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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el contenido de steviosido en hojas y
la fenologia de Stevia rebaudiana, con cuatro diferentes concentraciones de
solucion nutritiva Steiner: 0%,100%,75%,50% y 25% para determinar el mejor
nivel de nutricibn mineral. Se utilizé6 un disefio experimental completamente al
azar. Las variables evaluadas: altura de la planta (AP), peso fresco (PF) y peso
seco foliar (PS), indice de clorofila (IC), contenido de stevidsidos (CS), indice de
contenido de flavonoides (CFI) e indice de contenido de fenoles (CFe). Las
variables AP e IC se midieron a los 47, 54, 61 y 68 dias después de trasplante
(ddt), mientras que el PF de la hoja se midi6 al 68 ddt y el PS al 69 ddt. Los datos
se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba de medias
(Tukey) (p <0.05). El mejor tratamiento para AP mostro ser el de 75% para los 47
ddt, mientras que el tratamiento del 100% resulté mejor para los 54, 61 y 68 ddt;
entre los tratamientos T1, T2, T3 y T4 no existe diferencia significativa excepto
para el tratamiento TO. Para las variables PF y PS, el tratamiento del 50% fue el
gue mostré mejores resultados; para la variable IC el tratamiento del 100%
mostré mejores resultados para los dias 47 y 54 ddt, mientras que el testigo tuvo
mejores resultados para los dias 61 y 68 ddt; en cuanto a la variable CS, el
testigo fue el que presento los mayores valores encontrando una diferencia
significativa con respecto a los demas tratamientos. Para la variable CFl no se
encontrd diferencia significativa en los tratamientos T1, T2, T3y T4 excepto en el
TO, el tratamiento del 50% mostro la mayor cantidad de estos compuestos; para
el CFe, el tratamiento del 50% obtuvo los mejores valores sin embargo no se
observaron diferencias significativas entre tratamientos excepto con el testigo el
cual obtuvo los menores valores. Basados en los resultados anteriores se puede
deducir que la fertilizacién mineral tiene influencia en la morfologia de la planta
pero no asi en la produccion de glucosidos sin embargo favorece a la produccion
de metabolitos secundarios; la produccién de glucésidos puede estar ligada a

otros factores que no se evaluaron en este trabajo.

(Palabras clave: stevia, glucdsidos, fertilizacion, metabolitos secundarios).



SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the content of stevioside in leaves
and phenology Stevia rebaudiana with four different concentrations of nutrient
solution Steiner: 0 %, 100 %, 75 %, 50 % and 25 % to determine the best level of
nutrition mineral. A completely randomized design was used. The variables
evaluated: plant height (AP), fresh weight (PF) and leaf dry weight (PS),
chlorophyll index (IC), content of stevioside (CS), content of flavonoids (CFl) and
phenol content (CFe). The AP and IC variables were measured at 47, 54, 61 and
68 days after transplanting (dat), while the PF of leaf was measured at 68 dat and
the PS at 69 dat. The data were subjected to analysis of variance (ANOVA) with a
test (Tukey) (p <0.05). The best treatment for the AP showed to be 75 % to 47 dat,
while treatment was 100% better for the 54, 61 and 68 dat: between T1, T2, T3
and T4 treatments there aren’t significant difference except for the treatment TO.
For PF and PS variables the treatment of 50% showed better results: for IC
variable the treatment of 100 % showed better results for the days 47 and 54 dat,
while the control had better results for 61 and 68 days dat: regarding variable CS ,
the control was presented the highest values that found a significant difference to
other treatments. For CFl variable was not found significant difference between
treatments T1, T2, T3 and T4 except with TO, the 50% treatment showed the
highest amount of these compounds: for the Cfe variable, the treatment of 50%
achieved the best values however was not observed significant difference between
treatments except for the control which obtained the lowest values. Based on the
above results it can be deduced that mineral fertilization influences the morphology
of the plant but not in the production of glycosides, but favors the production of
secondary metabolites: the production of glycosides may be linked to other factors

that were not evaluated in this work.

(Key words: stevia, glycosides, fertilization, secondary metabolites)
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I. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales ha sido, desde tiempo atras, una préactica
tradicional en distintas partes del mundo, el cual ha pasado de generacion en
generacion. Con el actual ritmo de vida se ha incrementado el numero de
personas con enfermedades como diabetes y sobrepeso, por lo cual es necesario
recurrir al uso de la medicina herbacea para contrarrestar algunos efectos que
dichas enfermedades provocan. Entra las especies de uso medicinal que brindan
beneficios a la salud destaca la Stevia rebaudiana Bertoni por su alto poder

edulcorante sin aportar calorias.

La Stevia rebaudiana, también llamada hierba dulce o Ka’'a-He'e, es una
herbacea perenne de la familia de las Asteraceae y de la region de Amambay en
el noreste de Paraguay y sus colindancias con Brasil y Argentina; era usada por el
grupo indigena Tupi-Guarani, para endulzar bebidas y mezclarla con otras plantas

medicinales.

La stevia es una planta que ha incrementado en importancia debido a que,
en su forma natural, es 15 veces mas dulce que el azlicar de mesa y el extracto

alcanza de 100 a 300 veces mas (Ramirez, 2011).

La planta de stevia tiene un gran potencial para posicionarse dentro de los
sustitutos de azulcar, debido a la necesidad de usar edulcorantes que no sean
sintéticos como el aspartame, sacarinas o ciclamatos, ya que ademas de su muy
alto poder edulcorante y que no aporta calorias, tiene otras funciones benéficas
en la salud, como regular la presion arterial, ser digestiva, diurética y antiacida,
ayuda a eliminar las toxinas, ademas de ser antimicrobiana y antioxidante (Kimy
col., 2011).



Ademas, los estudios el tema de la nutricion mineral en stevia son escasos
en el mundo (Ramesh y col., 2006), y la nutricién juega un papel definitivo en la

sintesis de estas moléculas edulcorantes (Jarma, 2012; Das y col., 2007).

La presente investigacion pretendid contribuir al desarrollo de conocimiento
en el area de la nutricibn mineral de la stevia, ya que se carece de informacion
suficiente sobre aspectos técnicos del manejo nutricional del cultivo bajo
condiciones de invernadero, con el objetivo de apoyar la produccion de dicha

planta en México y con ello al desarrollo de productos endulzados con stevia.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucion.

La Stevia rebaudiana, conocida en inglés como “stevia”, es un género que
se distribuye a través de México, desde el sur de estados Unidos hasta Argentina
y las tierras altas de Brasil, teniendo presencia también en los Estados de
Centroamérica y los Andes de Sudamérica. A este género pertenecen hierbas y
arbustos que crecen principalmente entre las altitudes de 500-3500 metros sobre
el nivel del mar (Soejarto, 2002).

La S. rebaudiana es un arbusto frondoso y ramificado (Figura 2.1) nativo de
la regibn de Amambay en el noreste de Paraguay y sus colindancias con Brasil y
Argentina (Soejarto, 2002; Brandle y Telmer, 2007), entre las latitudes 22° y 25°
sur, y 55° y 57° oeste (Soejarto, 2002), donde fue empleada por mucho tiempo en

preparaciones de alimentos y tés por los indigenas nativos (Dacome y col., 2005).

Figura 2.1. Planta de Stevia rebaudiana

2.2. Descripcion botanica.

El género Stevia pertenece a la familia Asteraceae, en este género estan
consideradas cerca de 230 especies de hierbas y arbustos que crecen hasta un
metro de altura (Mishra y col., 2010), de las cuales solo las especies S.
rebaudiana y S. phlebophylla producen glucosidos steviol (Lemus-Mondaca y col.,
2012; Brandle y Telmer, 2007), aunque S. rebaudiana (Bertoni) es la de mayor

importancia econémica.



La S. rebaudiana es una hierba perenne de un metro de altura con tallos
quebradizos, un extenso sistema radicular y pequefias hojas elipticas. Las hojas
son sésiles, de 3-4 cm de longitud, alargado-lanceoladas o en forma de espatulas
con la punta roma, margen serrado del centro hacia la punta y abajo entera. El
haz de la hoja es ligeramente pubescente granular. El tallo es lefioso y en la parte
inferior es ligeramente pubescente. Los rizomas son raices ligeramente
ramificadas. Las flores son pentameras, pequefas y blancas con una “garganta”
de color parpura pélido; son compuestas rodeadas de un involucro de epicéliz.
Los capitulos son indeterminados, irregulares y cimas simpodiales (tipo
candelabro). Los diminutos floretes blancos nacen en pequefos corimbos de 2-6
floretes dispuestos en paniculas desatadas. El fruto es un aquenio fusiforme con

cinco nervaduras (Lemus-Mondaca et al., 2012).

2.3. Clasificacion taxonOomica.
Segun (Yadav y col., 2011) la clasificacion taxondmica de la S. rebaudiana
es la siguiente:
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Grupo: Monochlamydae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Eupatorieae
Geénero: Stevia

Especie: rebaudiana



2.4. Valor nutricional y medicinal de Stevia rebaudiana.

Lemus-Mondaca y col., (2012) sefialan que las hojas de S. rebaudiana
presentan beneficios debido a su composicidbn nutrimental, ya que contienen
carbohidratos, proteinas y fibra cruda, los cuales promueven el bienestar y

reducen el riesgo de algunas enfermedades (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Andlisis de hojas secas de Stevia (g 100 g'1 base en peso seco).

