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MORFOLOGIA Y CONTENIDO DE GLUCOSIDOS DE Stevia rebaudiana
Bertoni Y SU RELACION CON LAS CONDICIONES EDAFO-
CLIMATICAS Y DE MANEJO DEL CULTIVO

Araceli Flores Gonzalez, M.C.
Colegio de Postgraduados 2019

La Stevia rebaudiana Bertoni es una planta con gran capacidad edulcorante, debido a su
alto contenido de glucosidos, principalmente estevidsido y rebaudidsido A. Su consumo
va en aumento por los beneficios que ofrece a la salud. En México existen condiciones
edafo-climaticas para el desarrollo de estevia, pero son pocos los estudios de potencial
productivo. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar las caracteristicas morfoldgicas de
las plantas de estevia y determinar el contenido de esteviosido y rebaudiésido A en hojas,
en diferentes condiciones edafo-climaticas y de manejo del cultivo. El muestreo se realizé
en Tuzamapan, Veracruz, Venustiano Carranza, Chiapas y Bacalar, Quintana Roo. Se
evaluaron variables morfolégicas, peso fresco, peso seco y contenido de humedad de
las hojas. El contenido de glucésidos en las hojas se determind a partir de una
metodologia para cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). El andlisis de varianza
mostro diferencias significativas entre localidades en la morfologia de las plantas, peso
fresco y peso seco de hojas, donde sobresali®é Venustiano Carranza, Chiapas, estas
diferencias impactan el rendimiento de hoja seca que vari6 de 5.5 a 8.4 t hal. Se
encontraron diferencias significativas en el contenido de esteviosido entre localidades,
estas se asociaron a mayor luminosidad y contenido de potasio en el suelo, el mayor
contenido fue de 3.19 % y corresponde a Bacalar, Quintana Roo. Para rebaudidsido A
los contenidos variaron de 11.5 a 12.21 % sin diferencia significativa entre localidades.
Se concluye que la influencia de las condiciones edafo-climaticas junto con las practicas
de manejo del cultivo de estevia, dan como resultado variabilidad en la morfologia de las

plantas y el contenido de estevidsido.
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MORPHOLOGY AND CONTENT OF GLUCOSIDES OF Stevia rebaudiana Bertoni
AND ITS RELATIONSHIP WITH EDAPHOCLIMATIC CONDITIONS AND CROP
MANAGEMENT

Araceli Flores Gonzalez, M.C.
Colegio de Postgraduados 2019

The Stevia rebaudiana Bertoni is a plant with great sweetening capacity due to its high
glycoside content, mainly stevioside and rebaudioside A. Its consumption is increasing
because of the benefits it offers to health. In Mexico there are edaphoclimatic conditions
for the development of stevia, but there are few studies of productive potential. The
objective of this work was to evaluate the morphological characteristics of stevia plants
and determine the content of stevioside and rebaudioside A in leaves, in different
edaphoclimatic conditions and crop management. The sampling was done in Tuzamapan,
Veracruz, Venustiano Carranza, Chiapas and Bacalar, Quintana Roo. Morphological
variables, fresh weight, dry weight and moisture content of the leaves were evaluated.
The content of glycosides in the leaves was determined from a methodology for high
efficiency chromatography liquid (HPLC). The analysis of variance showed significant
differences between localities in the morphology of the plants, fresh weight and dry
weight, where Venustiano Carranza, Chiapas excelled. These differences impact the dry
leaf performance that varied from 5.5 % to 8.4 t ha*. Differences were found in the content
of stevioside between localities, these were associated with greater luminosity and
potassium content in the soil. The highest content was 3.19 % and corresponds to
Bacalar, Quintana Roo. For rebaudioside A, the contents ranged from 11.5 to 12.21 %
without significant difference between localities. It is concluded that the influence of the
edaphoclimatic conditions together with the management practices of the stevia crop,

result in variability in the morphology of the plants and the content of stevioside.

Key words: Stevioside, rebaudioside A, glucosides, crop management, variation.
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1. INTRODUCCION

La Stevia rebaudiana Bertoni (estevia) es una planta originaria de Paraguay, con reciente
suscitandose un reciente auge en México en cuanto a su produccién. En sus hojas posee
glucésidos de esteviol cuyo contenido puede variar entre un 4 y 20 %, dependiendo del
genotipo y de las condiciones ambientales y de cultivo (Geuns, 2003; Brandle y Telmer,
2007; Gardana et al., 2010). Los glucésidos de mayor importancia en la estevia son los
esteviosidos y los rebaudiésidos A (Brandle y Telmer, 2007), captando, actualmente la
atenciéon del sector salud y de la industria alimentaria por ser un edulcorante natural
(Vélez e Hincapié, 2005; Huang et al., 2009). El edulcorante obtenido de las hojas posee
un poder endulzante no calérico 300 veces mas dulce que la sacarosa (Madan et al.,
2010).

