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Morfologia y micrografia del ka’a he’e, Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni, provenientes
de cultivares del Departamento de Concepcién, Paraguay. En este trabajo de investigacion,
se realizé el andlisis morfo-anatémico de Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni, para lo cual se
aplico los métodos micrograficos aplicados por Carpano & al (1994) y Spegazzini (2007). Asi
también, se evalu6 la variacion del tamafio foliar en 50 individuos de muestras provenientes de
cultivares del Departamento de Concepcion. De la observacion de la anatomia foliar, caulinar y
radical, se obtuvo la caracterizacion de los tejidos que forman parte de los érganos evaluados.
Aplicando el andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal-Wallis, se concluyé que existen
diferencias significativas (p<0.0001) entre las diferentes plantas tanto para el ancho como asi
tglmbién para el largo de las hojas. Del andlisis bivariado sobre ambas variables, se obtuvo que
r: 0.66.

Palabras claves: Stevia rebaudiana — micrografia - variacion foliar

Morphology and micrography of ka'a he'e, Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni, cultivars
in Conception, Paraguay. In this research work was carried out morphological and anatomical
analysis of Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni was carried out, for which a micrographic
method applied by Carpano & al (1994) and Spegazzini (2007). Also the variation leaf size in 50
individuals from samples from a pool of Concepcion was assessed. From observation of the
leaf anatomy, cauline and radical, tissue characterizations that are part of the organs evaluated
were obtained. Using nonparametric Kruskal-Wallis statistical test, It is concluded that there are
significant differences (p <0.0001) between the different plants both for width and length of
leaves. From the bivariate analysis on the length and width, it was obtained that r*: 0.66.

Key words: Stevia rebaudiana — micrography - leaf variation

INTRODUCCION
Los estudios morfoldgicos y  caracteres importantes de las especies, a fin

micrograficos de muestras vegetales, aportan  de poder ser utilizados en los procesos de
conocimientos que permiten identificar control de calidad de productos vegetales
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comercializados en el pais.

La especie Stevia rebaudiana (Bertoni)
Bertoni, perteneciente a la familia de las
Asteraceae, tiene como epicentro de origen
el Paraguay; sin embargo, de acuerdo a
Cabrera, Colmes & Mc Daniel (1996), su
distribucién, ademas de los Departamentos
de Amambay y Concepcion, su area natural
llega también al Estado de Matto Grosso do
Sul, Brasil. Sin embargo actualmente es
frecuente observar el cultivo en diferentes
localidades del Paraguay Oriental.

A nivel regional, han sido realizados
estudios que abarcan aspectos morfo-
anatébmicos  principalmente  sobre la
estructura foliar, en el que se han
identificado  caracteristicas como la
presencia de estomas anomociticos (Dematei
Gregio & Moscheta, 2006), asi como
estudios sobre patrones de distribucion de la
superficie foliar, para evaluar el desarrollo y
el crecimiento de la planta (Ramesch,
Ramawat & Sing, 2007); asi mismo, la
descripcion del desarrollo de los trichomas
glandulares realizados por Rossi Monteiro et
al (2001) e investigaciones cromosomicas,
llevados a cabo por Oliveira et al (2004).

En cuanto a investigaciones desde el
punto de vista quimico, se menciona que S.
rebaudiana, se caracteriza por presentar
glicésidos diterpénicos dulces (Gattuso &
al, 2003).

De igual manera, laniv & Bachrach
(2005), han realizado estudios de la especie
citada, mencionando sobre la evidencia de la
participacion de genes especificos y en
etapas de la biosintesis, en la formacion de
mono-di y tetraterpenos, alcaloides fendlicos
volatiles y otros metabolitos secundarios.

En este trabajo de investigacion, se
realizd un estudio morfo-anatomico de las
partes vegetativas de S. rebaudiana,
focalizando el analisis sobre especimenes

obtenidos de cultivares, especialmente de
muestras foliares y caulinares de la especie,
atendiendo a que son las partes mas
comercializadas. Asi también, se estudio la
variacion del tamafio foliar de las plantas,
que presentaron caracteres vegetativos mas
aproximados a la forma silvestre de la
especie.

Fueron analizadas muestras provenientes
de especimenes obtenidos de cultivares
provenientes  del  Departamento  de
Concepcion.