Referencias

Componente Mishra y Goyal y Serio Savita 'y Abou- Tadhaniy  Kaushik y

col. (2010) col.. (2010) col. Araby Subhash  col. (2010)
(2010) (2004) col. (2006)
(2010)
Humedad 7 4.65 ND 7 5.37 ND 7.7
Proteina 10 11.2 11.2 9.8 11.40 204 12
Grasa 3 1.9 5.6 2.5 3.73 4.34 2.7
Ceniza 11 6.3 ND 10.5 7.41 13.1 8.4
Carbohidratos 52 ND 53 52 61.9 35.2 ND
Fibra cruda 18 15.2 15 18.5 15.5 ND ND

ND, No determinado

Fuente: Lemus-Mondaca y col., 2010

Ademas en las hojas de stevia se encuentran seis acidos grasos, los cuales

son: acido palmitico, acido palmitoleico, acido estearico, acido oleico, acido

linoleico y acido linolénico, estos ultimos dos considerados como acidos grasos

esenciales (Lemus-Mondaca y col., 2012).

De nueve a diecisiete aminoacidos han sido identificados en las hojas de

stevia (Cuadro 2.2), por lo que éstas pueden ser utilizadas en productos que

promuevan la salud (Lemus-Mondaca y col., 2012).

Lemus-Mondaca y col. (2012) sefalan que la presencia de importantes

productos secundarios vegetales en las hojas de stevia, tales como el acido



oxalico y los taninos, contribuyen a su valor medicinal ya que le confieren actividad

antioxidante y propiedades inmunoldgicas.

Cuadro 2.2. Composicién de amino&cidos en hojas de Stevia rebaudiana.

Aminoacido esencial g 100 g'1 m.s. Aminoacido no esencial g 100 g'l m.s.

Arginina® 0.45 Aspartato 0.37
Lisina 0.70 Serina 0.46
Histidina 1.13 Glutamina 0.43
Fenilalanina 0.77 Prolina 0.17
Leucina 0.98 Glicina 0.25
Metionina 1.45 Alanina 0.56
Valina 0.64 Cistina” 0.40
Treonina 1.13 Tirosina® 1.08
Isoleucina 0.42

Total 7.67 Total 3.72

% No es considerado como amino&cido indispensable
P Considerados indispensables bajo situaciones especificas
Fuente: Abou-Arab y col. (2010) en Lemus-Mondaca y col., (2012).

El interés en S. rebaudiana se ha enfocado en su poder edulcorante y bajo
contenido calérico. Pero trabajos realizados en la planta sugieren que, aparte del
dulzor, los esteviésidos y sus compuestos relacionados, los cuales incluyen
rebaudiésido A, steviol e isosteviol, tienen beneficios terapéuticos, anti-
hiperglicémicos, anti-hipertension, anti-inflamatorios, anti-tumores, anti-diarrea,

diurético y acciones inmunoreguladoras (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009).

2.5. Importancia econdmica.

La S. rebaudiana tiene importancia econdémica radica en que la planta
contiene diterpenoides glucésidos ent-kaurenos y éstos son dulces,
principalmente stevidsido (110-270 veces mas dulce que el azucar) y rebaudiosido
A (180-400 veces mas dulce que el azucar), este ultimo de mayor valor comercial
(Jarmay col., 2010).

Debido a su intensa dulzura y su alto poder edulcorante, los glucésidos de

steviol han sido de gran interés cientifico y comercial, en la actualidad se usan

6



ampliamente en muchos paises de todo el mundo en productos alimenticios y
suplementos dietéticos (Brandle y Telmer, 2007).

En el afio 2008, se estim6 que la Stevia tuvo una representacion
econdmica de un mil trescientos millones de ddlares y se espera que para el afio
2015 alcance 8.2 millones de dolares (Instituto Boliviano de Comercio Exterior,
2011).

En el reporte del 2009 de la industria mundial de la Stevia, KnowGenix
indica que la preferencia por sector industrial que emplea dicha planta es de 40%
para bebidas, 28% para alimentos, 12% farmacéuticos, 12% lacteos y 8% otras
aplicaciones.

Se estimd que en el afio 2009 se cultivaron 21, 750 ha en Asia, 2, 220 ha
en Sudamérica, 130 ha en América del Norte, 190 ha en Africa y Oceania y 50 ha
en Europa. Los principales productores de Stevia en ese mismo afo fueron China
(20, 000 ha), Paraguay (1, 700 ha), India (600 ha), Tailandia (350 ha), Taiwan
(350 ha) e Indonesia (300 ha); ademés su cultivo fue introducido en Argentina,
Colombia, Brasil, México, Canada, Estados Unidos, Espafia, Grecia, Japon,
Sudafrica, Kenia, Egipto y Australia (Ministerio de Industria y Comercio Paraguay,
2011).

2.6. Requerimientos del cultivo.
Ramirez (2011) sugiere las condiciones mas favorables para el cultivo de

stevia son las siguientes:

a) Precipitacion. La exigencia de humedad de esta especie es alta y de
manera continua. De ahi que la distribucion natural de este cultivo se observe en
zonas donde las precipitaciones medias anuales son altas (1,400 mm a 1,600

mm) y por lo regular uniformes entre 100 a 120 mm mensuales.

b) Temperatura. La stevia es una especie originaria de la zona subtropical,
semi-humeda con temperaturas extremas de - 6 a 43°C, con promedio de 24 °C,

no obstante se reporta que prospera muy bien entre los 24 y 28°C.
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c) Altitud. El rango optimo de altura sobre el nivel del mar en el cual se

adapta y desarrolla la Stevia esta entre los 0 a los 600 msnm.

d) Humedad. La S. rebaudiana requiere un porcentaje de humedad relativa
menor del 85%. Este factor influye directamente sobre la temperatura del aire y
del suelo y sobre el contenido del vapor de agua en el ambiente; ademas es un

factor determinante en la incidencia de enfermedades.

e) Luminosidad. Los fotoperiodos largos aumentan la longitud de los
entrenudos, el area foliar el peso seco y aceleran la aparicion de las hojas. La
materia seca se reduce a la mitad con fotoperiodos de dias cortos. El fotoperiodo
critico para el desarrollo de la stevia es de 13 horas, pero existe una gran

variabilidad genética entre ecotipos.

2.7. Manejo del cultivo.
De acuerdo con Ramirez (2011), el manejo del cultivo de S. rebaudiana se

muestra a continuacion:

a) Suelo. Los suelos ideales son los areno-arcillosos, francos y franco-
arenosos, con una proporcion regular de humus. Se adapta bien a suelos con
buen drenaje, no asi en lugares con exceso de humedad. Prospera bien en suelos

de pH acido, pero crece bien entre 6.5 a 7.5, siempre que no sean salinos.

b) Fertilizacion. Se recomienda la siguiente formula para fertilizar la Stevia:
180 kg/ha de nitrégeno(N), 60 kg/ha de potasio (K) y 92 kg/ha de fosforo (P).

c) Riego. La stevia presenta una limitada profundidad y escaso radio de
expansion alcanzado por el sistema radicular, por lo cual el riego es fundamental

para el cultivo ya que esta no tolera largos periodos de sequia, es decir, exige que



el suelo tenga un adecuado nivel de humedad para asegurar el buen desarrollo de
las plantas.

La necesidad hidrica del cultivo es de 5 mm diarios aplicados en intervalos
de 3 dias. El riego se debe suspender 15 dias antes de la cosecha para no afectar

la concentracion de glucésidos en la hoja.

d) Trasplante. Se puede realizar el trasplante en cualquier época del afo,
siempre y cuando se cuente con un sistema de riego. Para asegurar el éxito del
trasplante es recomendable iniciar las plantaciones, en los meses en que se
inician las lluvias, ya que esto y la temperatura disminuyen la mortandad de los

esquejes.

e) Densidad. En este cultivo las altas densidades, reducen el desarrollo de
ramas laterales y merman el rendimiento de peso seco por planta, aumentado el
namero de plantas muertas en la cosecha causando dificultad en la produccion de
la misma, se recomienda la siguientes densidades: 25 X 25 cm y 30 X 30 cm en
marco real.

Sin embargo se debe tomar en cuenta diversos factores como el clima, la

humedad relativa, la luminosidad, la fertilidad del suelo, entre otros.

f) Cosecha. ElI nimero de cortes que se deben realizar depende de los
periodos de floracion. El lapso de tiempo entre cada cosecha oscila entre 50 y 60
dias. La cosecha debe hacerse cuando se presente un maximo del 5% de
botones florales, pues esto afecta la calidad del producto final. Se hace un corte

parejo de todas las plantas, procurando que queden 2 o 3 pares de hojas.

g) Secado de hojas. Las ramas y hojas cortadas deben de colocarse sobre
una malla media sombra o plastico sin encimar, dejar al sol hasta el atardecer y
en caso de que el secado no se complete se deben recoger y guardar bajo techo,
al dia siguiente sacar al sol hasta completar el secado. Una vez secas las hojas

deben separarse de los tallos mediante una horquilla o con golpes con un palo.



h) Embolsado. En bolsas de plastico limpias se colocan las hojas secas y

se colocan en un lugar seco procurando evitar hacer contacto con el suelo.

i) Rendimiento. En el primer afio el rendimiento es de 1,200 kilogramos por
hectarea de hoja seca, posteriormente puede mejorar de 1,500 a 2,000 en el
segundo afio y de 3,000 a 4,000 a partir del tercer aio. Lemus-Mondaca y col.,
(2012) senalan que las hojas de S. rebaudiana presentan beneficios terapéuticos
tales como prevencion de cancer, anti-hiperglucémicos, anti-hipertensivos, anti-

inflamatorios, diuréticos, etc.

