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Glucésidos en Stevia rebaudiana Bertoni en respuesta a dos fuentes de
nutricion orgéanicas en invernadero

Resumen
El objetivo de este trabajo fue evaluar rendimiento y la concentracién del
estevidsido y rebaudiosido A de Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete cultivada en
invernadero con dos fuentes de abonos organicos (gallinaza y lombricompost), en
tres dosis cada una. El experimento llevd se cabo del 29 de mayo al 9 de agosto
del 2014 en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco estado de
México. El estudio se realizé en macetas y en sustratos, se empleé una mezcla de
suelo, tezontle y abono organico. Se midi6 la altura de planta, brotes basales,
peso fresco y seco. En los sustratos se determind: agua facilmente disponible
(Afd) porosidad total (Pt), porosidad de aireacién (Pa), capacidad de retencion de
humedad (Crh) y densidad aparente (Da) al inicio y final de la investigacién para
observar la variacién en estas propiedades. Las hojas y tallos se analizaron para
conocer la concentracién nutrimental y con estos datos se determiné la absorcion
N, P y K. También se cuantificé la concentracion del esteviésido y del
rebaudiosido A al final del ciclo y durante el desarrollo vegetativo del cultivo, ello
permiti6 elaborar un modelo fenolégico. Los resultados indican que la
lombricompost en la dosis alta (4 g planta™ de nitrégeno) fue el mejor tratamiento,
para la emision de brotes y produccion de biomasa total. En las propiedades
fisicas se observéo una disminucién del agua facilmente disponible de los
tratamientos con gallinaza no asi en lombricompost, en cuanto a la concentracion
nutrimental, el potasio se encontré en mayor cantidad en hojas y en tallos respecto
a lo reportado en la literatura. EI modelo fenolégico muestra que la energia
requerida para realizar la cosecha de la stevia en la aparicion de las flores es de
604 grados dias desarrollo (GDD) con una temperatura base de 15°C, sin
embargo, la concentracion maxima del esteviésido y del rebaudiosido A se dio a
los 562 GDD, los que corresponden a los 63 dias después del trasplante y diez

dias antes de la cosecha total.

Palabras claves: esteviosido, rebaudiosido A, grados dias desarrollo.



Glucosides in Stevia rebaudiana Bertoni in Response to Two Organic
Nutrition Sources in the Greenhouse

Abstract

The objective of this work was to evaluate the yield and concentration of the
stevioside and rebaudioside A of Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete grown in the
greenhouse with two sources of organic fertilizers (chicken manure and
vermicompost), in three doses each. The experiment was done in the Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, the State of Mexico from May 29" to
August 9", 2014. The study was done in planting pots with substrates using a
mixture of soil, tezontle (porous volcanic rock), and organic fertilizer. The plants
were measured for height, basal shoots, fresh weight, and dry weight. The
substrates were determined for: easily available water (Afd), total porosity (Pt),
airing porosity (Pa), water retention capacity (Crh), and apparent density (Da) at
the beginning and at the end of the research to observe their variation. The leaves
and stems were analyzed to learn nutrient concentration and with these data, N, P,
and K absorption was determined. The concentrations of stevioside and
rebaudioside A were also measured at the end of the cycle and during the
vegetative growth of the crop, which allowed us to elaborate a phenological model.
The results indicate that the high dose of vermicompost (4 g plant™ nitrogen) was
the best treatment for shoot emission and total biomass production. A decrease in
easily available water was observed in the physical properties in the treatments
with chicken manure, but not in the treatments with vermicompost. With regard to
nutrient concentration, potassium in leaves and stems was higher than reported in
the literature. The phenological model shows that the energy required for stevia
crops to reach flowering is 604 heating degree days (HDD) with a base
temperature of 15°C. However, the maximum concentrations of stevioside and
rebaudioside A were at 562 HDD, which corresponds to 63 days after

transplantation, and ten days before total harvest.

Key words: stevioside, rebaudioside A, heating degree days.
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I. Introduccioén

En los dltimos tiempos se han presentado en todo el mundo cambios
importantes en la produccion y el consumo de alimentos. Esta tendencia se
vincula principalmente con la salud y con nuevas exigencias de los consumidores
y una mayor conciencia de la importancia del cuidado del medio ambiente
(Alvajana et al., 2004; Pérez y Landeros, 2009). La demanda de productos del
campo libres de agroquimicos y de fertilizantes inorganicos, ha desarrollado un
nuevo mercado dispuesto a pagar un precio extra por frutas, verduras, etc,

obtenidas bajo un sistema de produccion organico (Tourat, 2000).

Esta preferencia de los consumidores en adquirir alimentos organicos es
debida principalmente al incremento de enfermedades atribuidas al alto consumo
de productos sintéticos, tal es el caso de los edulcorantes artificiales utilizados
para adelgazar y pacientes con diabetes. En México existen 10 millones de
personas con esta enfermedad, y es preocupante que sea la segunda causa de
muerte en el pais en mayores de 45 afios (OMS, 2010), y que el 30% de los
pacientes con pie diabético sufran una amputacion (FMD, 1992). Por lo que este
sector de la poblacion debe ser atendido y deberian contar con alternativas de

edulcorantes inocuos.

La Stevia rebaudiana Bertoni es nativa del Paraguay y ha sido utilizada por
décadas por los nativos guaranies como endulzante tradicional y medicina natural
(Soejarto, 2002; Brandle y Telmer, 2007). El dulce sabor de las hojas se debe al
contenido de compuestos no caloricos diterpenicos. La stevia es ideal para
personas que desean mantener el peso y para los diabéticos que deben controlar
su ingesta de calorias. Los dos compuestos principales que aportan el dulzor son
el esteviosido y el rebaudiosido A. Al primero se le atribuyen propiedades para el
tratamiento de diabetes, obesidad, hipertension y prevencion de caries, al segundo
es de mayor importancia para la industria en la producciéon de edulcorantes y
bebidas (Soejarto, et al., 1983; Kinghorn y Soejarto, 1985; Geuns, 2003). Lo



anterior ha llevado a esta planta a ganar espacio en el rubro agricola, como
diversificacion de cultivo o como actividad principal; paises como China, Brasil,
Corea, Estados Unidos, Israel y Tailandia entre otros, han aumentado sus
investigaciones para incrementar la superficie de cultivo y poder abastecer la
creciente demanda de stevia por la industria o por los consumidores (Kinghorm y
Soejarto, 1985; Kim et al., 2002; Ren et al., 2011).

De acuerdo a los avances agrondémicos en el manejo de esta planta existe
abundante informacion sobre fertilizacién quimica con N, P y K. Sin embargo, son
escasas las investigaciones sobre fertilizacion organica en el cultivo de la stevia,
pero estas han demostrado que aumenta la concentracibn de glucdésidos,
mejorando la actividad de la raiz e incrementando la tasa fotosintética durante la
etapa de crecimiento vegetativo, y en consecuencia, la biomasa total (Xiangyang
Liu et al., 2011; Yang et al., 2013).

La stevia es una planta cuya propagacién y produccion esta sujeta a diversos
factores como el fotoperiodo, temperatura y humedad, ademas de plagas y
enfermedades que afectan principalmente las hojas y los tallos, por lo que el
manejo agrondmico Yy la sanidad del cultivo son fundamentales para llegar a altos
rendimientos. Asi mismo, los beneficios de la agricultura organica han demostrado
la calidad e inocuidad de los productos agricolas, ademas de proteger el medio
ambiente y la salud humana. Para contribuir al conocimiento de esta especie, en
este trabajo se evalud el rendimiento y la concentracion del esteviosido y
rebaudiosido A de Stevia rebaudiana Bertoni cultivada en invernadero con dos

fuentes organicas (gallinaza y lombricompost).



lI. Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar el rendimiento y concentracion de glucésidos en Stevia rebaudiana
Bertoni var. Eirete mediante el uso de dos fuentes de nutricion organica.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la gallinaza y lombricompost en el rendimiento de la
Stevia rebaudiana Bertoni, var. Eirete.

Evaluar el efecto de gallinaza y lombricompost en la concentracion de

glucésidos en Stevia rebaudiana Bertoni, var. Eirete.

Evaluar el efecto de gallinaza y lombricompost en la concentracién nutrimental

de las hojas y tallo de Stevia rebaudiana Bertoni, var. Eirete.

Establecer un modelo fenoldgico y la eficiencia en el uso del agua en la stevia

rebaudiana Bertoni, var. Eirete.

Determinar el periodo de acumulacion de glucosidos conforme a la fuente de
nutricion y en diferentes momentos del desarrollo de la Stevia rebaudiana Bertoni,

var. Eirete.



lll. Hipotesis

3.1 Hipétesis general

Existen diferencias en el rendimiento de Stevia rebaudiana Bertoni conforme

a la fuente de nutricion organica.
3.2 Hipotesis especificas

Hay variacion en los parametros de rendimiento y concentracion de
glucosidos y nutrimental en Stevia rebaudiana Bertoni, var. Eirete de acuerdo a la

fuente de nutricién organica.

La concentracién de glucésidos varia segun el periodo de corte y de la fuente

de nutricidn organica.



V. Revision bibliografica

4.1 Origen

Stevia rebaudiana Bertoni se origin6 en las regiones altas del noreste de
Paraguay, entre las latitudes 23° y 24° sur, donde el dulce sabor de sus hojas y
sus propiedades medicinales eran conocidas por los nativos guaranies hace
cientos de afios (Brandle et al., 1998; Geuns, 2003; Yadav et al., 2011).

Durante siglos, las tribus guaranies de Paraguay y Brasil han utilizado
diversas especies de stevia, que llaman ka'a he’e (hierba dulce) y han sido
empleadas como edulcorante; en yerba mate, en tés medicinales para el
tratamiento de la acidez estomacal y en otras dolencias (Brandle y Telmer, 2007).
En su estado nativo la stevia crece a orillas de los pantanos, en los montes de la
region del Alto Parand y en las montafias con altitudes entre 200 y 300 msnm.
(Madan et al., 2010; Yadav et al., 2011).

La stevia fue llevada a Espafia por el botanico y médico Pedro Jaime Esteve
(1500-1556) quien en esos afios convivia con los guaranies. La planta fue
clasificada botanicamente en 1899 por el naturalista suizo Moisés Santiago
Bertoni, y el compuesto dulce se aislé por primera vez en 1909 por el quimico
italiano Ovidio Rebaudi, por lo tanto el nombre cientifico de la planta se establecio
en honor a los que la han descubierto; Stevia (Jaime Esteve), Rebaudiana (Ovidio
Rebaudi), Bertoni (Moises Bertoni).

La estructura quimica de la stevia se establecié en 1952, como un glucésido
diterpeno que comprende tres moléculas de glucosa, unida a una aglicona la
fraccion steviol. Durante la década de 70°s se aislaron otros compuestos,
incluyendo el rebaudiosido A, con un poder edulcorante incluso mas alto que del

estevidsido (Barriocanal et al., 2008; Cacciola et al., 2011).



4.2 Descripcidon botanica

El género stevia consta de aproximadamente 150 a 200 especies de plantas
herbaceas, arbustos y subarbustos (Prakash et al., 2008; Wolwer, 2012) y es uno
de los mas distintivos dentro de las Eupatoriaceaes, debido a la uniformidad entre
sus flores y capitulos (Singh y Rao, 2005). En Brasil, se han encontrado 36

especies distribuidas, en la region sur y central (Shock, 1982).

La planta puede llegar a tener un metro de altura, es perenne, con una vida util
de 5 afios, el sistema radicular es fasciculado, no muy profundo; esta parte es la
Unica zona en donde no contiene glucésidos (Carneiro, 1997; Madan et al., 2010).
Las hojas son sésiles, de 3 a 4 cm de largo, lanceoladas con pequefias
pubescencias en el enves, las flores son pequefias y blancas con la garganta
purpura palida; el fruto consta de un eje de cinco nervaduras en forma de aquenio
(Blumenthal, 1996; Rahmesh et al., 2006, Lemus-Moncada et al., 2011).

4.3 Siembra a nivel mundial

El creciente interés de la industria edulcorante y la busqueda de un compuesto
inocuo que reemplace a la sacarosa, ha permitido que la Stevia rebaudiana
Bertoni prospere en paises como Brasil, China, Corea, Estados Unidos, México,
Israel y Tailandia (Kim et al., 2002; Kinghorm, 2002; Sivaram y Mukundam, 2003).
China es el mayor productor de stevia, con el 79% de la produccion mundial; este
pais, desde su introduccién con éxito desde el Japon en 1977, ha convertido a la
stevia en la tercera fuente natural edulcorante mas popular, después de la cafia de
azucar y de la remolacha azucarera (Ramesh et al., 2006; Ren et al., 2011). La
produccién en China se realiza en invernaderos, con la finalidad de obtener tres
cosechas anuales. Actualmente, Israel se encuentra realizando investigaciones
para desarrollar variedades de stevia de acuerdo a las condiciones ambientales de
ese pais (Mordechai et al., 2013). Cabe destacar que Japon es el pais con mayor
cantidad de fabricas procesadoras y extractoras del esteviosido y rebaudiosido A
(Seema, 2010; Goyal et al., 2010).



Paraguay, segundo productor de stevia a nivel mundial, dedica
aproximadamente 5 000 hectareas a este cultivo, generando empleo directo en
toda la cadena productiva para unas 10 000 personas. En este pais se pretende
aumentar las ventas a 10 millones de dolares anuales, lo que significa 10% de la
facturacién, en comparacién con los paises del sudeste asiatico, equivalente a 100
millones de dolares (CAPASTE, 2010).

En México, el INIFAP ha realizado estudios en Nayarit, Yucatan y Sinaloa,
estados que cuentan con las condiciones apropiadas para la produccién de dicho
cultivo. Se espera que el desarrollo de paquetes tecnoldgicos permita impulsar la
produccion de stevia y que este pais pueda abrir el mercado nacional e
internacional y fomentar el consumo de hojas secas de esta planta (INIFAP, 2011).

] Taiwan ,_ Korea del Sur
Colombia japon 3% / 2%
3% 20

\

\

Figura 1. Distribucién a nivel mundial del cultivo de la Stevia rebaudiana Bertoni.
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En el Valle de México, el Colegio de Postgraduados ha llevado a cabo
investigaciones sobre la productividad bajo invernaderos, micropropagacion,
produccion organica, calidad de producto y manejo de la planta en maceta con el
fin de familiarizarse con la especie y su consumo directo por la familia. Se espera
gue el desarrollo de paquetes tecnoldgicos permita impulsar la produccion de
stevia y que este pais pueda abastecer el mercado nacional y participar en el
internacional fomentando el consumo de hojas secas de la Stevia rebaudiana
Bertoni (Muratalla et al., 2010).

4.4 Propiedades de la hoja de stevia

Los beneficios de la stevia son principalmente su composicién nutricional: la
hoja es fuente de carbohidratos, proteinas y fibra cruda, que promueven el
bienestar de la salud y reducen el riesgo de contraer enfermedades. Braz de
Olivera et al., (2011) encontraron en las raices y hojas fructooligosacaridos tipo
inulina, un polisacarido natural de origen vegetal, con propiedades funcionales
importantes como el control de probidticos y como posible extraccion como
suplementos dietéticos.

En cuanto a proteinas Mohammad et al., (2007) identificaron 9 aminoacidos en
las hojas, acido glutamico, acido aspartico, lisina, serina, isoleusina, alanina,
prolina, tirosina y metionina. Igualmente, en las extracciones el acido folico fue
encontrado en mayor cantidad seguido por la vitamina C (Latham, 2002; Lemus-
Moncada et al., 2010).

Lo anterior demuestra que las hojas de esta planta son un suplemento
completo; por consiguiente no solamente la extraccion de los estevidsido y
rebaudiosido A son importantes en la stevia sino también los aminoacidos
esenciales, proteinas, vitaminas y lipidos presentes en las plantas que benefician
la salud constituyéndola en un suplemento nutrimental completo (WHO, 2007;
Abou-Arab et al., 2010; Mishra et al., 2010).