Cabe mencionar, que no existen estudios
realizados en el pais, sobre la morfologia y
anatomia de las partes vegetativas de esta
especie, que son las utilizadas para el
aprovechamiento primario de la planta. Si
bien  existen  analisis  micrograficos
realizados en otras latitudes, las condiciones
climaticas y ecoldgicas son diferentes a las
del Paraguay, lo cual podria influenciar en
algunos aspectos morfo-anatémico de de la
especie referida.

Existe actualmente en el pais, hojas
molidas de ka’a he’e, comercializadas en su
forma artesanal; pero no se dispone de un
patrén  micrografico de la  especie,
careciéndose en consecuencia de elementos
gue permitan evaluar la autenticidad de las
muestras comercializadas como tal.

Con los resultados del trabajo, seran
beneficiadas las instituciones que realizan el
control de calidad de estos productos, asi
como el consumidor final que tendra la
garantia de la calidad del producto
adquirido.

La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), propone para el control de calidad,
los siguientes métodos cuantitativos: indice

de Estomas, indice o Proporcion de
Empalizada y el Método de Wallis
(Spegazzini, 2007). Sin embargo, otros

caracteres morfo-anatomicos, podrian
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aportar informacion atil para los fines
mencionados, como lo llevado a cabo en
este trabajo.

La evaluacion morfo-anatomica foliar y
caulinar de la especie, permitird diferenciar
las caracteristicas propias de su estructura,
ademas de obtener resultados sobre la
variacion del tamafio foliar en cultivares.

METODO
Disefio de estudio

La metodologia de trabajo corresponde a
un modelo con aplicacién de observacion,
descripcion y analisis de caracteres.

Origen del material estudiado

Las muestras obtenidas y utilizadas para
el estudio son provenientes de especimenes
obtenidos de cultivares del Departamento de
Concepcioén.

Micrografia de las partes vegetativas y
reproductivas

La evaluacion de la morfo anatomia de
las muestras, se realizd6 utilizando
ejemplares adultos. ElI material para el
estudio histologico de las estructuras, se
procesd como especimen testigo del trabajo,

guedando depositado en el Herbario
FACEN.
Las muestras fueron sometidas a

procesos de deshidratacion, ablandamiento,
diafanizacion y coloracion con safranina.

Se realizaron cortes transversales a mano
alzada de hoja, tallo y raiz, tanto de material
fresco como de muestras conservadas en
FAA al 10%; se diafaniz6 con hipoclorito de
sodio, se lavé con agua destilada y se
sometieron al proceso de tincion.

Para la observacion de la epidermis
foliar, los fragmentos de hoja fresca se
diafanizaron con hipoclorito de sodio
durante 24 hs, luego fueron lavadas con

agua destilada y llevadas para su
observacion al microscopio.
La diafanizacion de las epidermis

foliares, asi como la eliminacion de cutina,
se realiz6 segun la técnica de Carpano & al
(1994).

Se prepar0 laminas permanentes que
estan depositadas en el Herbario FACEN del
Departamento de Biologia.

Las observaciones fueron realizadas con
Microscopio Optico Compuesto Binocular
Olympus Serie BH2, objetivo aumento de
4x, 10x y 20x, y las imagenes se obtuvieron
con una Céamara Digital Moticam 352, con
aumento de 30x, Software Motic Images
Plus 2.0 ML. (2006).

Determinacion de la Densidad
Estoméatica(DS)

Para calcular la densidad estomética por
unidad de &rea (mm?) se realizé el conteo de
estomas en la cara adaxial y abaxial de la
hoja. Se aplica la siguiente formula:

Densidad estomatica (DS): N° de estomas
Area (mm?)

Analisis de la variacién del tamafio foliar

El andlisis cuantitativo de la variacion del
tamafio foliar en la planta, se realiz6
siguiendo el siguiente protocolo de trabajo:

Seleccion de una poblacion de 50
individuos, con 5 meses de desarrollo, en
estado de pre-floracion y floracion,
provenientes de cultivares del Departamento
de Concepcion.
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De los individuos de la poblacién citada
se realizaron mediciones de 2 variables:
longitud y ancho foliar; de los ejemplares
que tenian mas de 1 rama, se asumi6 cada
rama como individuos diferentes.

Se registraron todos los datos en una
planilla de trabajo.

Analisis estadistico

Para el analisis de la variacion del
tamafio foliar, se aplico ademas del
estadistico descriptivo y las pruebas de
normalidad y contraste de hipdtesis, las
Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis.

Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS
version 10,5 de Nie et al (2000), junto con el
manual de Técnicas de analisis multivariante
de Datos: Aplicaciones con SPSS (Pérez,
2004).

RESULTADOS Y DISCUSION
Sitio de estudio

El sitio de extraccion de plantas fue de
cultivares del Departamento de Concepcidn,
cuyas coordenadas geograficas son las
siguientes: S 23° 12° 34,77 WO 56° 50°
35,5”.

Descripcion morfoldgica

Habito: Planta arbustiva, cultivadas
alcanzando aproximadamente 0.60 metro
(m) de altura. Ver Figs. 1, 2.

Hoja: simple, sésil, oblonga-lanceolada,
aproximadamente el 50% de la longitud de
la hoja es dentada hacia el &pice y lisa hacia
la base. Nervadura pinnada, reticulada,
prominente en el envés, ligeramente
marcada en el haz, densamente pubescente
en ambas caras. 3 nervios nacen desde la

base. Se observan pelos persistentes en todo
el margen de la hoja y a lo largo de todas las
nervaduras, en especial de la principal.
Borde de la hoja engrosada.

Tallo: ramificacion lateral como en las
espermatofitas, en el extremo y en los
distintos niveles, simpdédico. Pubescente. En
sus primeras fases de desarrollo presenta un
tallo Unico, en su fase final puede presentar
numerosos tallos que salen de un mismo
sistema radicular. Su raiz es muy ramificada
y fibrosa.

Flor: blanca a color crema, pentamera,
tubular, pubescencia densa en el caliz.
Pétalos blanquecinos. Inflorescencia en
capitulo, con pedicelos cortos.

Fruto: aquenio

Habitat: cultivado en suelo de tipo

arenoso, a pleno sol.

Fig. 1. Habito
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Fig. 2. Hojas

Descripcién anatomica
Hoja

-Epidermis superior o adaxial:

Uniestratificado, paredes anticlinales,
cuticula gruesa y lisa. Células de contorno
ondulados con menor nimero de estomas en
este lado.

-Epidermis inferior o abaxial

Uniestratificado, células de menor
tamafio que las de la epidermis superior. Las
paredes anticlinales de la epidermis
presentan ondulaciones, siendo éstas mas
pronunciadas en la cara abaxial. Es una hoja
anfiestoméatica, con estomas del tipo
anomocitico en ambas caras, coincidiendo
con otras especies de la familia de las
Asteraceae como Achillea millefolium L
(Gregio et al, 2006), Flourensia campestris
Griseb, F. oolpis S. F. Blake (Delbon et al,
2007), S. entrerriensis (Gattuso et al, 2003);
los estomas estan rodeados por 4 a 5 células
epidérmicas. Ver Fig. 3y 4.

La Densidad estomatica (DS), es mayor
por unidad de superficie en la cara abaxial.
Ver Tabla 1.

En Asteraceae, familia a la que pertenece
la especie estudiada, generalmente los tipos
estomaticos son anomociticos y anisociticos,
predominando el primer tipo (Metcalfe &
Chalk, 1950), y se encuentra en ambas caras
epidérmicas, siendo mayor en la abaxial,
clasificandose las hojas como anfiestomatica
(Budel et al, 2009; Esau, 1974)

-Tricomas

Estan presentes dos tipos de tricomas en
ambas caras: eglandulares y glandulares.

Tricomas eglandulares: son pluricelulares
uniseriados, formado por 4 a 7 células.
Corresponde a un tricoma simple, de forma
acuminada. En la parte basal de la hoja
aparecen pelos que estan formados hasta por
11 células, ver Fig. 5. Segun Gattuso et al
(2003), en S. entrerriensis ambas epidermis
poseen tricomas simples pluricelulares de 7
a 11 células.

Tricomas glandulares: son pluricelulares
biseriados, con un pie unicelular, cabeza
oval unicelular y secretora, presentes en
ambas caras, lo que a su vez fue citado por
Monteiro et al (2001), mientras que Gattuso
et al (2003), menciona este tipo de tricomas
al describir S. entrerriensis. Ver Fig. 6 y 7.
Los tricomas glandulares pluricelulares
biseriados fueron encontrados también en
otras especies de Asteraceae, Ccomo
Baccharis microcephala D.C. y B. trimera
(Less) DC en Budel et al (2009).

