UNIVERSITARIA

Académica y de Investigacion
Vol. 14 Nam. 2 (2025)

INDUCCION DE POLIPLOIDIA: EFECTO DE LA COLCHICINA EN
SEGMENTOS NODALES DE STEVIA REBAUDIANA (BERTONI) VC.
KH/IAN 142 (EIRETE)

Denice Natalie Alvarez Ramos?

Universidad Nacional de Asuncion, CEMIT - Paraguay

Rosa Oviedo de Cristaldo 2

Universidad Nacional de Asuncion, DGICT - Paraguay

Edgar Alvarez?

PureCircle - Paraguay

Edith Segovia Corrales*

Universidad Nacional de Asuncion, CEMIT - Paraguay

Recibido: 23/04/2025
Aprobado: 30/09/2025

RESUMEN

La Stevia rebaudiana, originaria del Paraguay, pertenece a la familia Asteraceae y es una
planta semiperenne, cuyo principal valor economico y social es la produccion de
steviosidos. El stevidsido (tri-glucésido) y el rebaudiésido A (tetra-glucosido)
tipicamente representan la mayoria de los glucésidos de steviol presentes en las hojas de
Stevia rebaudiana. Una alternativa para aumentar la produccion de estos metabolitos
secundarios y aumentar el rendimiento agronémico (i.e. masa foliar) puede ser la
induccion artificial de poliploidia mediado por colchicina. El objetivo de este estudio fue
evaluar el uso de colchicina para incrementar el nimero cromosémico en las especies
Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni vc. KH/IAN 142 (Eireté). El estudio sigui6 un disefio
experimental por parcelas subdivididas que se centra en poblaciones de 720 segmentos
de esquejes nodales (in vitro). Los esquejes fueron sometidos a tres concentraciones de
colchicina, que fueron de 0,01 ; 0,05y 0,1 gr/100 mL, en tres tiempos de exposicion (4h,

8hy 12h), a 25 °C. Como resultado, los esquejes no presentaron cambios en el nivel de
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ploidia, permaneciendo diploides durante el proceso. Esto puede deberse al tipo de

explante escogido y al tiempo de exposicion al tratamiento para dicho explante.
Palabras clave: Ka'a he” - Poliploides -Segmentos nodales - Colchicina.

ABSTRACT

Stevia rebaudiana, native to Paraguay, belongs to the Asteraceae family. It is a semi-
perennial plant whose main economic and social value is the production of steviosides.
Stevioside (tri-glucoside) and rebaudioside A (tetra-glucoside) typically represent the
majority of steviol glycosides present in Stevia rebaudiana leaves. An alternative to
increase the production of these secondary metabolites and increase agronomic yield (i.e.
leaf mass), may be the artificial induction of polyploidy mediated by colchicine. The
objective of this study was to evaluate the use of colchicine to increase chromosome
number in the species Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni cv. KH/IAN 142 (Eireté). The
study followed a split-plot experimental design focusing on populations of 720 nodal
cutting segments (in vitro). The cuttings were subjected to three concentrations of
colchicine, which were 0.01, 0.05 and 0.1 g/100 mL, at three exposure times (4 h, 8 h and
12 h), at 25 °C. As a result, the cuttings showed no changes in ploidy level, remaining
diploid throughout the process. This may be due to the type of explant chosen and the
exposure time to treatment for that explant. We conclude that the treatments with the
different concentrations of colchicine at the exposure times used were not viable for
obtaining polyploid cells.

Keyword: Ka"a he’e, - Polyploidy - Nodal cutting - Colchicine.

1. Introduccion

La Stevia rebaudiana (Bertoni) es una planta nativa del Paraguay, la cual recibe el nombre
verndculo de Ka'ahe’e 0 tuguy he’e pohd (Pin et al., 2009) y es cultivada por sus
propiedades edulcorantes (Sanabria-Veldzquez et al., 2023). Teniendo en cuenta su
ecologia vegetal en las sabanas del sur de Brasil (Matto Grosso do Sul) y en las mesetas
del este de Paraguay, se cultiva en los departamentos de Amambay, Concepcién y Central
(Cabrera, 1996). En Paraguay, la produccion de Stevia en el afio 2024 fue de 100,4
toneladas (T), mientras que para el afio 2025 se esperaba aumentar esa produccion a fin
de satisfacer la demanda internacional (campoagropecuario.com.py, 2025), aunque estos
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niveles de produccidén son inferiores a los rubros agricolas como soja o trigo, con un nivel
de produccion de 11.000 T para la soja y 1.000 T para el trigo (CAPECO, 2025). Las
variedades mas cultivadas en Paraguay son Eirete, Katupyry y AKHL1 (Villalba Martinez
y Oroa Pfefferkorn, 2018). EI material KH/IAN vc.142 (Eireté) es una variedad clonal,