4.5 Sintesis de diterpenos glucosidos

Las especies vegetales al igual que otros organismos sintetizan y acumulan
proteinas, polisacéaridos, azucares y lipidos a partir de nutrimentos inorganicos. En
particular las plantas poseen rutas para sintetizar sus metabolitos, estos se
clasificando en dos, por un lado los primarios, abundantes en la naturaleza e
indispensables para el desarrollo de su fisiologia, que se encuentran en grandes
cantidades; y por otro lado, los secundarios que son derivados del primero y su
cantidad es menor y no cumplen funciones esenciales. Se ha observado que la
acumulacion de los metabolitos secundarios varia de acuerdo a la especie, época
del afio, caracteristicas del suelo y a las interacciones ecoldgicas entre la planta y
su ambiente. Entre los principales metabolitos secundarios se encuentran:
fenilpropanoides, alcaloides y terpenoides en este ultimo se encuentran los

glucosidos de la stevia.

La ruta de sintesis de los glucdsidos de la stevia es la del acido giberélico
(Figura 2), en donde la cadena de terpenos se alarga a partir de uniones
sucesivas de isopentenil pirofosfato (IPP), considerado como el isbmero activo
(Richman et al.,, 1999; Buchanan et al., 2000). Las enzimas que catalizan el
alargamiento de la cadena diterpenica son las prenil trasferasas, de las cuales se
han aislado hasta ahora, la geranil pirofosfatasa sintasa, enzima identificada que

requieren Mg** y/o Mn?* como cofactores (Suga y Endo, 1991; Kim et al., 1996).

Los compuestos no caléricos denominados diterpenos glucésidos los
constituyen el estevidsido, stebiolbiosido, rebaudiosido A, B, C, D y E (Soejarto, et
al., 1983; Kinghorn y Soejarto, 1985; Geuns, 2003). Entre estos, los que se
encuentran en mayor cantidad son el esteviosido y el rebaudiosido A (Alvarez et
al., 1984; Tavarini y Angelini, 2013); el dulzor de los glucésidos difiere unos de
otros, el rebaudiosido A por ejemplo, tiene una unidad de glucosa adicional en
relacion al estevidsido y es superior en términos de dulzura y en calidad de sabor,

en cambio el segundo compuesto suele producir un sabor amargo al gusto, pero



se le atribuyen propiedades medicinales (Braz de Olivera et al.,, 2011). Las
estructuras quimicas del esteviosido y rebaudiosido A se muestran en la Figura 3.

Acetil Co
Acetoacetil ooAﬁb Acido mevaldnico (MVA) D‘me"'ag'wf’;’,f’f“at(’

ATPy Mg* \l/ /I\ Isomerizacion
reversible

‘ ‘ Fosforila * :
Descarboxila —p CH,0PP
CH,0PP = 1
Isopentenil Pirofosfato
(IPP) n B
Condengécion
Geranilgeranil Pirofosfato Farsenil  Pirofosfato Geranil Pirofosfato

(GGPP) 3 (FPP) ) (GPP)
Sesquiterpenos (C15) Dimerizacion \
Dimerizacidn
Triterpenos (C30) Monoterpenos
4 Tetraterpenos (carotenoides) (Esteroles / brasinoesteroides) (C10)
(C40)
PP
Copalil pirofosfato 5
(CPP) .
Intermediario diciclico Diperteno; clclicos —P ent-kaurenol
l (Kaurenoides) (C20) \

‘ ent-kaureno +

Dipertenos lineales (C20) Diterpeno tetraciclico ent-kaurenal

v

Acido ent -7 o.-hidroXi  ——  Acido ent-¥aurenoico

H -kaurenoico
S v\/ kaurendlidos <@ “~~| Esteviol

H

CooH
\\____.> ‘ Giberelinas
GA _-aldehfdo

Fuente: Srivastra, 2002.

Figura 2. Ruta de sintesis de los glucésidos de la Stevia rebaudiana Bertoni.
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Rebaudiosido A Esteviosido

Fuente: Prakash et al., 2008

Figura 3. Estructura quimica del esteviésido y rebaudiosido A.

Las concentraciones de los glucésidos de la stevia reportadas se ilustran en el
Cuadro 1. Estas variaciones en el contenido son debido a las condiciones
agronémicas, la variedad, las condiciones climaticas y la adopcién de nuevas
tecnologias agricolas (Vani et al., 1997; Pol et al., 2007; Ceunen y Geuns, 2013).
Actualmente la industria de los refrescos y edulcorantes, entre otras, requieren
plantas de stevia con mayor contenido de rebaudiosido A que de estevidsido. Las
concentraciones del primero oscilan de 3-10% y del segundo de 4-10%.

Cuadro 1. Concentracion de glucésidos en Stevia rebaudiana Bertoni.

Estevidsido Rebaudiosido A Referencias
%
10.0 4.0 Kinghorn y Soejarto, 1985
3.1 8.6 Kolb et al., 2001
5.3 1.8 Gardana et al., 2010
9.1 3.8 Goyal et al., 2010
5.2 8.0 Woelver-Riek et al., 2010
6.1 10.1 Jiménez et al., 2010
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4.6 Determinacion de glucésidos

Diversas técnicas analiticas han sido descritas para el analisis de los
glucésidos de la stevia, la mas utilizada es la cromatografia de liquidos (HPLC
High performance liquid chromatography, por sus siglas en inglés). En el punto

5.7.7 se aborda ampliamente este aspecto.
4.7 Utilizacién de glucosidos de la stevia

Los extractos de las hojas de esta planta estan disponibles comercialmente en
Japon, Corea, China y América del sur, donde se han utilizado durante varios afios
para endulzar bebidas (Koyama et al., 2003). En los Estados Unidos, el polvo de
hojas de stevia y sus extractos se utilizan solo como suplemento dietético y como
producto del cuidado de la piel (Wolwer y Rieck, 2012). Desde diciembre de 2008,
la FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) declaro como

seguros para su consumo al esteviosido y al rebaudiosido A.

La stevia es el edulcorante mas utilizado en el mercado Coreano y Japonés.
Durante los ultimos 20 afios, millones de consumidores japoneses han utilizado el
extracto de stevia como un edulcorante seguro, para salsas, confites, gaseosas y

pastas de dientes (Kinghorn y Soejarto, 1985; Geuns, 2003).
4.8 Beneficios para la salud

En 2007, Pol y Hohnovai, destacan al esteviésido para el tratamiento de
personas con diabetes mellitus, obesidad, hipertension y en la prevencion contra
la caries. Kapica et al., 2014 evalud los extractos de la stevia contra soluciones de
sacarosa con objeto de determinar el efecto sobre las variables que fomentan la
formacion de caries dental en pacientes cooperantes, los autores llegaron a la
conclusién de que los extractos de stevia pueden considerarse idoneos para la

salud dental.
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El estudio de Gregersen et al., 2004 demostré que alimentos suplementados
con 1 g de estevidsido en personas con diabetes tipo Il era capaz de reducir los
niveles de glucosa en sangre en aproximadamente 18%. Ademas, se han
comprobado los efectos antioxidantes de las hojas de stevia, con altos contenidos
de acido félico y compuestos de pirogalol (Brandle et al., 1998; Kim et al., 2011;
Woelwer-Rieck, 2012).

4.9 Condiciones ambientales y agrondmicas para el cultivo de
stevia

El rendimiento de esta planta depende en gran medida de la especie y el
genotipo con la cual se esta trabajando. La temperatura 6ptima para el desarrollo
de la stevia es de 26°C y la temperatura base es de 15°C. Por debajo de 9°C se
detiene totalmente el crecimiento y por arriba de 30°C la planta traspira en mayor
cantidad y en consecuencia hay un menor rendimiento del cultivo (Alvarez et al.,
1996; Carneido, 1997; Lemus-Moncada et al., 2011). En cuanto al riego, este es
fundamental en lugares en donde la precipitacion anual es menor de 1440 mm; si
la deficiencia de agua es prolongada, la planta puede no recuperarse (Shi et al.,
2000; Singh y Rao, 2005; Casaccia y Alvarez, 2008; Lemus-Moncada et al.,
2011).

De acuerdo a investigaciones realizadas la stevia es capaz de adaptarse a
diversas condiciones ambientales (Zubiate, 2007; Mordechai et al., 2013), la
principal limitante para este cultivo es el fotoperiodo; se ha observado que la
mayor cantidad de hojas y la concentracion de glucésidos son favorecidas por los
dias largos, lo cual contribuye al aumento del desarrollo vegetativo de la planta

(Tavarini y Angelini, 2014).

En Japdn se utiliza una densidad de plantas por hectarea de 40 000 a 400 000
(Katajama, 1987). En general, una poblacion de 100 000 plantas por hectarea es
recomendable para un manejo eficiente en cuanto al control de malezas y
fertilizacion (Carneiro, 1997; Brandle y Telmer, 2007;). Cabe resaltar que los

diferentes agroecosistemas influyen en el cultivo de stevia, por lo que es
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aconsejable llevar a cabo ensayos en diversas zonas con la finalidad de
establecer una densidad adecuada de plantas en esa &rea en particular.

La floracion disminuye la cantidad de glucésidos por lo que recomiendan el
corte de la planta cinco dias antes de la aparicion de los botones florales (Funcfos,
2000; Geuns, 2012; Ceunen et al., 2013). El corte se debe realizar en todas las
plantas dejando Unicamente de dos a tres pares de hojas (5 a 8 cm de la

superficie del suelo).

La cantidad de hojas secas que pueden ser cosechadas varia de 15 a 35 g por
planta (Carneiro, 2007; Casaccia y Alvarez, 2008; Mishra et al., 2010). Serio
(2010) reporta que una plantacion de Stevia rebaudiana Bertoni en un corte puede
producir entre 1000 y 1200 kg de hojas secas por hectarea, que contienen de 60 a
70 kg de estevidsido, lo cual es un rendimiento bajo comparado con la cafia de
azucar. Sin embargo, 70 kg de estevidésido es 300 veces mas dulce que la
sacarosa y es equivalente a un rendimiento de 21 000 kg de azUcar por hectérea.

4.10 Enfermedades y plagas de la stevia

La stevia es una planta que es susceptible al ataque de patdégenos
principalmente en las hojas, lugar donde se concentran los glucésidos (Prakas et
al., 2008), razdén por cual se debe cultivar bajo las mejores condiciones posibles y

con las practicas agronémicas eficientes.

Actualmente no existen acaros o insectos que produzcan dafio econdmico que
ameriten denominarlos plagas del cultivo y que requieran un control sistematizado.
Sin embargo, se recomienda inspeccionar el cultivo para evitar dafios de pulgones
0 gusanos, ademas de hormigas cortadoras y langostas (Casaccia y Alvarez,
2008; INIFAP, 2011). A continuacion se describen las enfermedades que afectan

este cultivo:
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a) Mal del talluelo

Los sintomas principales son fallas en la emergencia o marchitamiento,
decoloracion, vuelco y finalmente muerte de las plantas, debido a la pudricién
fungica al nivel del area del cuello de las mismas, este se manifiesta por
manchones en una o varias partes. Los factores predisponentes: suelo mal tratado
o condiciones de humedad y sombra excesiva (Funcfos, 2000; Casaccia y Alvarez,
2008).

b) Marchites o pudricion violacea

El agente causal es Rhizoctonia solanani, los sintomas caracteristicos se
presentan en las hojas de las plantas recién cortadas que adquieren un color
rosado violaceo y las lesiones en el tallo y raices son hundidas y obscuras,

finalmente, las plantas se marchitan y mueren (Katayama et al., 1976).
c) Seda blanca

El hongo Sclerotium rolfii Sacc, ataca principalmente el cuello de la planta

causando marchites y muerte de la planta (Funcfos, 2000; Zubiate, 2007).
d) Podredumbre del cuello

Esta enfermedad es causada por el hongo Sclerotinia sclerotium de Bary,
afecta a las plantas de stevia en dos fases distintas en alméacigos causando la
pudricion violacea y en estado adulto afectando la base del tallo y las hojas
inferiores, dando lugar tanto a la pudricion del cuello como a la formacion de

esclerocios negros de varios tamafos.

4.11 Fenologia de la Stevia rebaudiana Bertoni

La aparicion y trasformacion de oOrganos vegetales como la germinacién,
emergencia, desarrollo vegetativo de una planta es conocida como fenologia. Un

modelo fenologico permite predecir en el tiempo un evento en el desarrollo de la
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planta. La fisiologia vegetal depende en gran medida de la temperatura y del
fotoperiodo; sin embargo, en el tropico la temperatura es la variable con mayor
influencia en el rendimiento de los cultivos (Baker y Reddy, 2001; Bonhomme,
2000; Norman et al., 2003).

Los modelos fenolégicos se clasifican en dos grupos; por un lado, los
descriptivos cuyas caracteristicas reflejan poco o nada los mecanismos causales
del comportamiento del sistema, y por otro, los modelos explicativos que se
caracterizan por tratar de establecer relaciones entre el fotoperiodo, temperatura y
humedad y su efecto en el sistema de cultivo (Hajek et al., 1976; Penning de Vries
et al., 1989). EIl célculo del tiempo térmico o grados dias de desarrollo se puede
llevar a cabo por varios métodos el mas utilizado es el simple, este se calcula
mediante la temperatura maxima y minima del dia y posteriormente se le resta la

temperatura base (Jenni et al., 1996; Confalone y Navarro, 1999).

En el cultivo de la stevia la fenologia esta determinada por el fotoperiodo, la
etapa mas importante es el momento de la aparicion de los brotes basales ya que
son fundamentales para el desarrollo de brotes axilares y posteriormente de hojas.
En Brasil, Carneiro et al., (1989) realizaron el corte a los 54 dias después de la
poda de uniformizacién, el mayor rendimiento de hojas en el estado vegetativo se
obtuvo entre 72 a 82 dias después del corte. Resultados similares son reportados
por Bonilla et al.,, (2007) en donde desarrollaron un modelo fenolégico para la
stevia en Colombia en el Valle del Cauca, al estudiar esta planta desde la siembra
con semilla hasta la senescencia; el periodo de desarrollo de la planta fue de 169

dias. Las etapas se observan en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Fenologia de la Stevia rebaudiana Bertoni en Colombia, Valle del

Cauca.

Estado de Dias después de la Duracion
desarrollo siembra dias
Emergencia 6 11
Desarrollo vegetativo 17 54
Inicio de la floracion 71 44
Fructificacion 115 54
Senescencia 169 34

4.12 Variedades

Las dos variedades mas cultivadas en Latinoamérica son la Eirete y la Morita
II. Actualmente, se busca desarrollar plantas de stevia con mayor cantidad de
glucésidos, principalmente de rebaudiosido A y de esta manera disminuir el ligero

sabor amargo del esteviésido.

En el 2005 se lanz6 oficialmente la variedad denominada Eirete que significa
muy dulce; esta se desarrollé en el Instituto Paraguayo de Tecnologia Agricola
(IPTA), que es una variedad con caracteristicas agronémicas ampliamente
superiores a la criolla. La variedad Eirete debe ser propagada asexualmente, es
decir multiplicada por esquejes. En caso de que la propagaciéon se realice por
semilla botanica, la descendencia seria muy variada en sus caracteristicas
morfologicas vy fisiologicas, debido a la segregacion genética. La variedad Eirete
florece totalmente en forma uniforme, lo cual facilita la realizacion del corte en el
momento mas oportuno. (Ministerio de Agricultura y Ganaderia — Paraguay, 2008).
Otra caracteristica es la concentracion de principios edulcorantes, Eirete presenta

7% mas de rebaudiosido A que la variedad criolla

El rendimiento potencial de la variedad Eirete obtenido en condiciones
experimentales en el IPTA, sin riego complementario, a una densidad de 100 000

plantas por hectarea en el primer afio de produccion, fue de 4990 kg ha™ (Alvarez,
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et al., 2006; Casaccia y Alvarez, 2008). En el Cuadro 3 se pueden observar los
rendimientos de stevia en las tres épocas de corte, siendo el mas productivo el
segundo con 2400 kg de hojas secas por hectéarea.

Cuadro 3. Rendimientos maximos alcanzables por la variedad Eirete, Alvarez, et

al., (2006).
Variedad Primer corte Segundo corte Tercer corte Total

kg ha™ kg ha™ afio
Eirete 929 2400 1665 4995

4.13 Requerimientos nutrimentales y fertilizacién organica

Zubiate (2007) indica que la stevia no es muy exigente en macronutrientes y
micronutrientes, recomienda que los suelos sean abonados con materia orgénica,
para evitar el uso de fertilizantes sintéticos. Sin embargo, al ser un cultivo anual
sus requerimientos nutricionales aumentan mas audn si se realizan varios cortes al

afio (Brandle et al., 1998; Casaccia y Alvarez, 2008).