A los tricomas glandulares, asi como a
los eglandulares son atribuidos diversas
funciones, como ser, la contribucién de la
regulacion de la temperatura del vegetal y a
la radiacion luminosa, barrera para el
movimiento de los insectos en la superficie,
reduccién de la perdida de agua vy
orientacién de polinizadores (Smiljanic,
2005)
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Fig. 3. Epidermis adaxial

o N EN ) .
Fig. 5. Tricoma eglandular.

-Nervadura central

Al nivel de la nervadura central, la
epidermis superior (ES) es uniestratificada,
rectangulares de menor tamafio en la cara
abaxial, con cuticula gruesa y lisa. Por
debajo de la epidermis se encuentran 2-4
estratos de colénquima (C). El haz vascular
es del tipo colateral, acompafiados por
casquetes de fibras esclerenquimaticas (Fe)
por fuera del floema (F); el xilema (X) se
localiza hacia la cara adaxial y el floema
hacia la cara abaxial;, rodeado por tejido

Fig. 6. Tricoma glandular.

Fig. 7. Tricoma glandular

parenquimatico extendiéndose hacia la
epidermis inferior (Ei). La nervadura central
es mas prominente en la cara abaxial de la
hoja. Ver Fig.8, 9y 10.

El haz vascular del tipo colateral, ha sido
descrito ademas para otras especies de
Asteraceae, Stevia clausseni Sch. Bip. ex
Baker, Achillea millefolium L. (Dematei
Gregio et al, 2006), Baccharis microcephala
D.C. y B. trimera (Less) D.C. (Budel et al,
2009)
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320um

Fig. 8. Corte transversal de hoja

Fig. 9. Nervadura principal

Fig. 10. Nervadura principal

-Mesofilo

La estructura a nivel de lamina foliar, es
bifacial con simetria dorsiventral, al igual
qgue S. clausseni Sch. Bip. ex Baker
(Smiljanic, 2005), presentando dos tipos de
parénquima: empalizado (Pe) y esponjoso
(Ps).

El paréngquima en empalizada es
uniestratificada, con células alargadas, mas o
menos rectangulares, por debajo de la cara
adaxial de la hoja con una longitud de
546,62 milimicra (um), ocupando casi la

mitad del espacio del mesofilo. El
parénquima esponjoso, localizado hacia la
cara abaxial, con una longitud de + 817,63
um, esta integrado por células de forma
irregulares con meatos 0  espacios
intercelulares amplios. La forma de las
células del tejido esponjoso es lobulada. Ver
Fig. 11.

Segin Metcalfe & Chalk (1950), el
mesofilo dorsiventral es considerado como
el patron méas frecuente para la familia
Asteraceae.
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Fig. 11. Lamina foliar, corte transversal

Tallo

En el corte transversal se observa tallo de
contorno redondeado.

-Epidermis

Uniestratificado, se observa abundantes

tricomas eglandulares pluricelulares
uniseriados y tricomas glandulares
pluricelulares.

-Corteza

Por debajo de la epidermis (E), se
observa de 3 a 5 estratos de coléngquima
angular en forma de un anillo continuo (C),
este tipo de colénquima esta presente
también en B. microcephala D.C. y B.
trimera (Less) D.C. (Budel et al, 2009),
seguido de 3 a 4 capas de tejido
parenquimatico, acompafiado de
clorénquima.

-Cilindro vascular

La disposicion del tejido vascular forma
una eustela, con haces vasculares del tipo
colateral abierto y separados por células
parenquimaticas; el floema (F) por fuera esta
rodeado por fibras esclerenquimaticas (Fe) y
por debajo estan los vasos del xilema en las

500um

primeras fases de diferenciacién secundaria
(X). La Médula es muy desarrollada por ser
todavia un tallo joven. La parte central del
tallo y rodeado por los haces vasculares se
encuentra la médula constituida por células
parenquimaticas (Pm) Ver Fig. 12.

Raiz

-Exodermis (Ex)

La epidermis o rizodermis (R), esta
formada por células alargadas
uniestratificada. Los pelos radicales son
unicelulares, de £124-725um longitud.

-Corteza (Cx)

Formada  por  exodermis, tejido
parenquimatico cortical pluriestratificado,
donde se observa granos de almidén.