obtenida por el Instituto Agronémico Nacional perteneciente al Ministerio de Agricultura

y Ganaderia (MAG-Paraguay), tras el método de seleccion individual, realizado en el afio
1998 en una poblacion “landrace” de Stevia constituida por 5000 plantas. La variedad
sobresaliente fue KH/IAN —vc. 142, que se denomind Eirete, la cual es de multiplicacion
exclusivamente vegetativa, garantizando asi la identidad genética de la variedad. Posee
de 5 a < 10% de esteviosidos en hojas y 3 a < 6% de rebaudiosido A en hojas y el
rendimiento medio es de 3.694 Kg / Ha de hojas secas (Britos y Park, 2016). En la
literatura especializada se encuentran reportes sobre esta variedad, observandose un
aumento del poder germinativo de las semillas bajo el efecto estimulante de dosis de rayos
gamma cobalto-60 (60-Co) bajas (Gonzélez y Nakayama, 2015), pero presentan poca
tolerancia al estrés hidrico en condiciones in vitro (Villalba y Nakayama, 2016).

Desde el punto de vista del mejoramiento genético de la Stevia rebaudiana — especie
diploide de 2n = 22 (Xu et al, 1982)-, resulta de interés el incremento de la variabilidad
genética mediante la obtencion de plantas con variaciones cromosémicas numéricas
(Niazian y Nalousi, 2020) o estructurales. Estas variaciones serian de utilidad como
materia prima para la obtencion de cultivares de mayor rendimiento, adaptacion o
especializacion de estos (Sattler et al., 2016).

La mutagénesis es una herramienta potencial para ampliar la variabilidad y aislar los
rasgos econdémicos deseables en corto periodo en comparacion con los procedimientos
convencionales de mejoramiento (Ahmar et al., 2020; Roychowdhury y Tah, 2013). Con
el descubrimiento de agentes mutagénicos, tanto fisicos como quimicos, los
fitomejoradores tienen la capacidad de inducir la variabilidad y utilizarlo en sus
programas de mejoramiento. Algunos agentes mutagénicos son los siguientes: los rayos
X, rayos g, neutrones rapidos, y productos quimicos como el etilmetanosulfonato (EMS),
dietilestilbestrol (DES), metilmetanosulfonato (MMS) (FAO/OIEA. 2021). La induccién
guimica se realiza mediante la utilizacion de compuestos quimicos como la colchicina,
que se une a las proteinas (dimeros de tubulinas libres). Al unirse a los microtubulos

producen la despolimerizacion e interrumpen la polimerizacion posterior de los
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microtUbulos (Slobodnick et al., 2018). A su vez, las cromatidas no son traccionadas a

los polos, formandose nucleos de restitucién con doble nimero de cromosomas (Kumar
etal., 2019).

La propagacion de Estevia comiunmente se realiza por esquejes, los cuales enraizan
facilmente (Castafieda-Saucedo et al., 2020). También puede propagarse por semillas en
tablones (Yadav, et al., 2011).

Considerando los antecedentes descritos, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de la colchicina sobre esquejes nodales para incrementar el nUmero cromosomico en la
especie Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni vc. KH/IAN 142 (Eireteé).

2. Materiales y Métodos

2.1. Colecta de muestras de materiales de Stevia rebaudiana

El material utilizado para el establecimiento in vitro fueron segmentos nodales extraidos
de plantas madre de Stevia rebaudiana (Bertoni) Bert. vc. KH/IAN 142 (Eirete) obtenida
del invernadero del Centro de Investigaciones Hernando Bertoni, situado en el
departamento de Cordillera, Caacupé, aclimatados y desinfectados en el Centro

multidisciplinario de Investigaciones Tecnoldgicas (CEMIT-DGICT- UNA).