2.8. Metabolismo primario.

El conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres
vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de sustancias simples, o para
degradar las complejas y obtener otras mas simples se denomina metabolismo
(Avalos Garcia y Pérez-Urria, 2009).

El metabolismo primario se encuentra presente en todos los seres vivos y
en él se sintetizan los metabolitos primarios, dichos compuestos son muy
abundantes en la naturaleza, son indispensables para el desarrollo fisiolégico de
la planta; se encuentran presentes en grandes cantidades, son de facil extraccion
y su explotacion es relativamente barata y conducen a la sintesis de los
metabolitos secundarios. Entre ellos se encuentran aminoacidos proteicos,
proteinas, carbohidratos (azucares), lipidos, acidos grasos, algunos acidos

carboxilicos, etc. (Petiard y Bariaud-Fontanel, 1987).

2.8.1. Edulcorantes.

Los edulcorantes, en su mayoria concentrados en las hojas, son
sintetizados, al menos en los estados iniciales, usando la misma ruta del
acido giberélico a partir del mevalonato (Figura 2.2). Varios autores han
indicado que la diferencia radica que en stevia, el kaureno, precursor de

dichas hormonas, se convierte en steviol en el reticulo endoplasmico.
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Figura 2.2. Sintesis de edulcorantes de stevia usando la ruta del

acido giberélico.

El estudio de las rutas metabdlicas en stevia ha probado que los
glucésidos de steviol son diterpenoides, los cuales comparten una ruta de
biosintesis similar a la formacion de acido giberélico, el primer paso en la
ruta es la sintesis de aglicono de esteviol (Brandle y Telmer, 2007).

El edulcorante, cuyos dos glucoésidos principales son el stevidsido
(110-270 veces mas dulce que el azucar) y rebaudidésido A (180-400 veces

mas dulce que el azucar), este Ultimo de mayor valor comercial cuya
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diferencia radica solamente en la presencia de una glucosa, es un polvo
cristalino blanco; llamada una “molécula noble”, debido a que es 100%
natural, no tiene calorias, las hojas se pueden utilizar en su estado natural y
solo se requieren cantidades pequefias (Jarma y col., 2010).

Entre los glucésidos dipértenicos de la stevia, el stevidsido es el
componente principal, constituyendo cerca del 85% de los edulcorantes
totales, y rebaudidésido A, en menor proporcién es el componente mas
dulce (Jiménez y col., 2010).

2.8.2. Steviosido.

El steviosido es un edulcorante natural que no contiene calorias y un
material médico complementario, el cual ha recibido mucha atencién en
tiempos recientes. Es el principal glucésido dulce en stevia, y ha sido
reportado ser de 250 a 300 veces mas dulce que la sacarosa (Crammer e
lkan, 1986). El contenido de steviésido de hojas secas en S. rebaudiana
varia ampliamente, de 5-22% del peso seco en las hojas, dependiendo del
cultivo asi como las condiciones de crecimiento (Kim y Dubois, 1991). El
steviosido también ha sido encontrado en las flores de stevia en bajas
concentraciones [0.9% (w/w)] (Darise y col., 1983).

La estructura del steviosido (CsgHgoO1g) (Figura 2.3) consiste de un
glucosido con un glicosilo y un residuo de sophorosyl unidos a un aglicono
de steviol, el cual tiene un esquleto cyclopentanonhydrophenanthrene.

El stevidsido y los extractos de las hojas de S. rebaudiana estan
disponibles comercialmente y son usados en paises como Estados Unidos,
Europa, Japon y varios paises de América del Sur como un edulcorante en
una variedad de alimentos y bebidas, principalmente dirigidos a personas
con diabetes. Aunque la popularidad de este edulcorante ha aumentado en
los ultimos afios y esta presente en diversos productos, la aceptabilidad es

limitada debido a su sabor metalico y regusto amargo que presenta.
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Figura 2.3. Estructura basica del steviésido, C3gHegoO1s.

2.9. Metabolismo secundario.

El metabolismo secundario se deriva del metabolismo primario pero su
distribucion en la naturaleza esta mas restringida, aunque es generalmente
aceptado que este metabolismo esta involucrado en la relacion del organismo con
su medio ambiente (Verpoorte, 2000).

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra
condiciones de estrés biotico y abiético. Como parte de la proteccion quimica, una
estrategia utilizada por las plantas es la produccion de metabolitos secundarios,
en contra de herbivoros o con actividad antioxidante.

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no sélo
tiene una gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la
simbiosis con otros organismos y en la atraccién de insectos polinizadores vy
dispersores de las semillas y frutos, sino que también, una sintesis activa de
metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son expuestas a
condiciones como, el consumo por herbivoros, el atague de microorganismos
como hongos, virus y bacterias, la competencia por el espacio, la exposicion a la
luz solar u otros tipos de estrés abiotico.

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo de la
planta y sus niveles constitutivos sélo se incrementan como parte de la respuesta
al estrés abidtico o bibtico. Este aumento en los niveles de metabolitos
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secundarios, es importante para la supervivencia de las plantas, ya que su
sintesis se deriva del metabolismo primario y porque algunos compuestos son
toxicos para la misma planta.

Los metabolitos secundarios se dividen en nitrogenados y no nitrogenados. Los
que contiene nitrégeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no proteicos,
aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los no nitrogenados se dividen
en terpenoides, flavonoides, poliacetilenos, policetidos y fenilpropanoides. Los
precursores de la biosintesis de metabolitos secundarios se derivan de rutas del
metabolismo primario, tales como la glucolisis, el ciclo de Krebs o la via del
shikimato (Sepulveday col., 2004).

2.9.1. Fenoles.

Son compuestos que tienen uno o mas grupos hidroxilo unido (s) a
un anillo aroméatico. El fenol es la estructura sobre la cual se basa todo el
grupo, siendo el benceno el anillo aromético (Figura 2.4) (Vermerris y
Nicholson, 2006). Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, se localizan en toda la planta y varian en concentracion a lo largo

del ciclo vegetativo.

OH

Figura 2.4. Estructura basica del fenol, C¢HgO.

Los compuestos fendlicos se caracterizan por encontrarse en forma
de esteres o glucdsidos y no como compuestos libres (Vermerris y
Nicholson, 2006).

Los compuestos y funciones de los acidos fendlicos han sido objeto

de numerosos estudios agricolas, quimicos, biolégicos y médicos. Estos
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compuestos forman un grupo diverso y de gran difusion que incluye los
acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico (Ghasemzadeh y Ghasemzadeh,
2011). Los compuestos fendlicos en los vegetales tienen diferente
estructura molecular y se caracterizan por anillos aromaticos hidroxilados
(Mandal y col., 2010). En muchas plantas, estos compuestos se polimerizan
en moléculas mas grandes tales como las proantocianidinas y ligninas. Por
otra parte, los &cidos fendlicos pueden surgir en las plantas alimenticias
como glicésidos o ésteres con otros compuestos naturales como los
esteroles, alcoholes, glucésidos y acidos hidroxigrasos (Ghasemzadeh y
Ghasemzadeh, 2011).

Estos compuestos participan en diversas funciones tales como la
asimilacion de nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la
formacion de componentes estructurales y la defensa ante los factores

adversos del ambiente (Paladino y Zuritz, 2011).

2.9.2. Flavonoides.

Son derivados fendlicos sintetizados en grandes cantidades por las
plantas a través de la via de los polipronoides, siendo la fenilalanina el
compuesto de arranque. Son derivados hidroxilados, metoxilados vy
glicosilados de la 2 fenil venzo y pirano, que consiste en dos anillos
benceno combinados por mediacion del oxigeno contenido en el anillo
pirano (Paladino y Zuritz, 2011). Todos los flavonoides comparten el
esqueleto estructural Ce-C3-Cg basico, que consta de dos anillos aromaticos
Cs (A 'y B) y un anillo heterociclico (C) que contiene un atomo de oxigeno
(Figura 2.5) (Ghasemzadeh y Ghasemzadeh, 2011).
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Figura 2.5. Estructura béasica de los flavonoides.

Fuente: Ghasemzadeh y Ghasemzadeh, 2011.

La mayoria de los flavonoides estan presentes en nuestra vida diaria
(Manach y col., 2004). A la fecha, se han aislado e identificado alrededor de
6000 compuestos flavonoides y muchos son comunes en las plantas
superiores (Tolonen y col., 2002; Austin y Noel, 2003). Los glucésidos son
los compuestos flavonoides que a menudo se acumulan en las vacuolas de
las células vegetales.

La importancia de los flavonoides radica en la respuesta
antimicrobiana que tienen a una amplia gama de microorganismos y a su
capacidad antioxidante (Ciocan y Bara, 2007). Figuran entre los principales
metabolitos secundarios de las plantas y se encuentran distribuidos en
todas las partes de las mismas: hojas, tallos, flores y frutos, ya sea como

moléculas libres o como O-glucoésidos (Cala, 2011).