Ya que la estevia es un aditivo alimentario bajo en calorias su consumo en pacientes
diabéticos se considera adecuado (Yong-Heng et al., 2014). Asi mismo, esta planta
puede ser una alternativa natural que puede sustituir a los edulcorantes sintéticos
comerciales ya conocidos, como el aspartame, la sacarina, la sucralosa y ciclamatos,
entre otros. La industria de los edulcorantes naturales tiene gran relevancia mundial, ya
sea como aditivos en alimentos o como suplementos dietéticos para ayudar en el control
de la diabetes y la obesidad. El edulcorante de estevia constituye una alternativa
prometedora entre los edulcorantes naturales ya que los endulzantes sintéticos estan
seriamente cuestionados por los efectos de su consumo a corto y largo plazo (Marin,
2004).

En la actualidad, la estevia es cultivada comercialmente en Japon, China, Taiwan,
Tailandia, Indonesia y Filipinas, siendo Japon el lider mundial de su industrializacion,
pues representa el 41% de los endulzantes consumidos (Midmore y Rank, 2002). En
México se introdujo en el afio 2010 a través del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y fue promovido por la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) con el fin de
conocer si este cultivo se podia adaptar a las condiciones climaticas del pais (Jarma-
Orozco, 2010; Das et al., 2011; Ramirez-Jaramillo, 2011; Pande y Gupta, 2013;
CEDRSSA, 2018). Actualmente, el cultivo de estevia resulta innovador y rentable para
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los productores en México ya que existen condiciones promisorias tanto en el mercado

nacional como en el internacional.

Las zonas con mayor potencial productivo para el cultivo de estevia en México se
distribuyen principalmente en los estados del Pacifico tales como: Sinaloa, Nayarit,
Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas. No obstante, existen algunas
areas importantes en la region del golfo de México, especialmente en los estados de
Tamaulipas, Veracruz y en menor medida en Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana
Roo (Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras, 2016). Los estados en donde se cultiva la
estevia presentan variaciones de los valores de la radiacion solar, temperatura y factores
edaficos, que afectan el inicio de la floracién. Estas variaciones, a su vez, inciden sobre
los contenidos de glucdésidos, ya que en este punto se da la maxima acumulacion de
estas moléculas en las hojas, ademas de causar cambios en las expresiones fenotipicas
y fisiologicas de la planta (Ramesh et al., 2006; Jarma-Orozco, 2008; Ceunen y Geuns,
2013). Las cantidades de estevidsido y rebaudiésido A, dependen en gran medida del

genotipo y las condiciones ambientales (Gardana et al., 2010).

Ya que la estevia se desarrolla en diferentes condiciones edafo-climéaticas, los factores
antes mencionados hacen que la concentracion del principio activo en las hojas varie,
sobre todo del rebaudidsido A, que es el producto mas buscado comercialmente y con

mayor aplicacién en la industria alimenticia como endulzante.

Actualmente, existen pocos estudios de la zonificacion de las areas potenciales para el
cultivo de estevia en México. Por ello, el cultivo es establecido en regiones para su
desarrollo presentdndose variaciones en la fenologia y fisiologia de la planta,
particularmente, del contenido de estevidsido y rebaudiésido A. Considerando lo
anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion tuvo la finalidad de
determinar los contenidos de esteviosido y rebaudiosido A, para establecer la relacion
gue existe con las condiciones edafo-climaticas en donde se cultiva la estevia y

responder a la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Como influyen las condiciones edafo-climaticas prevalecientes en las zonas de cultivo
de estevia sobre la morfologia de la planta y en el contenido de esteviosido y

rebaudiésido A?



2. MARCO TEORICO

2.1 Teoria general de sistemas

La teoria general de sistemas es una forma sistematica y cientifica de investigar un
fendmeno de la realidad de manera transdisciplinaria (Arnold y Osorio, 1998). Ferrater
(1979) menciona que el sistema es un conjunto de elementos relacionados entre si, es
decir, que cada elemento esta en funcion de otro. Para Johansen (1993), un sistema es
un grupo de partes y objetos que interactian y que forman un todo o que se encuentran

bajo la influencia de fuerzas con alguna relacién definida.

2.2 Agroecosistema
El estudio de los agroecosistemas requiere un enfoque sistémico. Deben visualizarse

dimensiones ecoldgicas, socioecondmicas, culturales y politicas (Sarandon, 2002).

Ruiz (2006) indica que un agroecosistema es la unidad fisica donde se desarrolla
indistintamente la actividad agricola, pecuaria, forestal, acuicola o su combinacion, e
inciden los factores econdmicos, sociales, ecoldgicos y climatoldgicos para la produccion
de alimentos y otros satisfactores que la sociedad demanda a través del tiempo; se
acepta que cada agroecosistema tiene cierto nivel de sostenibilidad con alta, intermedia
0 baja dependencia de insumos externos. Ademas de un modelo conceptual, se debe
considerar al agroecosistema como una estructura fisica para su analisis, disefio, manejo
y evaluacion, y el cual esta a su vez historica y socialmente determinado. El enfoque de
sistemas aborda el problema de la complejidad a través de una forma de pensamiento

basada en la totalidad y sus propiedades.