2.2. Aspectos éticos e impacto ambiental
Este estudio no incorporé ninguna modificacion genética a la especie. Por tanto, no
necesita un estudio de impacto ambiental. Se realizaron los ensayos bajo condiciones

controladas y asépticas.

2.3. Disefio Experimental

El disefio experimental se realiz6 por parcelas subdivididas con nueve tratamientos mas
tres testigos, por diez esquejes de segmentos nodales y seis repeticiones, todas con
disposicion al azar y a una temperatura de exposicion de 25°C (llustracién 1). Se centra
en una poblacion de 720 segmentos de esquejes nodales (in vitro) de la especie Stevia
rebaudiana (Bertoni) Bertoni vc. KH/IAN 142 (Eirete) de cultivo somaclonales, los
cuales fueron sometidos a tres concentraciones (0,01 ; 0,05y 0,1 gr/100 mL) del agente
colchicina (CAS Number 64-86-8, codigo C3915, Sigma), en tiempos de 4h, 8hy 12hy
a 25 °C (ver ilustracién 1). Los analisis citogenéticos se basaron en la técnica de acuerdo

al material de estudio Feulgen y Rossenberg (1924) en raices.
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lustracion 1. Disefio experimental del ensayo de colchiploides de Stevia rebaudiana vc
KH/IAN 142 (Eirete).

2.4. Micropropagacion in vitro de Stevia rebaudiana (Bertoni) Bert. vc. KH/IAN 142
(Eireté) via organogénesis somatica.

Las multiplicaciones de esquejes somaclonales de Stevia rebaudiana se realizaron
siguiendo las etapas en el proceso in vitro (llustracién 2).

Como primera parte se procedio a realizar la desinfeccion y luego se colocaron en el
invernadero del CEMIT-UNA para su aclimatacion. Para el protocolo in vitro se
seleccionaron explantes con las siguientes caracteristicas: entre 4 — 5 nudos sin induccién
a floracion, cortadas a 3 nudos de la base de la planta madre de modo a que no estén en
contacto con el suelo y cuyas hojas no presenten sintomas de enfermedad alguna. Para la
multiplicacion, los explantes fueron cortados entre los entrenudos a partir del segundo
nudo desde la base y colocados en medio de cultivo (Murashige y Skoog, 1962) para su
desarrollo. Se volvieron a replicar cada 10-15 dias hasta obtener el nimero de poblacién
de estudio. Se permitio que el explante llegara hasta la fase de enraizamiento al cabo de

25 dias para realizar los estudios cromosomicos pertinentes en las raicillas formadas.
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lustracién 2. Proceso de micropropagacion in vitro de Stevia rebaudiana vc.
KH/IAN 142 “Eirete”: a y b) desinfeccion, ¢ y d) multiplicacion.

2.5. Induccion a Colchiploides de esquejes nodales de Stevia rebaudiana (Bertoni)
Bert. vc. KH/IAN 142 (Eireté)
La preparacion de los segmentos nodales de ejemplares de Stevia r. (Bertoni) Bert. var.
Eirete consistio en la impregnacion de estos segmentos nodales en forma invertida en los
tubos de ensayo con solucion de colchicina al 0,01; 0,05; 0,1 gr/100ml, con tiempos de
tratamiento de 4h, 8h y 12h, a una temperatura de 25°C. Se realiz6 el lavado de los
materiales tratados con agua destilada esterilizada, procediendo a la regeneracion in vitro
de los materiales tratados en medio de cultivo (Murashige & Skoog, 1962). Se realizo la
primera seleccion por andlisis observacional de comparacion morfologica y primer
recuento cromosomico por el método citogenético de Feulgen y Rossenberg una vez
enraizado. Luego, se realizo la seleccion de los materiales que reunieron las condiciones
deseadas (4 entrenudos) y se sub cultivaron. Se repitio el protocolo de micropropagacion
y el analisis de recuento cromosémico por método citogenético de Feulgen y Rossenberg
hasta 6 repiques y la estabilizacion que consistia en el control y mantenimiento del nivel

de ploidia de las muestras, verificadas mediante analisis citogenético (llustracion 3).
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lustracién 3. Proceso de induccion y Analisis in vitro de plantas tratadas con
colchicina (Colchiploides).