Maheshwar (2005) concluyé que al aplicar 105 kg de nitrégeno ha™ es posible
obtener una producciéon de hojas secas de 3.5 toneladas por hectarea. Estudios
recientes del requerimiento de nitrdgeno en hidroponia fueron estudiadas por
Salgado et al., (2013), encuentran que la acumulacion de biomasa de Stevia
rebaudiana Bertoni es directamente proporcional a medida que se incrementa el
nivel de nitratos hasta 9 meq L™*. En esta investigacion se determind el

requerimiento interno del cultivo de 2 g de nitrégeno por planta.

De acuerdo con Prakash et al., (2008), la fertilizacion con potasio aument6 al
7% el rendimiento de la stevia, con 9% de esteviosido en hojas, lo que hace
significativo a la aplicacion de este elemento para aumentar la cantidad de
glucosidos en planta. Otras investigaciones indican que la fertilizacion quimica con
zinc y fésforo no han sido significativas (P4l et al.,, 2007); de igual manera, la
aplicacion excesiva de fosforo inhibe la absorcion de zinc en las plantas de stevia
(Das et al., 2005).
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El efecto del abono organico y quimico en el rendimiento de la stevia se ha
estudiado en parcelas experimentales en la Universidad de Qingdao, China. Los
resultados mostraron que el estiércol promueve el crecimiento de la raiz, 40 dias
después del trasplante, en comparacion con el cultivo con fertilizantes quimicos.
Asi mismo; la fertilizacion organica mejora la actividad de la raiz y aumenta la tasa
fotosintética en la etapa de crecimiento vegetativo, asi como la biomasa de la
stevia (Xiangyang Liu et al., 2011). Yang et al., 2013 observaron que el cultivo
organico en comparacion a los fertilizantes sintéticos obtuvo mas esteviésido, en

relacion con el rebaudiosido A.
4.14 Concentracién nutrimental de las hojas de stevia

Las plantas sintetizan sus compuestos metabdlicos y estructurales con
nutrimentos quimicos que se encuentran en concentraciones de 2% a 10% del
peso seco Yy ejercen una influencia vital sobre el crecimiento. Se han aislado 17
elementos considerados esenciales y se clasifican por su cantidad en
macronutrimentos y micronutrimentos. En el Cuadro 4 se ilustran estos con las

concentraciones y su forma de absorcion en la mayoria de las plantas superiores.

Diversos estudios corroboran que el aspecto nutrimental de los cultivos influye
en su capacidad productiva. Utumi et al., (1998) al someter a deficiencias a la
stevia concluyé que los sintomas visuales son similares a la mayoria de las
especies vegetales, ademas que las deficiencias de N, P y Mg disminuyen el
rendimiento de hojas secas; las deficiencias de K, Ca y S disminuyen la

concentracion de glucdsidos.
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Cuadro 4. Elementos esenciales en plantas superiores y sus concentraciones

promedio (Salisbury y Ross, 1994).

Elemento Simbolo Forma disponible Concentraciones en tejido seco
al vegetal mg kg™
Molibdeno Mo MoO,> 0.1
Niquel Ni Ni?* 6
Cobre Cu cu®, cu?® 6
Zinc Zn Zn* 20
Manganeso Mn Mn?* 50
Boro B H3;BO5 20
Hierro Fe Fe®", Fe?" 100
Cloro Cl Cr 100
Azufre S S0~ 1 000
Fosforo P H,PO,, HPO,* 2 000
Magnesio Mg Mg** 2 000
Calcio Ca Ca* 5 000
Potasio K K" 10 000
Nitrégeno N NO3, NH,* 15 000
Oxigeno (@] 0, H,O 450 000
Carbono C CO, 450 000
Hidrégeno H H,O 60 000

En investigaciones realizadas en Colombia con la var. Morita mostraron que la

deficiencia de nitrdgeno causa una disminucion en el crecimiento y desarrollo de
las partes morfolégicas de la planta, principalmente en hojas, 6rgano de interés
comercial. En cuanto al fésforo, este es esencial para la formacion de los
glucofosfatos como uridin difosfato glucosa y su deficiencia disminuye la sintesis
de glucosidos diterpenos entre otros procesos metabdlicos, mientras que las
deficiencias de potasio ocasionan reduccion de ramas por planta, Jarma et al.,
(2009). En el Cuadro 5 se ilustra la concentracion nutrimental reportada por

diversos autores.
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Cuadro 5. Concentraciones nutrimentales de  macronutrimentos vy

micronutrimentos en hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.

Tavarini—  Atteh et Lena Jarma et  Utumi et
Elemento Angelini al., al., al.,
(2014) (2011) (2010) (2010) (1998)
Nitrogeno % 2.18 - 2.15 2.07 2.56
Fosforo 0.20 0.26 0.34 0.20 0.74
Potasio 2.25 1.73 3.45 0.99 4.36
Calcio - 0.82 0.61 - 0.52
Magnesio - 0.24 0.50 - 0.26
Hierro ug g™ - 366 702 i i
Cobre - 6 17 ) )
Manganeso - 30 68 - -

En lo que concierne al tallo Tavarini y Angelini, (2014) encontraron 1.13%,
0.14% y 3.0% de nitrogeno, fosforo y potasio, respectivamente. Cabe sefalar que
el tallo de la stevia no se utiliza para la extraccion de glucésidos debido a su baja

concentracion.

4.15 Agricultura organica

El compost es el resultado de la conversion de los desechos organicos
procedentes del hogar, agricultura y mercado en un material relativamente estable
llamado humus, obtenido por descomposicion aerdbica bajo condiciones
controladas, particularmente de humedad y aireacion, en el cual participan
bacterias, hongos y actinomicetos. Este material es utilizado en el cultivo de
plantas y en practicas agricolas con la finalidad de abastecer de nutrimentos y
mejorar las caracteristicas fisicas y biodiversidad ecoldgica del suelo (Gomez et
al., 1999; Pérez y Landeros, 2009). Este sistema de produccién no solo implica
fertilizar con abonos organicos, sino impulsar un cambio de paradigma y de toma
de conciencia al considerar practicas amigables con el medioambiente (Feliz et al.,
2008). Espinoza et al., (1988), sefialan que la agricultura organica es una

estrategia para el desarrollo ambiental que trata de cambiar algunas limitaciones
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encontradas en la produccion convencional. El uso de abonos organicos mas que
una nueva tecnologia es una practica que mejora el suelo y fomenta el uso de
insumos locales, que favorecen un valor agregado en la cadena de

comercializacion.

La produccién de hortalizas y frutales en parcelas organicas cada dia va en
incremento ya que cumple con las normas de calidad exigida por los
consumidores (Gomez et al., 2001; Félix et al., 2008), sin embargo, en el mundo,
la agricultura organica todavia es limitada por falta de conocimientos que se
requiere para el control de plagas y enfermedades en los cultivos, sin la utilizacién
de productos fitosanitarios, pero, para la produccién en pequefia escala es decir,
para autoconsumo, es una alternativa que puede ser facilmente adoptada por los
productores (Arrollo, 2005). Cabe resaltar que, en el cultivo de la stevia cada dia

aumenta el interés por producir esta planta organicamente.

4.15.1 Composiciéon quimica y concentracion nutrimental de

los abonos organicos

Los abonos organicos estan compuestos por un gran grupo de diversos
materiales, y se utilizan en la agricultura como mejoradores fitosanitarios y de
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, y como fuente de nutrimentos para los
cultivos (Cruz, 1982). El uso de los abonos organicos para mantener la
disponibilidad y mejorar los rendimientos de las cosechas se ha utilizado desde la
antigiiedad; entre los que mas se utlizan se encuentran los abonos verdes,
compost, lombricompost, estiércoles, y residuos de cosechas etc. (Lépez et al.,
1979; Castellanos et al., 1982). Los fertilizantes organicos poseen caracteristicas
variables principalmente en su composicidn quimica y la aplicacion constante

mejora las caracteristicas fisicas y bioldgicas de los suelos (Ruiz, 1966).

El manejo de los abonos organicos ha sido utilizado por los pequefios
agricultores incorporandolos directamente como estiércoles o desechos de frutas y
verduras producidos en su agroecosistema. En la mayoria de los cultivos, se

observa que las aplicaciones son principalmente en forma de estiércoles, esto es
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porque se obtienen respuestas favorables en el rendimiento de las cosechas
(Trinidad, 1987). Lo anterior se explica porque los estiércoles influyen en la
fertilidad fisica de los suelos como: porosidad, aireacion, capacidad de retencion
de humedad, infiltracion y estabilidad de agregados, lo que influye directamente en
el desarrollo radical y en la facilidad de la planta para adquirir agua y nutrimentos.
Ademas con la aplicacion de abonos organicos aumentan la fertilidad, hay mayor

disponibilidad nutrimental y contenido de materia organica.

Los residuos organicos contienen practicamente todos los elementos
esenciales que requieren las plantas para su desarrollo, pero para poder ser
absorbidos necesitan estar disponibles y pasar por el proceso de mineralizacion,
es decir la liberacion de nutrimentos de compuestos organicos (Fink, 1988;
Trinidad, 1999).

La composicion quimica de los abonos organicos es variable aunque en la
mayoria de los casos contiene todos los nutrimentos. En el caso de los estiércoles
esta determinada por: la especie animal, la edad, alimentacion, tipo de cama y
manejo (Cruz, 1995). La gran ventaja de los abonos organicos, en comparacion a
los fertilizantes quimicos, es que cuando se aplica por ejemplo urea o superfosfato
solo, se estan agregando uno o dos nutrimentos, en cambio, los abonos orgénicos
aportan casi todos los nutrientes esenciales, ademas de aminoacidos que pueden

ser aprovechados por la planta.

La concentracion de N, P y K en los abonos organicos es relativamente
variable y la suma de todos ellos raramente excede el 10% del peso seco de los
estiércoles. Castellanos (1982) determiné que la concentracién quimica de los
abonos organicos es efecto del manejo y la nutricién de los animales. El nitrdgeno
tiende a ser el elemento esencial mas importante en los abonos organicos por su
mineralizacién y su movilidad; los factores que controlan la disponibilidad de
nitrogeno en los estiércoles son: a) la concentracion de N en el abono b) la
distribucion de N entre formas organicas e inorganicas y c) la velocidad de la

mineralizacién del abono orgénico.
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El fésforo de los estiércoles es mucho menos soluble que el potasio, cerca del
30% de su totalidad se encuentra en forma orgénica, el 25% en forma soluble en
agua y un 45% se encuentra formando minerales inorganicos insolubles (Ruiz,
1966).

4.15.2 Tasa de mineralizacion de algunos estiércoles

Los elementos como el nitrégeno, fésforo y azufre que se encuentran
formando parte de las estructuras organicas de los abonos, deben de pasar por un
proceso de mineralizaciéon para poder ser absorbidos por las plantas.

La mineralizacion de los abonos organicos se expresa en forma progresiva en
su primera aplicacién, por ejemplo, en la descomposicién del nitrégeno organico el
30% se libera en el primer afio, 10% el segundo y 5% el tercero. De esta manera
el efecto residual del abono organico se prolonga a través del tiempo en

comparacion a los fertilizantes quimicos (Pratt et al., 1973).

La descomposicion de cualquier abono orgénico es afectada por la cantidad
de microorganismos del suelo, la temperatura, humedad y la composicion del
material (Pratt et al., 1973).

Gallinaza

Cuando se habla de gallinaza se refiere a los excrementos de las gallinas, con
0 sin los materiales que se utilizan como camas en los establecimientos; este
material es un abono con alto contenido nutrimental y de composicion
heterogénea (Labrador, 2001; Garret, 2004), debido a la alimentacién de las aves

y a los materiales empleados en las camas utilizadas en los gallineros.

En lugares en donde la gallinaza se utiliza como fertilizante orgénico,
primeramente se dejan compostear los materiales con una relacion C/N alta;
durante 2 a 3 meses de compostaje se obtiene el compost y de esta manera se

equilibra su composicién convirtiéndolo en un material con una relacion C/N baja
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(10-15). Este proceso se debe de realizar con cuidado debido a que un manejo
inadecuado puede producir pérdidas de nitrégeno.

Martinez (1977) menciona que aquellas hortalizas que requieren niveles
elevados de nitrégeno se benefician con la fertilizacion de la gallinaza,
recomendandolo para las hortalizas como las coles y lechugas con aplicaciones
de 11 a 16 t ha™, no asi para el cultivo del tomate, pimiento y calabaza donde
recomiendan cantidades moderadas, de 2.5 a 5 t ha™, debido a que una alta
cantidad de nitrdgeno puede producir un exceso de tallos y hojas con poca

fructificacion.

El estudio de la gallinaza como enmienda agricola ha sido estudiado por
Orozco et al., (1999), quienes concluyen que este abono elevo el pH del suelo
debido a la alta concentracion de calcio e incremento la capacidad amortiguadora
del mismo. En cuanto a la fertilizacién de arboles frutales, la gallinaza mostré que
influye en la floracion y en el rendimiento de los frutos asi como en la
concentracion nutrimental de las hojas (Peralta et al., 2014). Por lo anterior, en

esta investigacion se utilizé gallinaza como fuente organica.
Lombricompost

Es un abono organico resultado de las excretas de las lombrices, es de gran
uniformidad y de buen contenido nutrimental, excelente estructura, densidad,
porosidad, aireacion y capacidad de retencion de humedad (Soto y Munos, 2002;
Salazar, 1999), segun el analisis nutrimental el humus de lombriz presenta hasta
un 5% de nitrogeno, fésforo y potasio; 4% de calcio y un pH entre 7 a 7.5
(Fernandez, 1986; Hernandez y Cruz, 1993). La lombricompost contiene elevada
carga enzimatica y bacteriana que incrementa la solubilidad de los elementos
nutritivos, liberandolos en forma paulatina, lo que facilita la absorcion por las

raices y disminuye la lixiviacion (Martinez, 1996; Atiyeh et al., 2000).

Aunado a lo anterior, los &cidos humicos y fulvicos que contiene este abono

mejoran las caracteristicas quimicas de los suelos. Ademas contiene hormonas
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que favorecen el crecimiento vegetal. Ultimamente se ha estudiado a la
lombricompost para el control de patégenos del suelo, por lo que no solo aporta
nutrimentos si no también controla hongos y nematodos que afectan a los cultivos
(Romero, 1997).

Se ha demostrado que la lombricompost mejora las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas del sustrato original (Castillo et al., 2000; Rodriguez et al.,
2012). Estos resultados, demuestran las bondades que se presentan al utilizar
lombricompost como sustrato, favoreciendo el crecimiento de los cultivos tanto en
vivero o invernadero (Hernandez-Valencia, 1999; Saeker et al., 2012). Por las
caracteristicas anteriores y por el impulso que se pretende dar para que
pequefios productores composteen residuos organicos via el lombricompostaje se

utilizé el lombricompost en este estudio.
4.16 Sustratos

El sustrato es todo material sélido organico o mineral, distinto al suelo, que
colocado dentro de una maceta permite el anclaje del sistema radical (Abad, 1991;
Abad y Noguera, 1998). Puede ser un material activo como abonos organicos o
inertes como tezontle. Cuando la finalidad es producir una planta horticola, es
conveniente utilizar una mezcla de sustratos para encontrar las mejores
propiedades, fisicas, quimicas y biolégicas, ademas de disminuir el costo del
sustrato (Abad et al., 1993).

Los sustratos pueden proporcionarle al cultivo, ademas de soporte,
nutrimentos, y un mejor control de los factores relacionados al sistema radical de
la planta. La cantidad del sustrato depende del cultivo, tamafio de la maceta y
sistemas de riego para el manejo de las soluciones nutritivas o del agua. Las
funciones de un sustrato segun De Boodt (1975) y Bastida (2002) son el de
proporcionar agua al sistema radical y nutrimentos necesarios ademas de oxigeno

y anclaje para la raiz.
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Los materiales utilizados como sustratos para una gran variedad de cultivos,
pueden ser mezclados o solo un material. Para el cultivo de las plantas la eleccion
del material depende de su disponibilidad, costo y finalidad de la produccion (Bunt,
1998).

4.16.1 Propiedades de los sustratos

En un sustrato las propiedades fisicas tienden a ser las mas importantes,
debido a que no se pueden modificar una vez que ha sido establecido el cultivo
(Raviv et al., 1986); las particulas solidas y los espacios libres constituyen al

sustrato.