2.3 Modelo de agroecosistema con estevia

Desde este enfoque sistémico, los flujos de conocimiento se dan de una manera mas
interactiva y holistica entre los actores, a diferencia del tradicional modelo lineal.
Comprende el conjunto de organizaciones, empresas e individuos (publicos y privados)
gue demandan y ofrecen conocimientos (codificados - tacitos) y competencias técnicas,
comerciales y financieras, asi como las normas y los mecanismos por los cuales estos
diferentes actores interactlian y se interrelacionan dentro de contextos sociales, politicos,

econdmicos, institucionales, entre otros (Figura 1) (Banco Mundial, 2007).
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Figura 1. Esquema del modelo de agroecosistema con Stevia rebaudiana en México.

2.4 Cultivo innovado

El cultivo que se implementa debe ser nuevo para ese contexto y no necesariamente
para el mundo. Se dice que un cultivo es innovador cuando presenta condiciones
promisorias en los mercados nacionales e internacionales (Ramirez-Jaramillo, 2011).

Ademas, desempenfia un rol critico para lograr una agricultura competitiva y sustentable.

En general, tiene que ser un cultivo novedoso para un contexto determinado, que es
apropiado socialmente y que genera beneficios para las partes implicadas. Actia como

un impulsor del crecimiento econdémico y la competitividad en los paises (IICA, 2014).

2.5 Edulcorante

El término edulcorante equivale a endulzante, “lo que endulza”. Se le da el nombre de
edulcorantes a las sustancias que son capaces de despertar la sensacion que la mente
califica como “dulce”, permitiendo su uso a los consumidores que disfrutan de este sabor

con poca o ninguna ingesta de energia o respuesta glucémica (Socolovsky,2007).



2.6 Glucésidos de esteviol

La importancia comercial de la planta se debe primordialmente al descubrimiento de los
glucésidos de esteviol presentes de manera mayoritaria en las hojas de la planta, ya que
estos son los responsables del efecto edulcorante. En un estudio realizado por Bondarev
et al. (2003) se analizé el contenido de glucosidos de esteviol en varios érganos de la
planta y se determin6 que el mayor contenido de los mismos esta en las hojas, mientras
gue los tallos presentan un contenido entre 12 y 13 veces menor. Algunos de los
glucésidos mas conocidos son: estevidsido, rebaudidsido A, rebaudiésido B,
rebaudiésido C, rebaudiésido F, dulcosido A, rubusésido y esteviolbidsido (Pieri et al.,
2011).

El estevidsido y rebaudidsido A son los glucosidos mas abundantes en la planta, y son
los de mayor valor comercial; los otros se encuentran en porcentajes bastante pequefios
(Woelwer-Rieck et al., 2010). El esteviésido es el glucésido de mayor abundancia, su
contenido varia entre 4y 20 % del peso total de las hojas secas (Kovylyaeva et al., 2007).
El rebaudidsido A es el segundo méas abundante y es el que presenta mayor dulzor, su
contenido es de aproximadamente un 3 % del peso total de las hojas secas (Kenelly,
2001; Pieri et al., 2011).

2.7 Origen y distribucién

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta originaria del Sudeste de Paraguay, esta planta
fue usada ancestralmente por los aborigenes, como edulcorante y medicina. Sin
embargo, el género Stevia consta de mas de 240 especies de plantas nativas de
Sudamérica, Centroamérica y México, con muchas especies encontradas en lugares tan
lejanos como Arizona, Nuevo México y Texas. Por siglos las tribus guaranies de
Paraguay y Brasil usaron especies diferentes de Stevia y, principalmente, Stevia

rebaudiana; ellos la llamaron ka’a he’é o yerba dulce (Guerrero, 2005).

La distribucién del género estevia va desde Paraguay hasta el sur de México, aunque en
este Ultimo no se han registrado plantaciones en gran escala. En Sudameérica es donde
se encuentran las principales plantaciones, principalmente en Paraguay. Existen
plantaciones en menor escala, en paises como Ecuador, Colombia y Uruguay (Plan

Nacional de Stevia en Paraguay, 2000).



2.8 Clasificacion taxondmica
En el Cuadro 1 se describe la clasificacion taxondmica de Stevia rebaudiana Bertoni,

segun Martinez, (2002).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Stevia rebaudiana Bertoni

Reino Vegetal
Subreino Tracheobinta
Division Magnoliopyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Stevia
Especie S.rebaudiana Bertoni

