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RESUMEN

Stevia rebaudiana B. (Asteracea) es una especie originaria de Paraguay, apreciada por
el poder edulcorante de sus hojas que es 300 veces mayor que el de la sacarosa, contiene
diversos estevidsidos y rebaudidsidos que no son metabolizados por nuestro organismo,
portanto, no eleva el nivel de glucosa en sangre. Recientemente ha aumentado el interés
en su propagacion, no obstante, su semilla tiene un bajo porcentaje germinativo y las
plantas presentan un pobre porcentaje de supervivencia. También se propaga
vegetativamente por esquejes, pero no es suficiente para implementar sistemas de
propagacion masiva, es por estemotivo que el método mas adecuado es la propagacién
in vitro ya que se puede obtener un mayor numero de plantas en poco tiempo. El
objetivo de esta investigacion fue establecer cudl es el mejor ambiente para la
aclimatacién de plantas in vitro de Stevia. Los ambientes utilizados fueron un
invernadero ubicado en la ciudad de Lima, y dos cdmaras edafoclimaticas ubicadas en
el Instituto de Biotecnologia de la UNALM, donde se simularonlas condiciones
ambientales de la ciudad de Naju, ubicada en la provincia de Jeolla del Sur,Korea del
Sur y la ciudad de Sullana, Piura. Se utilizaron 300 plantas in vitro provenientes del
IBT por cada experimento y se evalud el crecimiento de éstas y el porcentaje de
supervivencia a los 30 dias. Analizando los resultados obtenidos, es recomendable
aclimatarestas plantas en una cdmara climatica configurada con el clima de Naju,
aunque las plantas presentaran un menor crecimiento se logrard que la mayoria
sobreviva al proceso. Por otro lado, las plantas aclimatadas en el ambiente de Piura
crecen un poco mas a comparacion delos otros tratamientos, pero la supervivencia de

plantas es menor debido a la mayortemperatura que posee esta zona.

Palabras clave: Invernadero, aclimatacion, Stevia rebaudiana, edulcorante natural,

camaraclimatica



ABSTRACT

Stevia rebaudiana B. (Asteracea) is a species native to Paraguay, appreciated for the
sweetening power of its leaves, which is 300 times greater than that of sucrose, contains
various steviosides and rebaudiosides that are not metabolized by our body, therefore,
they are not raises the blood glucose level. Interest in its propagation has recently
increased, however, its seed has a low germination percentage and the plants have a
poor survival percentage. It is also propagated vegetatively by cuttings, but it is not
enough to implementmassive propagation systems, it is for this reason that the most
appropriate method is in vitropropagation, since a greater number of plants can be
obtained in a short time. The objectiveof this research was to establish the best
environment for the acclimatization of Stevia plantsin vitro. The environments used
were a greenhouse located in the city of Lima, and two edaphoclimatic chambers
located at the UNALM Institute of Biotechnology, where the environmental conditions
of the city of Naju, located in the province of South Jeolla, SouthKorea, were simulated.
Sur and the city of Sullana, Piura. 300 in vitro plants from the IBT were used for each
experiment and their growth and the percentage of survival at 30 days were evaluated.
Analyzing the results obtained, it is advisable to acclimatize these plants ina climatic
chamber configured with the climate of Naju, even if the plants show less growth,most
of them will survive the process. On the other hand, plants acclimatized to the Piura
environment grow a little more compared to the other treatments, but plant survival is

lowerdue to the higher temperature in this area.

Key words: Greenhouse, acclimatization, Stevia rebaudiana, natural sweetener,

climatic chamber.



| INTRODUCCION

“Stevia rebaudiana B.(Asteraceae) es una hierba perenne originaria del norte de Paraguay y
Sudamérica que crece en climas tropicales y subtropicales” (Soejarto et al., 1983). Las hojas de
stevia contienen glucdsidos como los estevidsidos y los rebaudidsidos, que son 200 a 300 veces
mas dulces que la sacarosa o el azicar de cafia (Geuns, 2003). La produccion de stevia es
considerada como la mas importante dentro de la produccion de edulcorante natural, la pueden
consumir diabéticos y cardiacos. Asi mismo se le puede usar natural o industrialmente en la

fabricacion de golosinas, helados, jugos de fruta o bebidas gaseosas (Rodriguez, et al, 2007).

Los paises productores son China y Paraguay con partes adyacentes de Brasil. China es el
principal proveedor de Japon, que es el principal usuario y productor de derivados comerciales
de estevidsidos (Midmore, 2019).

En ese sentido, China es el primer pais en Asia que produce stevia, donde se concentra el 85%

de los cultivos, con un &rea aproximada de 250 mil hectareas (Choque, 2008).

La propagacion convencional de la stevia esta restringida por la baja viabilidad de sus semillas
debido a la autoincompatibilidad, lo que provoca la produccién de semillas estériles (Ramirez-
Mosqueda, 2016).

Por tratarse de una planta de polinizacién cruzada (alégama), las plantaciones naturales
presentan una alta variabilidad fenotipica (apariencia) y genotipica. Un alto rendimiento del
edulcorante solo es posible si existe abundante material vegetal con alto porcentaje de
edulcorante inherente en cada planta, por lo que dicha variabilidad afecta la cantidad de

steviosido a extraerse.

La propagacion vegetativa se limita a un nimero bajo de individuos que pueden obtenerse de
una sola planta y adaptarse con éxito al suelo. Los métodos de propagacion in vitro son una
opcidn atractiva para propagar grandes cantidades de plantas en poco tiempo y con una calidad

genética y fitosanitaria aceptable.



Esta informacion sera atil para desarrollar un plan a nivel productivo con el fin de reducir el
tiempo de cultivo, los costos de produccion e incrementar el porcentaje supervivencia de

plantas.
Objetivos de la investigacion

1.1.1 General

Evaluar la aclimatacion de plantas in vitro de Stevia rebaudiana B. en tres ambientes

controlados.

1.1.2 Especifico

Evaluar el efecto de tres ambientes controlados sobre el crecimiento de plantas in vitro de

Stevia rebaudina.



Il REVISION DE LITERATURA

Descripcion de la problematica

Segun Eafit (2004), el mercado total de edulcorantes de alto poder y bajo contenido calérico,
es equivalente a entre 12 a 15 millones de kg de esteviosido por afio. La conquista de una

pequefia fraccion de este volumen, por el estevidsido, representaria cifras significativas.

Segun Eafit (2004), el consumo internacional se concentra en la Union Europea, EE.UU.,
China, Australia y especialmente Japon, que a pesar de tener fabricas para la extraccion del
esteviosido, es insuficiente para satisfacer su mercado interno. Se estima el consumo anual
de estevidsidos en el Japon es de 50 Toneladas afio con un valor aproximado de $240
millones de doélares americanos y se sabe, que este pais ha realizado algunas operaciones

comerciales con vecinos de Colombia como Brasil y Paraguay.

Teniendo en cuenta que los productos edulcorantes que dominan el mercado mundial,
especialmente en los paises occidentales, cuentan con serios cuestionamientos por sus
propiedades nocivas para la salud, las posibilidades del esteviésido como sustituto de los
mismos son buenas, presentandose como su principal limitacion el abastecimineto de
materia prima en tan gran escala. Ademas, antes de entrar a competir en el mundo occidental
industrializado, debera pasar por todas las pruebas previas a su aprobacion, especialmente
las de la Food and Drug Administration de EE. UU (Eafit, 2004).

Dado la alta demanda potencial que tiene este cultivo, se necesitara en el futuro una
produccion masiva de la planta, la cual es aun inviable ya que la reproduccion sexual de
stevia presenta ciertos problemas que afectan la eficiencia del cultivo como son la alta
heterogeneidad de las poblaciones resultantes de sus semillas, la baja eficiencia de la
germinacion debido al alto porcentaje de semillas estériles, ademas de la pequefiez de la
semilla, la alta mortalidad de las plantulas en la germinacion y a la limitada capacidad de
sobrevivencia en ambientes de extrema humedad. Esta situacion ha propiciado el uso de

semilla vegetativa para la siembra de cultivos comerciales, la cual no esta exenta de



problemas debido a las bajas tasas de multiplicacion por estacas, también se menciona que
cuando planta entra en floracion, disminuye la posibilidad de enraizamiento; cuando existe
un mal riego, provoca la desecacion de las futuras plantulas y se corre el riesgo de presentar
enfermedades fdngicas, lo que ha obligado a la utilizacion de técnicas de micropropagacion

para hacer mas eficiente el proceso de multiplicacion. (Jordan, 1983).

El mayor porcentaje de pérdidas de plantas producidas in vitro ocurren en su fase de
transferencia al suelo cuando deben adaptarse a las nuevas condiciones del ambiente edéafico.
Todo el esfuerzo investigativo se perderia si las plantas que se regeneran murieran cuando
se intenta desarrollarlas en un ambiente que en un comienzo les resulta desfavorable. (Pierik,
1990). Se ha observado que el cultivo no presenta un método estandar y 6ptimo para su

aclimatacién comercial.

2.1.1 Importancia del cultivo

El consumo de alimentos y bebidas que contienen edulcorantes no caléricos ha aumentado
significativamente en los Gltimos afios, en Estados Unidos un 86 % de la poblacion consume
alimentos y bebidas bajos en azlcares (Yantis, 2011). Entre los edulcorantes no caléricos
podemos mencionar a la sacarina, aspartame, sucralosa, acesulfame K, neotamo, alitamo y

la recientemente incluida stevia.

Los compuestos responsables del dulzor de la stevia son los glucésidos de esteviol aislados
e identificados como esteviosido, esteviolbidsido, rebaudiésido A, B, C, D, Ey F y
dulcésido. Estos se encuentran en las hojas de la planta en porcentajes variables (Tabla 1)
en funcidn de la especie, las condiciones de crecimiento y las técnicas agrondmicas, llegando

a alcanzar hasta el 15% de su composicion (Gilabert y Encinas, 2014).

Tabla 1: Glucdésidos dulces en las hojas de S. rebaudiana

Conteido en % de las hojas en peso seco

Glucosidos Gardana et al. Goyal et al. Kinghorny
(2003) (2010) Soejarto (1985)
Esteviosido 58+1,3 9,1 5-10
Rebaudiosido A 1,8+0,2 3,8 2-4
Rebaudioésido B 1,3+04 0,6 1-2
Dulcésido N 0,3 0,4-0,7

Fuente: Gilabert y Encinas, 2014.



Los alimentos procesados contienen glucosidos de esteviol que son bajos en calorias, ademas
su dulzor es de 100 a 300 veces mayor que el de la sacarosa (Lemus-Mondaca et al., 2012),
mientras que el del rebaudidsido A es unas 50 a 250 veces superior. Estos glucdsidos no
pueden ser absorbidos en el tracto gastrointestinal, por lo que son hidrolizados
principalmente por bacilos del grupo Bacteroides de la microbiota intestinal (Renwick y
Tarka, 2008).

