB B A AASARAARBRE  ASAAABR  ABASSSSSAAR
2 3. 5000 4 1.1165
3 3.0250 4 0.5188
4 2.5000 4 0.6782
5 2.1500 4 0.7550
8 2.8750 4 1.3451
9 3. 8000 4 0.5598
10 2.2000 4 1.2193
TOTAL 2.8643 28 0.9377
CASES INCLUDED 28 MISSING CASES 0

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF BROTE BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS

ABRARARRAR AABARARAAA ABAAAARAAAA
. BOOO
. 5000
. 0250
. B750
. 5000
. 2000
.1500

LN O b fo o D
Fod Fod Bl P LA L LY
il ials

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS.

CRITICAL Q WVALUE 4,597 REJECTION LEVEL
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.1554
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.6631

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Apéndice 11. Analisis estadistico para la variable de nimero de brotes en RITA®.

0.050

Tabla 17. Comparacién de medias de niimero de brotes por tratamiento en RITA®
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Tabla 18. Comparacion de medias de nimero de brotes por tratamiento en RITA®

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF BROTE BY TRAT

HOMOGENEOQUS
TRAT MEAN GROUPS

ARRAAAARA AAAAAAARAK AARAAAAAAAA
. 8000
. 5000
.0250
. 8750
. 2000
. 2000
.1500

(%) N I R S Y ]
Pt Pod Pod Pod LA LA LAY
il

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS.

CRITICAL Q VALUE 5.645 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 2.6468
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 0.6631

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 12. Analisis estadistico para la variable de nimero de hojas en RITA®.

Tabla 19. Anélisis de varianza de nimero de hojas por tratamiento en RITA®.

OMNE-WAY AO0W FOR HOJA BY TRAT

SOURCE
AAAABBA

BETWEEM
WITHIN
TOTAL

BARTLETT'
EQUAL

COCHRAN"S Q
LARGEST WAR ,/ SMALLEST VAR

DF 55 M5 F
ARARK  AAASAAAABA  AAAASAAAS  AAAAAA
] 174. 867 29.144 5.35
21 114.423 5.44869
27 289. 290
CHI-5Q DF P
S TEST OF AAAAAA AAAAAR  AARAAAA
VARIANCES 15.92 <] 0.0142
0.5676
114.44

COMPOMNENT OF VARIANCE FOR BETWEEMN GROUPS
EFFECTIVE CELL SIZE

SAMPLE GROUP

TRAT MEAN 5IZE 5TD DEW

TR N o S L IEAl i L= WEN

2 8.4250 4 2.0288

3 8.7250 4 4.6529

4 3.4500 4 2.6913

5 2. 7000 4 1.7108

8 6. 5500 4 0.9574

9 9. B750 4 0.4249

10 6. 5000 4 1.0488

TOTAL 6.6036 28 2.3242
CASES INCLUDED 28 MISSING CASES 0O

Fuente: Statistix para Windows,

2011.

ST S
0.0017

5.92396

4.0

Tabla 20. Comparacién de medias de nimero de hojas por tratamiento en RITA®

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF HOJA BY TRAT

RAT M

HOMOGENEOUS

EAN  GROUPS

e .

[Nl e S RTERT ]
[N RN Wy v v )

THERE ARE 3 GROU
NOT SIGMIFICANTL

CRITICAL Q VALUE
CRITICAL WALUE F
STANDARD ERROR F

. B750
L7250
L4250
. 5500
. 3000
L4500
L7000

o
O HHHHH
SR

PS5 IN WHICH THE MEANS ARE
Y DIFFERENT FROM OME ANOTHER.

4,597
OR COMPARISON 5.3654
OR COMPARISON 1.6506

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

REJECTION LEVEL
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Tabla 21. Comparacién de medias de nimero de hojas por tratamiento en RITA®

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF HOJA BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS

AAABAABAA AAABAARAAA AABAAARAAAR
. 8750
L7250
L4250
. 5500
. 5000
L4500
. 7000

[ N J N R
[N RSN e el e ]
o
O H

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM OME ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.645 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 6. 5886
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 1.6506

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 13. Analisis estadistico para la variable de longitud en RITA®.

