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Introduccién. Stevia rebaudiana (Bertoni) Hemsl. es
miembro de la familia Asteraceae, hierba perenne originaria
del noroeste de Paraguay y del sureste de Brasil. Stevia
contiene una serie de glucosidos, los cuales tienen un poder
edulcorante de 100 a 400 veces mayor que la D-glucosa (1).
Los glucésidos son compuestos no tdxicos, no mutagénicos
y bajos en calorias, por tal motivo han sido utilizados como
sustitutos de azlcares y recomendados para el consumo de
pacientes diabéticos (2). Debido a ello recientemente se ha
adoptado su uso como alternativa del azdcar comln o
edulcorantes artificiales, lo que hace al cultivo de Stevia
economicamente  atractivo.  Desafortunadamente, la
propagacion de Stevia por semillas es inadecuada debido a la
variacion intraespecifica de diversas caracteristicas
importantes de la planta, como el contenido de glucésidos
(3). El cultivo de tejidos vegetales es una valiosa alternativa
para la obtencion de metabolitos secundarios de interés como
son los esteviolglucésidos.

El presente trabajo pretende establecer las condiciones
experimentales para inducir la formacion de callo en
explantes nodales y foliares de S. rebaudiana con potencial
edulcorante.

Metodologia. Segmentos nodales de plantas adultas de S.
rebaudiana fueron desinfestados superficialmente vy
sembrados en medio MS modificado (macronutrientes al
50%) y suplementado con 10 g /L de sacarosa y 0.01 mg/L
de ANA. Las hojas y segmentos de tallo fueron usados para
iniciar el cultivo de callo, sembrados en medio MS
suplementado con 30 g¢/L de sacarosa Yy diferentes
concentraciones y combinaciones de BAP y ANA (0.0-3.0
mg/L). Los medios fueron enriquecidos con acido ascorbico
(50 mg/L) y acido citrico (100 mg/L). Los cultivos fueron
incubados bajo un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad y en
oscuridad continta a 25°C + 2°C.

Resultados y discusion. Los brotes se formaron a los 20
dias de cultivo, obteniéndose hasta 8.2 + 0.56 brotes por
explante (Fig. 1a). La respuesta morfogenética a la presencia
de BAP y ANA fue la formacién de callo en los explantes
foliares iniciandose la respuesta en el haz de la hoja en la
region mas cercana al peciolo, para posteriormente formarse
a lo largo de todo la ldmina foliar (Fig. 1b), y en los
explantes nodales la formacion de brotes y callo, los brotes
se produjeron en el nodo y el callo a lo largo de todo el tallo,
principalmente en la superficie que se encontraba en
contacto con el medio de induccién (Fig. 1c). El factor
incubacidn jugd un papel importante en el tiempo y cantidad

en que se produjo el callo. Los cultivos incubados bajo un
fotoperiodo  formaron el callo en menor tiempo y la
produccion de callo se duplico con respecto a los explantes
incubados en oscuridad continua. En ausencia de compuestos
antioxidantes fue evidente la oxidacion de los explantes. La
adicion de acido citrico y acido ascérbico en el medio de
cultivo evitd la oxidacion del explante y del callo producido,
pero retrasd la respuesta, iniciandose hasta el mes de cultivo.
El explante que favorecio una mayor produccion de callo fue
la lamina foliar. La auxina (ANA) empleada en las distintas
concentraciones de manera individual no tuvo ningin efecto
morfogenético en los explantes nodales y foliares de S.
rebaudiana. Al combinar la auxina con la citocinina se
indujo la formacién de callo, el tratamiento con mayor
produccion de callo fue 2.0 mg/L de BAP y 2.0 mg/L de
ANA.

Figura 1. (a) Cultivo in vitro de S. rebaudiana con 0.01 mg/L de

ANA; b) Callo en explante foliar; (c) Callo y brotes en explante

nodal; ambos explantes sembrados en medio MS suplementado
con 2.0 mg/L de BAP y2.0 mg/L de ANA.

Conclusiones. La formacién de callo se llevé a cabo en
explantes foliares y nodales de S. rebaudiana, inducida por
el efecto conjunto de BAP y ANA. Es necesario continuar
estas investigaciones para seleccionar una linea celular
productora de esteviolglucésidos para establecer cultivos en
suspension. La técnica de cultivo de tejidos vegetales es una
herramienta biotecnolégica que ofrece la posibilidad de
obtener metabolitos secundarios econémicamente
importantes, como los son los glucésidos de S. rebaudiana.
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