Los andlisis en laboratorio demostraron que la stevia es extraordinariamente rica en hierro,
magnesio y cobalto (Ibnu, 2014); no contiene cafeina y posee efectos antioxidantes con la

presencia de antocianinas en 3-glucosidos (Carbonell-Capella et al., 2013).

El consumo de stevia es fundamental en personas que buscan perder peso, no solo porque
ayuda a disminuir el consumo de calorias, sino porque reduce los antojos y la necesidad de
estar comiendo dulces. Al tener un bajo contenido calérico, los estevidsidos pueden ser
incluidos en el régimen alimentario de las personas que sufran de diabetes, obesidad morbida

0 quiera reducir su masa corporal (Susuki, 1977).

El tallo y las ramas hasta hace poco tiempo se desechaban por no encontrar una utilidad
practica que viene a constituir el 60 % del volumen de la produccién de cada cosecha. En
estudios y experimentos realizados han dado muy buenos resultados como colorantes
mejorados de bebidas, provocando el afiejamiento rapido, beneficiandole suavidad y gusto
agradable, elimina efectos nocivos del alcohol que produce dolor de cabeza y malestar, etc.
(Molinas, 1989).

2.1.2 Justificacion

Debido a la baja viabilidad de las semillas de stevia, alta heterogeneidad genotipica en las
plantaciones y el lento proceso de propagacion por esquejes, el establecimiento de un
protocolo para la propagacion in vitro es indispensable para obtener una produccion
comercial. La aclimatacion es una etapa critica del cultivo in vitro, donde se presenta el
mayor porcentaje de mortandad de plantas, por lo que es necesario establecer cuél es el mejor

ambiente para aclimatar estas plantas.

El desarrollo de un método adecuado para la aclimatacion de stevia ayudara a la produccion

comercial de este cultivo y servira como base para estudios posteriores.



El cultivo es de alto interés econdmico y puede ser considerado una alternativa agricola para
Per( debido a las condiciones favorables que ofrece su ubicacion tanto para su produccién
como para su exportacion. Segun Hérnandez (2016) el rendimiento promedio de stevia por
hectarea es de 2 a 3 toneladas y el precio puede variar entre 1 a 1.5 délares por kilogramo de
hoja seca. El precio del extracto puro en polvo esta entre 50 a 80 dolares el kilogramo,
teniendo en cuenta que se necesitan 10 kilogramos de hoja seca para obtener un kilogramo
de extracto de steviosido. Segun Osorio (2007) los rendimientos por hectarea de hoja seca
de Stevia podrian llegar a un rendimiento de 3.000 Kg. /ha, y generar una ganancia bruta de
$1.800 a $2.500.

2.1.3 Antecedentes

Cifuentes et al. (2003) utiliz6 un sistema de riego por nebulizacion bajo un régimen de riego
de 20 segundos cada 5 minutos, de 8:00 am a 5:00 pm, por una semana aproximadamente, y
luego pasé las plantas a un sistema de microtineles, regando cada vez que el sustrato
empezaba a secarse, este sistema resultd ser el mejor para el manejo de humedad para
aclimatar plantas in vitro de Stevia rebaudiana. También sugiere utilizar bolsas pléasticas,
remojar las vitroplantas en una solucion con una pequefia concentracion de ANA (3 mg/L)
por unas horas, antes de ser sembradas en cualquier substrato, los cuales deben ser lo mas

sueltos posibles.

Oviedo (2015) realiz6 un experimento empleando biorreactores de inmersion temporal, los
sistemas de inmersién temporal (SIT) basan su funcionamiento en el contacto del medio de
cultivo con los explantes por intervalos de tiempos regulares, por medio del bombeo de aire
limpio a través de un filtro. Este método permite que el exceso de liquido en los explantes
se drene por gravedad al finalizar el bombeo y éstos se mantengan himedos.

El empleo de sistemas de biorreactores de inmersion temporal es un proceso automatizado
que provee condiciones de cultivo uniformes y controladas para la planta, se requiere de
menos recipientes y se siembra una mayor cantidad de explantes por envase de cultivo que
en los frascos usados en los sistemas semisolidos. Por lo que los SIT representan una
alternativa que puede potenciar la generacion de plantas méas vigorosas, con incremento en

el tamafio, mayor nimero de hojas y formacién de raiz.



Vasquez-Baxcajay y Robledo (2014) encontraron que después de diez dias de que las plantas
regeneradas in vitro se transfirieran al invernadero, mostraron un cambio de coloracion de
las hojas, asi como sintomas de deshidratacion debido a la escasa funcionalidad del aparato
estomatico, lo que podria ocasionar deshidratacion y su posterior muerte. Estos sintomas se
redujeron considerablemente al colocar las plantas bajo la malla de sombra. El porcentaje de
supervivencia de las plantas fue decreciendo con el tiempo de permanencia en el invernadero

hasta llegar al 82 % para el dia 60 lo cual es aceptable.

Sivaram y Mukundan (2003) reportaron una tasa de supervivencia del 70,0 % de
microplantas de S. rebaudiana bajo condiciones de invernadero, mientras que Hwang (2006)
encontrd 98,4 % de supervivencia durante la aclimatacion en campo. De la misma forma,
Rueda (2006) reportaron que utilizar un sistema de microtinel permitio la supervivencia de
82,7 % de las vitroplantas. En contraste, cuando se cubrieron las plantas con bolsas de
plastico o se mantuvieron bajo un sistema nebulizado, la supervivencia fue de s6lo 16,0 y

2,5 %, respectivamente.

Segun Aguirre (2008), las plantas de stevia han sido sembradas en una amplia gama de
suelos, con diferentes caracteristicas fisicoquimicas (tanto arenosos como organicos) con
porcentajes de supervivencia variables en esta fase de aclimatacion. En este sentido,
Cifuentes-Hidalgo (2003) alcanz6 un promedio de 13% de supervivencia con un sustrato de
25% Premix y 75% Arena, mientras que Aguirre (2008) utiliz6 un sustrato compuesto por
humus de lombriz, pomina y fibra de coco con una relacion de 2:1:1, y la supervivencia
alcanz6 96%. Por otra parte, Khan (2014) evalud varias combinaciones de tierra, Promix y

vermiculita, la mejor proporcion utilizada fue 2:1:1 y alcanz6 una supervivencia de 75%.

Gonzales-Hernandez (2019) usé plantulas regeneradas con una altura entre 7-10 cm, con
presencia de varias raices y al menos cuatro pares de hojas, las cuales fueron transferidas a
bandejas de polipropileno de 28 alveolos con sustrato compuesto por diferentes porcentajes
de zeolita y compost de cachaza (25:75, 75:25, 50:50, 0:100, 100:0). Las bandejas se
ubicaron casa de cultivo (temperatura promedio durante el dia de 30 + 2 °C, humedad relativa
70%, intensidad luminosa entre 224 y 457 umol m-2 s-1, frecuencia de riego de tres minutos
de duracidn dos veces al dia) en esta fase de aclimatacion, donde permanecieron por 15 dias.

Obtuvo rendimientos superiores al 80%.



Es una ventaja que la especie en cuestion cuente con plasticidad para crecer en diferentes
sustratos y mantenga, segin los resultados alcanzados, altas tasas de supervivencia en
medios diferentes. Esto permite transferir a las plantas hacia la fase de aclimatacion, con
independencia del sustrato. Es posible utilizar el sustrato mas econémico, o de mayor
disponibilidad, indistintamente sin afectar la supervivencia y de acuerdo con las condiciones
del lugar donde se ejecute (Espinal de Rueda, 2006).

Sobre el cultivo

2.1.4 Descripcion de la planta

Stevia rebaudiana (Figura 1) pertenece a la familia Asteraceae es una planta herbacea
perenne, tallo erecto, sub-lefioso, pubescente; durante su desarrollo inicial no posee
ramificaciones, tornandose multicaule después del primer ciclo vegetativo, llegando a
producir hasta 20 tallos en tres a cuatro afios; puede alcanzar hasta 90 cm de altura en su
habitat natural y en los trépicos puede llegar a tener alturas superiores a 100 cm. La raiz es,
pivotante, filiforme, y no profundiza, distribuyéndose cerca de la superficie (Monteiro,
1982).

Figura 1: Cultivo de stevia

Fuente: https://www.123rf.com/

La stevia tiene hojas (Figura 2) elipticas, ovales o lanceoladas, algo pubescentes; presentan
disposicion opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su
madurez fisiologica, previa a la floracion (Monteiro, 1982).


https://www.123rf.com/photo_42445676_stevia-plant-with-green-leaves-on-the-field-.html

Figura 2: Hojas de stevia

Fuente: https://www.rocketrobin.ca/product/stevia-leaf-dried-leaf/

La flor (Figura 3) es hermafrodita, pequefia y blanquecina; su corola es tubular,
pentalobulada, en capitulos pequefios terminales o axilares, agrupados en paniculas
corimbosas (Shock, 1982). La polinizacion es entomofila; se dice que la planta tiene

autoincompatibilidad esporofitica. (Monteiro, 1982).

Figura 3: Flor de stevia

Fuente: https://strictlymedicinalseeds.com/product/stevia-stevia-rebaudiana-packet-of-25-seeds-organic/

Se clasifica como una planta de dia corto, situando el fotoperiodo critico de 12 a 13 horas

seguln el ecotipo.

2.1.5 Ubicacion geogréfica

En 1887, es descrita por primera vez, por el cientifico Antonio Bertoni. Los indios de la zona
ya la utilizaron desde tiempos precolombinos, endulzando sus comidas y bebidas. Los indios
guaranis la llamaron “kaa- hee”, que significa “hierba dulce”. Existen mas de 300 variedades

de Stevia en la selva paraguayo-brasilera (Duke, 1993). La planta tiene el mismo centro de


https://www.rocketrobin.ca/product/stevia-leaf-dried-leaf/
https://strictlymedicinalseeds.com/product/stevia-stevia-rebaudiana-packet-of-25-seeds-organic/

origen que la Yerba Mate (llex paraguariensis), con cierta concentracion en el Noreste de
Paraguay, en la zona de Caballero, Departamento de Amambay, en el limite con Brasil,
donde llueven unos 800 mm. El clima en esa zona tiene caracteristicas tropicales y los suelos
son lateriticos (Duke, 1993).

Actualmente Japon, China, Bolivia, Brasil y Paraguay parecen ser los principales
productores. Del Japén se ha distribuido a Corea, Taiwan, Tailandia, Indonesia, Laos,
Malasia, China y Filipinas, de los cuales Japén es el pais que mas fabricas procesadoras y
extractoras de steviosido posee, aproximadamente 25 establecimientos, no obstante, es

insuficiente para satisfacer su mercado interno.

En Brasil, se cultiva basicamente por las plantaciones de Steviafarma Industrial S.A. ubicada
en Maringa, Estado de Parana; se ha convertido en el primer productor americano con 1,200

hectareas sembradas (Rodriguez, 1998).