Tabla 22. Anélisis de varianza de longitud por tratamiento en RITA®.

OMNE-WAY AQV FOR LONG BY TRAT

SOURCE DF 55 MS F P
BARABRAR AABA  AAABAABABRAAR AABAAAABAAA  AABAAR  ABABABA
BETWEEN (5} B57.77 142,962 .49 0.0150
WITHIMN 21 860. 835 40.9921
TOTAL 27 1718.61
CHI-5Q DF P
BARTLETT S TEST OF AAAKAA AASARA  ASAAAA
EQUAL WARIAMNCES 10.79 6 0.0950
COCHRAN"S Q 0.4364
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 36. 658
COMPOMNENT OF WARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 25.4925
EFFECTIVE CELL SIZFE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAMN SIZE sTD DEV
AARABAARR ABAABAARRE  AARSSARA B
2 15.225 8. 3480
£ 21.750 4 11.190
4 12.625 4 4. 6564
5 12.525 4 4. 2022
8 21.225 4 2.68018
9 2B_475 4 1.B8482
10 22.975 4 ©.4546
TOTAL 19. 257 28 6.4025
CASES INCLUDED 28 MISSING CASES 0O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 23. Comparacién de medias de la longitud por tratamiento en RITA® mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (H5D) COMPARISON OF MEANS OF LONG BY TRAT

HOMOGENEQUS
TRAT MEAN GROUPS
ARARBRARAR  AAAAAAARAR  AARAAAABANA
] 28.475 I

10 22,973 I1I

3 21.750 I1

8 21.225 I1I

2 15.225 I1I

4 12.625 oI

5 12.525 I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.597 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 14.717
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4.5273

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 24. Comparacion de medias de la longitud por tratamiento en RITA®

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF LONG BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS
9 28.475 I
10 22.975 I
3 21.750 I
8 21.225 I
2 15.225 I
4 12.625 I
5 12.525 I

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS.

CRITICAL Q VALUE 5.645 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 18.072
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 4.5273

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Apéndice 14. Analisis estadistico para la variable masa fresca en RITA®.

Tabla 25. Anélisis de varianza masa fresca por tratamiento en RITA®,

ONE-WAY AOV FOR MF BY TRAT

SOURCE DF 55 Ms F P
AAABARA  AAAK  AARAAAAAA  AARAAAAAK  AAAAAR  AAAKAA
BETWEEN 6 20513.9 3418. 99 6.14 0.0008
WITHIN 21 11696.5 556.975
TOTAL 7 32210.4
CHI-5Q DF P
BARTLETT'S TEST OF AAAAAA AAAAASR  ASKKAR
EQUAL VARIANCES 14.58 6 0.0238
COCHRAN'S Q 0.4177
LARGEST VAR / SMALLEST VAR 133.97
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS 715.504
EFFECTIVE CELL SIZE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE STD DEV
ARAAAAAARR  AAASSSANKR  BARAARA  ASSASSKKKR
2 52.880 4 22.930
3 85.763 4 40. 358
4 34.110 4 12.936
5 40. 760 4 8.6296
8 91.390 4 24,641
9 107.28 4 3.4866
10 95.310 4 29.720
TOTAL 72.498 28 23.600
CASES INCLUDED 28 MISSING CASES O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 26. Comparacion de medias de masa fresca por tratamiento en RITA®

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (H5D) COMPARISON OF MEANS OF MF BY TRAT

HOMOGENEOQUS
_ TRAT  MEAN  GROUPS
AAAAAAANS AAAANAANANA AAANASNANAAAN
9 107.28 I
10 95,310 I1I
B 91. 390 ITTI
3 85.763 IIII
2 52. 88O .. I I I
5 40. 760 s I T
4 34,110 ... I

THERE ARE 4 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM OME ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.597 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 54,247
S5TANDARD ERROR FOR COMPARISON 16. 6BE

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 27. Comparacion de medias de masa fresca por tratamiento en RITA®

mediante Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (HSD) COMPARISON OF MEANS OF MF BY TRAT

HOMOGENEOUS
TRAT MEAN GROUPS
AAAAAAARA  ASAAAAAAAA  AAAAAASABAA
9 107. 28 I

10 95.310 IT

8 91.390 IT

3 85.762 IT

2 52. 880 IT

5 40.760 ITI

4 34.110 .. I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONME ANOTHER.