Anélisis Citogenético

El andlisis se realizd sobre la porcion meristematica de la raiz de la vitroplanta tratada
con colchicina. Los estudios cromosdmicos en raices de Stevia rebaudiana (Bertoni) Bert.
vc. KH/TAN 142 (Eireté) por el Método de Feulgen y Rossenberg en raices en el 1°, 3°y
5° repique. Se determiné el caracter genético de la planta madre de la especie Stevia
rebaudiana (Bertoni) Bert. vc. KH/IAN 142. (Eirete). Una vez regenerados los explantes
tratados y desarrolladas las raices, fueron realizados los estudios cromosémicos por el
protocolo del método de Feulgen y Rossenberg. La variable evaluada fue el nimero de

explantes con numero cromosomico poliploide.

3. Resultados y discusiones

3.1.  Micropropagacion in vitro de Stevia rebaudiana via organogénesis somatica.
De un total de 1.000 vitro plantas, 540 esquejes fueron seleccionados para el proceso de
induccion por colchicina. Ciento ochenta esquejes conformaron los testigos del proceso,

obteniéndose un total de 720 esquejes para el estudio.
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3.2. Induccion a Colchiploides de esquejes nodales de Stevia rebaudiana.

CIDEINAE

Como indica la llustracion 4, la poblacion tratada con 0.01gr/100ml de colchicina, para
los tiempos de exposicion de 4h, fue de 80%, para 8 h fue de 70% y para 12 h fue de 60%
de recuperacion, respectivamente. En la concentracion de 0,05 gr/100ml la recuperacion
de la poblacion fue de 53% a las 4 h'y 8 h y para las 12 h disminuyd a 32%; para la
concentracion de 0,1 gr/100ml de colchicina los porcentajes de recuperacion fueron de
58% a las 4 h; 57% a las 8h y 30 % a las 12h. Los véstagos considerados muertos al
segundo dia del tratamiento mostraron un progresivo deterioro; la colchicina tiene la
capacidad de eliminar la viabilidad celular de los vastagos de Stevia, al menos en el
tiempo exposicion y de concentracion al cual estas fueron sometidas en este trabajo. El

comportamiento para los testigos fue de un desarrollo normal.
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llustracion 4. Efectos del tratamiento de esquejes de Stevia rebaudiana vc. KH/IAN
142 (Eireté), con solucion de colchicina al (0,01%; 0,05%; 0,1%) en medio MS.

A los quince dias, los vastagos empezaron a echar raices sin necesidad de adicionar IBA
0 ANA como menciona la literatura (Yang et al., 1981). Al dia dieciocho las raices tenian

un largor de 1cm, necesarios para realizar el recuento cromosémico (llustracién 5).
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llustracion 5. a) VVastagos tratados con raices. b) Raices utilizadas en el recuento
Cromosomico.

2.6. Andlisis citogenético

Un total de 263 véstagos tratados fueron analizados por recuento cromosémico. Cada
linea fue examinada para cada tratamiento y se observo que no hubo variacion en su nivel
de ploidia normal, es decir, el 100% de los individuos permanecieron diploides
(2n=2x=22), con relacion a los testigos de la misma especie y variedad (llustracion 6),
Los resultados de esta investigacion no concuerdan con los trabajos realizados por
Pinheiro, (2000) en Barachiaria brizantha para mejora de forrage; Collavino,(1995) en
Stevia reabudiana a partir formacién de callos, que indujo el crecimiento de la parte aérea
y de la raiz por separado mediante la aplicacién de hormonas exdgenas, con lo que se
incrementa el costo y el tiempo de experimentacion; Hamil (1992), en induccion a
autotetraploidia en Musa acuminata.