La porosidad de un sustrato es el porcentaje de su volumen que no se
encuentra ocupado por particulas sélidas, es decir, es el volumen de poros (aire o
agua) y el volumen total que ocupa el sustrato en la maceta (Bett, 2005; Gonzales
et al., 2005). La variacion de la porosidad se encuentra en intervalos de 30 a 95%
en la mayoria de los materiales utilizados; pero el valor 6ptimo se encuentra entre
80 y 85% (De Boodt y Verdonck, 1972; Verdonck et al., 1984; Bunt, 1988; Abad et
al., 1993; Ansorena, 1994).

Los sustratos con particulas de mayor didmetro requieren un riego mas
frecuente ya que gran parte de los poros estan ocupados por aire, en cambio los
poros pequeios retienen mayor volumen de agua, por lo tanto, la frecuencia de
riego es menor. Asi también el diametro de las particulas y su distribucion
determinan la capacidad de retencion de humedad y el flujo del agua dentro del
sustrato que es muy importante para el desarrollo del cultivo (Baber et al., 1991;
Adler, 1992; Terés et al., 1995).

La densidad del sustrato es la relacion entre la masa en peso seco y el
volumen en humedo (Bunt, 1988). El intervalo de la densidad de los sustratos es
de 0.03 g cm™ a 0.8 g cm™ donde las densidades mas bajas corresponden a los
materiales organicos (Abad y Noguera, 1998). Las densidades éptimas para los

sustratos mencionadas por Abad et al. (1993) son de 0.6 g cm™ hasta 1.13 g cm™®,
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en donde se observa el mejor crecimiento radical y de la parte aérea de las
plantas. Los abonos orgénicos disminuyen la densidad de los sustratos, por lo que
es recomendable combinarlas con materiales inorganicos con particulas de mayor

didmetro para elevar la densidad y obtener mejor aireacion y movimiento del agua.

Las propiedades quimicas de los sustratos se caracterizan por proveer a las
plantas de nutrimentos en concentraciones adecuadas durante su crecimiento. Los
materiales organicos ademas de mejorar las propiedades fisicas son fuente de
nutrimentos para las plantas, contribuyen en la formacion y presencia de
sustancias humicas, asi también, son de importancia el pH y la salinidad. La
conductividad eléctrica, es decir, la presencia de sales es determinante para las
plantas por arriba de 2 dS m™, ya que las plantas se ven afectadas y disminuyen
su rendimiento, por esta razon los abonos organicos no pueden ser utilizados
como sustratos Unicos y se debe de tener precaucion debido a que altas dosis
afectan el rendimiento de la planta (Eghball et al., 2000; Rosen y Bierman, 2005).
En esta investigacion se combinaron mezclas de gallinaza, lombricompost,
tezontle y suelo para propiciar un medio adecuado del crecimiento de las plantas

de stevia.

Los desechos urbanos podrian ser una alternativa en el empleo como
sustratos y de esta manera mejorar las propiedades biologicas del medio de
crecimiento, ademas de esta forma mitigar la acumulacion de residuos que

pueden causar un efecto negativo en el ambiente (Capistran et al., 2001).

Los sustratos organicos se deben utilizar en cantidades adecuadas para que
los microorganismos no compitan con las plantas por oxigeno y nutrimentos;
ademas altas cantidades de sustratos organicos pueden aumentar la
conductividad eléctrica disminuyendo el rendimiento y en algunos casos
ocasionando la muerte de la planta; por esta razén los materiales organicos no
pueden ser utilizados en un 100% como medio de crecimiento. En cambio estos
mejoran la retencion de humedad y pueden ser utilizados como mecanismos de
control biolégico para algunas enfermedades (Hoitink et al., 1991; Boehm et al.,
1997).
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V. Materiales y métodos

5.1 Ubicacion del experimento

El estudio se realiz6 en el invernadero de la LPI 4 en el Campus Montecillo del
Colegio de Postgraduados, estado de Meéxico. El invernadero esta ubicado
geograficamente a 19° 29’ LN y 98° 53’ LO, a una altitud de 2250 metros (INEGI,
2010). La investigacion se desarroll6 de mayo a agosto de 2014. La variacion de la
temperatura maxima y minima durante el desarrollo del experimento se presenta
en la Figura 4.
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Figura 4. Variacion de la temperatura maxima y minima durante el ciclo del cultivo
(29 de mayo al 9 de agosto del 2014).
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5.2 Material vegetal

Se utilizaron plantas de Stevia rebaudiana Bertoni, de la variedad Eirete,
introducida desde su centro de origen, Paraguay, por el M.C. Alfonzo Muratalla en
2008. Este material se reprodujo al inicio por semilla. La variedad se caracteriza
por la resistencia a enfermedades y por tener rendimientos superiores a la
variedad nativa, con un rendimiento potencial de 4995 kg ha’ en un afio de
cultivo, para una densidad de siembra de 100 000 plantas ha® (Casaccia y
Alvarez, 2008). Para esta investigacion el material se multiplico asexualmente de

plantas madres plenamente caracterizadas.
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5.3 Manejo del cultivo

El trasplante de los esquejes se realizé el 15 mayo con una planta por maceta;
primeramente se observo que las plantas se establecieran de manera que no
hubiera ninguna pérdida que podria afectar la investigacion. Una vez que las
plantas se adaptaron al medio de crecimiento (suelo + tezontle + gallinaza o
lombricompost) se realiz6 la poda de uniformizacion a 5 cm de altura de la base
del sustrato, de esta manera se aseguraba el rebrote. Se recomienda este manejo
para que las plantas puedan emitir brotes basales, ya que estas son las mas

importantes para la produccion de biomasa.

Se aplicé riego por goteo en el experimento. La cantidad de agua a aplicar se
manejo mediante una olla de evapotranspiracion donde se asume que el agua
evaporada es el equivalente a lo perdido por el cultivo. Diariamente se media el
agua evaporada, de esta forma se conocia la cantidad de agua a aplicar al
siguiente dia. Por un lado, con este sistema de riego, se reponia el agua perdida y
por otro lado, con el riego localizado, se aumento la eficiencia en la utilizacion de

este recurso, ademas de disminuir la lixiviacion de los nutrimentos.

Poda de uniformizacion Riego localizado

Figura 5. Detalles de la poda y el riego localizado.
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El agua evaporada se multiplicO por el area de la maceta. Mediante la
siguiente formula se determiné el tiempo que se debia de regar.

_Volumen Vvolumen
e = 22
Tiempo Caudal

Donde:
Q= caudal, cantidad de agua del sistema de riego.
V= Volumen requerido.

T= Tiempo a regar.

5.4 Analisis del suelo y abonos organicos

Los abonos organicos utilizados en el experimento fueron lombricompost y
gallinaza; el primero se consiguié por donacién del M. C. Rubén Zepeda Pifia
Profesor de la Universidad Autonoma Chapingo y el segundo se obtuvo del campo
experimental del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Los dos
materiales se secaron y fueron solarizados para eliminar patégenos. Los abonos
se tamizaron en malla N° 10 (2.00 mm), se homogenizaron y se tomaron muestras
representativas para conocer la concentracion nitrogeno que se realizd por el
método micro Kjeldahl (Bremmer, 1965), fésforo, potasio, calcio, magnesio y
sodio por la digestion HNO3-HCIO4 (Jackson, 1964. Los resultados se observan en

el Cuadro 6.

Cuadro 6. Concentracion nutrimental de los abonos utilizados.

Abono Nitrégeno Fosforo Potasio Calcio Magnesio Sodio
%

Gallinaza 2.14 1.14 0.76 11.55 0.64 0.20

Lombricompost 1.00 0.67 1.90 2.43 0.58 0.23

Las determinaciones analiticas en el suelo fueron las siguientes: pH (Jackson,
1976), materia organica (Jackson, 1976), nitrégeno total (Bremmer, 1965), fésforo
Olsen (Olsen y Dean, 1965), las bases intercambiables con acetato de amonio 1N
pH 7 (Chapman, 1965), y los micronutrimentos por DTPA (Lindsay y Norvell 1978).
En el Cuadro 7 se presentan los resultados de los analisis quimicos.

31



Cuadro 7. Caracteristicas quimicas del suelo.

pH CE N P K Ca Mg Na Fe Cu Mn Zn
H,O Olsen NH4OAc 1N pH7 DTPA

mmhoecm® %  mgkg* cmol kg™ mg kg'——
6.8 0.11 0.17 15 1.37 16,5 137 0.17 41 05 36 20

5.5 Descripcion de tratamientos

Con base en el analisis nutrimental del suelo, de la gallinaza, lombricompost y
la tasa de mineralizacion de estos, 36% y 20% respectivamente para 4.8 meses
de desarrollo de la planta, se disefiaron los tratamientos que consistieron en 3
dosis de cada uno de los abonos, haciendo un total de seis tratamientos. Para la
dosis media de nitrégeno se tomd en cuenta el requerimiento interno de la stevia,
2 g por planta, determinado por Salgado et al., (2013). Por lo tanto, las dosis
consistieron de 1, 2 y 4 gramos de nitrégeno por maceta que corresponden a las
dosis baja, media y alta. Como sustrato se us6é una mezcla de suelo-tezontle en la
proporcién 60:40% (v/v) mas la cantidad de abono organico que se utiliz6 como

fuente de nitrdgeno de acuerdo a los tratamientos generados.

En el Cuadro 8 se indican los tratamientos con gallinaza y lombricompost para
obtener las dosis de nitrégeno; de acuerdo a la concentracion nutrimental y su
tasa de mineralizacion se obtuvo la cantidad de estos abonos que se agregaron

por maceta. Los célculos realizados se pueden observar en el Anexo A.

Cuadro 8. Descripcion de los tratamientos.

Tratamiento g N/maceta Fuente organica AO! g/maceta
T1 1 Gallinaza 176
T2 2 Gallinaza 353
T3 4 Gallinaza 706
T4 1 Lombricompost 549
T5 2 Lombricompost 1099
T6 4 Lombricompost 2198

' Abono organico (gallinaza o lombricompost)
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5.6 Disefio experimental

Se utilizé6 un disefio experimental de blogues completamente al azar con 6
tratamientos y 4 repeticiones. La unidad experimental fue una maceta de peso
base de 10 kg (suelo—tezontle) y se le agrego la cantidad correspondiente de cada
uno de los abonos orgénicos. El sustrato y la cantidad de abono organico se
mezclaron perfectamente y se deposité en una bolsa de polietileno negro de 12 L
de capacidad con una planta de stevia la que recibi6é a la semana de establecida la
poda de uniformizacién. Dentro de cada bloque se repitid cada tratamiento para
realizar la cosecha a los 33, 43, 53 y 63 dias después del trasplante (DDT) y una
cosecha final a los 73 DDT. En el Cuadro 9 se puede observar el arreglo espacial
de los tratamientos; las fechas que se indican en el cuadro corresponden a los
tiempos de corte, para conocer concentracion del esteviésido y el rebaudiosido A
en los diferentes periodos del desarrollo vegetativo de la planta de stevia.

Cuadro 9. Arreglo espacial de los tratamientos en bloques al azar.

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4
T1 T1 T6 T6 T2 T2 T6 T6
T2 T2 T5 T5 T4 T4 T3 T3
T3 T3 T4 T4 T5 T5 T2 T2
T4 T4 T3 T3 T6 T6 T4 T4
T5 T5 T2 T2 Tl T1 T5 T5
T6 T6 T1 T1 T3 T3 T1 T1
30-Jun” 9-Ago 10-Jul  9-Ago 20-Jul  9-Ago 30-Jul 9-Ago

* Fechas de corte

5.7 Variables estudiadas

Todas las variables a excepcion de la concentracién de glucdsidos que se
determinaron en diferentes tiempos, se realizaron al término del ciclo comercial de

la planta, los métodos empleados se describen a continuacion:
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5.7.1 Numero de brotes basales y altura de planta

El conteo de brotes basales se realiz6 de manera manual antes de la cosecha

alos 73 DDT. La altura de la planta se midio con una flexdmetro desde la base del

suelo.

Cuantificacion de brotes basales Altura de planta

Figura 6. Cuantificacion de los brotes basales y altura de planta.

5.7.2 Peso fresco y seco

Las plantas fueron pesadas en peso fresco en una balanza electrénica con
una precision de centésimas de gramos (Ohaus pro SP402). Posteriormente se
dejaron secar por 48 horas a temperatura ambiente y se pesaron nuevamente

para calcular el peso seco de las hojas y de los tallos por separado.

5.7.3 Concentracién nutrimental de hojas y tallos

Para los analisis vegetales se cuantificé nitrégeno por el método micro
Kjeldahl (Bremmer, 1965). Para la determinacion de fdsforo, potasio calcio,
magnesio y micronutrimentos la digestion se realizé via humeda con HNO3-H,0;

4:1 (Westerman et al., 1990) y la cuantificacion de estos se realiz6 por absorcion
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atomica con excepcion del fésforo que se determind por colorimetria. Los

resultados se muestran en el Anexo B.
5.7.4 Absorcion y extraccion de N, Py K por la planta de stevia

Con los datos obtenidos de la concentracion nutrimental y del rendimiento del
mejor tratamiento se determind la absorcion nutrimental en hojas, tallos y en la

planta entera para los macronutrimentos primarios.
5.7.5 Propiedades fisicas de los sustratos en tratamientos

Los seis tratamientos (suelo + tezontle y abono orgéanico) utilizados en el
experimento fueron analizados en el Laboratorio de Fisica de Suelos del Campus
Montecillo del Colegio de Postgraduados. Se tomaron muestras de estos al iniciar
y finalizar la investigacion para determinar el mejor tratamiento para el crecimiento
de las plantas y para conocer la variabilidad en sus propiedades. Se determinaron:
densidad aparente (Da), porosidad de aireacion (Pa), porosidad total (Pt),
capacidad de retencion de humedad (Crt) y agua facilmente disponible (Afd) con
base en las técnicas de Ansorena (1994). Las curvas de liberacion de agua se

evaluaron por el método De Boodt et al., (1974).

5.7.6 Modelo fenoldgico y eficiencia en la utilizacion del agua
en stevia

Para el desarrollo del modelo fenolégico, con un datta logger (HOBO U12) se
tomaron datos diarios cada hora. A partir de la temperatura maxima y minima, se
obtuvo la temperatura media. Los grados dias de desarrollo con la siguiente

formula:

(3[)[)::11WAX ;:-FNHN _1'

Base

Donde:
GDD: Grados dias desarrollo.
Tmax: Temperatura maxima.

Tmin: Temperatura minima.
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Tbase: Temperatura base (15°C).

El riego se realiz6 de manera localizada con una aplicacion diaria
equivalente al agua evaporada el dia anterior. Los datos de la fenologia y el riego

se muestran en los Anexos C y D.
5.7.7 Determinacion de glucésidos en las hojas de stevia

Una de las finalidades de la quimica analitica es el uso de metodologias,
rapidas, economicas y poco contaminantes, por lo que constantemente se
reportan métodos analiticos que tienen como objetivo cumplir los puntos antes

mencionados. La busqueda de técnicas para la cuantificacion de los glucésidos se

realizd en SciFinder (https://scifinder.cas.org). A la fecha han sido publicadas
diversas metodologias analiticas para determinar glucésidos en stevia, la mas
comun es la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) (Bergs et al.,
2012). En el Cuadro 10 se muestran los métodos de extraccion de glucosidos
reportados, estos difieren en la cantidad de muestra a utilizar, el volumen vy el
disolvente de extraccion. Asi la cantidad de muestra varia de 0.25 ga 5 g y el
volumen del extractante de 10 mL hasta 50 mL. Las diferentes combinaciones dan
relaciones de masa/volumen de; 1:10, 1:40 y 1:100. Como solventes de extraccion
se han empleado metanol, agua y acetonitrilo (ACN). Ademas de las variables
anteriores, se reportan diferentes procedimientos para extraer los glucésidos de
las hojas de stevia; sonicacién (Tavarini y Angelini, 2013), extracciones a 60°C
(Bergs et al., 2012), 70°C (Kolb et al., 2001) o 100°C (Woelwer—Rieck et al., 2010)

que combinan calentamiento y agitacion.