-Médula

Separada de la corteza por un tejido
endodérmico (En), por debajo del cual se
observa el cilindro vascular constituido por
el xilema (X) y floema (F), el primero esta
asociado con fibras esclerenquimaticas,
segun lo observado en el corte, no se
observa aln crecimiento secundario. Ver
Fig. 13.
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Flg 13 Corte transversal de ralz

Analisis cuantitativo Tabla 1. Tamafio de la muestra y Promedio de la
Densidad Estomatica (DS)
Determinacion de la Densidad S. rebaudiana Tamafio de la Promedio de la
s muestra D. Estomatica
Estomatica(DS)
Cara adaxial 100 0,29

La densidad estomatica por unidad de

.. . Cara abaxial 100 1,70
superficie, es mayor en la cara abaxial con

respecto a la cara adaxial. Ver Tabla 1.
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Andlisis de la variacion del tamario foliar

La informacion del andlisis corresponde a
una poblacion de 50 plantas de S.
rebaudiana, provenientes de cultivares del
Departamento de Concepcion, con un total
de 801 observaciones. El promedio del
ancho de las hojas es de 0.793 centimetro
(cm), con un valor minimo de 0.2 cm y
maximo de 2.0 cm, una mediana de 0.7 cm,
gue indica un sesgo hacia la derecha con una
concentracion de valores pequefios. La
variacion es media alta con un coeficiente de
variacion de 46.2% y los atipicos se dan en
los valores bajos. No sigue una distribucion
normal (p<0.0001) con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y el de Shapiro-Wilk.
Ver Fig. 14.

Por otra parte, el promedio del largo de
las hojas es de 3.10 con un valor minimo de
0.6 y maximo de 6.8, una mediana de 2.9
indica un sesgo hacia la derecha con una
concentracién de valores pequefios. La

variacion es media alta con un coeficiente de
variacion de 41.4% y los atipicos se dan en
los valores bajos.

El analisis bivariado ha proporcionado
una  perspectiva del comportamiento
conjunto de las dos variables, largo y ancho
de las hojas. Una recta, calculada por
regresion lineal, que se ubica en el centro
mismo, denota una tendencia lineal con un
r’ 0.66, asi mismo, se muestran los
intervalos de confianza del 95% para la
media, las rectas extremas superior e
inferior, en que se encuentran la mayor parte
de los datos. Se aprecia igualmente que solo
algunos salen de este rango, del 95%,
pudiendo destacar un valor atipico
resaltante en extrema inferior y corresponde
a un atipico bi-variado.

Utilizando una prueba estadistica no
paramétrica, de Kruskal-Wallis, se concluye
que hay  diferencias  significativas
(p<0.0001) entre las diferentes plantas, tanto
para el ancho como el largo de las hojas

6,0 —

4,0 —

Largo

2,0 -

Sq r lineal = 0,662

0,0 T T
0,0 0,5

Ancho

T
1,0 15 2,0

Fig. 14. Dispersion de ancho y largo conjunto de la muestra de hojas
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Existe una concentracion de datos entre

los intervalos de 25% y 50 %, los valores hojas. Ver Fig. 15y 16.
estdn mas dispersos entre el 50 % y 75 %,

2,07

1,57

1,0

0,57

0,07

L

T
Ancho

Fig. 15. Boxplots del ancho de las hojas.

o—

T
Largo

Fig. 16. Boxplots de valores de largo foliar.

tanto para ancho como para el largo de las
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CONCLUSION

Los ejemplares utilizados para el estudio,
son plantas provenientes de ejemplares
colectados en la jurisdiccion de Horqueta en
el Departamento de Concepcion, si bien
corresponden a plantas cultivadas, son las
mas proximas a la forma silvestre, de
acuerdo a los caracteres morfologicos
encontrados en los especimenes y el origen
de las mismas, mencionados por los
productores de la localidad de Horqueta,
quienes refirieron, que hace
aproximadamente 30 afios atras, habian
colectado en su forma silvestre en el Cerro
Cuatia; pero de acuerdo con los mismos
informantes, las  formas  silvestres
actualmente estarian extintos en el sitio
indicado.

Teniendo en cuenta, los resultados
obtenidos del estudio morfoldgico asi como
el microgréafico, se puede concluir que, la
caracterizacion propia del tejido epidérmico,
como tipos y localizacion de pelos o
tricomas, tipos y ubicacion de estomas, tipo
de nervadura y estructura del mesdfilo,
caracteres anatomicos del tallo y de la raiz,
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Cientifica 'y  Tecnoldgica, por el
financiamiento de ésta investigacion.
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