Salazar Mercado et al. (2021) observaron que, tras el tratamiento de plantulas de
Kalanchoe tubiflora, se produjeron modificaciones morfoldgicas tanto en la planta como
en las hojas, lo que favorecio el incremento de la biomasa. En un estudio de mejoramiento
de la suculenta Echeveria ‘Peerless’, Cabahug et al. (2021) emplearon concentraciones
de colchicina de 0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8% y 1.0%, con tiempos de exposicion de 3,6, 9y
12 horas, y registraron cambios significativos en las hojas de los poliploides inducidos.
Asimismo, en un estudio sobre la induccion de tetraploidia en Citrus reticulata Blanco

mediante colchicina, se utilizaron concentraciones de 0.2% con un tiempo de exposicion
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de 24 horas, lo que afecto significativamente diversas caracteristicas de la planta (Surson

etal., 2015).

llustracién 6. Analisis citogenético de Stevia rebaudiana KH/IAN142 “Eirete” a)
testigo 2n=2x=22, b y c) vastagos tratados 2n=2x=22.
La induccion con colchicina produjo esquejes con reaccion vegetativa que necesitaron de
repiques para romper el estado vegetativo e inducir el enraizamiento. Una vez obtenidas
las raices se verifico el nivel de ploidia, resultando en individuos diploides. En trabajos
anteriores se utilizaron como explantes de estudio tradicional polen, semillas (Bernard et
al., 2012) y callos, siendo esta ultima la mas utilizada. Dicho explante es considerado
ideal para inducciones a poliploidia, pero tienen algunas desventajas como la produccion
de quimeras y la lenta regeneracion del material, ya que precisa de dos pasos mediados
por hormonas para la regeneracion del explante. La utilizacion de segmentos nodales
como explante de estudio tiene la facilidad de una rapida generacion (Dolinski &
Kowalczyk, 2019), por lo que se optd por utilizar este tipo de explante. En este estudio,
la colchicina no indujo a cambio en el nimero cromosémico de la especie. Esto podria
ser debido al tipo de explante utilizado y al tiempo de exposicién al que fueron sometidos,
por lo que se podria considerar que las condiciones experimentales no fueron las mas
indicadas para esta especie. El éxito de la colchicina como agente poliploidizante depende
de la interaccion de varios factores: la concentracion especifica, el periodo de exposicion,
la divisién activa de los tejidos, el tipo celular tratado y el ambiente favorable para la
mitosis (Eigsti et al, 1955). Segun Pehlivan y Kunter (2021), el uso de un medio sélido,
semi sélido o liquido puede afectar el tratamiento, quienes tambien sugieren un mayor
tiempo de exposicion a dosis bajas de colchicina. Gracias a esta técnica se han podido

realizar mejoras en vegetales de interés tales como los siguientes: Nicandra physaloides
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(Guptay Roy 1986), Clitoria ternatea (Gandhi S., 1997) y orange (Romero-Aranda et al.
1997).
Segln otros estudios realizados, las concentraciones 6ptimas para obtener células

poliploides de semillas de S. rebaudiana, de la variedad Zhongshan No. 2 fueron
colchicina al 0,05 % durante 48 h o con colchicina al 0,1 % durante 24 h (Zhang et al.,
2018) o de 05 a 0.0001 % de colchicina en variedades brasilefias de
CENARGEN/EMBRAPA (M. de Oliveira et al.; 2004). En otras especies vegetales, se
observo la eficacia de la Colchicina en los rangos de 0,5mg a 5mg para S cereale (Caperta
etal., 2006Db), 30, 60, 120, and 240 mg/L para Echinacea purpurea (Nilanthi et al., 2009),
0.1% con DMSO para P. plicatulum (Sartor et al., 2004), 0.01, 0.05 y 0.1% para B.
brizantha (Pinheiro et al. 2000b), 0.05, 0.10 y 0.15 % para A vera L (Buiza et al., 2001),

con tiempos de exposicion variados.

4. Conclusiones

Bajo estas condiciones experimentales, los esquejes expuestos a las tres dosis de
colchicina utilizados no generaron cambios en el nivel de ploidia, que permanecieron sin
modificaciones durante el proceso. Se observé que al incrementar el tiempo de exposicion
y concentracion del agente ploidizante se tuvo un mayor nimero de vastagos inviable.
Esto puede deberse al tipo de explante escogido y al tiempo de exposicion al tratamiento

utilizados para esta especie vegetal.

Se sugiere realizar un ensayo con este tipo de explante en medio de cultivo semisélido
por tiempo de exposicion de una semana antes de dar por descartado el explante en si.
Asi también, se recomienda el uso de vitroplantas como explantes las cuales deberan ser

sometidas al mismo rigor del experimento.
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