2.9 Descripcion botanica

Las hojas de estevia son elipticas, ovales o lanceoladas, pequefias, simples y con borde
dentado; a veces en verticilos, algo pubescentes. El tamafio medio de una hoja es de 5
cm de longitud y 2 cm de ancho. El tallo es anual, sub-lefioso, pubescente; durante su
desarrollo inicial no posee ramificaciones, tornandose multicaule después del primer ciclo
vegetativo. En condiciones oOptimas, el tallo puede llegar hasta un metro y medio de
altura. También esta parte de la planta se caracteriza por su contenido de esteviésido,
qgue es menor al 3 % del peso seco. La raiz es fibrosa, filiforme, perenne y no profundiza,
distribuyéndose cerca de la superficie del suelo. Es el Unico 6rgano de la planta que no
contiene glucosidos. La duracion del cultivo depende del manejo y de las buenas
practicas. La planta es semiperenne y rebrota después de cada cosecha o poda. La flor
es hermafrodita pequefia y blanquecina, en capitulos pequefios terminales o axilares,
agrupadas en paniculas corimbosas. La flor es autoincompatible (protandria) por lo que
la polinizacion es entomdfila, se dice que es de tipo esporofitico y clasificada como
apomictica obligatoria. El fruto es un aquenio que puede ser claro (estéril) u oscuro (fértil)
y es diseminado principalmente por el viento (Goyal et al., 2010; Britos y Park, 2016).



2.10 Fisiologia de la planta

La estevia es una planta herbacea que se reproduce en forma sexual, la semilla se
obtiene por medio de polinizacion cruzada (alogamia) y tiene bajo porcentaje de
germinacion que oscila entre el 10% y el 38%, caracterizada por dar origen a
descendientes con gran variabilidad fenotipica, y por tanto variacion en el contenido de
los principios activos dulces en las hojas. La madurez fisiolégica de la planta se da
aproximadamente en tres meses, dependiendo de la zona, temperatura y variedades, a
partir de ahi se inicia la madurez organoléptica; hojas con mayor dulzor, debido a la
aparicion de esteviésido en alta concentracion, el color verde se ve acentuado y aparece
el aromay olor. El inicio de la floracién ocasiona disminucion en las concentraciones de

estevidsidos en la planta (Jarma et al., 2006; Britos y Park, 2016).

2.11 Consumo y usos de estevia

Las hojas de esta planta pueden prepararse como una infusion y beberla, o puede ser
procesada y obtener su extracto con el fin de endulzar otras bebidas o alimentos (Yantis,
2011). Los diferentes usos y aplicaciones de la estevia, dependen del nivel de dulzor que

se quiere incluir en un producto (Gonzéalez-Moralejo, 2011).

La estevia es apta para diabéticos, es hipotensora (recomendada para personas con
tension alta, pues la reduce), sirve para el cuidado facial, para problemas de acidez de
estbmago, es adecuada para bajar el nivel de acidez de la sangre y de la orina, ayuda a
bajar de peso porque no tiene calorias. Es soluble en agua fria o caliente, sin nutrientes,
sin calorias, se puede hornear (es estable a los 200 °C), no se fermenta, no crea placa
dental y no tiene efectos toxicos (Brandle et al., 2005).

2.12 Importancia econdmica del cultivo

El rapido desarrollo de la industria de los edulcorantes y la busqueda de alternativas
menos riesgosas que los edulcorantes artificiales, ha permitido que el cultivo de S.
rebaudiana prospere en paises como Brasil, China, Japon, Corea, Tailandia e Israel.
China actualmente cultiva el 90 % de la produccion global de esta planta. EI consumo
internacional se concentra en la Union Europea, EE.UU., China, Australia y
especialmente Japon, en este Ultimo se tiene el mayor niumero de fabricas para la

extraccién de los esteviosidos, aunque no es suficiente para satisfacer su mercado



interno (se estima que el consumo anual de esteviosidos en Japon es de 50 toneladas al
afio con un valor de $240 millones de ddlares americanos). Brasil cuenta con la mayor
planta de tratamiento de hoja seca para la extraccion de esteviosidos. Actualmente, se
producen y consumen 3000 toneladas de cristal de esteviésidos en el mundo Rusia y
varios paises latinoamericanos han incorporado este nuevo edulcorante a su dieta (Eafit,
2004).

2.13 Produccién mundial

El 70 % de la produccion mundial de estevia es destinada para procesar cristales de
esteviosido, el otro 30 % se destina para hoja seca. La produccion mundial de esta planta
varia de 100,000 a 200,000 toneladas, el principal productor es China, con
aproximadamente el 90 %, Paraguay el 8 %. Otros paises productores son Brasil,
Argentina, Bolivia, Colombia, Peru, Tailandia, Corea, Rusia, Indonesia, India, Australia,
Espafia, Canada, Costa Rica, Kenia y Estados Unidos; Actualmente se ha difundido en
otros paises, entre los que se incluyen México y Vietham. Los principales paises
compradores son: Japon, China, Malasia, Israel, Corea del Sur y Brasil (Adorno, 2016).

2.14 Produccion y precios nacional y estatal

El registro que se tiene hasta el afilo 2017 indica que Nayarit fue el estado con mayor
numero de hectareas sembradas y cosechadas, al igual que la mayor produccion y
rendimiento (Cuadro 2) (SIACON, 2017). El estado de Veracruz no se encuentra entre
los registros de siembra para ese afo, sin embargo, en el afio 2015 se tuvo el registro
de una hectarea sembrada y cosechada (SIAP, 2015).

Existe variacion en el precio medio rural por tonelada, en los estados en donde se registro
produccién durante el afio 2017 (Cuadro 2). Los precios de los productos derivados de
la estevia varian por la demanda de estos, por lo que no hay registros especificos.

