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RESUMEN

La sequia constituye uno de los mas importantes estreses abibticos, ya que limita la produccion y crecimiento
de Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto del estrés
hidrico inducido con polietilenglicol sobre el crecimiento in vitro de plantas de S. rebaudiana cultivar ‘KH-IAN/
VC-142'. Se evaluaron variables de crecimiento en plantas in vitro sometidas a condiciones simuladas de
estrés hidrico con PEG 6000 en concentraciones de 10 000, 1 000,100, 10y 1 ppm. Ademas se incluy6 un
control sin PEG. Las variables altura de la planta, longitud de raices, masa fresca y seca fueron afectados
negativamente conforme al incremento de la concentracion de PEG. Estos resultados demostraron la baja
tolerancia del cultivar ‘KH-IAN/VC-142’ de S. rebaudiana al estrés hidrico y posibilitan la aplicacion futura en
sistemas de seleccidn in vitro para la discriminacion de cultivares mejorados genéticamente en base a su
tolerancia al estrés hidrico.
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Effect of induced hydric stress with PEG 6000 on Stevia rebaudiana
cv. ‘KH-IAN/VC-142’ in vitro growth

ABSTRACT

Drought is one of the most important abiotic stresses, since it limits the production and growth of Stevia
rebaudiana (Bertoni) Bertoni. The objective of the present work was to determine the effect of water stress
induced by polyethylene glycol on the in vitro growth of ‘KH-IAN / VC-142’ S. rebaudiana plants. Growth
variables were evaluated on in vitro plants subjected to simulated conditions of hydric stress with PEG 6000
at concentrations of 10 000, 1 000, 100, 10 and 1 ppm. In addition, a control without PEG was included. The
variables plant height, root length, fresh and dry mass were negatively affected as the concentration of PEG
increased. These results demonstrated the low tolerance of S. rebaudiana ‘KH-IAN / VC-142’ cultivar to
hydric stress and make possible the future application on in vitro selection systems for the discrimination of
cultivars genetically improved based on their tolerance to hydric stress.
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INTRODUCCION

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni es una
especie vegetal de gran relevancia a nivel
mundial, debido al caracter edulcorante de
los esteviol glicésidos, los cuales no aportan
calorias al organismo (Badran et al., 2015). El
cultivar ‘KH-IAN/VC-142’ (Eireté) obtenido a
través de un programa de mejoramiento
genético, presenta caracteristicas
agronémicas ampliamente superiores al
cultivar ‘Criollo’, ya que triplica su potencial
de rendimiento y tenor de esteviol glicésidos
(Casaccia y Alvarez, 2006).

S. rebaudiana es susceptible al estrés hidrico
debido a que limita la produccién y crecimiento
de este cultivo el cual exige un adecuado nivel
de humedad del suelo para asegurar su
desarrollo a causa de la escasa profundidad
de su sistema radicular. Por ello, en
condiciones deficitarias de agua se producen
dafios graves a nivel celular (Casaccia y
Alvarez, 2006; Nifio et al., 2013).

La biosintesis de los esteviol glicdsidos también
puede verse afectada en condiciones de estrés
hidrico como consecuencia de la reduccién en
la transcripcion de genes implicados en su
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generacion. Estos inconvenientes causados
por el estrés hidrico impulsan a la basqueda
de alternativas que contribuyan a generar
conocimiento y enfrentar esta problematica.
Por ello, el estudio de mecanismos de
tolerancia al estrés en condiciones in vitro
mediante el cultivo de tejidos, constituye un
recurso valido, que permite el control de
variables ambientales y facilita la evaluacién de
poblaciones numerosas en un espacio
reducido y durante un corto periodo de tiempo
(Badran et al., 2015). En los programas de
mejoramiento genético, la seleccion in vitro de
genotipos tolerantes es posible mediante la
adicién del polietilenglicol (PEG) a la solucién
de nutrientes, el cual actda por reduccion del
potencial hidrico y la disponibilidad de
moléculas de agua en el medio de cultivo
(Gopal e lwama, 2007; Badran et al., 2015).

A pesar de que la sequia se ha acrecentado en
los ultimos afios debido al cambio climéatico,
no se han informado estudios sobre el efecto
del estrés hidrico en el cultivar ‘KH-IAN/VC-142’
de S. rebaudiana. El presente trabajo tuvo
como objetivo determinar el efecto del estrés
hidrico inducido con polietilenglicol sobre el
crecimiento in vitro de plantas de S. rebaudiana
cultivar ‘KH-IAN/VC-142'.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon segmentos nodales (explante)
de plantas in vitro de S. rebaudiana del cultivar
‘KH-IAN//C-142’, provenientes del cuarto de
cultivo del Laboratorio de Biotecnologia del
Centro Multidisciplinario de Investigaciones
Tecnolégicas (CEMIT). Las plantas se
encontraban en sexto subcultivo de
multiplicacién en medio de cultivo semisélido
MS (Murashige y Skoog, 1962) con 30 g I'* de
sacarosay 7 g It de agar.