Actualmente en Paraguay se reportan la existencia de aproximadamente 7000 hectareas de
cultivos comerciales, distribuidos en los departamentos de Amambay, Concepcion, Alto
Parana, Itapla y Mirones, en este Gltimo, una cooperativa tabacalera, esta desarrollando un
proyecto, dentro del plan Citrus, para instalar un vivero cuya capacidad de produccién seria
un millén de plantines. La industria paraguaya de stevia esta orientada solo a la produccion
de hojas secas de stevia, las cuales sirven como materia prima de las industrias de Brasil,
China y otros paises en menor escala. La produccion anual de estas hojas es de

aproximadamente 600 toneladas (Rodriguez, 1998).

Estudios realizados por el Instituto de Agronomia Nacional (IAN) de Paraguay, revelan que
las hojas de stevia paraguaya tienen entre 8-14% de steviosido, en comparacién con las hojas
cosechadas en China que contienen 6.4% en promedio, concluyendo que las cosechas

sudamericanas son de mayor calidad (Penner, 2004).

En Argentina se cultiva principalmente en Chaco (50 hectareas de un solo productor), en
Colonia Santa Rosa provincia de Salta (8 hectareas), unas pocas hectareas en Obera
Misiones, donde un grupo de productores llevan méas de 10 afios cultivandola, en San

Antonio de Padua y en menor escala en Formosa (Santillan, 2002).
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2.1.6 Areasembrada en Per(

Las plantaciones de stevia en el Per( tienen una duracion de vida aproximadamente de 14
afios por lo que la inversion en su produccion es alta pues representa una de las mejores
opciones en el mercado de la agronomia y cultivo, sobre todo por la creciente demanda de
su consumo tanto en el interior del pais como en el extranjero. Las empresas peruanas que
empezaron con el cultivo son Stevia Coronel SAC, Stevia Perd SAC y Steviaperd, con
instalaciones principalmente en la amazonia del norte del pais (Delgado, 2007).

Las empresas que estudiaron el negocio de la stevia e invertieron en él son: Stevia Biotech
(de origen suizo, en 4000 Has) Stevia One (extranjera, en 10 mil Has) VKP Ameéricas
(extranjera, en 10 mil Has) un grupo econémico de origen coreano (en 100 Has en Puno) y
dos empresas peruanas (100 Has cada una en Tumbes). (Delgado, 2007).

El consumo de esta planta y sus derivados se concentra en Estados Unidos, China, Australia

y principalmente en Japon.

Caracteristicas agronomicas

La stevia, es una planta que cuenta con un ciclo de cultivo y produccion que abarca
aproximadamente ocho meses, se adapta bien a diferentes tipos de suelos, como por ejemplo
a los del norte del pais, en Ecuador y Colombia. La stevia se desarrolla muy bien en
temperaturas mayores a los 24°C y con una buena intensidad de luz para potencializar el
porcentaje de estevidsido (Zubaite, 2008). Esta planta se siembra generalmente por esquejes
(porcidn del tallo que se enraiza), de los que se pueden empezar a ver resultados en dos
semanas. Lo que se cosecha de la planta son las hojas, las cuales deben tener un manejo
totalmente organico (Cortés, 2012). La primera cosecha se inicia a los dos meses, logrando
al afio siete cosechas con una planta en produccion por 5 o 6 afios. (Zubaite, 2008). Es
recomendable basarnos en el uso de un control biologico y alelopatia (repeler plagas con el

uso plantas) para obtener 6ptimos resultados (Cortés, 2012).

Las técnicas para el cultivo comercial deben tratar de obtener mayor produccion por unidad
de superficie debiendo darse especial atencion al suelo y a su composicion, al trasplante en
época adecuada, la densidad, la fertilizacion, el riego y las labores culturales. Esta planta
presenta poca 0 moderada resistencia a la sequia, el agua es importante en el rendimiento

final de la materia seca, por lo cual el riego, es importante para emprendimientos
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empresariales que trabajen con este cultivo. La planta desde el momento de la plantacion
necesita de riego, éste debe de ser diario hasta que se inicie la brotacién, luego cuando sea
necesario y en cantidad suficiente, tampoco usar mas agua de lo necesario, para esto se debe

tener en cuenta la relacion suelo-agua-planta (Molinas, 1989).

Segin Cueva (2016), las nuevas técnicas de produccion mejoran sustancialmente el
rendimiento y la calidad de la hoja, en comparacion a los sistemas tradicionales de
produccién no tecnificados. En altitudes menores a los 1000 m.s.n.m. los rendimientos
alcanzan las 12 Tn/afio considerando un distanciamiento de 0.20 m entre plantas y 0.40 m
entre surcos, 8 cosechas al afio y terrenos con buenas caracteristicas edaficas. Se recomienda

masificar el cultivo en zonas de selva y sierra en valles interandinos.

Segun Osorio (2007), se cosecha regularmente durante todo el afio y el rendimiento esperado
es de 2000 a 3000 kilogramos de hoja seca por afio. También sefiala que en Paraguay se
puede llegar a un rendimiento de 3.000 kg/ha, y generar una ganancia bruta de $1.800 por
hectarea, aunque existen agricultores que producen considerablemente mas que esto,
alcanzando inclusive los 5.000 kg/ha por afio. El cultivo puede ser cosechado de dos a cuatro

veces por afo.

2.1.7 Condiciones Edafocliméaticas

a) Altitud

El cultivo de la estevia es de ciclo corto y en paises tropicales como Colombia, presenta un
amplio rango de adaptacion que va desde los 0 a los 2100 m.s.n.m.; sin embargo, se obtiene
una mayor concentracién de edulcorantes naturales entre los 500 y los 1100 m. de altitud
(Tamayo, 2006).

b) Precipitacion

La estevia en su estado natural, crece en la region subtropical, semi himeda de América, con
precipitaciones que oscilan entre 1400 a 1800 mm distribuidos durante todo el afio

(Landazuri y Tigrero, 2009).
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¢) Temperatura

Siendo la ideal entre los 18 a 34 °C resiste y prospera hasta los 43°C acompariado de
precipitaciones frecuentes. Temperaturas entre los 5 y 15 °C no matan a la planta, pero
inhiben o detienen su desarrollo foliar y temperaturas inferiores a éstas matan a la planta
(Cortés, 2012).

d) Suelos

Se puede cultivar en suelos muy variados. En su estado original, la planta crece en suelos
tanto de baja fertilidad, acidos, de tipo arenoso como hasta organicos con alta humedad.
Crece naturalmente en suelos de pH 4 - 5, pero crece bien entre 6,5 — 7,5 siempre que no
sean salinos (Shock, 1982).

El cultivo de estevia es poco exigente, adaptandose a diferentes tipos de suelos, con texturas
desde francos arenosos a franco arcillosos y con alta humedad, con pH entre 5.5y 7.5
(Zubaite 2008). El ka'a he’e se puede cultivar en diversos tipos de suelos, en cuanto a la
topografia la ideal es un terreno no muy accidentado, con un porcentaje de pendiente menor
al 5%. Prospera muy bien en los suelos flojos, livianos, franco-arcillosos, areno-arcillosos o
arcillo-arenosos, también soporta muy bien suelos ligeramente &cidos, con un pH que van

de 5.5 a 6.5, que serian los niveles ideales (Gonzales et al. 2019).

Muchos elementos nutritivos, especialmente micro elementos pueden encontrarse en el suelo
en forma no asimilable, debido a la dependencia de su solubilidad del pH del suelo. En estos
casos las aplicaciones al suelo suelen ser muy poco efectivas, en tanto que se puede
aprovechar la facilidad de absorcion de pequefias cantidades de estos elementos por las
hojas, que pueden ser suficientes para corregir las diferencias (Dominguez, 1989).

Los fertilizantes son capaces de aumentar la produccidn, entre tanto para el agricultor no es
suficiente que el fertilizante aumente la produccion, es necesario que con la fertilizacion su
ingreso aumente. En algunos casos las raices de las plantas pierden la capacidad para
absorber los nutrientes, al contrario, la parte aérea esta adaptada para realizar fotosintesis y
nunca pierde la capacidad de absorber agua y nutrientes, siendo esta la capacidad bésica para

la fertilizacién foliar (De Lima, 1997).
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De antiguo se conoce el efecto nutritivo sobre las plantas de las sustancias disueltas en el
agua de lluvia por penetracion a través de la hojas o absorcidon foliar fenémeno que ha sido
comprobada hace una quincena de afios por medio de los radio isotopos trazadores,
poniéndose de manifiesto que las hojas no tiene la estructura impermeable que se creia, las
cuales estdn capacitados para absorber sustancias minerales por el has y el envés
(Dominguez, 1989).

2.1.8 Técnicas de propagacion

EDAC (2009) en su manual técnico menciona que existen dos tipos de propagacion, una
propagacion sexual y otra asexual. Estos dos tipos de propagacion se mencionan a

continuacion:
a) Técnicas de propagacion sexual

Los almacigos deben establecerse en una parcela que satisfaga los requisitos que se

mencionan a continuacion:

e Tener en cuenta que la semilla botanica tiene bajo porcentaje de germinacion y longevidad

corta.

e Que sea un lugar alto, para facilitar el drenaje del exceso de agua; sin arboles frondosos
que puedan interferir con la exposicién a la luz solar; proxima a la vivienda del duefio o
encargado para facilitar el cuidado de las plantulas, con abundante agua limpia (manantial o

pozo profundo) para el riego que se les debera aplicar.

¢ Que ofrezca la posibilidad de construir los almacigos con una orientacion de Este a Oeste,

para un mejor aprovechamiento de la luz solar por las futuras plantulas.
¢ Que no se halle infestada de malezas de dificil erradicacion.

¢ El suelo de las almacigueras debera ser profundo (por lo menos 30 cm de profundidad),
con pH 6 a 6,5, fértil, suelto, con buen drenaje interno (desagiie) y, en lo posible, con alto

contenido de materia organica bien descompuesta.

e Se recomienda un area de 100 m2 de alméacigo para una produccion de 100,000 plantones.
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¢ La semilla debe presionarse suavemente en las camas de almécigo y regar frecuentemente

por 7 dias.

e Utilizar media sombra al 50 %, colocada sobre arcos, permaneciendo de 20 a 30 dias

después de la siembra.

¢ Realizar labores culturales oportunas.

e El repique se realiza a raiz desnuda o en bolsas de polietileno.
b) Técnicas de propagacion asexual

Las camas de propagacion deben establecerse en una parcela que satisfaga los requisitos que

se mencionan a continuacion:

e Usar plastico transparente de 120 a 150 micras de espesor colocados en la cama de

propagacion en forma de tanel.

e Utilizar esquejes terminales y sub terminales de 10 cm (3 — 4 nudos) antes que la planta

madre haya emitido botones florales.

e La profundidad de siembra del esqueje no debe ser menor a 3 cm y no quitar las hojas ya

que propician mejor enrizamiento.

e Humedecer previamente el sustrato a capacidad de campo, luego los esquejes son regados

en forma abundante.

e Transcurridos los 20 dias se procede a retirar en forma lenta los extremos del tanel
(pléstico) de manera que se disipe lentamente la humedad y los esquejes se adapten al medio

ambiente normal.
¢ A los 60 dias retirar la totalidad del plastico.

e Realizar las practicas culturales convenientemente.
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Propagacion in vitro

El “cultivo de tejidos” involucra técnicas de produccion clonal de érganos, tejidos, células y
protoplastos vegetales en un medio nutritivo bajo condiciones asépticas y un ambiente
controlado (Pierik, 1990).