Con la finalidad de cuidar el medio ambiente, la quimica verde promueve el
uso de disolventes poco contaminantes, por lo que en este trabajo se seleccioné el
H,O como extractante para los glucésidos, como lo propone Gonzélez et al.,
2013, Bergs et al., 2012 y Woelwer—Rieck et al., 2010. Si se parte del supuesto
gue la stevia contiene cantidades importantes de glucdsidos, seria suficiente con
pesar 0.25 g de muestra evitando el hacer diluciones, ya que ello contribuye a
incrementar el error en la medicion. Por lo que, en este trabajo se utiliz6 0.25 gy
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10 mL de agua grado HPLC, dando una relacién de masa/volumen de 1:10 como
lo proponen Bergs et al., 2012 y Gonzalez et al., 2013 pero empleando menor
cantidad de muestra, ya que estos autores utilizaron 2 g y 0.5 g de muestra,

respectivamente.

Cuadro 10. Metodologias para la extraccion de glucésidos.

Peso de Volumen del Solvente de Referencias
muestra extractante extraccion
g mL na
0.50 50 Metanol Argelini y Tavarini, 2013 vez
0.50 5 Agua Gonzalez et al., 2013 real
5.00 50 Metanol Afandi et al., 2013 iz
2.00 20 Agua Bergs et al., 2012 da
1.00 10 Acetonitrilo  Jimenez et al., 2010
0.25 10 Agua Woelwer—Rieck et al., 2010 a
extr

accion y dado que en el extracto de stevia ademas de los glucésidos se
encuentran otros compuestos que coeluyen y que por una parte, podrian interferir
con la cuantificacion de los analitos de interés y que por otra, disminuyen la vida
atil de la columna cromatografica, los extractos se someten a un proceso de
limpieza, denominado en inglés Clean up, mediante un cartucho de extraccién en

fase sélida (del inglés SPE, solid phase extraction).

En los métodos anteriormente descritos de limpieza difieren en los disolventes
y sus mezclas y en las cantidades empleadas para eluir los glucésidos. Para la
limpieza del extracto se utilizé el método propuesto por Bergs et al., (2012) con
una ligera modificacion ya que se us6 3 mL de metanol en lugar de 2 mL debido a

gue se obtenia una mayor recuperacion de rebaudiosido A.

Una vez realizada la limpieza de los extractos se procede a realizar el andlisis
de los glucdsidos. En el Cuadro 11 se puede observar las condiciones de los
métodos propuestos por HPLC para el andlisis de los dos principales compuestos

de la stevia. En el Cuadro se ilustra la variacion en la composicion de la fase
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movil, no asi en el flujo (1 mL/min) ni en la longitud de onda (210 nm), aunque hay
variacion en las mezclas de ACN:H,0: 80:20, 85:15 y 35:65 a pH a 2.75. Como se
muestra también en el Cuadro se utilizaron columnas C18 y amino. En este trabajo
se utilizé una columna amino y como fase movil se eligi6 ACN:H,O 80:20, ya que
utilizar una relacién 85:15 implicaba mayor costo. Es de hacer notar que al
emplear una fase mévil a la que se debe ajustar el pH implica controlarlo, de lo
contrario, el tiempo de retencion de los analitos se desplaza. Es importante
resaltar que uUnicamente Bergs et al., (2012) reportan datos para el limite de

deteccién (0.0004 mg L) y para el limite de cuantificacién (0.0038 mg L™).

Las curvas de calibracion se prepararon tomando como base lo publicado. Asi
Bergs et al, 2012 reportan de 10 mg L™ a 4800 mg L™. Con las pruebas
preliminares realizadas en este trabajo se prepararon curvas de 31 pg g™ a 134 pg
g’ para el esteviésido y de 22 pg g* a 81 pug g para el rebaudiosido A. El
anexo E muestra las curvas de calibracién tanto para el esteviésido como para el
rebaudiosido A. Los patrones primarios de glucésidos se prepararon en H,O y a
partir de estos cada punto de la curva de calibracion que se disolvié en ACN:H,0
(80:20). El acetonitrilo (ACN) y el metanol utilizados en esta investigacién fueron
grado HPLC adquiridos a J.T. Baker. Se emple6 H,O Milli-Q® (Simplicity UV). La
concentracion de los glucosidos se determind mediante factores de respuesta
preparando un estandar de la curva de calibracion cuya area era cercana al area

de la muestra a cuantificar.

De los nueve glucosidos reportados los mas importantes son el esteviosido y
rebaudiosido A. En esta investigacion estos se cuantificaron en todos los

tratamientos (6 x 4 repeticiones) y en las diferentes épocas de corte (5 épocas).

La determinacion de los glucosidos consta de: a) preparacion de la muestra, b)
extraccion de los glucésidos, c) limpieza del extracto y d) cuantificacion por HPLC.

A continuacion se indican cada uno de ellos

38



Cuadro 11. Determinacion de glucésidos por HPLC.

Fase movil Columna

Curva de calibracion

Recuperacion

Referencias

H,OapH275y  Purospher STAR RP-18 0.01- 4.8 mg mL™para (Est'y

ACN (65:35) (250 x 4.6mm)

ACN:H,O (80:20) Super Compact G.20212

(300 x 16mm)

ACN:H,0 (85:15) Luna NH2 100

(250 x 4.6mm)

ACN:H,0 (80:20) Chemcosorb 5NH2

(150 x 4.6mm)

Reb A?)

0.01-4.8 mg mL*

250 ug mL™ (Est.)

10-800 ug mL™* (Reb A)

(%)

100.99

99 (Est.)

100 (Reb A)

Bergs et al., 2012a

Bergs et al., 2012b

Woelwer—Rieck et

al., 2010

Jiménez et al.,

2010

T Estevidsido.  Rebaudiosido A.
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a)Preparacion de la muestra

Una vez realizados las mediciones para determinar el rendimiento de cada
tratamiento, las hojas de stevia se separaron de los tallos y se secaron a
temperatura ambiente. Posteriormente se molieron con un mortero y se tamizaron.
Cabe resaltar que los articulos consultados no indican el tamiz ni el tamafio de
particula que se utilizé. En esta investigacion el material se molié y se eliminé la
nervadura antes de pasarlo por un tamiz n° 70 (0.21mm), lo anterior con la
finalidad de que las particulas tengan una mayor superficie de contacto con el
extractante y en consecuencia se obtenga una mayor extraccion de glucosidos.
Es de hacer notar que seria deseable el realizar la extraccion de los glucdsidos
tamizando la muestra en mallas diferentes, con la finalidad de determinar el efecto
del tamafo de particula en la extraccion de los glucésidos, pero por el tiempo no

se realizo ese ensayo.
b) Extracciéon de los glucosidos

Como ya se comento, existen diferentes métodos para extraer los glucésidos;
los procedimientos que utilizan agitacion no mencionan la velocidad de agitacion.
Por lo que un primer ensayo consistié en determinar el tiempo de agitaciéon con un
agitador de accion reciproca. Para ello, se pesaron 0.25 g de muestra en tubos de
polipropileno de 50 mL con tapa de rosca y se adicionaron 10 mL de H,O grado
HPLC. Se probaron diferentes tiempos de agitacién: 30, 60, 90 y 120 minutos,
estos ensayos se realizaron a 220 rpm (revoluciones por minuto) en un agitador de

accion reciproca Eberbach.

Un segundo ensayo consistio en la extraccion de los glucosidos mediante
temperatura y agitacion; para lo cual se pesd 0.25 g de muestra en un tubo de
vidrio al que se le adicion6 10 mL de agua y se calenté en un block digestor a
100°C por 30 minutos. Se dejé enfriar y se trasvasé a un tubo de polipropileno y se
agité a 220 rpm por 90 minutos. Debido a que los resultados mostraron que con 90
minutos de agitacion a 220 rpm sin elevar la temperatura se obtuvo una mayor

area de pico tanto en el esteviésido y como en el rebaudiosido A, se utiliz6 como
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técnica de extraccion en esta investigacion agitacion a 220 rpm a temperatura

ambiente por 90 min.

Una vez realizado el proceso de extraccion de los glucosidos, los extractos se
filtraron en papel filtro (AHLSTROM n° 631), el filtrado se colecté en frascos de
plastico y el extracto se conservd a 4°C por un maximo de 24 horas, ya que
después de este tiempo el extracto se tornaba turbio, seguramente por efecto por
los microorganismos presentes. El siguiente paso fue la limpieza del extracto en

un cartucho de extraccion en fase soélida.
c) Limpieza del extracto de stevia

Para la extraccion en fase soélida se utilizaron cartuchos (Hypersep C18 de 200
mg/3mL). La limpieza del extracto se realizé por la metodologia descrita por Bergs
et al., (2012) con una pequefa modificacién en el volumen del eluente. Primero se
acondiciono el cartucho, para ello se agregé 3 mL de metanol y una vez que este
eluyé y sin que se secara el cartucho se adicionaron 3 mL de H,O. Posteriormente
y mediante una pipeta volumétrica se agregoé 0.5 mL del extracto de hojas de
stevia. Los compuestos coextraidos con los glucésidos se eliminaron mediante la
limpieza del cartucho, esta se realiz6 con 3 mL de agua y con 5 mL de ACN:H,0
(20:80). El cartucho se dejé secar por tres minutos y la elucién de los glucésidos
se realizo con 3 mL de metanol. El eluato se colecto en un matraz aforado de 10
mL clase A y se aforo con el mismo disolvente. En HPLC todas las muestras a
analizar se deben filtrar antes de ser inyectadas, para ello se utilizaron acrodiscos
GHP de 13 mm y de 0.45 um. El filtrado se recibi6 directamente en el vial de 1.5
mL, este se tapd con tapa pre-slit, posteriormente se colocé en el inyector

automatico del cromatoégrafo.
d) Cuantificaciéon de glucosidos por HPLC

El analisis del estevidsido y del rebaudiosido A se realiz6 en un cromatégrafo
WATERS 2956 con un detector dual UV 2487. Se empled una columna Pinnacle Il
Amino (150 x 4.6 mm, 5 um) y la precolumna correspondiente. Como fase movil se

utiliz6 ACN:H,O (80:20) a un flujo de 1ml/min. Los disolventes fueron filtrados
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empleando filtros GHP de 47 mm y 0.45 um vy degasificados en sonicador por 15
min. La temperatura del horno se mantuvo a 30 + 1°C. El volumen de inyeccién
fue de 10 pL. Para obtener datos confiables, tanto estandares como muestras se
inyectaron tres o cuatro veces, dependiendo el coeficiente de variacion de las

areas. En ninguna muestra el CV fue mayor al 1.8 %.
Preparacion de estandares

El esteviosido (98%) y el rebaudiosido A (96%) se adquirieron con Sigma-
Aldrich. La preparacion de los estandares se realiz6 por peso. Antes de pesar los
estandares se verificd con un marco de pesas que la balanza analitica estuviera
calibrada. En el anexo F se muestran los resultados obtenidos. Se prepar6é una
solucion de 568 pg g de rebaudiosido A y de 307 pg g™ de esteviésido, ambos
estandares disueltos en agua grado HPLC. A partir de estas soluciones se
prepararon las siguientes concentraciones: para el esteviésido de 31 pg g* a 134
ug g™y para el rebaudiosido A de 22 ug g* a 80 pg g, cada punto de la curva de
calibracion fue disuelto en ACN:H,O (80:20).

La cuantificacion diaria de los glucdsidos se determind mediante factores de
respuesta. Con base en el area de las muestras analizadas se preparaba un
estandar que tuviera un area cercana al area de la muestra, tomando como base
los datos previos de las curvas de calibracion. Para la concentraciéon ademés de
los factores de respuesta se considero la cantidad de muestra que se peso, el

volumen de extraccion, la alicuota del extracto y el aforo de elucién de los analitos.
Evaluaciéon de larecuperacion del rebaudiosido A

Como parte del control de calidad en la determinacién de los glucésidos se
utilizé al rebaudiosido A para determinar la recuperacion. Para ello, a partir de una
solucion de 568 ug g* se tomaron dos alicuotas de 1 mL, una se pas6 por un
cartucho de extraccion C18 siguiendo el procedimiento descrito en el inciso C. La
otra alicuota se coloc6 en un matraz de 10 mL y se aforo con metanol.

Tedricamente en ambos casos se tendria una concentracion de 56.8 pg g* de
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rebaudiosido A, ambos fueron inyectados por triplicado y se calculdé la

recuperacion con la siguiente férmula.

., _AE
Recuperacion=——3100
TD

Donde:
AEsre: Area estandar eluido por cartucho C18 (SFE, solid phase extraction).

Asto: Area de estandar.

5.8 Control de Calidad en las mediciones analiticas

Como parte del control de calidad de los analisis realizados se incluyeron
paralelamente en los analisis materiales de referencia: dos materiales de control
de calidad de los Programas de Intercomparacion de México (ISP-23, ISP-24),
de Holanda (IPE-2002 e IPE-2003) y un material de referencia certificado de
hojas de espinaca SRM1515a procedente de Instituto Nacional de Metrologia de

Estados Unidos (NIST del inglés, National Institute of Standards and Technology).
5.9 Analisis estadistico

A las variables agrondémicas: altura de planta, brotes basales, peso seco y
fresco, se les realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y clasificacion de medias
mediante la comparacion de Tukey (P>0.05) utilizando el programa Statistical
Analysis System software, version 9.2 (SAS Institute Inc., 2007).

Para el andlisis de glucosidos se utilizé el modelo lineal y cuadréatica para
saber la tendencia general de los resultados y conocer el efecto de los

tratamientos de nitrégeno de los abonos organicos en las variables evaluadas.
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VI. Resultados y Discusion

6.1 Variables Agronémicas

En el Cuadro 12 se muestra el efecto de los tratamientos sobre altura de
planta, brotes basales y biomasa (peso fresco y peso seco), se encontrd
diferencias significativas (P>0.05) en las dos Ultimas variables. Las plantas
alcanzaron un promedio de 39-45 cm de altura. La cosecha se realiz6 al comienzo
de la emision de flores, a los 73 dias después del trasplante (DDT), con base en

las recomendaciones agronémicas de Alvarez y Casaccia, 2008 y Carneiro, 2007.

Cuadro 12. Efecto de la gallinaza y lombricompost en la altura de planta, brotes
basales, peso fresco y peso seco.

Variables
Tratamientos g/N* Altura Brotes basales Peso fresco Peso seco
cm g/planta
Gallinaza 1 39a 4.0c 175c 58c
Gallinaza 2 44a 7.0bc 203ba 68b
Gallinaza 4 37a 3.2c 148c 48c
Lombricompost 1 45a 5.5bc 200ba 67b
Lombricompost 2 41a 8.5ab 208a 70ba
Lombricompost 4 42a 9.2a 212a 74a

Valores entre columnas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales de acuerdo a la
separacion de medias Tukey (P>0.05). ! g maceta™ de nitrégeno.

Es importante sefalar que la var. Eirete esta constituida por el genotipo de la
criolla y presenta un porte bajo llegando a alcanzar una altura maxima de 60 cm
en primavera—verano y en otofio—invierno no sobrepasa los 30 cm debido a la

disminucion del fotoperiodo (Casacia y Alvarez, 2008).

Otras investigaciones indican que la planta puede llegar a medir 120 cm en un
afio de cultivo, pero esto solamente se observa en los trabajos para el
mejoramiento genético o produccion de semillas. Sin embargo, cuando el interés

es la produccién de hojas se realizan tres a cuatro cortes por afio para obtener la
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mayor cantidad de biomasa (Carneiro et al., 1997; Mordechai et al., 2013; Tavarini
y Angelini, 2014).

El mayor numero de brotes basales se registrO en la dosis alta de
lombricompost (T6) correspondiente a la aplicacion de 4 g nitrégeno/planta, en
este tratamiento se emitieron en promedio 9 brotes basales. Cabe resaltar que,
esta etapa es la mas importante para este cultivo, debido a que cualquier estrés
(bidtico o abidtico) conduce a un menor numero de brotes. En contraste, el
tratamiento con dosis alta de gallinaza (4 g nitrégeno/planta) se obtuvo un efecto
negativo por presentar una menor cantidad de brotes, en promedio 3 brotes,
aspecto explicado por la alta liberacion de los nutrimentos debido a una
mineralizacion del 90% (Martinez, 1977; Labrador, 2001). Como se sabe, en dosis
altas la gallinaza puede ser perjudicial a muchos cultivos, y la stevia no es la
excepcion, mas aun en etapas tempranas del crecimiento vegetal, en cambio la
lombricompost con un 45% de mineralizacion tiende a una liberacion mas lenta de

los nutrimentos.