2.10. Fertilizacion.

Para mantener un sano crecimiento de las plantas es necesario que éstas

contengan un amplio rango de nutrientes, los cuales se absorben en forma de

elementos nutritivos en ciertas proporciones. Es importante que los nutrientes se

mantengan balanceados para satisfacer las necesidades individuales de los
cultivos (Graetz, 2008).
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En condiciones de baja fertilidad natural, el suelo no proporciona los
nutrientes suficientes para lograr un rendimiento satisfactorio de los cultivos, por lo
tanto es necesario suplementar las deficiencias de nutrientes propios del suelo
suministrando fertilizantes (Graetz, 2008). Los fertilizantes son los elementos
nutritivos que se suministran a las plantas para complementar las necesidades

nutricionales para su crecimiento y de su desarrollo 6ptimo (Lopez, 2006).

2.10.1. Solucioén nutritiva (SN) Steiner.

La solucién nutritiva (SN) universal Steiner se basa en las relaciones
mutuas entre aniones de nitrato, fosfato y sulfato (60:5:35) y la relacion
entre cationes de potasio, calcio y magnesio (35:45:20), asi como la
relacion de concentracion total de iones; cuando se respetan dichas
relaciones se pueden generar diferentes formulas en las que se obtienen
valores de presiobn osmotica y pH distintos a 0.7 atm. y 6.5
respectivamente, indicados en la SN.

Steiner (1984) sefalé que dentro del rango de dichas relaciones
mutuas es posible el adecuado desarrollo de cualquier cultivo. La SN
Steiner se compone de 12, 1y 7 meq L™ nitrato (NO3), fosfato (H,PO.) y
sulfato (SO.”) respectivamente, y de 7, 9y 4 meq L™ de potasio (K",

calcio (Ca2+) y magnesio (Mgz+) respectivamente.

2.10.2. Conductividad eléctrica de la SN.

La CE de la SN es una medida de la concentracion total de sales
disueltas y es a menudo referida como la salinidad. Aunque es féacil de
medir, la CE no entrega informacion acerca de las concentraciones de los
nutrientes presentes en forma individual. No obstante, se utiliza
ampliamente para seguir el estado de los nutrientes totales de los suelos o
de la SN. Una baja CE indica un estado nutricional bajo, e indica que se
debe aplicar mas de la disolucion concentrada. Por lo contrario, una
salinidad alta podria deberse a altos niveles de nutrientes (Urrestarazu,
2004).
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La CE de la SN es funcién directamente proporcional de la
concentracion total de solutos (CTS). La CTS, depende de la concentracion
de iones en el agua y de las sales que se agregan a la SN (Alcantar y
Trejo-Téllez, 2007). Existen relaciones empiricas mediante las cuales se
calcula la concentracion total de sales. La mas utilizada es: CTS= 640-CE
(CE endS m*a25 °C) en mg L™,

2.11. La SN en la produccién de stevia.

La nutricién de las plantas y las condiciones climaticas juegan un papel
importante en el crecimiento y metabolitos secundarios de Stevia, sin embargo, la
dosis nutricional esta fuertemente regido por las propiedades del suelo y las
condiciones climaticas de la region de cultivo (Pal y col., 2015).

(Das y col.,, 2007) explican que se ha reportado al steviésido como el
principal constituyente de la Stevia y que éste es altamente dependiente de las
practicas de cultivo, asi como de las tecnologias de cultivo modernas. De acuerdo
con Zubiate (2007), la stevia no es muy exigente en macro y micronutrientes, y
recomienda que los suelos sean abonados con materia organica para evitar el uso
de fertilizantes sintéticos. Sin embargo, al ser un cultivo anual sus requerimientos
nutricionales son moderados (Brandle y col., 1998).

Patil (2010) evalu6 4 tratamientos en plantas de stevia, los cuales fueron:
tratamiento 1: NPK (18:18:10, 3 g/planta); tratamiento 2: superfosfato + PSB
(bacteria fésforo solubilizantes) (2:1, 4 g/planta); tratamiento 3: NPK +
vermicomposta (1:3, 5 g/planta) y tratamiento 4: vermicomposta (7 g/planta),
reportando que el mejor tratamiento en la altura, area foliar, clorofila, contenido de
proteina y carbohidratos fue con la combinacion de fertilizantes quimicos (NPK) y
vermicomposta.

Jarma y col. (2012) determinaron el efecto de las deficiencias nutricionales
de N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, B, Cuy Zn sobre la concentracion de glucésidos totales
de la hoja de stevia y, en particular, del rebaudiosido A (RebA), para lo cual se
evaluaron 11 tratamientos (incluido el testigo) denominados como sigue: T1
(testigo experimental TE), T2 (-N), T3 (-K), T4 (-Ca), T5 (-Mg), T6 (-P), T7 (-S), T8
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(-Fe), T9 (-B), T10 (-Cu), T11 (-Zn). Como solucién nutritiva, se usé la solucién
madre de Johnson, adaptada por De Lima y Malavolta, en 1997. Encontraron que
para la cantidad de glucésidos no hubo diferencia significativa (p > 0.05) cuando
se indujeron las deficiencias nutricionales, pero la concentracion del rebaudiésido
A (RebA) se redujo significativamente (p<0.05) respecto al TE, cuando se
indujeron deficiencias de P, S, Ky Cu, pero que las deficiencias de N, Ca, Mg, Fe,
By Zn, al parecer, no causan decrementos importantes en este glucésido.

Ma y Shi (2011) evaluaron 5 niveles de potasio (0, 60, 90, 120 y 150 kg
K>O/ha) y determinaron el contenido de clorofila, la actividad radicular, la actividad
NR, la actividad de la invertasa, la actividad SOD (enzima antioxidativa), el
contenido de MDA (malondialdehido) de la stevia rebaudiana. Encontraron que la
fertilizacion con potasio aumenté la tasa fotosintética, las actividades de nitrato
reductasa, actividad invertasa, actividad radicular, resistencia al estrés y contenido
de MDA, especialmente bajo la cantidad adecuada de potasio (120 kg de K,O/ha).
Se sugiere que el potasio promueve el estado de la planta y provoca peroxidacion
lipidica.

Pal y col., (2015) evaluaron 18 tratamientos para determinar el efecto de la
interaccion de la ecologia del cultivo y la nutricién de las plantas en el crecimiento
y metabolitos secundarios de stevia; los tratamientos consistieron en la
combinacién de tres niveles de N: (N1=30 kg ha™*, N,=60 kg ha™ y N3=90 kg ha-1),
dos niveles de P: (P1=20 kg P,Os ha y P,=40 kg P,Os ha™) y tres niveles de K:
(K1=20 kg K,O ha™, K»=40 kg K,O ha' y Kz=60 kg K,O ha™), los cuales fueron
evaluados en tres sitios experimentales (seleccionados por la variabilidad de sus
condiciones agroclimaticas y las caracteristicas del suelo): CSIR-Institute of
Himalayan Bioresource Technology (CSIR-IHBT), Palampur; Regional Horticultural
Research Station (RHRS), Jachh and Agronomy research farm of Punjab
Agricultural University (PAU), Ludhiana.

Se evaluaron algunos aspectos morfolégicos de la planta como namero de
ramas, indice de area foliar, peso especifico de la hoja, peso seco de la hoja y del
tallo, indice de cosecha; también se analizaron el contenido de clorofila de en la

hoja y la acumulacioén de metabolitos secundarios en la misma y los glucosidos de

19



steviol. Dentro de los principales resultados encontraron que, por la técnica de
PCA (analisis de componentes principales), que las aplicaciones de 90 kg N, 40
kg P2Os5 y 40 kg K>O ha™ son las mejores condiciones nutricionales en términos
de rendimiento de hoja seca para CSIR-IHBT y RHRS. La variabilidad espacial
también ejercié un efecto considerable en el rendimiento de la hoja y el contenido
de steviosido en hojas. De las tres localidades, CSIR-IHBT fue encontrado el mas
adecuado para el rendimiento de hoja seca y la acumulacion de metabolitos
secundarios en la hoja.

Salgado (2013) evalud los efectos de cuatro concentraciones de nitratos
(NO3: 12, 9, 6 y 3 meq L ™) con cuatro repeticiones cada una sobre la produccion
de biomasa, la concentracion foliar y requerimiento de nitrégeno (N) en plantas de
stevia en hidroponia. Las variables evaluadas fueron: nimero de tallos, altura de
la planta, didmetro del tallo, peso fresco y seco de tallos y hojas, &rea foliar,
lectura SPAD y concentracion de N en la planta, en hojas recientemente maduras
y en el total de hojas. Encontré que el tratamiento con 9 meq L™ de NOg’ originé
las mejores respuestas en las variables evaluadas; con este se logré la mayor
altura de la planta a los 75 ddt y mas numero de tallos en los tres muestreos
realizados; se produjo el mayor peso fresco y seco (total, de hojas y de tallo) y
area foliar a los 30 y 60 ddt. Una lectura SPAD de 40 se asoci6 a la mayor
acumulacion de peso seco de hoja a los 30 ddt, a los 60 ddt fue de 54, y a los 75
ddt fue de 57; la concentracion de N en hojas recientemente maduras cuando la
planta alcanzé mayor peso seco total fue de 3.4% de N a los 30 ddt, 3.5% a los 60
ddty 3.0% a los 75 ddt.

20



[ll. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivo General.
Evaluar el contenido de steviosido en hojas y la fenologia de Stevia
rebaudiana, con cuatro diferentes concentraciones de solucion nutritiva Steiner

para determinar el mejor nivel de nutricion mineral.

3.2. Objetivos Especificos.

1. Determinar cual concentracion de nutrimentos de la solucién universal de
Steiner incrementa el contenido de esteviésidos en la hoja de Stevia
rebaudiana.