Para realizar el establecimiento de los cultivos Mroginski (2010) menciona que es necesario
tener en cuenta algunos aspectos generales relacionados con el explante, la asepsia, el medio
de cultivo y las condiciones de incubacion. El explante es un 6rgano, tejido o fragmento de
tejido, células, etc. aislado del material vegetal (planta madre) para iniciar el cultivo in vitro.
La eleccidn del explante adecuado constituye el primer paso para el establecimiento de los
cultivos, este varia de acuerdo al objetivo perseguido. En general los factores como el
genotipo, edad de la planta y su estado fisiologico son importantes a considerar (Mroginski,
2010).

Levitus (2010) refiere que uno de los principales problemas que se presentan cuando se tratan
de establecer los cultivos in vitro es la contaminacion con diversos tipos de microorganismos
(hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus). Por otro lado, un medio de cultivo puede
ser definido como una formulacién de sales inorganicas y compuestos organicos requeridos
para la nutricion de los cultivos. Existen numerosas formulaciones de los medios los cuales
comprende entre 6 y 40 compuestos que incluyen fuente de carbono, minerales, vitaminas,
sustancias reguladoras del crecimiento, agente gelificante (en el caso de medios semisolidos)

y otros compuestos (Levitus et al. 2010).

De acuerdo a las recomendaciones de Roca (1991), la incubacion de los cultivos se debe
llevar a cabo en condiciones controladas: temperatura, calidad e intensidad de luz,
fotoperiodo, humedad atmosférica e higiene, debido a que estos factores pueden alterar las
respuestas morfogenéticas. En general, los cultivos son incubados a temperatura de 25-28
°C, con fotoperiodo de luz/oscuridad de 16/8 horas. La luz es generalmente provista por
lamparas fluorescentes del tipo «luz dia» con una irradiancia de entre 50 y 200 umol.m-2.s-

1. La humedad atmosférica debe ser elevada (80- 90%) (Levitus, 2010).

El cultivo de meristemos consiste en aislar el domo meristematico con dos primordios
foliares y sembrarlo en un medio de cultivo adecuado que posibilite el desarrollo de una
planta completa. Las plantas provenientes de este cultivo son idénticas a la planta madre y

conserva sus caracteristicas agrondmicas, por tanto, estas son usadas para la
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micropropagacion, conservacion de germoplasma y para la obtencién de plantas libres de
patdgenos sistémicos, entre ellos los virus. Los meristemos son utilizados debido a que tiene
poco o ningun virus por la elevada actividad metabdlica (mitosis), presencia de sistema
vascular poco diferenciado y altas concentraciones de auxinas enddgenas (Espinal de Rueda,
2006).

La micropropagacion es una técnica sofisticada para la rapida multiplicacién de las plantas.
Tiene un gran potencial comercial debido a la velocidad de propagacion, la alta calidad de
la planta y la capacidad de producir plantas libres de enfermedades. Este proceso permite
reproducir in vitro cientos de clones de una misma especie e incluye varios pasos como
cuidado de la planta, seccion del explante y esterilizacion, formulacion del medio para
obtener proliferacion, enraizamiento, aclimatacién y crecimiento de las plantulas (Espinal
de Rueda, 2006).

Segin EDAC (2009), en los sistemas de micropropagacion vegetal se conocen 5 etapas

secuenciales:

Etapa 0. Seleccion y preparacion de la planta madre

Etapa I. Establecimiento o iniciacion del cultivo in vitro
Etapa Il. Multiplicacién e induccion de brotacion

Etapa I11. Pre-transplante o enraizamiento in vitro

Etapa IV. Transplante, aclimatacion y/o enraizamiento in vivo

2.1.9 Transplante y aclimatacion de plantas in vitro

El transplante de las vitroplantas del medio aséptico de cultivo al ambiente natural en el
invernadero y luego a su sitio final involucra que deban pasar por un periodo de aclimatacion
para que puedan sobrevivir. Durante este periodo las plantas se ven obligadas a formar raices
y brotes funcionales para volverse autotrofas (Hartman y Kester, 1997).

El éxito de esta etapa radica en el cuidado que se tenga controlando la susceptibilidad de las
vitroplantas a la deshidratacién (Espinal-Rueda, 2002), ya que a pesar de que se tengan

condiciones controladas de temperatura, luminosidad y humedad, se puede obtener pérdidas
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muy cuantiosas (Borys et al., 1995). La duracion de esta etapa depende principalmente de la
rusticidad de las especies, pero en general es de 45 a 60 dias aproximadamente (Hartman y

Kester, 1997). Propagacion in vitro de Stevia rebaudiana

S. rebaudiana es una planta que ha sido estudiada para su multiplicacion por sistemas in
vitro. En la Tabla 2, se muestra una sintesis de los trabajos sobre la micropropagacion y
aclimatacion con S. rebaudiana en los Gltimos cinco afios. De la revision de los reportes
destaca el uso del medio de cultivo Murashige & Skoog (1962), con el empleo de reguladores
de crecimiento del tipo auxinas y citocininas. La organogénesis es la via de propagacion
reportada en todos los casos, utilizando preferentemente como fuente de explante segmentos
nodales, en su mayoria. EI cultivo en medio semisdlido es la condicion de mayor uso,

empleando para ello frascos tipo Gerber y tubos de ensayo como recipiente (Dumas, 2015).

También existen como alternativa a los frascos con medio solido los sistemas de inmersion
temporal (SIT) que basan su funcionamiento en el contacto del medio de cultivo con los
explantes por intervalos de tiempos regulares, por medio del bombeo de aire limpio a través
de un filtro. Este método permite que el exceso de liquido en los explantes se drene por
gravedad al finalizar el bombeo y éstos se mantengan himedos (Santos et al., 2011). Este
tipo de sistemas reduce los costos de la propagacion in vitro hasta en un 46% con respecto
al medio semisolido. Ademas, es importante resaltar que el uso de este método reduce la
mano de obra, al igual que el espacio, lo que facilita la propagacion a gran escala, generando

un aumento en la productividad y calidad del material propagado.

El cultivo de microestacas de S. rebaudiana en un sistema SIT con 10 minutos de inmersion
cada 12 horas, regener6 plantas de vigor elevado, con mayor incremento en longitud, masa
fresca y masa seca promedio y con baja hiperhidricidad, lo que favorecio la aclimatacion
(Santos, 2011).

2.1.10 Aclimatacién

Aclimatacion es el proceso en el cual un organismo individual se ajusta a un gradual cambio
en su entorno (por ejemplo, un cambio en temperatura, humedad, fotoperiodo o pH), lo que
le permite mantener el rendimiento en una amplia gama de condiciones ambientales. La
Aclimatacion se produce en un periodo corto de tiempo (dias a semanas) y dentro de toda la

vida del organismo. La aclimatacion de vitroplantas consiste en el paso de condiciones “in
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vitro”, a condiciones donde se desarrollaran para su cultivo, con el objetivo de que éstas
superen las dificultades cuando son removidas del ambiente “in vitro”; de esta manera, se

preparan para su trasplante definitivo. (Vilchez J. et al, 2007)

La aclimatacion es la etapa final necesaria en todos los esquemas de micropropagacion. Las
plantas deben adaptarse a nuevas condiciones ambientales tales como, baja humedad
relativa, alta intensidad de luz, fluctuaciones de temperatura y constante estrés de resistencia
a enfermedades. La calidad intrinseca de las plantulas in vitro es uno de los mas importantes
factores que gobierna estos sucesos durante la transicion a ex vitro. Son de ellos la excesiva
pérdida de agua por transpiracion y un debilitado aparato fotosintético los mayores
problemas que se tiene que superar (Hwang, 2006).

Durante esta etapa se produce un retorno gradual al funcionamiento autotrofico de las
vitroplantas, asi como la recuperacion de las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas
normales, asimismo en esta etapa las plantulas sufren un estrés provocado por al cambio de
las condiciones de humedad y temperatura, por lo que la transferencia debe de realizarse de

forma gradual (Suarez, 2008).

Segun Hartmann y Kester (1997), durante la aclimatacion son esenciales varias condiciones
ambientales. Una de ellas es mantener la humedad relativa durante 2 a 3 semanas para
proteger la planta de la desecacion y permitir el crecimiento de raices y brotes. Otro es el
sustrato utilizado, el cual debe ser estéril y bien drenando, para que permita que las raices se
desarrollen con rapidez. Otro requerimiento es la proteccidon contra diversos organismos
patdégenos empleando fungicidas preventivos, hasta que la planta logre resistencia. Todo ello
implica que las plantas deben adaptarse, de una condicion heterotrofa (en donde la fuente de

carbono es agregada al medio de cultivo), a una nutricion autotrofa.

El éxito de la propagacion in vitro radica en lograr la aclimatacién de las vitroplantas a las
condiciones ambientales. Durante esta etapa se produce un retorno gradual al
funcionamiento autotréfico de las vitroplantas, asi como la recuperacion de las
caracteristicas morfologicas y fisioldgicas normales, asimismo en esta etapa las plantulas
sufren un estrés provocado por al cambio de las condiciones de humedad y temperatura, por

lo que la transferencia debe de realizarse de forma gradual (Tamayo, 2006).
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El fracaso en la aclimatacion se debe a que las plantulas mueren por pérdida excesiva de
agua o por el ataque de microorganismos. Por lo tanto, es de gran importancia desarrollar
protocolos de aclimatacion, con la finalidad de obtener un alto porcentaje de supervivencia
a un bajo costo, pues una aclimatacion por encima del 80% es considerada como aceptable
(Hwang, 2006).

La temperatura adecuada para la aclimatacion de Stevia y la mayoria de los cultivos en el
invernadero estd entre los 20 y 25° C; temperaturas mayores a estas causan dafios por
deshidratacion. Asi mismo, la humedad relativa no debe ser menor al 80% (Lyakhovkin,
1993).

Los resultados de Chotikadachanarong (2013) sobre aclimatacién sugieren que altas
concentraciones de NAA en el medio de enraizamiento redujeron la tasa de supervivencia
de las plantulas durante la aclimatacion, como lo hizo para muchas especies Al-
Maarri (1994)

Gonzales-Hernandez (2019) ubicd su experimento en una casa de cultivo que tenia una
temperatura promedio durante el dia de 30 + 2°C, humedad relativa 80% e intensidad
luminosa entre 224 y 457 umol m-2 s-1, logrando entre 80% y 85% de supervivencia en sus

tratamientos.

En la etapa de aclimatacion de S. rebaudiana, es posible utilizar los siguientes ambientes

controlados:
a) Invernadero

Invernadero es toda aquella estructura cerrada, cubierta por materiales transparentes o de
colores, dentro de la cual es posible obtener condiciones artificiales de microclima, y con

ello cultivar plantas en condiciones 6ptimas y fuera de temporada.