Vazquez et al., (2014) observaron aumento en el niumero de brotes basales
cuando la reproduccion de la stevia se realizé in vitro, pero al trasplantar al medio
de crecimiento final y después de la poda de uniformizacion los resultados son
similares a los obtenidos en esta investigacion de entre 4 a 13 brotes por planta.
Por lo que para aumentar los brotes basales el manejo agronémico como:
limpieza, poda, fertilizacion y cosecha son fundamentales. Lo anterior influird en la
productividad de esta planta durante los diferentes cortes anuales; como se sabe
la productividad de la stevia es de tres afios. Por lo anterior, se recomienda
realizar la cosecha a 5 cm del suelo o del sustrato de esta manera se disminuye la
mortandad de las plantas. Por otra parte, a la entrada del otofio con la disminucion
de la temperatura y el fotoperiodo se deberia dejar un brote para no perjudicar a la

stevia durante el invierno.

Ferrrera et al., 1997 y Atiyet et al.,, 1999 han reportado el efecto de la
lombricompost en el rendimiento de los cultivos, observaron el aumento en la
adsorcion nutrimental y el peso seco, sin embargo consideran que no puede ser
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utilizado como sustituto de un fertilizante quimico, principalmente por su alto costo
y la combinacién de ambos (quimicos y organicos) podria ser una de la mejores

alternativas para su utilizacion.

El efecto de diferentes abonos organicos también ha sido estudiado en tomate
(Solannun licopersicum) y los resultados indican que con la lombricompost se
obtuvo mejor rendimiento en calidad y cantidad de frutos en comparacion con
estiéercol de aves, bovino y compost, aunque no indican el tipo de compost
(Corrales et al., 2000; Estrada et al., 2005).

Al ajustar los datos del rendimiento en peso seco de las hojas de stevia a una
regresion (Figura 5) se puede observar la tendencia de la fertilizacion de la
cantidad de nitrogeno como gallinaza y lombricompost, en donde los resultados
corroboran las afirmaciones realizadas por Carneiro et al., (1989) y por Salgado et
al., (2013). En ellas el peso seco es un reflejo del numero de brotes basales en la
planta de stevia, por lo tanto, el T6 que corresponde a la dosis alta de
lombricompost (9 brotes basales por planta) es superior a los demas tratamientos

con un rendimiento de hojas secas de 19 g planta™.

En la Figura 7 se puede observar que el abono que mejores condiciones
ofrece para el caso de la stevia es la lombricompost. En cuanto a las
investigaciones realizadas con gallinaza, Cuervo et al., (2010) evaluaron este
abono en diferentes dosis y observaron que ocasiona un desbalance nutrimental
principalmente en nitrégeno al observar un menor rendimiento en los frutos de

chile guero (Capsicun annuun L.).
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Figura 7. Peso seco de hojas en dosis crecientes de nitrégeno como gallinaza y

lombricompost.

6.2 Concentracion nutrimental al final del ciclo de cultivo de la

stevia

En la Figura 8 se observa el efecto de los tratamientos y las concentraciones
en macronutrimentos en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni var Eirete. El
analisis estadistico mostr6 diferencias significativas (P>0.05) en estos. Se puede
observar que en gallinaza la concentracion de nitrégeno en las hojas (2.81%) en el
T3 (4 g planta™) fue superior estadisticamente, en comparacién a las demaés
concentraciones (2.15% a 2.30%).
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Los intervalos adecuados para la stevia en nitrdgeno sugeridas por Salgado et
al.,, (2013) y Tavarini y Angelini (2014) es de 2.11% a 2.30% este valor fue
determinado en hojas y es considerado el 6ptimo para esta planta. Los valores de
la mayoria de los tratamientos de este trabajo se encuentran dentro de lo
requerido a excepcioén del T3 (2.81%) que es una concentracion alta e inadecuada
para la stevia afectando sus desarrollos metabdlicos y llevando a un menor

rendimiento.

De Lima y Malavolta (1997) indican que deficiencias de nitrégeno en la stevia
disminuye el tamafio de las células, aumentan el grosor de las paredes reduciendo
la division celular y en consecuencia el tamafio de todas las partes morfolégicas
de la planta, Utumi et al., (1999) encontraron que las deficiencias influyen en una

inhibicion en el crecimiento de las yemas axilares de la stevia.

En cuanto a fésforo, el tratamiento T3 gallinaza (4 g/planta) es superior a los
demas tratamientos, normalmente en fésforo no se han observado sintomas
visuales de concentraciones toxicas en la mayoria de las plantas superiores. En la
stevia el fésforo es parte esencial de muchos glucofosfatos como la uridin difosfato
glucosa, molécula donadora de glucosa en la sintesis de los diterpenos glucdsidos
(Shibata et al., 1995) y entre otros, participa en la fotosintesis, respiracion y otros
procesos metabdlicos como la trasferencia de la informacidén genética. Das et al.,
(1992) realizaron investigaciones con bacterias solubilizadoras de fosforo vy

observaron un efecto positivo en el incremento de la biomasa en plantas de stevia.

Respecto al potasio el tratamiento T6 lombricompost 4 g/planta fue superior a
los demas tratamientos con una concentracion de 3.54%. El K™ es un activador de
muchas enzimas esenciales para la fotosintesis, respiracion etc. Asi como uno de
los contribuyentes del potencial osmético de las células y por lo tanto puede
afectar la presion y la turgencia de la hoja. La deficiencia de K* ocasiona

desbalances metabdlicos, como la acumulacion de compuestos nitrogenados.
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De Lima y Malavolta (1997) encontraron que deficiencias de K* en la Stevia
rebaudiana Bertoni ocasionan una menor cantidad de brotes basales y axilares por
una menor proporcion de los fotoasimilados y es probable que esté ademas

relacionado con procesos de producciéon de ATP (fosforilacién).

El calcio es esencial para las funciones estructurales en la membrana
citoplasmatica de las células y le da estabilidad a la pared celular. Deficiencias de
Ca®" provocan un menor desarrollo radical, ademas la mayor parte del calcio se
almacena en las vacuolas y suele precipitarse en forma de cristales insolubles de
oxalato. Una parte del calcio en el citosol se une a la proteina calmodulina, esta
funcidbn modifica su estructura pasando a ser activador de varias enzimas.
También tiene una funcion de segundo mensajero y en respuestas de sefales
ambientales y hormonales (White y Broadlet, 2003). En stevia deficiencias de Ca?*
pueden ocasionar necrosis apical en brotes basales y muerte descendiente y

menor contenido de esteviésido (Utumi et al., 1999).

En magnesio en la investigacion presentd diferencias significativas entre los
tratamientos, se puede ver que a medida que aumentaron las dosis de los abonos
(gallinaza y lombricompost), se incrementaron las concentraciones de Mg?* en las
hojas. La presencia del Mg?* en la molécula de clorofila es esencial ya que se
combina con la molécula de ATP lo que permite que participe en varias reacciones
como la fosforilacion para la formacion de IPP, primer compuesto isoprenoide en
la sintesis de los glucésidos de la stevia. Ademas el Mg®" activa enzimas
necesarias en el proceso de la fotosintesis, la respiracion y la formacion de DNA y
RNA (Taiz y Zriger, 2006).

En lo que corresponde a los micronutrimentos no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, sin embargo llama la atencion la
alta concentracion de manganeso en las hojas de stevia. Para corroborar se
repitieron los analisis obteniéndose valores cercanos, en promedio entre ellos, 336
mg kg™. Segun Salisbury y Ross, (2000) la concentracién en la mayoria de las
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plantas superiores del Mn** es de 50 mg kg?, y el resultado obtenido en la
investigacion podria estar asociado a que el Mn®" acta como cofactor de la
enzima prenil transferasas, geranil pirofosfato sintasa, responsable del
alargamiento de la cadena terpénica dentro de la ruta de sintesis de los glucosidos
de la stevia (Marschener, 2002; Epstein y Bloom, 2005).

El Cuadro 13 ilustra la concentraciébn nutrimental de macronutrimentos y
micronutrimentos de hojas de stevia obtenidos en esta investigacion y la
comparacién con otros autores. Los resultados reportados corresponden al
analisis de las hojas del mejor tratamiento en cuanto a la produccién de biomasa
(T6 lombricompost alta). Se puede observar que la concentracion nutrimental de
las hojas se encuentran dentro del intervalo reportado por otros autores,
solamente el manganeso se encuentra 8 veces mas respecto a la revision de
literatura (Tavarini y Angelini, 2014; Atteh et al., 2011; Lena et al., 2010; Utumi et
al., 1998).

Cuadro 13. Concentracion nutrimental de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni y
Su comparacion con otros autores.

Elemento Referencias

Datos Tavarini y Atteh Lena Utumi et al,

(2015) Angelini (2014) etal., (2011) (2010) (1998)
Nitrogeno % 2.14 2.18 - 2.15 2.56
Fosforo 0.22 0.20 0.26 0.34 0.74
Potasio 3.39 2.25 1.73 3.45 4.36
Calcio 1.76 - 0.82 0.61 0.52
Magnesio 0.64 - 0.24 0.50 0.26
Hierro ugg™ 177 . 366 702 -
Cobre 51 - 6 17 -
Zinc 38 - 20 - -
Manganeso 336 - 30 68 -

Datos (2015) corresponden a los resultados de esta investigacion.

51



En cuanto al analisis nutrimental del tallo la concentracién de nitr6geno,
fosforo y potasio se hallan dentro del intervalo reportado por Tavarini y Angelini
(2014). Sin embargo, los resultados obtenidos por Atteh et al., (2011) se
encuentran por debajo principalmente en potasio. La alta concentracion de potasio
en los tallos tendria que ser objeto de estudio en investigaciones futuras como
sustrato o fuente de fertilizacion.

Cuadro 14. Concentracion nutrimental de los tallos de Stevia rebaudiana Bertoni y

Su comparacion con otros autores.

Elemento Referencias
Datos Tavarini y Angelini Atteh et al.,
(2015) (2014) (2011)
Nitrégeno % 1.44 0.88 -
Fosforo 0.15 0.17 0.12
Potasio 3.23 3.19 1.85

Datos (2015) corresponden a los resultados de esta investigacion

6.3 Concentracion nutrimental durante el ciclo de cultivo

En la Figura 9 se ilustra la concentracién nutrimental durante el ciclo de
desarrollo de la Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete. En el tratamiento T6, dosis
alta de lombricompost, se obtuvieron los mejores rendimientos en la produccion de
biomasa. La concentraciéon méaxima de nitrégeno fue de 3.60% a los 33 DDT vy al
trascurrir el ciclo de cultivo se estabilizo a los 63 dias en 2.14%. En esta etapa
cercana a la floracion se detiene el crecimiento vegetativo y la planta comienza a
redirigir los fotoasimilados para la siguiente etapa fenol6gica. Comportamientos
similares se observan con fosforo y potasio. En estos nutrimentos la mayor

concentracion se observa en las primeras etapas de crecimiento vegetal.
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Bertoni.
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La mayor acumulacion de calcio se observé al momento de la cosecha, este
nutrimento se acumula en las paredes celulares de la planta y su concentracion al
inicio del crecimiento es bajo y aumenta conforme avanza el ciclo del cultivo. El
Ca®" ha atraido interés por su funcién como segundo mensajero en la conduccién
de sefiales, entre el ambiente y la respuesta de la planta en términos de
crecimiento y desarrollo, en esta funcién el Ca*™ se une a la calmodulina proteina

localizada en el citosol de las células vegetales (Hanson, 1984).
6.4 Absorcion nutrimental en stevia

La nutricion de los cultivos requiere el conocimiento de la absorcion y
extraccion de nutrimentos en el 6rgano cosechable para llevar a cabo un buen
manejo del cultivo y obtener un rendimiento deseado. Es importante mencionar la
diferencia entre absorcion y extraccion, en términos agronémicos, por la primera
se entiende por la cantidad de nutrimentos que requiere la planta durante su ciclo
de desarrollo hasta el momento de la cosecha, otros autores lo describen como
requerimiento interno (Etchevers, 1999), pero la segunda es la cantidad de
nutrimento que se acumula en el producto de interés econémico u Organo
cosechable como por ejemplo; granos, frutos y hojas. La diferencia entre estos
términos es con la finalidad de realizar una adecuada fertilizacion, sin exceder la
dosis para aplicar lo que requiere el cultivo. En este trabajo se tomé en cuenta la

eficiencia del uso del fertilizante para determinar la adecuada fertilizacion.

La absorcion de los nutrimentos es la relacion entre la concentracion
nutrimental y el peso seco por 6rgano vegetal en los estados fenolbgicos, y esta
depende de la variedad, las condiciones fisicas y quimicas del suelo, sustrato o
medio de crecimiento. Con los datos del rendimiento de la planta de stevia, de los
tallos y las hojas se calculé la absorciébn de N, P y K mediante la siguiente

féormula;
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Organo vegetal (g) * Concentracion nutrimental (%)
100

Absorcion=

Por las razones descritas anteriormente se ha separado la absorcion y la
extraccion de nutrimentos. Debido que en esta planta el producto de interés
econémico son las hojas, los tallos no son utilizados debido a la baja
concentracion de glucosidos, pero podrian ser utilizados como cobertura y asi
devolver al suelo los nutrimentos presentes en sus tejidos, contribuyendo también

a mejorar las propiedades fisicas y biolégicas de los suelos.

Los resultados de la absorcion nutrimental se ilustran en el Cuadro 15, estos
se calcularon con los datos del mejor tratamiento (T6) lombricompost 4 g de
nitrégeno planta’. El célculo se realiz6 por érgano vegetal considerando la
produccion de biomasa y la concentracion nutrimental a los 73 dias después del

trasplante en forma separada a manera de obtener datos mas objetivos:

Cuadro 15. Absorcion nutrimental de la Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete a los
73 DDT.

Organo vegetal Nitrogeno Fosforo Potasio
g planta *

Hojas 0.47 0.04 0.78

Tallos 0.63 0.08 1.78

Planta entera 1.22 0.14 2.91

En el Cuadro 16 se muestra la extraccion de N, P y K de la Stevia rebaudiana
Bertoni var. Eirete en hojas para producir una tonelada de biomasa seca total y su
comparacion con otras investigaciones. Se observa que la mayor variacion se da
en potasio comparados principalmente con los resultados obtenidos con Jarma et
al., (2010). El calculo de la extraccion nutrimental se realiz6 con base a un

rendimiento de una tonelada para poder comparar con los demas autores.
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Dado que en la stevia el producto de interés econémico son las hojas por la
concentracion de glucésidos, en el tallo la cantidad presente es relativamente baja

por lo que no es considerado en la cosecha.

Cuadro 16. Extraccion de N, P y K por tonelada de biomasa total de hojas de

Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete.

Autores—pais Nitrogeno Fosforo Potasio
kg t*

De Lima et al., 1997 (Brasil) 19 2.7 17

Jarma et al., 2010 (Colombia) 21 2.8 10

Tavarini y Angelini, 2014 (Italia) 16 1.9 28

Investigacion 2015 (México) 21 2.2 40

6.5 Fenologia de la stevia

Los modelos de simulacion en la agricultura son ampliamente utilizados como
herramientas para la toma de decisiones en manejo de los cultivos. La duracion
del periodo térmico del cultivo de la stevia calculado en funcion de la temperatura
maxima y la minima, es decir sus grados dias desarrollo, se realizé6 mediante las
temperaturas diarias monitoreadas cada hora para conocer la interaccién del

ambiente con el rendimiento (Brisson et al., 2003).

En la Figura 10 se observa la variacién de la temperatura media para el
céalculo de los grados dias desarrollo. La temperatura base para la stevia es de
15°C (Alvarez y Casaccia, 2008), momento en el cual acelera sus procesos de
absorcion, trasporte y asimilacion de los nutrimentos para llegar a su 6ptimo

desarrollo y alcanzar altos rendimientos.
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Figura 10. Temperatura media durante el ciclo fenoldgico de la stevia.