En cuanto al precio medio rural de la tonelada de hoja seca de estevia, éste registrd un
ligero aumento pasando de $13,117.5 MX en el 2016 a $17,306.5 MX en 2017. El precio
no se ha podido recuperar desde 2012 cuando registré6 un precio medio rural de $
25,541.7, sin embargo, aumenté a comparacién del afio anterior (CEDRSSA, 2018).
(Figura 2).



Cuadro 2. Produccién nacional de Stevia rebaudiana Bertoni.

. Valor de la

Superticie (ha) y Rendimiento Precio y

Produccion ) _ produccion

Estado obtenido  medio rural _
® (Miles de
(t ha) (MX$ t)
Sembrada Cosechada pesos)

Nayarit 27 27 324 12 12,981.48 4,206.00
Quintana Roo 10 5 103.5 20.7 26,810.63 2,774.90
Michoacan 8 8 30.4 3.8 28,222.22 857.96
Campeche 5 0 0 0 0 0
Oaxaca 4 4 19.2 4.8 28,000.00 537.6
Chiapas 1.85 1.85 23.13 12.5 12,140.03 280.8
Total 55.85 45.85 500.23 53.8 108,154.36 8,657.26

Fuente: Elaborado por el Sistema de Informacién Agroalimentaria de Consulta (SIACON, 2017).
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Figura 2. Precio medio rural de hoja seca MX$ t* de Stevia rebaudiana Bertoni (SIACON 2017).

2.15 Requerimientos edafo-climéticos para el cultivo de estevia
2.15.1 Clima
Los climas en los que el desarrollo del cultivo de estevia es 6ptimo son los tropicales y

subtropicales, y como sub-6ptimo en los templados (Ramirez-Jaramillo y Lozano-
Contreras, 2016).



2.15.2 Altitud

El rango Optimo en el cual se adapta y desarrolla la estevia esta entre los 0 a los 600
msnm y como sub-6ptimo de 500 a 1200 msnm (Ramirez-Jaramillo y Lozano Contreras,
2016). Crece en altitudes que van de 200 a 500 msnm (Yaday et al., 2011). Sin embargo,
FUNCFOS (2000) sefala que en los 800 msnm es donde se han registrado las mejores

producciones de follaje (Plan Nacional de Stevia en Paraguay, 2000; Ramia, 2002).

2.15.3 Temperatura

La temperatura ideal para el desarrollo de estevia es de 24 °C, y las temperaturas
extremas estan entre los -6 a 43 °C (Plan Nacional de Stevia en Paraguay, 2000). No
obstante, se reporta que prospera muy bien entre los 24 y 28°C (Ramia, 2002; Landazuri
y Tigrero, 2009; Ramirez, 2011). Sin embargo, Villa y Chifa (2006) indican que la

temperatura Optima para el crecimiento de estevia es de 15 °C a 30 °C.

2.15.4 Precipitacion pluvial
Crece con precipitaciones pluviales que oscilan entre 1400 a 1800 mm (Ramia, 2002;
ljaz et al., 2015). El cultivo no tolera periodos largos de sequia, por lo que es necesario

la utilizacion de sistemas de irrigacion (Casaccia y Alvarez, 2006).

2.15.5 Humedad relativa
El porcentaje de humedad relativa debe ser menor de 85 % para evitar la incidencia de

enfermedades (Ramirez et al., 2011; Ramirez, 2011).

2.15.6 Luminosidad

Esta planta requiere dias largos y alta intensidad solar (heliofania). Jarma et al. (2006)
indican que los niveles de radiacion solar favorables para la produccion de materia seca
de hojas en la variedad Morita Il son de 13 horas. Los fotoperiodos largos aumentan la
longitud de los entrenudos, el area foliar, el peso seco y acelera la produccion de hojas
(Ramia, 2002; Villa y Chifa, 2006; Landazuri y Tigrero, 2009).

2.15.7 Suelos
Los suelos 6ptimos son aquellos con pH de 5.5 a 7, sub-6ptimos de 7.1 a 7.5 y no aptos
menor de 4 y mayor de 7.5. Con mediano contenido de materia organica, de textura

franco-arenosa, y con buena permeabilidad y drenaje (Vergara et al., 2003; Ramirez-
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Jaramillo y Lozano-Contreras, 2016). Para México se estan considerando como 6ptimos
los suelos Luvisoles, Nitisoles, Fluvisoles y los Regosoles; sub-6ptimos los Leptosoles
(anteriormente Rendzinas) y Cambisoles con buen drenaje; no aptos los Gleysoles, los
Vertisoles, Solonchaks y Litosoles (Ramirez, 2011).

2.16 Variedades de estevia

En estevia existen materiales criollos principalmente provenientes de Paraguay; cuando
las siembras se realizan con estos materiales se tienen plantas que presentan diferencias
morfoldgicas y fenoldgicas, por lo tanto, existe variabilidad en sus componentes de
rendimiento como son tamafio de planta, longitud y ancho de hoja, asi como época de
floracion y cosecha. Pero actualmente se pueden obtener variedades mejoradas en el

mercado (Ramirez, 2011).