Segun el material de cobertura utilizado se pueden distinguir en rigidos (vidrio,
policarbonato) o flexibles (polietileno, cloruro de polivinilo). En cuanto a la estructura de
soporte, se puede utilizar madera, metal (acero, aluminio, etc.), hormigdn, o una
combinacion de estos materiales (Hartmann y Kester, 1997). A continuacion, se muestra en
la figura 4 un ejemplo de cdmo luce un invernadero destinado a la etapa de aclimatacién de

plantas in vitro.
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Figura 4: Invernadero con tdneles para aclimatacion

Fuente: https://www.cultesa.com/invernadero/
Es muy comdn también la instalacion de microtuneles (Figura 5) o cAmaras plasticas dentro
del invernadero, para favorecer ain mas la retencion de humedad en el ambiente en el que

se desarrollaran las plantas.

Figura 5: Micro tanel

Fuente: https://www.anja.com.tw/es/product-133800/Pel%C3%ADcula-de-efecto-invernadero-de-

t%C3%BAnel-peque%C3%B1o-para-construir-un-invernadero

La capacidad de obtener plantas aptas va en relacion al manejo que se le brinde durante su
periodo de adaptacion, ello implica una serie de cuidados especiales como riego por
nebulizacién, iluminacién controlada, control de temperatura y tratamiento fitosanitario (Gil,
2017).
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b) Camara edafoclimatica

Las camaras edafoclimaticas, también llamadas camaras de pruebas o fitotrones, cumplen
las condiciones definidas para el control de estabilidad de distintos materiales. En una
camara climatica es posible simular distintos valores de temperatura y humedad. La

simulacion de luz también puede ser relevante en ciertas pruebas (Cantero, 2014).

A grandes rasgos, las camaras edafoclimaticas pueden dividirse en camaras de clima
constante y cadmaras de clima variable. Las camaras de clima constante se utilizan
normalmente para pruebas de estabilidad a largo plazo y mantienen la temperatura y la
humedad en un nivel definido. En las cAmaras de clima variable pueden realizarse ciertos
programas, en los que la temperatura y humedad cambian automaticamente en intervalos
definidos. El tamafio de estas cAmaras varia desde 5.000 litros de volumen interior, hasta
25.000 litros o incluso dimensiones a medida disefiados especialmente para la investigacion

en los campos de la biotecnologia (Cantero, 2014).

Con el control total y la gran homogeneidad de las condiciones climéticas, estas camaras
pueden proporcionar temperatura, luz, humedad, presion, CO2, e incluso simular el viento
con el fin de reproducir todas las condiciones climaticas necesarias que la investigacion
puede requerir. Son facilmente programables para diferentes simulaciones ambientales, se
muestra a continuacion un ejemplar de estos equipos (Figura 6).

e ose
aralab

Figura 6: Cdmara edafoclimatica Aralab

Fuente: http://www.aralab.pt/es/produtos
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11l MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal utilizado

Las plantas de Stevia in vitro utilizadas en este experimento provienen del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

Localidades de evaluacion

La presente investigacion se desarrollé en tres ambientes diferentes:

3.1.1 Invernadero del IBT

Esta ubicado dentro del campus de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM),
en el distrito de La Molina, provincia de Lima, departamento de Lima, a una altitud de 251
m.s.n.m, latitud sur 12°05°06°” y longitud oeste 76°59°07"". El experimento se desarrollé del
22 de junio al 22 de julio del 2019. De acuerdo a los datos metereol6gicos obtenidos de
acuerdo al observatorio meteoroldgico Alexander Von Humbolt ubicado dentro de la
UNALM (Anexo 1), en esas fechas se registrd una temperatura promedio de 16.7 °C y una
humedad relativa de 78%. Dentro del tdnel de aclimatacion la temperatura estuvo en
promedio 4°C mas alta con referencia a los datos del observatorio y la humedad relativa

estuvo siempre por encima de 85%.

3.1.2 Camara edafoclimatica-con simulacién clima de Piura

Esta ubicada dentro de las instalaciones del Instituto de Biotecnologia de la UNALM, en el
tercer piso del edificio. Estuvo configurada simulando en el mes de junio del 2019 del distrito
de Lancones, provincia de Sullana, departamento de Piura, el cual estd ubicado a una altitud
de 133 m.s.n.m., latitud sur 4°38°34.36° y longitud oeste 80°32°49.83"’, estos datos fueron
obtenidos de la web del Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Perd
(SENAMHI). EI SENAMHI reporta una temperatura promedio de 26°C y una humedad -



relativa promedio de 75%, este experimento se desarrollé del 3 de setiembre al 2 de
octubre del 2020.

3.1.3 Céamara edafoclimética-simulacién clima de Naju

Ubicada al costado de la anterior camara, estuvo configurada simulando el clima de la
ciudad de Naju, Provinda de Jeolla del Sur en Korea del Sur. La ciudad estd ubicada a
una altitud de 158 m.s.n.m., latitud sur 35°01°42”’ y longitud este 126°43°03"’. Se tomo
como referencia el mes de junio de 2019 al igual que en los otros experimentos. Los datos
meteoroldgicos fueron obtenidos de la web: www.weather-kr.com, éstos reportan que la
ciudad presenta un clima subtropical himedo, con una temperatura promedio de 17.3 °C,
una humedad relativa promedio de 91% y un fotoperiodo de 14.5 horas. Se escogié esta
ciudad debido a que Hwang (2006) logré el 98.4% de supervivencia de plantas de stevia
en su experimento en la Universidad Dongshin, ademas es el ambiente que posee una
humedad relativa mas alta y una menor temperatura, lo que posiblemente ayudara en la
aclimatacion de vitroplantas. Este experimento se desarroll6 del 09 de setiembre al 08 de
octubre del 2020.

Tipo de investigacion

Por la naturaleza de la obtencidon de los datos, el trabajo es calificado de tipo experimental.

Formulacion de la hipotesis

El porcentaje de supervivencia y crecimiento de plantas de Stevia rebaudiana al terminar
la etapa de aclimatacién, es mayor bajo el sistema de camaras climaticas.

Disefio de la investigacion

Debido a que los ambientes controlados estan separados por espacio y tiempo, no es
posible realizar un disefio experimental, pero para el analisis estadistico de los datos se

trabajo como si fuera un disefio completamente al azar (DCA).

Los tres ambientes de aclimatacion utilizados para este experimento vendrian a ser los
tratamientos, cada tratamiento cuenta con 300 plantas, de las cuales se tomaran 50 plantas
al azar para el registro de los datos de las variables. Esto nos da un total de 150 unidades

experimentales, cada una con 6 repeticiones.
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Las plantas fueron trasplantadas en bandejas de 200 celdas, por lo que se necesitaron dos

bandejas por tratamiento (Tabla 2).

Tabla 2: Disposicion de las unidades experimentales en las bandejas

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Tabla 3: Disposicion de las unidades experimentales en los tratamientos

Tratamiento Caracteristicas climaticas

Unidad experimental

Invernadero Lima (bajo Temperatura promedio: 20.4 °C

microtuneles) Humedad promedio: 85%

Camara edafoclimatica-Naju Temperatura promedio: 17.3 °C

(bajo microtineles) Humedad promedio: 91%

Cémara edafoclimética-Piura Temperatura promedio: 26 °C

(bajo microtineles) Humedad promedio: 75%

Unidad experimental 1-50

Unidad experimental 51-100

Unidad experimental 101-150

Poblacion y muestra

Poblacién: 900 plantas de Stevia rebaudiana
Muestra: 150 unidades experimentales (1 planta =1 U.E.)
Con las siguientes caracteristicas:

N. ° de tratamientos: 03

N. ° de unidades experimentales o repeticiones por tratamiento: 50

N. ° de unidades experimentales: 150

Variables evaluadas

Se tomaron datos de altura de plantas, nimero de hojas y porcentaje de supervivencia.

Ademas, al concluir cada experimento se hizo una evaluacion final tomando datos de

longitud de raiz, numero de raices, peso fresco de tallo y raices y peso seco de tallo y

raices.
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3.1.4 Porcentaje de supervivencia

Fue medido contando el nimero de plantas que lograron continuar con su desarrollo,
después del trasplante y siguieron creciendo saludables a lo largo del experimento, esta

variable fue medida cada 10 dias a partir del trasplante.

3.1.5 Alturade planta

Fue medida en centimetros cada 5 dias con la ayuda de una regla, midiendo desde la base

de la planta hasta el extremo distal de la hoja méas joven de la planta.

3.1.6 Numero de hojas

Fue evaluado contando el nimero de hojas vivas, esta medicidn se realizé al momento de

medir la altura de planta.

3.1.7 Peso fresco y seco

Al finalizar cada experimento se eligieron 15 plantas al azar para realizar una evaluacion
mas detallada, con la finalidad de encontrar més diferencias entre los tres tratamientos,
dicha evaluacion incluye el peso fresco y seco de tallo y raiz. Las plantulas escogidas
fueron pesadas en una balanza, luego llevadas a una estufa a 60°C por 24 horas para

finalmente pesarlas nuevamente para obtener el peso seco.

Procedimientos de andlisis de datos

Para este experimento, como se detalla anteriormente no fue posible realizar un disefio
experimental debido a la segmentacion de los tratamientos por espacio y tiempo, pero los
datos fueron analizados como si fuera un disefio completamente al azar (DCA) con el
programa estadistico Minitab. Los datos se procesaron utilizando un analisis de varianza
unidireccional (ANVA) seguido de la prueba de comparacion de medias Duncan con un

nivel de significancia del 5%, para identificar el mejor tratamiento.

27



Metodologia

3.1.8 Seleccion de plantas

Para el establecimiento de los experimentos, se escogieron los frascos con plantas
completas y bien conformadas, en cada frasco contiene 20 plantas (Figura 7), por lo que

se seleccionaron 16 frascos (Figura 8).

Figura 8: Frascos con plantas in vitro
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3.1.9 Preparacion de las plantas para el trasplante

Las plantas fueron extraidas de los frascos, se les removio el medio de cultivo con agua
corriente evitando que quede agar en las raices luego se sumergieron en una solucion con

fungicida Benomyl al 0.1% (Figura 9), por 5 minutos.

Figura 9: Plantas sumergidas en Benomyl al 0.1%

Luego del fungicida, se sumergieron las plantas en una solucién con enraizante Root-Hor
al 0.5% , para acelerar el proceso de formacion de nuevas raices en las plantas de Stevia

que seran trasplantadas.