En el Cuadro 17 se ilustran las etapas del desarrollo de la planta, la duracion en
dias y la energia requerida para completar la etapa fenolégica (GDD). Los
resultados obtenidos en dias coinciden con lo publicado por Carneiro et al., (1989)
en Maringa, Brasil y con Bonilla et al., (2007) en Valle del Cauca, Colombia. La
importancia en la determinacion de los grados dias desarrollo es que permite
tomar decisiones en diferentes condiciones ambientales, ya que al conocer la
cantidad de energia requerida por la stevia, para completar su desarrollo
fenologico, se pueden realizar practicas agronomicas y planes de manejo en los
cultivos independientemente del lugar donde se cultive la planta, con la finalidad

de alcanzar mejores rendimientos Hajek et al., (1976).

Cuadro 17. Estados fenoldgicos de la Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete.

Estado de desarrollo Lamina de riego Duracion GDD!
cm Dias °C
Emergencia 15 7 0
Emergencia - brotacién 2.1 10 71
Brotacion — Dv? 6.2 56 128
Dv - cosecha 13.8 73 604

! Grados dias desarrollo. “Desarrollo vegetativo
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En la Figura 11 se puede observar el desarrollo fenolégico del cultivo de la
Stevia rebaudina Bertoni var. Eirete en sus diferentes etapas desde la emergencia
hasta llegar a la cosecha utilizando la funcion inversa. Se muestra que el periodo
con mayor desarrollo es el vegetativo, ademas la cosecha se realiza al comienzo

de la aparicién de los botones florales para evitar la disminucién de los glucésidos

en las hojas.
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Figura 11. Fenologia de la Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete.

6.6 Uso del agua en stevia

La eficiencia del agua en la agricultura tiende a ser uno de los mas grandes
desafios en la mayoria de los paises del mundo (Rijsberman et al., 2006). Este
recurso es vital para el desarrollo de todos procesos fisicos, quimicos y biolégicos

en el suelo y en la planta.

Hoy en dia la produccién de alimentos tiene como objetivo integrar todos los
componentes del agroecosistema, en especial hacer un uso eficiente del agua,

aumentar los rendimientos de los cultivos sin contaminar los suelos y los mantos
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fredticos con el uso excesivo de fertilizantes y agroquimicos. Una de las
estrategias es la de cuantificar el uso del agua a través del estudio de las
funciones de la produccion de biomasa (Molden et al., 2003).

De acuerdo al riego acumulado durante el experimento y el rendimiento
maximo alcanzado por el tratamiento 6 lombricompost con 4 g nitrégeno planta™
se establecid el uso del agua (Cuadro 18), esta es el cociente entre la produccién
y el volumen de agua de riego aplicado expresada en térmicos productivos (kg m’
%, y es un indicador agronémico importante en areas con recursos hidricos

limitados.

Cuadro 18. Uso del agua para el cultivo de Stevia rebaudiana Bertoni var. Eirete.

Cultivo Rendimiento Volumen agua Productividad del agua
kg planta ™ m’ kg m°
Stevia 0.0198575 0.0000138 1439

Conforme al resultado obtenido (Cuadro 17) se necesita un m® de agua para
producir dos kg de hojas de stevia. Comparando la eficiencia del uso del agua con
otros cultivos como tomate, pimiento, cultivadas en invernaderos el rendimiento
tiende a ser alto, sin embargo con un manejo eficiente de este recurso como se

realizo en esta investigacion se puede llegar a los objetivos propuestos.

La eficiencia en el uso de agua de los cultivos horticolas en invernadero es
considerablemente mas elevado que los cultivados al aire libre debido al clima, ya
que dentro del invernadero aumenta la demanda de agua por una mayor
evapotranspiracion de las plantas. Por ejemplo, la productividad del agua en
tomate al aire libre es considerablemente inferior (50%) en comparacién a la

cultivada en invernadero debido al efecto ya comentado del clima.
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6.7 Propiedades fisicas de los sustratos

Los resultados de la caracterizacion fisica de los sustratos utilizados al iniciar
la investigacion se observan en el Cuadro 19, en donde no hay diferencias
significativas entre las propiedades estudiadas. En los tratamientos se puede
observar que la densidad aparente disminuye con el aumento de las dosis de los
abonos organicos, aspecto también observado por Abad y Noguera (1998). Como
se sabe la densidad tiene influencia en la penetracion de las raices de las plantas,
al respecto varias investigaciones reportan que conforme aumenta la densidad
aparente del suelo, la penetracion de las raices disminuye y es mas notorio por
arriba de 1.3 g cm™ para la mayoria de los cultivos (Flocker et al., 1960; Tackett y
Pearson, 1964). Si la finalidad es la produccion en macetas se recomiendan
valores de densidad aparente por arriba de 0.5 g cm™ (Abad, 1995) para evitar el
acame por el viento o por el mismo peso de la planta. Resultados similares fueron
encontrados por Chen et al., (1980); Vargas, (2007) y Campos et al., (2012).

Cuadro 19. Propiedades fisicas de los sustratos al iniciar la investigacion.

Sustrato Variables
g/N' Pt Pa Crh Da Afd Ar And
% gcm? cm

Gallinaza 1 52 17 43 1.19 8.6 3.2 12.7
Gallinaza 2 48 16 48 1.08 10.2 3.7 11.1
Gallinaza 4 52 21 50 1.02 11.6 19 23.1
Lombricompost 1 48 17 46 1.13 12.1 5.1 9.3
Lombricompost 2 46 15 46 1.18 14.6 55 6.3
Lombricompost 4 51 17 49 1.02 14.7 4.1 9.0

Pt. porosidad total, Pa: porosidad de aireacion, Crh: Capacidad de retencién de humedad, Da:
Densidad aparente, Afd: Agua facilmente disponible, Ar: Agua retenida, And: agua no disponible.
' g maceta™ de nitrégeno

La porosidad total en un sustrato, es el volumen total no ocupado por la fase
sélida, es decir la parte que no esta ocupada por particulas organicas ni minerales

(Martinez, 1992). Los valores al iniciar el experimento oscilaron entre 46% y 52%.
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Teniendo en cuenta el intervalo éptimo, 60% — 80% para los sustratos de acuerdo
a Raviv et al., (2002) todos los tratamientos se encuentran ligeramente por debajo.
Es importante mencionar que la porosidad total en una alta proporcion no implica
una buena estructura sino que es necesario conocer la relacion entre la porosidad
gue se encarga de alojar el agua de riego y la drenada, asi también del aire que
proporciona a las raices de las plantas (Abad y Noguera, 2000). Sin embargo la
porosidad de aireacion (Pa) optima es de 10% a 30% en volumen segun Abad et
al., (1993). En los sustratos la Pa se encuentran dentro de los intervalos
mencionados como los mejores para el desarrollo de los cultivos. Como se sabe,
en un suelo bien aireado el sistema radical crece en forma vigorosa y desarrolla
mayor cantidad de raicillas, estas son las mayores responsables de la absorcion
de agua y nutrimentos, si la aireacion del sustrato disminuye los pelos radicales
son incapaces de desarrollarse y se forman raices poco ramificadas, gruesas y
cortas.

En lo que se refiere a la capacidad de retencion de humedad (Crh),
practicamente no hubo variacidén entre los tratamientos al inicio de la investigacion,
valores similares son reportados por Prasad y Ni Chualdin (2004) quienes
mencionan que la (Crh) aumenta a medida que disminuye el tamafio de las
particulas, por lo cual esta muy asociada con la densidad aparente del medio de
crecimiento. Asi cuando el porcentaje de esta variable es menor, las plantas

deben de realizar un mayor esfuerzo para adquirir los nutrimentos.

El agua facilmente disponible presento valores similares entre los dos abonos
organicos pero se encuentran por debajo de los considerados éptimos por Abad et
al., (1993) con un intervalo de 20% a 30% en volumen, sin embargo valores
similares son reportados por Chen et al., 1980 y Wallach et al., 1992. Para el agua
retenida o de reserva solo los tratamientos con lombricompost se encuentran
dentro de los rangos Optimos, resultados similares son reportados por Cruz et al.,
(2010).

Los resultados al finalizar la investigacion pueden ser observados en el

Cuadro 20, y practicamente no tuvieron variaciones con excepcion de la capacidad
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de retencion de humedad (Crh) y el agua facilmente disponible (Afd) que estan
estrechamente relacionados con la concentracion de materia organica que tiende
a disminuir a través del tiempo.

Cuadro 20. Propiedades fisicas de los sustratos al finalizar la investigacion.

Sustrato Variables
g/N' Pt Pa Crh Da Afd Ar And
% gcm? cm

Gallinaza 1 52 17 43 1.19 9.5 0.9 9.7
Gallinaza 2 48 16 48 1.08 11.6 5.1 9.1
Gallinaza 4 52 21 50 1.02 14.7 4.8 17.0
Lombricompost 1 48 17 46 1.13 10.2 4.4 6.3
Lombricompost 2 46 15 46 1.18 13.2 2.3 4.3
Lombricompost 4 51 17 49 1.02 14.4 3.8 7.0

Pt. porosidad total, Pa: porosidad de aireacion, Crh: Capacidad de retencién de humedad, Da:
Densidad aparente, Afd: Agua facilmente disponible, Ar: Agua retenida, And: agua no disponible.
! g/maceta de nitrégeno

En la Figura 12 se muestra el contraste de la porosidad total, porosidad de
aireacion y retencion de humedad de los sustratos al iniciar y finalizar el
experimento, se puede observar que en la porosidad de aireacién y la porosidad
total, la variacion no fue significativa. Como ya se mencion0, en investigaciones
similares Bragg y Chambers, (1998) encontraron que las propiedades fisicas que
menos cambios presentan a través del tiempo son las dos citadas anteriormente.
La retenciéon de humedad fue el Unico parametro que disminuyd al término de la
investigacion; esta propiedad se relaciona muy estrechamente con el porcentaje
de materia organica que tiende a disminuir con el tiempo por la mineralizacion o
por la lixiviacion de los abonos. Al respecto Ndegwa et al., (2000) y Hashemimajd
et al., (2004), sefialan que los abonos organicos incrementan la retencion del agua
pero su efecto se mantiene por corto tiempo. En el experimento desarrollado la
disminucién puede atribuirse a la mineralizacién de los abonos, ya que el agua se

suministroé apropiadamente, por lo tanto, se disminuyd la lixiviacion de nutrimentos.
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Figura 12. Variacion de las caracteristicas fisicas: porosidad total, porosidad de
aireacion y capacidad de retencién de humedad de los sustratos.

En la Figura 13 se muestran los resultados de la densidad y el agua facilmente
disponible. En cuanto a la densidad no hubo variaciones significativas durante el
experimento. En las tres dosis de gallinaza (1, 2, 3 g N* planta) hubo una
disminucién al término de la investigacion, no asi en los tratamientos con
lombricompost (1, 2, 3 g N* planta) que incrementaron la disponibilidad del agua
durante el desarrollo del estudio. Bollo, (1999); Ansorena, (1994) y Abad et al.,
(2004) destacan a la lombricompost como uno de los mejores materiales para su

utilizacidbn como sustratos por las condiciones fisicas y quimicas que ofrece como
se observo en este experimento.
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Figura 13. Variacién de las caracteristicas fisicas: densidad aparente, y agua
facilmente disponible de los sustratos.

6.8 Determinacion de glucésidos
6.8.1 Pruebas preliminares

Los primeros ensayos fue la realizacién de curvas de calibraciéon. A partir de
ello se procedi6 a realizar las pruebas cuyos resultados se describen a
continuacion. En la Figura 14 se ilustran los resultados del rebaudiosido A al agitar
0.25 g de polvo de stevia en un agitador de accién reciproca a temperatura
ambiente y a 220 rpm. Se observa la mayor concentracion del analito a los 90
minutos. Por esta razén este fue el tiempo que se utilizé en la extraccion de los

glucosidos.
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Figura 14. Concentracion del rebaudiosido A a diferentes tiempos de

agitacion.

a) Evaluacion de la recuperacion del procedimiento de

elusion

Como ya se dijo la determinacion de los glucésidos consta de dos pasos
importantes; la extraccion de los glucosidos y la eliminacion de las sustancias
interferentes, mediante un cartucho de extraccion en fase soélida (C18). El segundo
paso debe realizarse cuidadosamente, lo que implica demostrar que los analitos
de interés se estan eluyendo totalmente, por lo que se debe evaluar la
recuperacion. Para ello, esta se evalud con un estandar de rebaudiosido A de 56.8
ug g*. En la Figura 15 se muestran los resultados obtenidos en diferentes
oportunidades. El aumento de recuperacion demuestra el manejo de la técnica.
Considerando las ultimas tres mediciones el promedio de la recuperacion del
rebaudiosido A fue de 98.9% con un CV de 0.84%. Por lo que una vez realizado
este procedimiento se procedio a realizar las extracciones y la cuantificacion de
los glucésidos para todos los tratamientos, y con base en los resultados de los
mejores tratamientos se seleccionaron dos épocas de corte a los cuales se les

realizo también los analisis por HPLC.

65



110,0

99,2 99,6 98.0
S
< 90,0 83.5
)
S 77.0
)
o
3 70,0
()
nd
50,0
1 2 3 4 5

Repeticiones

Figura 15. Recuperacion del procedimiento de elucién para el rebaudiosido
A.

b) Determinacidn analitica

Inicialmente se inyectaron por separado los estandares del estevidsido y del
rebaudiosido A para conocer el tiempo de retencion de los compuestos. Una vez
realizada el andlisis cromatografico de una muestra real se decidio el tiempo de
andlisis para todas las muestras de los diferentes tratamientos. Posteriormente, se
inyectd la mezcla de los dos estandares, en la Figura 16 se muestra el
cromatograma correspondiente, el primer pico corresponde al esteviésido vy el
segundo al rebaudiosido A. Definida la temperatura de analisis (30°C) se procedio
a realizar estos. Cada dia se analizaba un tratamiento; se hacia diariamente la
extraccién y se cuantificaba con un estandar, este se preparaba diariamente a
partir de una solucion estandar de 306.7 pg g™ para el esteviésido y 568 pg g™
para el rebaudiosido A. Para determinar la concentracion de los glucosidos de los
tratamientos estudiados, se utilizaron los factores de respuesta. En la Figura 17, a
manera de ejemplo, se muestra un cromatograma obtenido de un extracto de una
repeticion del tratamiento 5 (dosis media de lombricompost). Los resultados de los
glucosidos de todos los tratamientos se muestran en el Anexo G.

66



0018
0016
0014
0012 4
0010 4

2 0008
0.006 -
0.004
0002 4

0.000 —

Estevidsido

8.825
Rebaudiosido A
M 15.546
2,(50 400 6.00 a.Ob 10. do 1200 14, do 16.0‘0 18.0(
Minutes

Figura 16. Cromatograma de un estandar del esteviésido 80 pg g™ y rebaudiosido
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Figura 17. Cromatograma de un extracto de Stevia rebaudiana Bertoni, tratamiento

5 (dosis media lombricompost). Condiciones de Analisis por HPLC en 5.7.7 c.
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6.8.2 Concentracion de glucésidos al final del ciclo del cultivo

El cultivo se cosecho a los 73 DDT (dias después del trasplante) al comienzo
de la aparicion de los botones florales. En el Cuadro 21 pueden observar los
resultados en la concentracion de estevidsido y rebaudiosido A de los diferentes
tratamientos. Con base en el analisis estadistico y la comparacién de medias
(Tukey) se observan diferencias significativas (P>0.05) para el esteviosido, sin
embargo, para el rebaudiosido A no presentan significancia. En cuanto a las
fuentes orgéanicas la aplicaciéon de lombricompost provocé una mayor cantidad de
esteviosido y rebaudiosido A siendo los dos mejores tratamientos la dosis baja y

media (1 y 2 g nitrégeno planta™®) respectivamente.

Cuadro 21. Efecto de gallinaza y lombricompost en la concentracion de
estevidsido y rebaudiosido A al final ciclo de cultivo.

Fuente orgénica Estevidsido Rebaudiosido A 2. Glucésidos
g/N1 %
Gallinaza 1 4.0c 4.8a 8.8
Gallinaza 2 4.3c 4.5a 8.8
Gallinaza 4 5.9ab 3.9a 9.8
Lombricompost 1 6.9a 4.2a 11.1
Lombricompost 2 7.6a 4.5a 12.1
Lombricompost 4 6.5ab 4.2a 10.7

' g nitrégeno/maceta. Valores entre columnas seguidas por letras son diferencias estadisticas de
acuerdo a la separacion de medias Tukey (P>0.05).