2.16.1 Estevia criolla

Es la més utilizada en el mundo. Es producto de la polinizacion cruzada que ha permitido
a los productores realizar una seleccion empirica, llegando a presentar ciertas
caracteristicas propias (Figura 3). Esta variedad presenta un porte bajo, llegando a
alcanzar un promedio de altura de 60 cm; es de ciclo precoz, en 2.0 a 2.5 meses ya es
posible cosechar con contenidos de hasta 7 % de estevidsido (glucésido que da el sabor
amargo), y hasta 3 % de rebaudidsido A (glucosido que favorece el sabor dulce de la
estevia). Tiene rendimientos de 1,000 a 1,200 kg ha por afio bajo condiciones de
temporal, y de 3,000 a 4,000 kg ha™* por afio bajo condiciones de riego (Daza et al., 2015;
Ramirez, 2011).

Y, S ¥ e

Figura 3.Poblacion de plantas de estevia criolla.
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2.16.2 Katupyry

Denominada Katupyry (Figura 4) por su alta rusticidad, especialmente en lo que se refiere
a tolerancia a periodos de estrés hidrico y buen comportamiento en suelos de mediana
y baja fertilidad. La altura media de la planta durante el periodo estival es de 90 a 110
cm, posee un tallo principal con dominancia de brotes axilares y buen desarrollo de ramas
laterales. Es moderadamente resistente a enfermedades producidas por hongos como
Sclerotium y Septoria. El rendimiento del material es 97 % superior al material criollo, con
un promedio de 3,500 a 4,000 kg ha' de hojas secas, en tres cortes por afio. En
promedio, la variedad Katupyry posee 7 % de esteviosido y 8 % de rebaudiosido A,
totalizando 15 % de steviolglicosidos totales. El 53 % del glucdsido total corresponde al
rebaudiosido A (Britos y Park, 2016).

Figura 4.Planta de estevia variedad Katupyry.

2.16.3 Eirete (IAN/VC-142)

Es considerada un cultivo homogéneo, florece uniforme, lo cual facilita la realizacion del

corte en el momento mas oportuno; esto ocurre cuando aparecen los primeros botones
florales; es de porte alto, puede alcanzar 1.00 a 1.20 m de altura (Figura 5). Posee hojas
grandes, abundantes y tiene un tallo poco ramificado, permite alta densidad en el cultivo.
Debido a que es una variedad clonal esta debe ser multiplicada por métodos vegetativos.
El rendimiento a nivel comercial es de 3,500 kg ha; en forma experimental, en el IAN
Caacupé, se obtuvieron rendimientos que varian de 4990 a 5560 kg ha' con una
densidad de 100,000 plantas hal. En cuanto a la calidad industrial, en cultivos
comerciales llegan al 22 % de steviolglicosidos totales (Britos y Park, 2016).
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Figura 5. Planta de estevia variedad Eirete IAN / VC — 142.

2.16.4 Morita ll

Fue generada por Toyosigue Morita, agronomo y fitomejorador japonés. Esta variedad
presenta mayor rendimiento y mejor calidad del producto final que los materiales criollos.
Es de porte mas alto que el material criollo, con altura de planta de hasta 90 cm; con
ciclo més largo, de 3 a 3.5 meses; con tolerancia a Septoria, enfermedad fungosa de la
hoja; y con contenidos de hasta 3 % de esteviosido y hasta 12 % de rebaudidsido A
(Figura 6). Presenta rendimientos de 1,000 a 1,500 kg ha! por afio bajo condiciones de
temporal y de 4,000 a 8,000 kg ha! afio bajo condiciones de riego (Espitia et al., 2009;
Hernandez et al., 2016). Por su mayor contenido de rebaudiésido A y menor sabor

amargo, es mas demandada la variedad Morita Il por la agroindustria y los consumidores.

Figura 6. Planta de estevia variedad Morita Il.
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2.17 Tipos de propagacion de la planta de estevia

2.17.1 Propagacion sexual

La propagacion sexual en S. rebaudiana implica intercambio de caracteres importantes,
como los niveles edulcorantes y de composicion. El porcentaje de germinacion de sus
semillas es de 10 a 38 % (Puri et al., 2011). Por lo que este método no es recomendado

para utilizacion a nivel comercial.

2.17.2 Propagacion asexual

Con este método se conservan todas las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de la
planta progenitora y se asegura una homogeneidad en las plantas y mejora el
rendimiento de estevidsidos, lo cual es importante en la reproduccién a nivel comercial
(Tamura et al., 1984). En S. rebaudiana un esqueje debe presentar cuatro hojas maduras
y dos primordios foliares, con un grosor en la base del tallo de aproximadamente 0.3 mm
(Evangelista y Rodriguez, 2014). La propagacion de S. rebaudiana por esquejes es el
método mas conveniente para ser usado a escala comercial, para esto es importante
tener una plantacion madre que va a proveer del material vegetativo ademas de contar

con las condiciones para el enraizamiento de los esquejes (Oliva et al., 2009).