CRITICAL Q VALUE 5.645 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL VALUE FOR COMPARISON 66. 614
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 16. 688

Fuente: Statistix para Windows, 2011.



Apéndice 15. Analisis estadistico para la variable masa seca en RITA®.

Tabla 28. Anélisis de varianza masa seca por tratamiento en RITA®,

OME-WAY AO0W FOR M5 BY TRAT

SOURCE DF sS MS F P
ARABABA ABAA AAAABBEAA BAAABBABA N ABARABR  AABABA
BETWEEN 6 269.739 44 . 9564 4.16 0.0066
WITHIM 21 226. B14 10. 8007
TOTAL 27 496. 552
CHI-5Q DF P
BARTLETT 'S TEST OF AAAAAAR AAAAAA  AAAASS
EQUAL WARIANCES &.06 [ 0.2336
COCHRAN"S Q 0.3526
LARGEST WAR ,/ SMALLEST VAR 14.761
COMPONENT OF VARIANCE FOR BETWEEN GROUPS &.53894
EFFECTIVE CELL SIFE 4.0
SAMPLE GROUP
TRAT MEAN SIZE STD DEV
ARBBBBARB ASSAAAARRR  AABRBAARAR  ASASRSABBAAA
2 4.9300 4 2.9629
3 9.1000 4 5.1631
4 1.577 4 1.5537
5 3.0250 4 1.7755
B B. 5225 4 4.4402
g 9. 8300 4 1.3439
10 9.1025 4 3.6167
TOTAL 6.5839 28 3.2864
CASES INCLUDED 28 MISSING CASES O

Fuente: Statistix para Windows, 2011.

Tabla 29. Comparacién de medias de masa seca por tratamiento en RITA® mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 5%.

TUKEY (HSD) COMPARISOM OF MEANS OF MS BY TRAT

HOMOGENEOUS
_ TRAT  MEAN  GROUPS
AAAAAAAAA  AAAAAAAAAA AAAAAAAAAAA
a 9, 8300 I

10 9.1025 ITI

3 9.1000 ITI

8 B.5225 ITI

2 4.9300 ITI

5 3.0250 ITI

4 1.577 .. I

THERE ARE 2 GROUPS IN WHICH THE MEANS ARE
NOT SIGNIFICANTLY DIFFERENT FROM ONE AMNOTHER.

CRITICAL Q VALUE 4.597 REJECTION LEVEL 0.050
CRITICAL WALUE FOR COMPARISOM 7.5541
STANDARD ERROR FOR COMPARISOM 2.3239

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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Tabla 30. Comparacién de medias de masa seca por tratamiento en RITA® mediante

Prueba de Tukey con una diferencia significativa honesta de 1%.

TUKEY (H5D) COMPARISON OF MEANS OF MS BY TRAT

HOMOGENEQUS
_ TRAT  MEAN  GROUPS
ALAAAAAAN  AASAAAAAAA AAAAAAAAMAAN
a 9. 8300 I
10 9.1025 I
3 9.1000 I
8 B.5225 I
2 4.9300 I
5 3.0250 I
4 1.577 I

THERE ARE NO SIGNIFICANT PAIRWISE DIFFERENCES AMONG THE MEANS.

CRITICAL Q WALUE 5.645 REJECTION LEVEL 0.010
CRITICAL WVALUE FOR COMPARISON 9.2763
STANDARD ERROR FOR COMPARISON 2.3239

Fuente: Statistix para Windows, 2011.
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ANEXOS

Anexo 1. Paleta de verde.

Figura 23: Paleta de verde monocromatico.
Fuente: Monsef, 2009.
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