2. Evaluar el efecto de las cuatro concentraciones de la solucidon nutritiva

Steiner en la fenologia y rendimiento del cultivo de Stevia rebaudiana.

3.3. Hipotesis.
La concentracion de la solucidon nutritiva de Steiner afecta el contenido de

stevibsidios en Stevia rebaudiana e influye en su fenologia y rendimiento.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Descripcion del area de estudio.
El experimento se desarrollé en la Facultad de Ingenieria de la Universidad

Auténoma de Querétaro, Campus Amazcala. El poblado de Amazcala pertenece
al municipio EI Marqués, Qro. (Figura 4.1) el cual se localiza en el sector Suroeste
del estado, entre los 20° 31’ y 20° 58’ de latitud Norte. Su longitud se encuentra
entre los 100° 09’ y los 100° 24’ del Oeste, a 1850 m sobre el nivel del mar.
Colinda al Oeste con el municipio de Querétaro, al Norte con el estado de
Guanajuato, al Este con el municipio de Col6n y al Sur con los municipios de
Huimilpan y Pedro Escobedo. La temperatura media oscila entre 18 y 24 °C, con

un clima predominante subtropical, templado-semiseco (INEGI, 2005).

QUERETARO  sanwuis roTosi ‘
Amazcala ~|tf

3

- MICHOACAN

Figura 4.1. Ubicacién del lugar donde se llevo a cabo el experimento.
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4.2. Localizacion del proyecto.

El experimento se llevd a cabo en la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Autonoma de Querétaro, Campus Amazcala, con una elevacion de
1,850 msnm. La investigacion se desarrollé en un invernadero de 528 m? (9.6x55)
tipo gotico, con cubierta plastica de polietileno de 800 galgas de espesor en el
techo y en las paredes recubrimiento de placa policarbonato transparente, con

ventilacion cenital (Figura 4.2).

Figura 4.2. Invernadero donde se llevo a cabo el proyecto.

4.3. Disefo experimental.

Para la presente investigacion se establecid un disefio completamente al
azar con tres repeticiones de la unidad experimental (seis plantas), contando con
cuatro tratamientos (Cuadro 4.1) que fueron los niveles de concentracién de la
solucién nutritiva Steiner (100, 75, 50 y 25%) (Cuadro 4.2), teniendo 72 plantas
mas seis del testigo, lo que dio un total de 78 plantas, las cuales quedaron

acomodadas dentro del invernadero como se muestra en la Figura 4.3.
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Cuadro 4.1. Tratamientos ensayados para evaluar el efecto de la concentracion

de la Soluciéon Nutritiva de Steiner (1984) en la produccion de S. rebaudiana.

Tratamientos SN Steiner (%) CE (dS m'l) Repeticiones
1 100 2.50 3
2 75 1.88 3
3 50 1.58 3
4 25 1.04 3

SN = Soluciéon Nutritiva
CE = Conductividad Eléctrica

Cuadro 4.2. Distribucion de tratamientos dentro del invernadero.

T = Tratamiento R = Repeticion
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Figura 4.3. Distribucién de las plantas dentro del invernadero.

4.4. Implementacién de cultivo.

4.4.1. Material vegetal.
El material vegetal se obtuvo de estacas de Stevia rebaudiana Bertoni var.
Morita Il provenientes de la agroindustria STEVIA MAYA. Al momento de su

llegada, las plantas tenian aproximadamente 10 cm de altura (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Plantas de stevia de 10 cm de altura.

4.4.2. Cuidado de la plantula.

Un manejo eficiente de plantula depende de que se puedan mantener las
condiciones 6ptimas de humedad, oxigeno, temperatura y luminosidad en la etapa
de desarrollo de las mismas.

Como primer paso dentro del cuidado de las plantulas, éstas se
procedieron a pasar a charolas de 128 cavidades en las cuales se les agreg6 una
cantidad suficiente de peat moss para rellenar la cavidad. Después se pusieron
las plantas en condiciones 6ptimas dentro de la camara de germinacion. Se
regaron a demanda solo con agua.

También se monitoreo la sanidad de la planta, previniendo las plagas y
enfermedades evitando su incidencia mediante las buenas practicas de manejo y
de ser necesario, aplicar productos preventivos, preferentemente bioldgicos u

organicos.
4.4.3. Acondicionamiento del sustrato.

Se utiliz6 fibra de coco como sustrato, el cual se puso en macetas color

negro de seis pulgadas; después de que se llenaron las macetas se realizé un
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lavado del sustrato para quitar las posibles sales que la fibra de coco pudiera

contener.

4.4.4. Preparacion de la solucion nutritiva (SN).

Steiner (1984) elabor6 una solucion nutritiva universal, que se distingue por
sus relaciones mutuas entre aniones y cationes, expresadas en por ciento del total
de meq L™. Este autor indica que el uso de su SN demanda Unicamente que se
determine la presidn osmatica requerida para un cultivo en particular, en una
cierta época del afio. Las relaciones mutuas entre los iones en porcentaje del total
de meq L™ es de 60:5:35 para NO3: H.PO,: SO4% y 35:45:20 para K*: Ca®": Mg**.
Para la preparacion de la SN Steiner, se realizaron célculos para aportar la
cantidad necesaria de cada elemento (Figura 4.5), teniendo en cuenta el aporte

gue nos brinda el agua usada en el riego.

Figura 4.5. Calculo de la SN Steiner.

La concentracion de nutrientes en mg L oen partes por millén (ppm) se expresa

en el Cuadro 4.3
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Cuadro 4.3. Concentracion de nutrimentos en la solucion nutritiva Steiner (1984),
aporte de nutrientes por el agua empleada, cantidad aplicada y cantidad

realmente utilizada en la SN, en todos los casos, expresada en mg L™ o en ppm.

Elemento SN Steiner Aporte del agua Por aplicar Aplicado
Nitrégeno (N) 168 1.9 166.1 166.1
Fésforo (P) 31 0 31 31

Potasio (K) 273 2.73 270.27 270.27
Calcio (Ca) 180 11.8 168.2 168.2
Magnesio (Mg) 48 0.24 47.62 a47.7
Azufre (S) 110 3 107 106.6
Fierro (Fe) 3 0 3 3

Manganeso (Mn) 1.97 0 1.97 1.97
Boro (B) 0.44 0 0.44 0.44
Zinc (Zn) 0.11 0 0.11 0.11
Cobre (Cu) 0.02 0 0.02 0.02

Teniendo la concentracion del 100% de la SN, se realiz6 el calculo para los
otros tratamientos (75, 50 y 25%) y se prepararon en distintos contenedores
(Figura 4.6). Se peso la cantidad de fertilizantes necesaria para obtener el aporte
de cada elemento nutritivo de la solucion Steiner (Figura 4.7), para el pesaje se

utilizé una balanza granataria marca OHAUS, con una precision de 0.1 g.

t

p.

i

E 2
Figura 4.6. Preparacion de la SN Steiner a las diferentes concentraciones

(100, 75, 50 y 25%).
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Figura 4.7. Pesaje de fertilizantes.

La cantidad de fertilizantes aplicada por cada 1000 litros de agua para cada

tratamiento (100, 75, 50, y 25% de concentracidén) se muestra en el Cuadro 4.4.

Cuadro 4.4. Composicidon quimica en g/m3 (ppm) de los diferentes niveles de la

solucién nutritiva Steiner.

Fertilizante (formula T1 T2 T3 T4
quimica) 100% 75% 50% 25%
Ca (NO3), 848.064 636.048 424.032 212.016
MgSO, + 7TH,0O 430.163 322.622 215.081 107.541
KNO3 281.161 210.871 140.581 70.290
KH,PO, 125.916 94.437 62.958 31.479
K,SO, 554.878 416.158 277.439 138.719
Fe-EDTA 13.2% 22.725 17.043 11.362 5.681
Mn-EDTA 13% 15.153 11.364 7.576 3.788
Zn-EDTA 14% 0.785 0.588 0.392 0.196
Cu-EDTA 14 0.142 0.106 0.071 0.035
H3BO; 17.5% 2,514 1.885 1.257 0.628
C.E. (dS m?) 25 1.88 1.58 1.04
pH 5.94 6.06 5.83 5.98

T = Tratamiento

Segun Alcantar y col., (2007), la presiébn osmoética (PO) de la solucion
nutritiva se puede calcular con base en la CE utilizando la siguiente relacion

empirica: PO (bares) = 0.36 CE (CE en dS m'l), aunque comunmente la PO se
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expresa en Megapascales (MPa). Para realizar la conversion se multiplica por

(0.1). Las PO’s iniciales de cada tratamiento se muestran en el Cuadro 4.5

Cuadro 4.5. Conductividad eléctrica (CE) y presion osmatica (PO) de las cuatro
concentraciones de la solucién nutritiva de Steiner (1984) evaluadas en el
presente trabajo.

Tratamiento SN Steiner (%) CE (Sm™) PO (bar) PO (MPa)

1 100 2.50 0.9000 0.09000
2 75 1.88 0.6768 0.06768
3 50 1.58 0.5688 0.05688
4 25 1.04 0.3744 0.03744

4.5. Trasplante de S. rebaudiana a macetas.

El establecimiento de las plantas de Stevia se realiz6 cuando la planta
contaba con una altura promedio de 15 cm; esto se llevd a cabo el dia 7 de
diciembre. Se recomienda realizar el trasplante por la tarde para evitar que las
plantas sufran estrés durante el dia (donde existen condiciones de alta radiacién
solar).