Para simular el estrés hidrico, cada explante
fue cultivado en tubos de ensayo con el medio
de cultivo basal MS vy diferentes
concentraciones de Polietilenglicol 6000 (PEG
6000) en un rango de 10 000 ppm, 1 000 ppm,
100 ppm, 10 ppm, 1 ppm y como control O ppm.
Estos fueron mantenidos en una cadmara de
crecimiento durante un periodo de tres
semanas, bajo condiciones de esterilidad, con
fotoperiodo de 16 horas luz proporcionada por
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tubos fluorescentes de luz fria con intensidad
luminica de 3000 lux a 25+2°C.

En este ensayo se utiliz6 un disefio
completamente al azar, en el cual se estudiaron
seis tratamientos con diez repeticiones. La
unidad experimental estuvo constituida por un
segmento nodal colocado en un medio de
cultivo contenido en un tubo de ensayo.

Luego de tres semanas de exposicion a las
distintas concentraciones de PEG 6000, se
midio la altura de la planta (cm) y la longitud de
lasraices (cm). Ademas, se determiné la masa
fresca y seca de las plantas in vitro (mg). La
masa fresca se determind inmediatamente y
para la masa seca las muestras se secaron
en una estufa a 70°C durante 24 horas.

Andlisis estadistico

Los datos se procesaron mediante el paquete
estadistico InfoStat version 2014. Para
determinar el grado de significancia se utilizé
la prueba de ANOVA (p<0.01) y la comparacion
entre las medias se realiz6 mediante la prueba
de Tukey (p<0.05), previa comprobacion del
cumplimiento de los supuestos de normalidad
y homogeneidad de varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las variables evaluadas en S.
rebaudiana, disminuyeron con el incremento de
la concentracion de PEG. Tanto la altura de la
planta (Figura 1) como la masa fresca y seca
(Figura 2) mostraron una respuesta similar, ya
gue para ambos solo la concentracion minima
correspondiente a 1 ppm de PEG en el medio
de cultivo no presenté diferencia significativa
en relacion con el grupo control. Esto coincide
con lo observado por Bradan et al. (2015). Estos
autores hallaron la misma tendencia en dos
cultivares de S. rebaudiana sometidos a estrés
con PEG. Presiones hidricas elevadas en los
tejidos de las plantas influyen en procesos tales
como la elongacion y la expansidon celular
debido a la reduccion de la tasa fotosintética
por el cierre estomatico, ademas del aumento
en la senescencia foliar, dadas las condiciones
de estrés hidrico (Nifio et al., 2013).

Se detectaron inhibiciones significativas en la
longitud de la raiz de S. rebaudiana a partir
de 100 ppm de PEG con respecto al control
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Figura 1. Longitud de raices y altura de plantas in vitro de S. rebaudiana cultivar ‘KH-
IAN/VC-142’ luego de tres semanas de exposicion a distintas concentraciones de
PEG 6000.
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Figura 2. Masa fresca y seca de plantas in vitro de S. rebaudiana cultivar ‘KH-1AN/
VC-142' después de tres semanas de exposicion a distintas concentraciones de
PEG 6000.
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(Figura 1). Resultados similares sobre el efecto
del estrés hidrico inducido con PEG han sido
informados por Gopal e lwama (2007) quienes
constataron el efecto negativo del aumento de
la concentracion de PEG en el medio de cultivo
sobre el desarrollo de laraiz, en tres genotipos
de Solanum tuberosum L. El déficit hidrico
moderado produce un aumento de la relacién
raiz/tallo debido incremento del &cido abscisico,

el cual corresponde a una hormona cuyos
niveles aumentan en condiciones de estrés, y
favorece el crecimiento radicular e inhibe el
desarrollo del tallo (Taiz y Zeiger, 2006). Este
fenémeno del incremento de la relacion raiz/
tallo fue constatado en este estudio a las
concentraciones de 100 y 1 000 ppm de PEG,
pudiendo ser Utiles como valores de referencia
de modo a contrastarlos con otros cultivares.
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CONCLUSIONES

El estrés hidrico simulado con PEG 6000 en
plantas in vitro de S. rebaudiana cultivar ‘KH-
IAN/VC-142’ afecta negativamente la altura de
la planta, la longitud de raices, masa fresca y
seca conforme al incremento de la
concentracion del agente estresante.
Concentraciones superiores a 10 ppm
provocan una reduccion significativa de las
variables anteriores lo que denota su
sensibilidad y baja resistencia al estrés hidrico.
Estos resultados posibilitan el empleo de
variables de crecimiento afectados por el estrés
hidrico en sistemas de seleccién in vitro para
la discriminacion de cultivares tolerantes en
programas de mejoramiento genético.
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