3.1.10 Preparacion del sustrato

El sustrato utilizado para la aclimatacion de estas plantas es una mezcla de sustrato
comercial Premix #3 (Figura 10) y perlita (Figura 11), en proporciéon 3:1 respectivamente.
El sustrato fue humedecido lo suficiente, ademas de asegurarse que esté bien compacto

en las celdas de las bandejas. Se utilizaron 2 bandejas de 200 celdas cada una (Figura 12).
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Figura 11: Sustrato Perlita

Figura 11: Bandeja de 200 celdas



3.1.11 Trasplante

Las plantas fueron trasplantadas lo mas rapido posible para evitar la deshidratacion,
tratando de fijar bien la planta al sustrato para que, al momento del riego, no se muevan
las plantas (Figura 13). En el primer experimento que se realizé en el invernadero (Figura
14) dentro de las instalaciones de la UNALM, las dos bandejas con las plantas ya
trasplantadas (Figura 15), se colocaron dentro de un micro tunel (Figura 16) para
incrementar la humedad en el ambiente y evitar la deshidratacion de las plantas. En el
caso del segundo y tercer experimento con las camaras climaticas, las bandejas fueron
ubicadas dentro de un micro tunel hecho a medida para las dos bandejas y este fue
colocado dentro la camara climética (Figuras 17, 18 y 19)

Figura 13: Invernadero del IBT
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Figura 15: Micro tanel utilizado

Figura 16: Camara edafoclimatica del IBT



Figura 18: Micro tanel dentro de la cdmara climética

3.1.12 Seguimiento y toma de datos

El riego se realizd cada dos dias en todos los experimentos. Se tomaron los datos cada
cinco dias, para obtener los datos de altura de planta, nimero de hojas y porcentaje de
supervivencia. La altura de planta fue medida con la ayuda de una regla, midiendo desde

la base de la planta hasta el extremo distal de la hoja més joven de la planta.

En la figura 20 se observa una planta con ataque de hongos (en invernadero), el cual es el
principal problema del cultivo en esta fase de aclimatacion. En las figuras 21, 22 y 23 se

observan los experimentos en la tercera semana posterior a la instalacion.

33



Figura 21: Plantas de stevia, cAmara climatica-Naju



Figura 22: Plantas de stevia, cAmara climética-Piura

Al concluir cada experimento se seleccionaron aleatoriamente 15 plantas (Figura 24) para
una evaluacion final, primero se les retird con ayuda de agua todo el sustrato al que sus
raices estaban sujetadas, luego se tomaron datos de longitud de tallo y raiz con ayuda de
un vernier electrénico, nimero de hojas, peso fresco del tallo y la raiz con ayuda de una
balanza de laboratorio (Figura 25). Luego de esto las plantas fueron envueltas en papel
(Figura 26) para ser llevadas a una estufa a 60°C por 24 horas con el fin de obtener el

peso seco del tallo la raiz.

Figura 23: Plantas seleccionadas para evaluacion final
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Figura 24: Balanza electronica utilizada

Figura 25: Plantas envueltas en papel antes de ser llevadas a la estufa



IV RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del ambiente sobre la supervivencia

En lo que respecta al porcentaje de supervivencia, se obtuvo un 92% en el ambiente de Naju,
87.66% en el invernadero en Lima y 83.33% en el ambiente de Piura (Figura 27). El mejor

tratamiento en cuanto a la variable supervivencia de plantas es el ambiente de Naju.

Porcentaje de supervivencia de plantas

100
96
92
88

84

80
Lima Naju Piura

Figura 26: Comparacion del porcentaje de supervivencia en los tres tratamientos

Efecto sobre la altura de planta

En lo que respecta a la variable altura de planta, debido a que las plantas evaluadas diferian
en altura inicial, se procedié a evaluar la variable en estudio mediante el crecimiento
obtenido al final del registro de los datos, se realiz6 el ANVA y mediante la prueba Duncan
(Tabla 4) se puede apreciar que el crecimiento en lo que respecta a altura de planta fue menor

en el tratamiento de Naju.



En el caso de los tratamientos de Piura 'y Lima la prueba los agrupa en un mismo nivel,
es decir estadisticamente son iguales, ya que la prueba establece que las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes.

Tabla 4: ANVA de altura de planta

Variable N Coef. Variacion
Altura de 150 19.46
planta
Andlisis de varianza (ANVA)

F.V SC ol p-valor
Tratamiento 7.23 2 <0.00001
Error 10.47 147
Total 17.71 149

Test:Duncan

Error: 0.0712 gl: 147
Tratamiento Medias Calificacion
Piura 1.55 A
Lima 15 A
Naju 1.02 B

Efecto sobre el nimero de hojas

En lo que respecta a la variable nimero de hojas, debido a que las plantas evaluadas
diferian en el nimero de hojas inicial, se procedié a evaluar la variable en estudio
mediante el incremento obtenido al final del registro de los datos, se realizdé el ANVA'y
mediante la prueba Duncan (Tabla 5) se puede apreciar que el crecimiento en lo que
respecta al nimero de hojas fue menor en el ambiente de Naju con seis hojas méas en

promedio.

Las plantas ubicadas en el ambiente de Piura obtuvieron en promedio nueve hojas mas en
el mes que durd el experimento, mientras que las plantas ubicadas en el ambiente de Lima

solo obtuvieron 7.82 mas hojas en promedio.
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Tabla 5: ANVA de numero de hojas

Variable N Coef. Variacion
Nimerode g, 27.19
hojas
Anélisis de varianza (ANVA)

F.V SC gl p-valor
Tratamiento 227.61 2 <0.00001
Error 633.22 147
Total 860.83 149

Test:Duncan

Error: 4.3076 gl: 147
Tratamiento  Medias Calificacién
Piura 9.04 A
Lima 7.82 B
Naju 6.04 C

Efecto sobre el peso fresco

Mediante la prueba Duncan (Tabla 6) se puede apreciar que existen diferencias
significativas entre peso fresco final obtenido del tallo y las raices, ya que en el ambiente
de Piura se obtuvo el mejor resultado, seguido de Lima y finalmente Naju que es el

ambiente con una menor temperatura.

Tabla 6: ANVA de peso fresco

Coef.
Variable N Variacion
Peso fresco 45 16.82
Analisis de varianza (ANVA)

F.Vv SC gl p-valor
Tratamiento 0.48 2 <0.00001
Error 0.17 42
Total 0.65 44
Test:Duncan

Error: 0.0041 gl: 42
Tratamiento  Medias Calificacion
Piura 052 A
Lima 0.36 B
Naju 0.27 C
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Efecto sobre el peso seco

Mediante la prueba Duncan (Tabla 7) se puede apreciar que existen diferencias
significativas en todos los tratamientos en lo que respecta al peso seco final obtenido del

tallo y las raices. Piura es el ambiente que obtuvo el mejor resultado con diferencia.

Tabla 7: ANVA de peso seco

Variable N Coef. Variacion
Peso seco 45 10.15
Analisis de varianza (ANVA)

F.V SC gl p-valor
Tratamiento 0.01 2 <0.00001
Error 0.0003 42
Total 0.02 44

Test:Duncan

Error: 0.0001 gl: 42
Tratamiento  Medias Calificacién
Piura 011 A
Lima 0.09 B
Naju 0.07 C

Se observé que a los 5 primeros dias las plantas pierden en promedio 2 hojas y luego
comienzan a generar hojas de una manera constante, esto de acuerdo a lo que Vazquez
(2014) observo en su experimento. Segun Cifuentes (2003) la pérdida de hojas es debido
a que la planta se estresa y empieza a deshidratarse por el cambio de ambiente, entonces
trata de eliminar sus hojas para tratar de disminuir su tasa de transpiracion, este fenémeno

también ocurrio en el experimento de Rueda (2006).

Segun la prueba de Duncan, existen diferencias significativas en el incremento de altura
de planta, nimero de hojas, peso fresco y seco, donde el ambiente de Naju siempre
obtiene una calificacion inferior y el ambiente de Piura esta siempre por encima. Esto
contrasta con la variable de porcentaje de supervivencia de plantas, donde el ambiente de
Naju obtuvo un mejor resultado, esto puede explicarse debido a que este ambiente posee
una menor temperatura y mayor humedad relativa, lo que evita la rapida deshidratacion
de las plantas, pero no favorece el crecimiento acelerado de biomasa.
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Hwang (2006) quien realizo su investigacion en la provincia de Naju, logré un 98% de
supervivencia lo que es un resultado no muy lejano al obtenido en este experimento, lo

que confirmaria esta hipdtesis.

Sivaram y Mukundan (2003) reportaron una tasa de supervivencia del 70% de plantas de
stevia provenientes de cultivo in vitro bajo condiciones de invernadero, lo que es menor
a los resultados obtenidos en este experimento, ellos no utilizaron un sistema de

microtuneles lo que pudo provocar que las plantas se deshidraten rapidamente.

Rueda (2006), quien utilizé el sistema de micro tineles en un invernadero gque tenia una
temperatura promedio de 25°C y 80% de humedad relativa obtuvo un 82.7% de
supervivencia de plantas, lo cual es similar a los resultados obtenidos en el ambiente de

Piura gue posee una configuracion climatica similar.

Los resultados encontrados en el ambiente de Piura, son parecidos a los reportados por
Gonzales-Hernandez (2019), que en un ensayo realizado a una temperatura promedio de
30°C y humedad relativa de 80%, obtuvo niveles de supervivencia entre 80% y 85%.

Los resultados de esta investigacion contrastan con los obtenidos por Cifuentes-Hidalgo
(2003) que alcanzo6 un promedio de 13% de supervivencia, probablemente debido a que
no utiliz6 el sistema de micro taneles en su experimento, por lo que sus plantas

probablemente sufrieron una rapida deshidratacion.
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V CONCLUSIONES

El ambiente mas efectivo en cuanto a la variable supervivencia de plantas en la aclimatacion
de Stevia rebaudiana B proveniente del cultivo in vitro es la camara climatica que simula el

clima de la provincia de Naju en Korea del Sur,

Las plantas crecieron un poco mas a comparacion de los otros tratamientos en el ambiente
de Piura, esto debido a la mayor temperatura a la que estuvieron expuestas las plantas,

aunque se tuvo la menor supervivencia de plantas.

Los tres tratamientos lograron un porcentaje de supervivencia mayor al 80%, lo que significa
una aclimatacion exitosa. Esto es debido a la alta humedad relativa dentro de los
microtuneles instalados en cada experimento, que evita la rapida deshidratacion de las

plantas.



VI RECOMENDACIONES

Utilizar un sistema de riego por nebulizacion dentro de los microtuneles, evaluando

diferentes regimenes de riego.

Para la aclimatacion camara edafoclimética es indispensable instalar un microttnel dentro la

camara para mantener una alta humedad relativa en ese micro-ambiente.
Se debe probar el efecto de la luminosidad en la aclimatacion de las plantas.

Realizar otra investigacion evaluando sustratos constituidos de suelo, turba, cascarilla de
arroz, arena u otro tipo de abono organico con diferentes caracteristicas en distintas
proporciones para lograr una mejor adaptacion de las plantas y a la vez disminuir los costos

de la aclimatacion.

Con las ventajas que ofrecen las camaras edafoclimaticas es recomendable instalar nuevos
experimentos con simulaciones de climas diferentes hasta encontrar una adecuada relacion

entre supervivencia de plantas y crecimiento.