Se extrajo cuidadosamente la plantula de la charola de germinacion y se
hicieron agujeros en el sustrato (fibra de coco) de las macetas, posteriormente se
introdujeron las plantas en las macetas y se regaron con agua para su etapa de

adaptacién (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Trasplante de stevia.

4.6. Riego de las plantas con la SN Steiner.

Las plantas se regaron de forma manual aplicando 500 ml. de la SN
correspondiente a cada tratamiento durante 68 dias después del transplante
(Figura 4.9), los riegos se hicieron dos veces por semana y se hicieron por la
mafiana para evitar dafios por exceso de temperatura en horas mas tarde.

Los riegos se hicieron de tal forma que la SN no tocara las hojas de las
plantas, evitando asi dafios por sol o salinidad y que pudiera tener un efecto sobre

la concentracion de azucares.

Figura 4.9. Riego de plantas de stevia.
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4.7. Monitoreo de temperatura, humedad relativa y radiacion.

Como variable complementaria del sistema se monitoreé la temperatura
(°C) y humedad relativa (%) del clima dentro del invernadero. Se utilizé6 un sensor
electronico WatchDog Serie 400 (Figura 4.10). El sensor es un registrador de
datos caracteristicos de cuatro canales con una capacidad de 15,000 mediciones
(3,750 por canal), el cual cuenta con sensor plug-in para descargar a una
computadora para su analisis. Las mediciones se tomaron a intervalos de 10

minutos durante 30 dias.

|

3
3

" p‘ -
Watchiis

Figura 4.10. Sensor electronico WatchDog

4.8. Variables medidas.

4.8.1. Altura de la planta.

Se evalud el promedio de la altura de la planta usando una cinta métrica.
Se midio la planta desde la base del tallo al inicio del sustrato hasta la hoja méas
alta (Figura 4.11). Todas las mediciones se realizaron a las 3:00 p.m. para que no

hubiera diferencia por la hora de medicion.

32



Figura 4.11. Medicion de altura de las plantas.

4.8.2. Peso fresco foliar.

Esta medicién se llevo a cabo en el laboratorio del Campus Amazcala de la
Universidad Autonoma de Querétaro, a los 89 dias después del trasplante (ddt)
gue fue el momento de la cosecha. Primeramente se tomaron tres plantas de S.
rebaudiana por cada repeticion sumando un total de nueve muestras por
tratamiento y se separaron las hojas de los tallos (Figura 4.12), las cuales fueron
pesadas individualmente con una balanza analitica marca Precisa modelo XB

220A, con capacidad maxima de 220 g y una precision de 0.001 g (Figura 4.13).

Figura 4.12. Hojas de las plantas de stevia.
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Figura 4.13. Pesaje de las hojas frescas de stevia.

4.8.3. Peso seco foliar.

Se determind el peso seco en el laboratorio del Campus Amazcala. Se
pesaron todas las hojas secas de cada muestra, las cuales fueron pesadas con
una balanza analitica marca Precisa, con capacidad maxima de 220 g y 0.001 g
de precision. Para el secado de las hojas, éstas se introdujeron en bolsas de
papel rotuladas y fueron depositadas en una estufa marca con circulacion forzada
de aire durante 24 hrs. a 60 °C.

4.8.4. indice de clorofila en hojas.

Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega
a la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto
con la celda detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefial eléctrica. La
cantidad de luz captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad
de luz utilizada por la clorofila, la sefal es procesada, y la absorbancia es
cuantificada en valores dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las unidades
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SPAD seran siempre las mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas
(Krugh, y col., 1994).

Por lo que a partir de unidades "SPAD" se puede estimar los contenidos de
clorofila y nitrogeno total de las plantas (Rodriguez y col., 1998), en este sentido,
se efectuaron lecturas indirectas de clorofila en las 78 plantas de muestreo, las
cuales se realizaron de manera semanal al mediodia, ya que es cuando la
radiacion solar incide en las plantas de manera perpendicular y hay un menor
sombreo.

Se utilizé un equipo SPAD 502 Chlorophyll meter Minolta (Figura 4.14) por
medio de absorbencia de luz de la hoja a 650nm y 940nm, en una escala de 0.0 a
99.9. El método es de tipo no destructivo, ya que no provoca dafios en la hoja,

ademas es rapido y sencillo.

Figura 4.14. Medidor SPAD de clorofila.

4.8.5. Concentracion de steviosido.
Se evaluo la concentracion de esteviésido obtenido de las muestras de las
diferentes unidades experimentales utilizando la técnica de Vazquez-Baxcajay y

col., 2014, la cual se muestra en la Figura 4.15.
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Figura 4.15. Diagrama de flujo para la extraccién de steviésido.
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4.9. Cuantificacién de compuestos antioxidantes.

4.9.1. Extraccion metandlica.

La extraccion se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Cardador-
Martinez y col., (2002); se colocaron 200 mg de muestra en un matraz de 50 mL y
se adicionaron 10 mL de metanol. Se cubrié la muestra con papel aluminio y se
agité durante 24 hrs. Se centrifug6 a 4000 rpm por 10 min, desechando la pastilla

formada, quedando el sobrenadante.

4.9.2. Determinacion de flavonoides.

La determinacién de los flavonoides totales se realizé siguiendo la
metodologia descrita por Oomah y col.,, (2005). Se realiz6 una curva de
calibracion para la cual se colocaron 50 pl de cada una de las concentraciones
(50, 25, 10, 2.5 y 1 pg/mL de rutina) por triplicado. Se adicionaron 180 pl de agua
destilada, y se incorporaron 20 pl de solucion 2-aminoetildifenil borato 1%. El
blanco se realizé con 230 pl de metanol y 20 pl de 2-aminoetildifenilborato 1%, se
midié en espectrofotdmetro MULTISKAN ASCENT a una absorbancia de 404 nm.
Para la cuantificacién de las muestras se tomaron 50 pl del extracto metandlico de
la muestra (sobrenadante), se adicionaron 180 ul de metanol, se adicionaron 20 pl
de solucion 2-aminoetildifenilborato al 1%, se midié la absorbancia de 404 nm en
espectrofotometro MULTISKAN ASCENT. Los resultados son interpolados a la
curva del estandar y fueron expresados como mg equivalentes de rutina por
gramos de muestra fresca. Las pruebas se realizaron por triplicado al igual que el

blanco.

4.9.3. Determinacion de fenoles totales.

Se realiz0 una curva de calibracion para la cual se prepararon las
siguientes soluciones. La solucion de Na2CO3 al 20%, se pesaron 5 g de
carbonato de sodio y se disolvi6 en 20 mL de agua destilada, se sénico hasta
disolver completamente y se aforé a 25 mL. Para la solucién de acido galico 0.1

mg/mL, se tomaron 10 mg de acido galico y se aforo a 10 mL con agua destilada.
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De esta solucién se tom6 1 mL y se aforo con 10 mL de agua destilada. Se
rotularon los tubos y se le adiciono a cada tubo la cantidad necesaria de la
sustancia de acuerdo al Cuadro 4.6 y se agito en vortex, se dejaron reposar 2
horas en la oscuridad para posteriormente leer en un espectrofotbmetro marca

Molecular Devices modelo Spectra Max 190 a 760nm.

Cuadro 4.6. Distribucidn de compuestos para curva de calibracion.

Tubo Solucion &cido Agua destilada Folin Na2CO3
galico (ul) (ul)
0 0 500 250 1250
1 20 480 250 1250
2 40 460 250 1250
3 60 440 250 1250
4 80 420 250 1250
5 100 400 250 1250
6 120 380 250 1250
7 140 360 250 1250
8 160 340 250 1250

Para la cuantificacion de fenoles totales se tomaron 40 pL del extracto metandlico
y se adicionaron 460 pL de agua destilada, 250 pL de folin y 1250 uL de Na2CO3.
Se dejo reposar por 2 horas en oscuridad para posteriormente hacer la lectura en
espectrofotometro marca Molecular Devices modelo Spectra Max 190 a 760nm.

Las lecturas se hicieron por triplicado.

4.10. Analisis estadistico.

Los datos adquiridos de las variables medidas se vaciaron a un programa
estadistico Origin Pro version 8.0. Para el analisis se utilizd estadistica descriptiva,
presentando los resultados como promedios y una desviacion estandar. Para las
comparaciones entre tratamientos se utilizo andlisis de varianza (ANOVA) de una

sola via, con una prueba de pos hoc, prueba de Tukey (P<0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Altura de la planta de stevia.

Para la variable altura de la planta el analisis estadistico no mostrd diferencia
significativa (P<0.05) para los tratamientos T1, T2, T3 y T4 con respecto al
testigo, en ninguno de los 4 muestreos realizados (47, 54, 61 y 68 ddt). Sin
embrago, el mejor tratamiento para altura de la planta a los 47 ddt fue el de 75%
de concentracion, y el tratamiento del 100% resultd mejor para los 54, 61 y 68

ddt, como se puede ver en el Cuadro 5.1y la Figura 5.1.