2.17.3 Micropropagacion (cultivo in vitro)

La micro propagacion en estevia permite el incremento acelerado del nimero de plantas
derivadas de un genotipo seleccionado, la reduccion del tiempo de multiplicacion, la
disponibilidad de obtener grandes cantidades de plantas en una superficie reducida, a
bajos costos y en tiempos econdémicamente costeables, mayor control sobre sanidad del
material que se propaga, facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro,

con menos restricciones (Orozco, 2004; Levitus, 2010).

2.18 Manejo del cultivo de estevia

2.18.1 Preparacion de camas

La preparacion de las camas puede hacerse de forma manual o mecéanica, en esta Ultima
se utilizan surcadoras o bordeadoras. La era debe tener un metro de ancho y de una
altura entre 30 y 40 cm vy el largo no mayor a 50 metros para facilitar las labores del
cultivo. En su construccion se debe incorporar abono organico y cal cuando las

condiciones quimicas y de fertilidad del suelo asi lo exijan (Ramirez, 2011).
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2.18.2 Densidad de siembra

Existe una diversidad de recomendaciones con respecto a la densidad adecuada, las
cuales flucttan entre 50,000 y 120,000 plantas hat. Midmore y Rank (2002) mencionan
que generalmente se recomiendan densidades de 80,000 a 100,000 plantas ha'con
espaciamientos entre lineas de 45 a 65 cm y 16 cm entre plantas. Para altos rendimientos

se sugiere 160,000 plantas ha! (Ramirez, 2011).

2.18.3 Epoca del trasplante

Es importante definir la época adecuada para realizar el trasplante, diversos autores
consideran las temperaturas adecuadas para el trasplante entre 15y 30 °C, por lo cual
sera necesario determinar en cada zona, la época en que se presenta este intervalo de
temperaturas para elegir el momento mas adecuado, por lo general es en estacion de
primavera (Ramia, 2002; Villa y Chifa, 2006; Landazuri y Tigrero, 2009).

2.18.4 Riego

Requiere de riego superficial frecuente, ya que la planta tiene poca tolerancia al estrés
hidrico. Generalmente se asume que el riego complementario es esencial para evitar
cualquier estrés hidrico, a menos que la zona tenga un régimen constante de
precipitacion pluvial a lo largo del afio. Se ha sugerido el riego por aspersion, aunque
esto podria favorecer enfermedades en las hojas. Cualquier estrés de humedad puede
reducir la produccién de hoja. Es mas recomendable utilizar riego por goteo, el cual

puede aprovecharse para la aplicacion de algunos fertilizantes (Midmore y Rank, 2002).

2.18.5 Fertilizacion

Casaccia y Alvarez (2006) indican que todo programa de fertilizacion deberéa partir en
principio, del andlisis de suelo correspondiente, realizado con la debida antelacion.
Estudios realizados en este sentido indican que, por cada tonelada de hoja seca, la planta
extrae 65 kg de N, 8 de P, 56 de K, 16 de Ca y 4 de Mg; por tanto, para una produccion
de 2.5 t* de hoja seca se requieren 162 kg N, 19 de P, 140 de K, 40 de Cay 9 de Mg.
Una recomendacion posible para llegar a estos requerimientos es la aplicacion de la
siguiente mezcla por hectarea después de cada corte: 100 kg de la formulacion 15-15-

15 + 50 kg de cloruro de potasio + 50 kg de urea.
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2.18.6 Abonado organico

Principalmente en invierno, lupino blanco amargo (Lupinus albus L.), 70 kg ha%, en las
melgas del cultivo de estevia 20 dias después del ultimo corte de marzo-abril, el manejo
del mismo se realiza 15 a 20 dias antes de la fecha prevista para la poda de
uniformizacion con machete (5 jornales ha?). La utilizaciéon del abono verde, puede
reducir el nimero de operaciones de deshierbe de tres a una operacion en el periodo
invernal, con respecto a un cultivo de estevia producido en forma convencional sin abono
verde. El aporte de materia orgénica (rastrojos) al sistema de produccion de estevia esta
en torno de 3,200 a 3,700 kg ha* (Duarte, 2008).

2.18.7 Control de malezas

Estevia es una planta con poca capacidad de competencia con la maleza por lo cual el
cultivo debe permanecer libre de malezas en los primeros 30 dias de su crecimiento. El
control eficiente de la maleza, es una de las operaciones que determinan el éxito en la
produccién del cultivo. Se recomiendan diversas estrategias para su control, como la
remocion manual, el control mecanico, quimico y el uso de coberturas muertas (Casaccia
y Alvarez, 2006).