La concentracion de metabolitos secundarios, glucosidos en el caso de stevia,
aumentan cuando las condiciones de crecimiento del cultivo son las 6ptimas es
decir, cuando: no hay deficiencias nutrimentales, el riego se aplica de forma
adecuada y el manejo agronémico (limpieza, poda, fertilizacién) se realiza
teniendo en cuenta los factores anteriores para no afectar el crecimiento de la
planta. Dado que en esta investigacion el cultivo se mantuvo en Optimas

condiciones, no se observan diferencias marcadas entre los tratamientos para esta
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variable. La fertilizaciébn con lombricompost proporcioné las mejores condiciones
quimicas (mineralizacién de los nutrimentos) y fisicas (porosidad de aireacion,
agua facilmente disponible) en comparacién con la gallinaza, por esta razon el
estevidsido y rebaudiosido A se encuentran en mayor concentracion con esta

fuente orgénica.

Jiménez et al., 2010 evaluaron la concentracién del estevidsido y rebaudiosido
A en stevia, observaron que la mayor variacion se presentaba cuando las plantas
eran reproducidas por semillas debido a la variabilidad genética, sin embargo
cuando la propagacién era asexual las diferencias no fueron significativas. Brandle
et al., 1992; Bondarev et al., 2003 y Mordechai et al., 2013 observaron también
gue las concentraciones de glucoésidos estan influenciadas por la altitud, estacion

del afio y el clima donde se cultiva esta planta.

Xiangyang Liu et al., 2011 demostraron que la fertilizacion organica en el
cultivo de stevia eleva la concentracién de esteviosido y rebaudiosido A, sin
embargo la cantidad de estos dos compuestos se ven afectados por el tipo de
abono organico. Por los resultados obtenidos en esta investigacion queda
demostrada que la lombricompost proporciona mejores condiciones para el

crecimiento de esta planta.

Segun De Lima et al., (1997) deficiencias de Ca™ en hojas de stevia (menores
al 1%) ocasionan una menor concentracion de esteviosido. En cuanto al Mg™™,
este es fundamental para obtener altas concentraciones de glucésidos por su
papel central en la molécula de clorofila, asi también se combina con el ATP y
permite la fosforilacion del acido mecalénico (AMV), para formar iporenil
pirofosfato (IPP) primer compuesto isoprenoide en la sintesis de los glucésidos y
que en la misma ruta de sintesis actia como cofactor de la enzima citoplasmética

que cataliza la formacion del farnesil pirofosfato (Srivastava, 2002).
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6.8.3 Concentracion de glucésidos durante del ciclo del cultivo

Se realizaron cinco cortes de junio a agosto del 2014, los que corresponden a
los 33, 43, 53, 63 y 73 dias después de la poda de uniformizacion. Para esta
evaluacion se seleccionaron los tratamientos 4 y 5 (dosis baja y media de
lombricompost) debido a su mayor concentracion de esteviésido y rebaudiosido A
en comparacion a los demas tratamientos. En el Cuadro 22 se presentan los
resultados, en los que se ilustra la tendencia en la concentracion de los
glucosidos durante el ciclo de cultivo de la stevia. Se puede observar que la mayor
cantidad de los compuestos estudiados se presentd el 30 de julio del 2014, a los
63 dias después de la poda de uniformizacion. De lima et al., (1997) en cultivos de
stevia, en Brasil, mencionan que los glucésidos disminuyen con la aparicion de los
botones florales y por esta razon la cosecha debe de realizarse al momento de su
aparicién, pero como se puede apreciar al llegar esa etapa la concentracion

disminuye.

Cuadro 22. Concentracién de esteviésido y rebaudiosido A durante el ciclo del
cultivo de la stevia.

Fechas de corte Estevidsido Rebaudiosido A
%

30 de Junio 5.9 1.8

10 de Julio 6.7 3.3

20 de Julio 10.9 4.9

30 de Julio 115 5.1

9 de Agosto 6.8 4.0

En la Figura 18 se ilustra la concentracion del estevidsido y del rebaudiosido A
durante el ciclo del cultivo. La concentracibn de ambos aumenta conforme se
desarrolla la planta de stevia, llegando a un punto en donde disminuye la
concentracion de los glucosidos. Como ya se menciond las recomendaciones
agronomicas para realizar la cosecha de esta planta es cuando aparecen los
primeros botones florales (Malavolta et al., 1989; Carneiro, 1992; Casaccia y

Alvarez, 2008; Lemus-Moncada et al., 2010) con la finalidad de obtener la mayor

70



cantidad de biomasa, sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que
existe una disminucién considerable de los glucésidos en especial del estevidsido
en un corto periodo de crecimiento.

Es importante recalcar que si la finalidad es utilizar las hojas de esta planta
con fines medicinales y edulcorantes conviene realizar la cosecha antes de la
aparicion de las flores de la stevia. Para uso medicinal en esta etapa la planta
tendra la mayor cantidad de esteviosido, compuesto al que se le atribuyen
propiedades terapéuticas. Si la finalidad es cosechar la stevia con fines
edulcorantes se deberia cultivar variedades de stevia con mayor cantidad de
rebaudiosido A, otra alternativa seria esperar mas dias antes de cosecharla para

gue disminuyera el esteviosido y en consecuencial el sabor amargo.

12 Estev (%)

Reb A (%
10 6

Glucosidos (%)
o

2

0
30-jun 10-jul 20-jul 30-jul 09-ago
Fechas de corte afio 2014

Figura 18. Concentracion del esteviosido y del rebaudiosido A durante el ciclo de

cultivo.

En la Figura 19 se puede observar los datos en grados dias desarrollo (GDD)
es decir en sus horas térmicas, para cada momento del corte de esta manera se
podra obtener datos mas cercanos y conocer la cantidad de energia requerida por
la planta para la concentracion de estevidsido y rebaudiosido A y poder reproducir

los datos en diferentes agroecosistemas. Para la maxima concentracién de los
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glucésidos de la stevia se requieren 562 GDD, a este tiempo térmico
fisiolégicamente la planta llegé a su maxima concentracion de estos metabolitos
secundarios, es decir alcanzé a su maximo desarrollo vegetativo y comienza otra
etapa fenoldgica, la reproduccién, a la que la planta destina la mayor parte de

esta energia, y ello explica porque a los 604 GDD se observa una menor
concentracion de los dos compuestos.

Estev (%)
12 Reb A (%)

10

Glucdsidos (%)
o

0

271 365 467 562 604
Grados dias desarrollo

Figura 19. Concentracion del esteviosido y del rebaudiosido A durante el ciclo

cultivo en grados dias desarrollo.

El calculo de los grados dias desarrollo en los cultivos permite hacer
inferencias y tomar decisiones de acuerdo a la finalidad que se pretenda. Como el
caso de la stevia se puede obtener mayor cantidad de glucésidos y adelantar el
otro ciclo ganando de 10 a 15 dias, consecuentemente se obtendra mayor
cantidad de biomasa y de glucésidos en primavera—verano, estaciones en donde

el cultivo de Stevia rebaudiana Bertoni expresa su maximo potencial.
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VIl. Conclusiones

Los resultados indican que la lombricompost fue el abono que cred las
mejores condiciones para el crecimiento de la stevia para la produccion de

biomasa.

La concentracion nutrimental de las hojas y tallos permite conocer el intervalo

en el que las plantas de stevia hacen eficiente la utilizacién de nutrimentos.

La absorcion nutrimental de la stevia permitird tomar decisiones correctas en

cuanto a la demanda de nutrimentos en especial de N, P y K.

En cuanto a las propiedades fisicas de los sustratos la capacidad de retencion
de humedad disminuy6 al finalizar la investigacion en los tratamientos con

gallinaza no asi con lombricompost.

El desarrollo del modelo fenoldégico muestra que el periodo en donde la stevia
requiere mayor cantidad de energia luminica es el desarrollo vegetativo, ademas
permite tomar decisiones de manejo en las etapas del desarrollo vegetal y decidir

el momento ideal para la cosecha con base a la concentracion de los glucdsidos.
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VIIl. Recomendaciones

Para investigaciones futuras en la stevia seria importante realizar dos
cosechas, con sus analisis correspondientes para aprovechar el ciclo corto que
presenta, de esta forma se podra ofrecer una recomendacion mas objetiva a los

productores que desean cultivar la planta.

Se deberia aprovechar los meses de mayor luminosidad para esta zona del
pais. La stevia deberia ser trasplantada a fines de marzo o inicios de abril cuando
ya no haya riesgo de heladas que podrian afectar el cultivo, asi se tendran dos

cosechas para acumular la mayor cantidad de biomasa posible.

Uno de los temas a tratar en trabajos futuros es la mortandad de plantas
posterior al corte. A nivel de campo se tiene una pérdida de aproximadamente el
25% y afecta de gran manera a los productores que se dedican a este rubro

agricola.
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Anexo A. Célculos para el disefio de los 6 tratamientos.

1- Caracteristicas de los abonos

Abono Humedad Tasa de Concentracion de
organico Mineralizacion® nitrégeno
%
Gallinaza 73 36 2.14
Lombricompost 90 20 1.00

'En base 4.8 meses

2- Dosis generadas

Dosis de nitrégeno Gallinaza Lombricompost
g/maceta
1 176 549
2 353 1099

4 706 2198




Anexo B. Resultados de analisis quimicos de hojas.

Tratamientos Nitrégeno  Foésforo Potasio Calcio Magnesio  Hierro Cobre  Manganeso Zinc
% mg kg™

Tl 2.42 0.20 3.34 1.90 0.57 167 58 434 48
T2 2.44 0.19 3.27 1.98 0.61 187 60 520 49
T3 2.88 0.27 3.57 1.95 0.63 159 39 857 50
T4 2.17 0.21 3.07 1.89 0.56 173 50 286 39
T5 2.32 0.22 3.28 1.71 0.59 183 34 398 38
T6 2.35 0.22 3.21 1.78 0.64 191 66 462 40

N=4
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Anexo C. Célculo del modelo fenologico

DDT Fechas GDD DDT Fechas GDD DDT Fechas GDD DDT Fechas GDD DDT Fechas GDD
1 29-may 15.0 16 13-jun 2.0 31 28-jun 2.6 46 13-jul 8.7 61 28-jul 12.0
2 30-may 11.6 17 14-jun 1.4 32 29-jun 6.2 47 14-jul 9.8 62 29-jul 5.0
3 31-may 7.9 18 15-jun 2.2 33 30-jun 5.6 48 15-jul 13.9 63 30-jul 6.7
4 01-jun 10.0 19 16-jun 11.3 34 01-jul 55 49 16-jul 7.7 64 31-jul 11.6
5 02-jun 9.0 20 17-jun 11.3 35 02-jul 5.6 50 17-jul 134 65 0l-ago 5.7
6 03-jun 9.7 21 18-jun 5.4 36 03-jul 17.9 51 18-jul 10.7 66 02-ago 5.6
7 04-jun 8.2 22 19-jun 14.9 37 04-jul 11.7 52 19-jul 10.9 67 03-ago 2.6
8 05-jun 12.9 23 20-jun 11.0 38 05-jul 7.7 53 20-jul 9.2 68 04-ago 0.6
9 06-jun 8.8 24 21-jun 10.8 39 06-jul 10.3 54 21-jul 7.6 69 05-ago 0.0
10 07-jun 11.6 25 22-jun 9.3 40 07-jul 12.8 55 22-jul 7.4 70 06-ago 7.8
11 08-jun 0.7 26 23-jun 8.8 41 08-jul 7.9 56 23+jul 13.6 71 07-ago 6.4
12 09-jun 8.0 27 24-jun 11.9 42 09-jul 2.8 57 24-jul 12.6 72 08-ago 0.7
13 10-jun 6.0 28 25-jun 9.9 43 10-jul 12.0 58 25-jul 9.8 73 09-ago 1.2
14 11-jun 25 29 26-jun 10.1 44 11-jul 10.2 59 26-jul 8.9
15 12-jun 3.1 30 27-jun 114 45 12-jul 7.1 60 27-jul 115

DDT (Dias después del trasplante)
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Anexo D. Célculo de riego

Agua Agua Agua Agua Agua
DDT Fecha evaporada DDT Fecha evaporada DDT Fecha evaporada DDT Fecha evaporada DDT Fecha evaporada

1 29-may 0.2 16 13-jun 0.2 31 28-jun 0.2 46 13-jul 0.1 61 28-jul 0.3
2 30-may 0.3 17 14-jun 0.2 32 29-jun 0.2 47 14-jul 0.1 62 29-jul 0.3
3 31-may 0.2 18 15-jun 0.2 33 30-jun 0.3 48 15-jul 0.2 63 30-jul 0.2
4 01-jun 0.4 19 16-jun 0.1 34 01-jul 0.3 49 16-jul 0.2 64 31-jul 0.2
5 02-jun 0.1 20 17-jun 0.2 35 02-jul 0.1 50 17-jul 0.3 65 0l-ago 0.1
6 03-jun 0 21 18-jun 0.1 36 03-jul 0.1 51 18-jul 0.3 66 02-ago 0.1
7 04-jun 0.2 22 19-jun 0.2 37 04-jul 0.2 52 19-jul 0.2 67 03-ago 0.1
8 05-jun 0.3 23 20-jun 0.2 38 05-jul 0.2 53 20-jul 0.2 68 04-ago 0.1
9 06-jun 0.3 24 21-jun 0.3 39 06-jul 0.2 54 21-jul 0.1 69 05-ago 0.2
10 07-jun 0.2 25 22-jun 0.3 40 07-jul 0.3 55 22-jul 0.1 70 06-ago 0.3
11 08-jun 0.2 26 23-jun 0.1 41 08-jul 0.3 56 23-jul 0.1 71 07-ago 0.3
12 09-jun 0.1 27 24-jun 0.1 42 09-jul 0.2 57 24-jul 0.1 72 08-ago 0.2
13 10-jun 0.1 28 25-jun 0.2 43 10-jul 0.2 58 25-jul 0.2 73 09-ago 0.2
14 11-jun 0.1 29 26-jun 0.2 44 11-jul 0.1 59 26-jul 0.2 Total 13.8
15 12-jun 0.1 30 27-jun 0.2 45 12-jul 0.1 60 27-jul 0.2

DDT (Dias después del trasplante)
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Anexo E. Curvas de calibracion de glucosidos
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Anexo F. Verificacion de la balanza analitica Sartorius TE214S.

Marco de pesas

Pesas Peso registrado
(mg) g
10 0.0101
20 0.0208
30 0.0300
50 0.0499
100 0.1001
200 0.1999
300 0.2999
500 0.5000
1000 0.9999
2000 1.9999

Precision de £ 0.1 mg



Anexo G. Resultados de los tratamientos del esteviésido y rebaudiosido A

Abonos organicos

Tratamientos Gallinaza Lombricompost

y repeticiones  Estevidsido  CV(%)* Reb. A CV(%) Esteviésido CV(%) Reb. A CV(%)
T1R1 4.4 0.49 5.0 0.51 T4R1 6.4 0.79 35 0.39
T1R2 4.4 0.47 5.1 1.35 T4R2 8.7 0.79 4.3 0.15
T1R3 4.2 0.60 5.0 1.12 T4R3 6.9 1.17 4.2 0.34
T1R4 3.9 0.83 5.0 1.17 T4R4 7.1 0.27 4.0 0.05
T1 (promedio) 4.2 0.60 5.0 0.78 T4 (Promedio) 7.3 0.75 4.0 0.23
T2R1 4.1 0.29 3.9 0.55 T5R1 6.5 0.55 3.5 0.15
T2R2 3.3 0.10 3.3 1.78 T5R2 6.9 0.36 5.3 0.66
T2R3 3.7 0.88 3.6 1.12 T5R3 6.9 0.46 55 0.83
T2R4 4.1 0.16 4.0 0.97 T5R4 6.9 0.51 54 0.58
T2 (Promedio) 3.8 0.35 3.7 1.10 T5 (Promedio) 6.8 0.47 4.9 0.55
T3R1 5.8 0.34 2.8 0.56 T6R1 55 1.29 3.8 0.12
T3R2 6.0 0.99 2.8 1.16 T6R2 5.0 0.30 3.2 1.19
T3R3 5.0 0.61 2.5 0.23 T6R3 6.5 0.14 4.1 0.63
T3R4 5.6 0.61 2.8 0.74 T6R4 6.4 0.88 4.0 0.66
T3 (Promedio) 5.6 0.64 2.8 0.67 T6 (Promedio) 5.9 0.65 3.8 0.65

'promedio de 3 inyecciones
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