Realizar evaluaciones incrementando la frecuencia y duracion del riego.
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VIl ANEXOS

Anexo 1: Datos colectados de altura de planta en Lima

Cédigo 17-Jun 22-Jun | 27-Jun 2-Jul 7-Jul | 14-Jul | 19-Jul
Ul 5.8 5.9 6.5 6.9 7.4 7.8 8.3
u2 1.9 2 2.2 2.6 2.9 3.5 3.9
u3 4.3 4.4 4.4 4.7 5 5.3 5.5
ua 5.1 5.2 53 5.5 5.7 5.8 5.9
us 2.2 2.3 2.3 2.5 2.9 3.2 3.5
0]3) 2.7 2.8 2.9 3.2 3.6 3.8 3.9
u7 4.8 5 5.2 5.4 5.6 5.8 6
usg 0.1 0.2 0.2 0.3 0.5 0.8 1.1
U9 4 4.1 4.2 4.5 5.1 5.5 5.9
u1o0 3.4 3.5 3.9 4.2 4.5 4.8 4.9
ull 2.7 2.9 3.3 3.7 4.2 4.6 4.5
u12 2.4 2.5 2.6 2.8 3 3.2 3.3
ul3 14 1.5 1.6 2 2.2 2.6 3.1
uil4 1.7 1.8 2.1 2.3 2.6 2.9 3.6
ul1s 1.2 13 1.7 2 2.3 2.6 2.8
ule 2.5 2.6 2.9 3.4 3.8 4.6 5.3
u17 1.6 1.7 2 2.3 2.6 2.9 3.2
uU1s 1.9 2 2.3 2.6 2.9 3.2 34
u19 2.5 2.6 2.9 3.3 3.7 4.2 4.8
U20 0.4 0.5 0.7 1 1.4 1.7 2.1
u21 6 6.1 6.2 6.4 6.6 6.9 7.2
u22 2.9 3 3.4 3.7 4 4.3 4.8
uU23 0.7 0.8 0.9 1.2 1.5 1.8 2.3
u24 1.3 1.4 1.7 2 2.4 2.8 3.3
u2s 2.2 2.3 2.3 2.4 2.6 2.8 3
u26 1.7 1.8 2.1 2.4 2.7 3 3.3
u27 2.9 3 3.3 3.7 3.9 4.2 4.7
u28 2.8 2.9 3.2 3.5 3.8 4.1 4.4
u29 2.7 2.8 3.1 3.4 3.7 4 4.3
u3o 0.2 0.2 0.3 0.6 0.9 1.2 1.4
U3l 3.9 4 43 4.6 4.9 5.2 5.7
u32 3.8 3.9 4 4.1 4.2 4.4 4.6




U33 1.3 1.5 1.6 1.9 2.4 2.7 3.1
u34 1.2 1.3 1.5 1.9 2.1 2.6 3
U35 0.5 0.6 0.7 1 1.5 1.9 2.3
U36 3.4 3.5 3.6 3.8 4 4.3 4.6
u37 1.6 1.8 2.2 2.7 2.9 3.2 3.6
U38 0.3 0.4 0.5 0.8 1.2 1.4 1.9
U39 4.8 4.9 4.9 5 5.1 5.2 53
u40 5.3 5.4 5.5 5.6 5.6 5.7 5.8
ual 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.6 3.6
ua2 1.6 1.7 1.8 2 2.2 2.4 2.6
u43 4.3 4.4 4.4 4.5 4.6 4.7 4.8
uaa 5.7 5.8 6.1 6.4 6.7 7.2 7.7
u45 2.4 2.5 3 3.5 4.1 4.7 5.6
u46 1.6 1.6 1.9 2.4 2.6 3.1 3.6
u47 2.4 2.5 2.8 3.1 3.4 3.7 4.1
u48 1.4 1.5 1.8 2 2 2.2 2.6
u49 1.3 1.4 1.7 2 2.2 2.3 2.5
u50 4.5 4.6 4.7 4.8 4.8 4.9 4.9

Anexo 2: Datos colectados de altura de planta en la cAmara climética — Naju

Cédigo 9-Set 14-Set 19-Set 24-Set 29-Set 3-Oct 8-Oct
U5s1 3.1 3.2 3.3 3.6 3.8 3.9 4.2
us2 2.4 2.4 2.6 2.8 3 3.2 34
U53 5.4 5.5 5.6 5.9 6.1 6.3 6.5
us4 6.1 6.2 6.4 6.6 6.8 7 7.2
Us5 2.9 2.9 3.1 3.3 3.5 3.7 3.9
Us6 8.7 8.7 8.8 9.1 9.3 9.5 9.7
us7 7.1 7.3 7.5 7.7 7.9 8.1 8.3
us8 8.6 8.6 8.7 8.8 8.9 9 9.1
Us9 3.5 3.5 3.7 3.9 4.1 4.3 4.5
ue0 5.5 5.7 5.8 6.1 6.3 6.5 6.7
uel 6.6 6.6 6.8 7 7.2 7.4 7.6
uU62 5.7 5.8 5.9 6.1 6.2 6.4 6.5
ue63 2.9 2.9 3.1 3.3 3.5 3.7 3.9
ue4d 1.6 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6
ue65 8.2 8.5 8.7 8.9 9.1 9.3 9.5
ue6 7.5 7.7 7.9 8.1 8.3 8.5 8.7
ue7 1.2 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2
ue6s 6.7 7 7.2 7.4 7.6 7.8 8.2
uU69 6.4 6.5 6.7 6.9 7.1 7.3 7.5
u70 1.1 1.3 1.5 1.7 1.9 2.1 2.3
u71 4.5 4.5 4.7 4.9 5.1 5.3 5.5
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u72 7.9 7.9 8.1 8.3 8.5 8.7 8.9
u73 3.2 3.3 3.5 3.7 3.9 4.1 4.3
u74 8.2 8.3 8.5 8.7 8.9 9.1 9.3
U75 3.4 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4
U76 1.8 1.8 2 2.2 2.4 2.6 2.8
u77 3.4 3.5 3.7 3.9 4.1 4.3 4.5
u78 5.5 5.7 5.9 6.1 6.3 6.5 6.9
u79 5.1 5.2 5.4 5.6 5.8 6 6.2
uU80 2.3 2.3 2.5 2.7 2.9 3.1 3.3
U8l 5.6 5.6 5.8 6 6.2 6.4 6.6
ug2 2.1 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3.3
u83 8.1 8.1 8.3 8.5 8.7 8.9 9.1
ug4a 2.2 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3.3
U85 6.5 6.5 6.7 6.9 7.1 7.3 7.6
U86 5.3 5.3 5.5 5.7 5.9 6.1 6.3
u87 1.9 1.9 2.1 2.3 2.4 2.7 2.9
U88 7.6 7.6 7.7 7.8 7.9 7.9 8.3
U89 3.2 3.3 3.5 3.7 3.9 4.1 4.5
U0 3.3 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4
SEXS 1.9 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3.2
u92 6.6 6.7 6.9 7.1 7.3 7.5 7.7
uUo3 8.4 8.7 8.9 9.1 9.3 9.5 9.7
uo4 7.7 7.8 7.8 7.9 7.9 8 8
U95 4.5 4.5 4.6 4.9 5.1 5.3 5.5
Uo6 6.7 6.7 6.8 6.8 6.9 7 7.1
U7 1.8 1.8 1.8 1.9 1.9 2 2.4
U9 4.6 4.6 4.8 4.9 5 5.1 53
U99 5.1 5.2 5.4 5.6 5.8 6 6.2
U100 4.8 4.9 5 5.1 5.2 5.2 5.5

Anexo 3: Datos colectados de altura de planta en la cdAmara climatica - Piura

Cddigo 3-Set 8-Set 13-Set 18-Set | 23-Set | 28-Set 3-Oct
uio1 3.2 3.3 3.5 3.8 4.1 4.2 4.3
U102 2.5 2.6 2.8 3.1 34 3.7 3.9
U103 3.3 34 3.6 3.9 4.2 4.5 4.8
U104 1.6 1.6 1.7 1.7 1.9 2 2.2
U105 7.9 8.1 8.3 8.4 8.5 8.6 8.9
U106 1.2 1.2 13 14 1.6 1.7 1.8
U107 6.8 7 7.2 7.4 7.7 7.9 8.1
U108 4.5 4.8 5 53 5.8 6.2 6.7
U109 0.5 0.5 0.6 0.9 1.2 1.7 2.1
U110 2.9 3 3.1 3.3 3.5 3.8 4.1
U111 3.8 4 4.4 4.6 4.8 5.1 5.5
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U112 5.5 5.6 5.8 6.2 6.6 6.9 7.2
U113 0.9 1.2 1.5 2 2.6 3 3.5
ull4 10 10.2 10.5 10.9 11.3 11.8 12.3
U115 7 7.2 7.5 7.8 8.2 8.6 9.1
U116 1.5 1.5 1.6 1.7 1.7 1.8 1.9
U117 7.5 7.7 8.1 8.6 9 9.3 9.5
U118 6 6.2 6.5 6.8 7.2 7.6 8.2
U119 5.6 5.8 6.1 6.4 6.8 7.3 7.9
U120 5.5 5.7 6.1 6.4 6.7 7 7.3
U121 6.6 6.8 7 7.3 7.6 8 8.5
U122 7 7 7.1 7.3 7.5 7.9 8.6
ui23 6.1 6.2 6.5 6.9 7.3 7.8 8.5
U124 8 8 8.2 8.3 8.5 8.9 9.4
U125 4.7 4.7 4.7 4.8 4.9 5 5.2
U126 2.4 2.4 2.5 2.7 2.9 3 3.3
U127 2.4 2.4 2.5 2.5 2.6 2.6 2.7
U128 2 2.2 2.5 2.8 3.2 3.6 4.1
U129 3.5 3.7 4 4.4 4.8 5.2 5.5
U130 1.8 1.8 1.9 2.1 2.2 2.6 3.1
U131 5 5 5.2 5.5 5.9 6.1 6.5
U132 2.4 2.4 2.5 2.6 2.7 2.7 2.9
U133 4.3 4.3 4.4 4.6 4.8 5.1 5.7
U134 8.8 9 9.1 9.2 9.4 9.7 10.1
U135 7.7 7.8 8 8.1 8.3 8.7 9.2
U136 7.7 7.9 8.2 8.5 8.7 9.2 9.7
U137 2.5 2.7 2.9 3.2 3.4 3.7 4.1
U138 5.2 5.3 5.4 5.6 5.7 5.9 6.1
U139 7.4 7.5 7.5 7.7 7.9 8.2 8.5
U140 1 1.1 1.3 1.6 1.8 2.1 2.5
U141 4.5 4.6 4.9 5.3 5.5 6 6.6
ui42 4 4.3 4.8 5.5 6 6.5 7.2
U143 4.5 4.6 4.9 5.4 5.8 6.2 6.6
ul44 6.9 7 7.2 7.5 7.8 8.1 8.5
U145 5.7 5.7 5.8 6 6.3 6.7 7.3
U146 3.3 3.4 3.4 3.5 3.6 3.8 4.1
U147 6.3 6.5 6.9 7.5 8 8.5 9
U148 5.4 5.4 5.4 5.6 5.8 6.2 6.5
U149 6.2 6.3 6.3 6.4 6.8 7.2 7.7
U150 4.7 4.7 4.9 5.1 5.4 5.8 6.2
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Anexo 4: Datos colectados de nimero de hojas en Lima

|U442002424286482026424424286422462022042224
S|l A A A A | A | A | A | A | A A A | A | A | A | A A | A A | A A A A A A A A A A AN A A A A A A A | |
1