Cuadro 5.1. Andlisis estadistico de la comparacion de medias de la altura de la
planta (en cm) a los 47, 54, 61 y 68 ddt.

ddt

Tratamiento

47

54

61

68

100% 16.07+0.393a 17.04t0.436 a 17.44+0.405a 18.5810.414 a
75% 16.50+0.604 a 16.69+0.733a 17.21+0.686a 18.45+0.785 a
50% 16.03+0.370 a 16.50+0.386 a 16.76+0.424a 17.89+0.434 a
25% 16.01+0.490 a 16.33t0.550a 17.32+0.553 a 18.58+0.634 a
0% 12.50£0.591 b 12.83t0.976 b 13.53t0.939b 14.25+1.143 b

Se muestran los resultados obtenidos de las mediciones de altura de la planta como la media + el

error. Letras distintas en la misma columna y muestreo indican diferencias significativas de acuerdo

con la prueba de Tukey (P<0.05); ddt: dias después de trasplante.
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Figura 5.1. Comparacion de medias de las diferentes concentraciones de SN
Steiner para los muestreos a los 47, 54, 61 y 68 ddt en plantas de stevia para la

variable altura de la planta.

En la figura 5.2 se puede observar que para todos los tratamientos (0, 25, 50, 75y
100% de concentracién), en los diferentes dias de muestreo se tiene una
tendencia creciente, es decir, conforme fue aumentando el dia de muestreo, para
cada tratamiento, la altura de la planta fue aumentando, lo cual coincide con la
etapa fenolégica de la planta, entre mas edad tenia la planta mayor altura se

observo.

20.00
18.00

— 16.00
14.00
12.00
10.00
&.00
6.00
4.00
2.00
0.00

cm

(

w47 ddt
W54 ddt
m61ddt

Altura de la planta

68 ddt

0% 25% 50% 75% 100%
Concentracién de la SN Steiner

Figura 5.2. Comparacion de las medias de la altura de plantas de stevia entre los
diferentes tratamientos para los diferentes dias de muestreo (47, 54, 61 y 68 ddt).
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En la figura 5.3 se pueden observar los diferentes tratamientos para el dia 68 ddt,
se puede observar que no existe diferencia significativa entre los tratamientos, sin
embargo todos los tratamientos superaron al testigo, siendo mejores los

tratamientos de 100 y 25%, ya que mostraron mayor altura que el resto.

'; L

ALTURA (cm)

. , . , .
T-0% T1-100% T2-75% T3-50% T4-25%
TRATAMIENTOS

Figura 5.3. Comparacion de las medias de los diferentes tratamientos para la
variable altura en el dia 68 después de trasplante.

5.2. Peso fresco foliar de la planta a los 68 ddt.

Para el experimento de peso fresco foliar hubo diferencia significativa (P<0.05)
para el tratamiento del 25% respecto a lo demas tratamientos para el muestreo
del 68 ddt, también el testigo mostré diferencia significativa respecto a los
tratamientos de 50, 75 y 100% para la misma fecha de muestreo. En el cuadro
5.2 y la figura 5.4 se puede observar que el mejor tratamiento para el peso fresco

foliar fue el de 50%; sin embargo, todos los tratamientos mostraron mayor peso

freso foliar respecto al testigo.
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Cuadro 5.2. Analisis estadistico de la comparacion del peso fresco foliar (en g) a

los 68 ddt.
TRATAMIENTOS
Parametro T1-100% T2-75% T3-50% T4-25% T0-0%
LI 15.484 18.310 18.327 12.718 12.560
Max. 25.905 25.510 25510 18.135 19.983
MediatSEM ) 1610068 a 21.4140.653a 21.7040.705a 16.08+0.542b 15.71+1.566 b
Desv. Std. 3.247 2.191 2.365 1.819 3.835
e 15.417 10.233 10.903 11.316 24.405

Se muestran los resultados obtenidos de los pesajes de las hojas frescas de stevia; se muestran
los minimos (Min.) y maximos (Max.), la desviacién estandar (Desv. Std.), el coeficiente de
variacion (C.V.) y la media * el error (MediatSEM). Letras distintas en el mismo renglén de la media

indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 5.4. Comparacion de las medias para la variable peso fresco foliar de los
diferentes tratamientos en el dia 68 después de trasplante.

5.3. Peso seco foliar de la planta a los 69 ddt.
En el experimento de la variable peso seco foliar hubo diferencia significativa

(P<0.05) para el tratamiento del 25% respecto a lo demas tratamientos para el
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muestreo del 68 ddt, ademas el testigo mostré diferencia significativa respecto a
todos los tratamientos (25, 50, 75 y 100%) para la misma fecha de muestreo. El
cuadro 5.3 y la figura 5.5 muestran que el tratamiento del 50% tiene mejores
resultados para el peso seco, seguido del tratamiento del 75%. Todos los
tratamientos superan al testigo, es decir, todos los tratamientos resultaron
mejores para esta variable que el testigo. Se puede observar que se tiene la

misma tendencia que en la variable peso fresco foliar.

Cuadro 5.3. Analisis estadistico de la comparacién del peso seco foliar (en g).

TRATAMIENTOS

Parametro T1-100% T2-75% T3-50% T4-25% T0-0%
I 2.736 3.645 3.708 2,511 1.976
Max. 4.889 4.286 4.660 3.851 2.059
MediatSEM 588102102 4.09:0066a 4.17+0.120a 3.2140.154b  2.02+0.024 c
Desv. Std. 0.630 0.199 0.360 0.461 0.041
C.V. 16.249 4.851 8.625 14.390 2.056

Se muestran los resultados obtenidos de los pesajes de las hojas secas de stevia; se muestran los
minimos (Min.) y maximos (Max.), la desviacion estandar (Desv. Std.), el coeficiente de variacion
(C.V.) vy la media + el error (MediaxzSEM). Las medias que no comparten una letra son

significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 5.5. Comparacion de las medias para la variable peso seco foliar de los
diferentes tratamientos en el dia 69 después de trasplante.

5.4. indice de clorofila en hojas de stevia.

El analisis estadistico, para la variable clorofila en hojas de stevia, sélo mostro
diferencia significativa para los muestreos de 47 y 54 ddt; para el dia 47 el
tratamiento del 25% mostré diferencia significativa respecto a los otros
tratamientos y el testigo también fue diferente significativamente del resto de los
tratamientos; para el muestreo en el dia 54 el tratamiento del 100% fue
significativamente diferente de los tratamientos del 50 y 25%, el testigo mostré
diferencia significativa respecto de todos los tratamientos. Para los dias 61 y 68
ddt no hubo diferencia significativa entre los tratamientos ni tampoco con el
testigo. Sin embargo, el tratamiento del 100%, como se puede observar en el
Cuadro 5.4 y la Figura 5.6., mostr0 mejores resultados que los demas
tratamientos y el testigo, mientras que para los dias 61 y 68 ddt el testigo mostré
mayor indice de clorofila que los tratamientos y dentro de los tratamientos el T1-

100% mostré mejores resultados que los demas.

44



Cuadro 5.4. Analisis estadistico de la comparacion de indice de clorofila en hojas
de stevia (en unidades SPAD) a los 47, 54, 61 y 68 ddt.

Tratamiento

ddt

a7

54

61

68

100%
75%
50%
25%
0%

38.51+£0.993 a
35.731£0.847 a
36.15+0.766 a
32.53+0.513 b
23.25t1.011 c

38.98+0.558 a
37.27+0.374 ab
36.15+0.436 b
36.49+0.629 b
32.40+£1.484 c

39.46+0.352 a
38.50+0.452 a
37.89+0.528 a
38.35+0.417 a
40.40£1.055 a

40.71+0.528 a
38.53+0.602 a
39.26+0.601 a
39.15+0.752 a
41.31+0.932 a

Se muestran los resultados obtenidos de las mediciones de altura de la planta como la media =+ el

error. Letras distintas en la misma columna y muestreo indican diferencias significativas de acuerdo

con la prueba de Tukey (P<0.05); ddt: dias después de trasplante.
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uT-0%

68

Figura 5.6. Comparacion de medias de las diferentes concentraciones de SN

Steiner para los muestreos a los 47, 54, 61 y 68 ddt en plantas de stevia para la

variable clorofila en hojas.

En la figura 5.7 se puede observar que para todos los tratamientos (0, 25, 50, 75y

100% de concentracién), en los diferentes dias de muestreo se tiene una

tendencia creciente, es decir, conforme fue aumentando el dia de muestreo, para

cada tratamiento, la clorofila en las hojas fue aumentando, lo cual coincide con la
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etapa fenoldgica de la planta, entre mas edad tenia la planta mayor cantidad de

hojas tenia la planta y por lo tanto realizaba mayor fotosintesis.

45.00
40.00

35.00 —
30.00 -
25.00 -~ A7 ddt
20.00 - W54 ddt

Clorofila (SPAD)

15.00 - 51 ddt

10.00 -~ W68 ddt
5.00 -

0.00 -
0% 25% 50% 75% 100%

Concentracion de la SN Steiner

Figura 5.7. Comparacion de la cantidad de clorofila en hojas de plantas de stevia
entre los diferentes tratamientos para los diferentes dias de muestreo (47, 54, 61
y 68 ddt).

En la figura 5.8 se pueden observar los diferentes tratamientos y el testigo para el
dia 68 ddt, se puede observar que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos ni con el testigo, el testigo superdé a todos los tratamientos, sin
embargo dentro de los tratamientos el de 100% fue el mejor ya que mostré6 mayor

clorofila que el resto.

»
o
1
—t—

CLOROFILA (SPAD)

T
T0% T1-100% T2-75% T3-50% T4-25%
TRATAMIENTOS

Figura 5.8. Comparacion de las medias de los diferentes tratamientos para la
variable clorofila en el dia 68 después de trasplante.
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5.5. Contenido de steviésidos en hojas de stevia.

Para el experimento de contenido de steviosidos en hojas de stevia no hubo
diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos pero si lo hubo respecto al
testigo, el cual superé por mucho a todos los tratamientos. Sin embargo, dentro
de los tratamientos el que mostr6 mayor concentracion de steviésidos fue el de

75% como se puede observar en el Cuadro 5.5y la Figura 5.9.

Cuadro 5.5. Analisis estadistico de la comparacién de indice de stevidsidos en
hojas de stevia (en g/mol).

TRATAMIENTOS

Parametro T1-100% T2-75% T3-50% T4-25% T0-0%
I 1581 2.183 1.715 0.759 6.815
Max. 4.980 8.257 5.692 5.029 10.699
MediatSEM 5 4510300 b  4.16+0.657b 2.79+0.475b 2.96+0.461b 8.99+1.146 a
Desv. Std. 1.170 1.972 1.424 1.384 1.984
C.V. 33.895 47.411 51.144 46.800 22.068

Se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién de steviésidos de las hojas de stevia; se
muestran los minimos (Min.) y maximos (Max.), la desviacion estandar (Desv. Std.), el coeficiente
de variacién (C.V.) y la media + el error (MediatSEM). Letras distintas en el mismo renglén de la

media indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 5.9. Comparacion de las medias para la variable contenido de stevidsidos
en hojas de stevia de los diferentes tratamientos; el indice de steviésidos se
expresa en g/mol.

5.6. Contenido de flavonoides en hojas de stevia.

Para el experimento de contenido de flavonoides en hojas de stevia no hubo
diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos pero si lo hubo respecto al
testigo, el cual estuvo por debajo en la cantidad de flavonoides. Sin embargo,
aunque entre los tratamientos no hubo diferencia significativa, el que mostro
mayor concentracion de flavonoides fue el de 50% como se puede observar en el
Cuadro 5.6 y la Figura 5.10.
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Cuadro 5.6. Analisis estadistico de la comparacion de indice de flavonoides en

hojas de stevia (en uM/g tejido seco).

TRATAMIENTOS

Parametro T1-100% T2-75% T3-50% T4-25% T0-0%
Min. 15.210 14.805 16.226 15.954 8.307
Max. 16.329 16.674 16.643 16.608 13.274
MediatSEM 15 68+0.336a 15.77:0.541a 16.42+0.122a 16.36+0.206a 10.06+1.611 b
Desv. Std. 0.583 0.936 0.211 0.356 2.790
C.V. 3.716 5.936 1.284 2.176 27.740

Se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion de flavonoides en las hojas de stevia; se
muestran los minimos (Min.) y maximos (Max.), la desviacién estandar (Desv. Std.), el coeficiente
de variacién (C.V.) y la media + el error (MediaxSEM). Letras distintas en el mismo renglén de la

media indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
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T-0% T1-100% T2-75% T3-50% T4-25%
TRATAMIENTOS

Figura 5.10. Comparacion de las medias para la variable contenido de
flavonoides en hojas de stevia de los diferentes tratamientos; los resultados son
expresados en uM/g tejido seco.

5.7. Contenido de fenoles totales en hojas de stevia.
Para el experimento de contenido de fenoles en hojas de stevia no hubo
diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos, sin embargo, el testigo si

mostro diferencia significativa respecto de los tratamientos de 25, 50 y 75%.
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Dentro de los tratamientos el que mostré mayor cantidad de fenoles en las hojas

fue el de 50% como se puede observar en el Cuadro 5.7 y la Figura 5.11.

Cuadro 5.7. Andlisis estadistico de la comparacién de indice de fenoles en hojas

de stevia (en uM/g tejido seco).

TRATAMIENTOS

Parametro T1-100% T2-75% T3-50% T4-25% T0-0%
I 4.349 6.086 7.161 5.147 1.316
Max. 6.809 7.331 10.953 8.956 2.697
MediatSEM 5 5010.807ab  6.64+0.366a 857+1.199a 7.49+1.185a 1.80+0.451 b
Desv. Std. 1.398 0.634 2.076 2.053 0.781
C.V. 26.902 9.548 24.227 27.398 43.471

Se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacién de fenoles totales en las hojas de stevia;
se muestran los minimos (Min.) y maximos (Max.), la desviacion estdndar (Desv. Std.), el
coeficiente de variacion (C.V.) y la media + el error (MediatSEM). Letras distintas en el mismo

renglon de la media indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
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Figura 5.11. Comparacion de las medias para la variable contenido de fenoles
totales en hojas de stevia de los diferentes tratamientos; los resultados son
expresados en uM/g tejido seco.

La aplicacion del T3, mostré la mejor respuesta para las variables PF y PS seco
foliar ya que con este tratamiento se obtuvo un mayor peso; también fue el mejor
tratamiento para el contenido de flavonoides y fenoles totales mostrando una
mayor acumulacién de dichos compuestos. Sin embargo, para la variable altura
de la planta resulté el tratamiento menos efectivo superando sélo al testigo, para
esta variable el T1= 100% fue el que tuvo mayor AP en el dia 68 después de
trasplante. Para las variables IC y CS el testigo es el que mostrO mejores
resultados, ya que superé a todos los tratamientos aplicados, dentro de los
tratamientos el de 100% y 75% fueron los que mostraron mejores resultados para
dichas variables respectivamente, pero en la variable IC no hubo diferencia
significativa entre los tratamientos ni con el testigo a diferencia del contenido de
stevidésidos donde el testigo es significativamente diferente a todos los
tratamientos. El Cuadro 5.8 muestra los diferentes tratamientos y sus resultados

obtenidos para las diferentes variables medidas.
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TS

T1

T2

T3

T4

TO

Cuadro 5.8. Comparacion de medias de la altura de la planta (AP), peso fresco
foliar (PF), peso seco foliar (PS), indice de clorofila (IC), contenido de stevidsidos
en hojas (CS), contenido de flavonoides en hojas (CFl) y contenido de fenoles
totales en hojas (CFe) en plantas de stevia, por efecto de la concentracion (T1-
100%, T2-75%, T3-50%, T4-25%, TO-test 0%) de la solucidén nutritiva Steiner (TS).

Mediciones realizadas a diferentes ddt.

AP

18.58+0.414 a

18.45+0.785 a

17.89+0.434 a

18.58+0.634 a

14.25+1.143 b

PF PS IC CS CFl CFe
21.06+0.968 a 3.88+0.210a 40.71+x0.528a 3.45+0.390b  15.68+0.336 a  5.20+0.807 ab
21.41+0.653a 4.09+0.066 a 38.53x0.602a 4.16x0.657 b  15.77+0.541a 6.64+0.366 a
21.70£0.705a 4.17+0.120a 39.26+0.601a 2.79+0.475b 16.42+0.122a 8.57+1.199 a
16.08+0.542 b  3.21+#0.154b  39.15+#0.752a 2.96x0.461b 16.36x0.206a 7.49+x1.185a
15.71+1.566 b  2.02+0.024c  41.31+0.932a 8.99+1.146a 10.06+1.611b 1.80+0.451 b

Se muestran los resultados obtenidos de las diferentes variables evaluadas, los resultados se
muestran como la media + el error (MediatSEM). Letras distintas en la misma columna indican

diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).

Jarma y col. (2012) demostraron que la deficiencia nutricional no influye en la
cantidad de glucosidos pero la concentracion de rebaudiésido se reduce
significativamente ante deficiencias de P, S, K y Cu. En le investigacion
desarrollada se evalu6 el contenido de stevidsidos y se observé que para las
diferentes concentraciones de SN Steiner este glucésido disminuyo
considerablemente respecto al testigo, sin embargo la tendencia de dentro de los
tratamientos indicé que para menores concentraciones se tiene menos cantidad
de stevidsido, por lo cual hace falta evaluar el comportamiento de este glucosido
ante la deficiencia de ciertos nutrientes en especifico.

Pal y col., (2015) demostraron que la nutricion vegetal, regida fuertemente por las
caracteristicas del suelo, y las condiciones climéticas juegan un papel de suma
importancia en el crecimiento y produccion de metabolitos secundarios en plantas
de Stevia rebaudiana, en este caso las diferentes aplicaciones de N, P,Osy K;O y

52



la variabilidad espacial influyeron en la morfologia, acumulaciéon de metabolitos
secundarios en la hoja y contenido de steviosido en hojas. En el trabajo
desarrollado se pudo demostrar que la aplicacion de diferentes concentraciones
de SN influye en la morfologia y contenido de metabolitos secundarios pero no en
el contenido de steviosidos en hoja.

Salgado (2013) mostrd que la concentracion de 9 meq L™ de NO;3 ofrece mejores
resultados para las variables morfolégicas altura de la panta, nimero de tallos,
peso fresco y seco e indice de clorofila, lo cual no coincide con los resultados
obtenidos de la presente investigacion, ya que la concentracion de 50% mostro
mejores resultados para el peso fresco y seco, el tratamiento de 100% fue el que
presentd mayor altura y para el indice de clorofila el testigo fue el mejor, pero en

este ultimo no hubo diferencia significativa.

VI. CONCLUSIONES

La aplicacion de la solucion nutritiva Steiner influye en la produccién de biomasa,
ya que se obtiene mayor altura en las plantas, asi como un mayor peso foliar de
las mismas. Las diferentes concentraciones de SN Steiner no influyeron en la
produccion de steviésidos, sin embargo se favorece a la produccion de
metabolitos secundarios (flavonoides y fenoles) en el tejido foliar de la planta, la

produccion de glucésidos puede estar ligada a otros factores.
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