(e)]

i

SN OV OINIOINOIVO T NVIOIVOIFINOINNONIOCIVOVIIT NOIOINT OO0V NOIOIO|N
=g s I A R N N N N N R B N N N | || | A | A A A A A A | | | | N | | | | |
1

<

i

S(N(O| 0 |0 OO0 NNV NOOIN VOV OO NV O|OCNV OV I NO VOO0V W W VW O|Vlw| O
=S| | - i — | | | | | — | | - | | N i —
1

~
MOOOOrO2600666000806668868868620068868668686668
= i i i | | - i

1

(@]
n666m46664686866666666666m88468n6666464646
=

~

(@]
n444844464464844444444664866446m4646444646
=

(o]

(@]
n4446446846440046465446686686448w6866644668
=

~

i

o

Tl A NN TN O N[O HA|dA| A dA| dA| dA| dA| HdA| A A N[ N[N N|N|N|N/N N N[O o[on|on|on|on|on|on| | | <
,ranUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU

54



ua2 6 4 6 8 8 10 12
ua3 8 6 6 8 10 10 14
u44 10 8 10 12 14 14 16
u45 6 6 8 10 10 14 16
u46 6 4 6 8 10 12 14
ua7 8 6 8 10 12 12 16
U48 6 4 6 8 10 12 14
u49 8 6 8 8 10 10 12
u50 4 2 4 4 6 6 8

Anexo 5: Datos colectados de niumero de hojas en la cAmara climética - Naju

Cddigo 9-Set 14-Set 19-Set | 24-Set 29-Set 3-Oct 8-Oct
uUs1 10 10 12 14 14 16 16
u52 10 8 8 10 12 14 14
uUs3 8 6 6 8 8 10 10
us54 8 8 10 10 12 12 14
U55 10 12 12 12 14 14 14
us6 12 12 12 14 14 14 16
us57 8 6 8 10 12 14 16
us8 12 10 12 12 14 16 16
us9 12 10 10 10 10 12 14
u60 24 26 26 28 28 30 34
U6l 16 16 16 18 18 18 20
ue62 18 16 16 18 18 20 22
ue3 14 12 12 12 12 14 14
ue4d 14 12 12 12 14 16 18
ue65 14 14 14 16 18 20 22
u66 14 12 12 14 16 18 20
ue7 12 12 12 14 16 16 18
u68 10 10 10 10 12 14 16
u69 14 14 16 16 18 18 20
u70 16 18 18 20 22 24 26
u71 10 10 10 12 12 12 14
u72 12 10 10 12 14 16 16
u73 8 10 12 14 16 18 20
u74 18 16 18 18 20 22 22
u7s 10 8 8 10 12 14 16
u76 10 8 10 12 14 14 14
u77 10 8 10 10 12 14 16
u78 22 20 22 24 24 26 26
u79 20 22 22 24 24 26 30
uso 26 28 30 32 36 40 44
us1l 18 20 20 20 22 22 22

55




ug82 14 12 12 14 16 18 22
U83 12 12 14 16 18 20 24
us4 16 16 18 20 20 22 26
U85 10 10 12 12 14 14 16
uU86 22 20 22 22 24 24 24
us7 10 8 8 10 12 12 14
uU88 12 12 14 14 14 16 16
U89 12 10 10 10 10 12 14
U0 12 10 10 12 12 14 16
uUol 14 12 12 12 16 20 24
U9z 8 8 10 10 12 12 14
Uo3 12 10 12 12 14 14 16
uo4 12 12 12 14 14 16 18
uU95s 14 14 16 18 20 22 24
Uo6 10 10 10 10 12 14 14
ug7 8 8 8 10 10 12 14
uUosg 12 12 12 14 14 16 18
SEE) 12 14 14 16 16 18 18
U100 22 22 22 24 26 28 34

Anexo 6: Datos colectados de numero de hojas en la camara climatica - Piura

Cédigo 3-Set 8-Set 13-Set 18-Set | 23-Set | 28-Set 3-Oct
U101 10 10 10 12 14 18 18
U102 4 0 0 2 2 4 8
U103 4 2 2 4 4 6 8
ul1o4 16 14 16 20 24 28 32
U105 2 0 4 4 8 10 10
U106 6 4 4 4 6 6 10
u1o07 2 2 4 4 6 8 10
U108 10 8 12 14 16 16 18
U109 2 2 4 6 6 8 8
uii1o 4 4 4 6 6 8 8
ul111 2 2 4 6 6 6 8
uli12 6 4 8 10 12 10 14
U113 16 16 18 18 20 22 22
uli4 2 2 4 6 8 8 10
U115 6 4 8 10 12 16 16
uUll6 4 2 6 8 10 12 14
U117 6 4 8 10 12 12 10
U118 12 10 14 16 18 18 20
U119 8 6 10 12 12 12 12
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U120 8 6 10 12 14 14 16
uilz21 2 2 4 4 6 8 10
U122 4 2 6 8 10 12 12
ui23 24 22 22 24 30 32 34
ul24 8 6 10 12 14 14 16
U125 4 2 4 6 8 10 12
U126 4 4 4 4 6 10 12
U127 4 2 6 8 10 8 10
U128 6 4 8 10 12 18 24
U129 2 2 2 4 6 8 10
U130 2 4 4 6 8 10 12
uUil31 2 4 4 6 8 10 10
U132 2 2 4 4 6 8 10
U133 18 16 16 18 22 24 26
U134 4 2 6 8 8 10 12
U135 8 6 10 12 12 14 14
U136 6 4 4 6 12 14 18
U137 18 16 16 16 24 24 26
U138 4 2 6 8 10 12 14
U139 12 10 12 16 18 24 26
U140 10 8 12 14 16 18 20
U141 2 2 4 6 10 14 18
U142 12 10 10 16 18 22 26
uil43 12 10 12 16 18 22 28
U144 6 4 4 10 12 14 16
U145 2 2 2 6 8 14 20
U146 18 16 20 22 24 28 28
U147 10 8 12 14 14 18 20
U148 20 18 18 24 24 28 32
U149 4 2 2 6 6 10 14
U150 10 6 4 8 12 16 20
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Anexo 7: Datos colectados de la evaluacién final en Lima

Codigo Longitud de Longityd N° ‘de Peso fresco Peso ' Peso seco | Peso seco
tallo de raiz hojas tallo fresco raiz tallo raiz
Al 8.259 7.34 16 0.387 0.1414 0.0694 0.0498
A2 5.887 6.21 12 0.2678 0.1545 0.0409 0.0489
A3 3.636 5.385 8 0.192 0.0993 0.0317 0.0474
A4 5.551 8.766 10 0.278 0.1882 0.0476 0.0467
A5 7.792 7.077 13 0.1833 0.1548 0.0423 0.0534
A6 5.607 6.805 11 0.1753 0.1214 0.0227 0.0681
A7 7.121 6.539 15 0.3451 0.1454 0.0651 0.0425
A8 7.656 7.629 10 0.3014 0.1447 0.0522 0.0582
A9 5.479 5.011 10 0.2527 0.0974 0.0476 0.0561
A10 5.683 8.262 8 0.2556 0.1279 0.0491 0.0391
All 5.553 8.989 9 0.2243 0.1259 0.0431 0.0578
Al12 6.068 8.326 14 0.2566 0.1336 0.0489 0.0655
Al13 4.256 5.447 10 0.1414 0.0966 0.0491 0.0373
Al4 5.504 6.918 12 0.1996 0.1133 0.0479 0.0436
Al5 4.047 5.351 10 0.0622 0.0641 0.0295 0.0226
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Anexo 8: Datos colectados de la evaluacién final en la camara climatica - Naju

Ly Longitud de Longitud N° de Peso fresco Peso Peso seco | Peso seco

Cédigo , . , ,
tallo de raiz hojas tallo fresco raiz tallo raiz
Al6 6.030 6.202 14 0.1865 0.1263 0.0398 0.0381
Al7 7.662 8.949 22 0.2494 0.1845 0.0589 0.0288
A18 5.123 4,521 10 0.1704 0.0693 0.0408 0.0298
A19 5.138 4.421 10 0.1863 0.0678 0.0393 0.0141
A20 7.196 6.798 20 0.1923 0.1322 0.0504 0.0183
A21 3.648 4.419 10 0.1646 0.0644 0.0386 0.1720
A22 5.638 4.245 7 0.1563 0.1022 0.0406 0.0129
A23 5.782 5.184 12 0.1991 0.1324 0.0535 0.0188
A24 3.256 4.832 24 0.2652 0.1245 0.0894 0.0141
A25 4.276 4,714 15 0.1070 0.0101 0.0196 0.0133
A26 4.398 5.375 12 0.1242 0.0567 0.0345 0.0511
A27 3.988 4.976 10 0.1341 0.0458 0.0243 0.0124
A28 5.265 6.768 14 0.1537 0.0967 0.0486 0.0145
A29 3.472 5.132 10 0.1221 0.0857 0.0355 0.0163
A30 6.341 7.452 16 0.1764 0.1224 0.0537 0.0195
Anexo 9: Datos colectados de la evaluacion final en la cdmara climatica - Piura
Longitud de | Longitud N°de | Peso fresco Peso Peso seco Peso

Cadigo tallo de raiz hojas tallo fresco raiz tallo seco raiz
A31 7.251 9.653 14 0.2665 0.1662 0.0625 0.0275
A32 10.475 7.526 12 0.3701 0.2762 0.0892 0.0447
A33 5.856 7.236 18 0.4301 0.2518 0.0621 0.0409
A34 11.012 7.149 16 0.4158 0.2931 0.0899 0.0503
A35 9.712 7.842 14 0.4185 0.1821 0.0966 0.0331
A36 8.415 5.871 20 0.2577 0.0643 0.0586 0.0096
A37 9.369 5.126 18 0.2070 0.0935 0.0471 0.0185
A38 9.157 5.794 14 0.2721 0.1199 0.0673 0.0219
A39 12.415 7.136 16 0.3308 0.1294 0.0852 0.0275
A40 12.148 7.011 17 0.4361 0.2212 0.0844 0.0503
A4l 9.598 6.984 16 0.4368 0.2962 0.0827 0.0517
A42 10.733 8.376 14 0.4395 0.1852 0.0794 0.0345
A43 9.436 7.264 12 0.2787 0.1025 0.0614 0.0586
Ad4 10.390 7.451 18 0.2841 0.1066 0.0649 0.0399
A45 10.178 6.328 20 0.2931 0.1274 0.0701 0.0418
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