2.18.8 Poda de formacion

La poda de formacion se realiza a los ocho dias después de la plantacién en campo.
Esta poda consiste en cortar el apice o yema terminal de la plantula, dejando como
minimo tres o cuatro pares de hoja con el propésito de estimular la brotacion de las ramas
laterales. Veinte dias después de la primera poda, se realiza la segunda poda, que
consiste en la poda de las ramas secundarias, de la misma forma en que se realizo la
primera. De aqui en adelante se realizan las podas de las ramas terciarias y cuaternarias
gue sean necesarias y eliminar los botones florales, hasta que la planta haya macollado
y tenga unos 25 cm de alto (Ramirez, 2011). Después de cada poda es recomendable
aplicar un fungicida y un fertilizante foliar. El fungicida, con el fin de proteger la herida
causada, de la entrada de patdgenos y el fertilizante foliar, para estimular la brotacion de
las yemas laterales o rebrotes (Ramirez, 2011; Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras,
2016).
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2.18.9 Poda sanitaria

Se realiza para eliminar ramas que han sufrido dafio mecéanico, o que estén afectadas
principalmente por Septoria; en algunas ocasiones cuando las plantas presentan mucha
floracion, es conveniente podar toda la planta a unos 25 cm del suelo, con el fin de

estimular el crecimiento vegetativo (Ramirez, 2011).

2.18.10 Poda de renovacion

Se realiza un corte uniforme a toda la planta a unos 25 cm del suelo, con el propdsito de
renovar el area productiva. Esta poda se realiza cuando la productividad de la planta esta
en descenso o hay dafio por Septoria, que se observa cuando la enfermedad ha
avanzado al tercio medio y superior de la planta (Ramirez, 2011; Lemus-Moncada et al.,
2012).

2.18.11 Control de plagas

Los dafios ocasionados por insectos del orden Coleoptera, Lepidoptera y Orthoptera
influyen directamente en el rendimiento del cultivo, pues consumen las hojas, con lo cual
el area foliar se reduce notoriamente, traduciéndose en una menor cosecha de hojas
comerciales. Las plagas chupadoras y raspadoras (Hemiptera, Homoptera, Acari y
Thysanoptera) causan dafio indirecto, pues se alimentan de la savia, disminuyendo el
crecimiento de la planta por reduccion de fotoasimilados disponibles para los procesos
metabodlicos. Los insectos masticadores Diabrotica sp., Pseudoplusia includens,
Spodoptera sp. y Schistocerca sp., son los que ocasionan dafios directo en la produccién
debido a la reduccion de area foliar por el consumo de hojas (Ramirez-Jaramillo y

Lozano-Contreras, 2016).

2.18.12 Control de enfermedades

Las enfermedades encontradas en estevia son causadas por fitopatbgenos que provocan
marchitamiento, manchas necroticas y ennegrecimiento y cancro; por hongos como:
Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Sclerotium sp., que ocasionan muerte de las plantas,
reduciendo asi la poblacion de estevia por unidad de area. Para el control de
enfermedades como manchas foliares de Septoria y Alternaria se recomienda sulfato de
cobre a razén de 3 g L de agua (Duarte, 2008). Se recomienda realizar un manejo

preventivo de las enfermedades, iniciar con el correcto tratamiento del suelo del semillero
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y utilizacion de agua limpia para el riego. Desde el inicio del desarrollo de los plantines
se deberan llevar a cabo tratamientos preventivos semanales para preservarlas del
ataque de las enfermedades citadas anteriormente, son convenientes las aplicaciones
de sulfato de cobre carboxilado, alternado con Carbendazim de accion sistémica

(Casaccia y Alvarez, 2006; Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras, 2016).

2.19 Corte de estevia y manejo postcosecha

El momento ideal del corte es cuando la plantacion presenta un maximo de 5% de
botones florales o una semana antes de que abran los botones florales, en esta etapa
las hojas de S. rebaudiana poseen el mayor contenido de edulcorantes, es decir, el pico
mas alto de glucosidos. Se debe cortar en tiempo seco y después que el rocio se haya
disipado (Cassacia y Alvarez, 2006), y tener precaucion de no cortar la hoja cuando esta
muy humedo el ambiente o con amenaza de lluvia para evitar que se oxide (Ramirez-
Jaramillo y Lozano-Contreras, 2017). El numero de cortes esta en funcién de las
condiciones climéticas y de suelos, por lo general, se realizan hasta cuatro cortes por
afio, sin embargo, dependiendo del manejo y la variedad se pueden llegar a realizar
hasta ocho cortes al afio, sobre todo en regiones donde la luminosidad supera las 3000

horas luz al afio (Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras, 2017).

El secado de hoja puede hacerse directamente al sol, las ramas y hojas cortadas deben
colocarse en una capa delgada sobre una malla media sombra o plastico, dejar al sol
hasta el atardecer y en caso de que el secado no se complete se debe recoger y guardar
bajo techo, al dia siguiente sacar al sol hasta completar el secado. Una vez secas las
hojas deben separarse de los tallos. Otra opcion es la implementacién de un secador
artificial, en el cual se debera procurar que las hojas no contengan mas de un 12 % de
humedad, antes de su almacenamiento. Después de seco, el producto guarda sus
propiedades por mucho tiempo, sin perder su poder edulcorante (Ramirez-Jaramillo y
Lozano-Contreras, 2017). Las hojas secas son almacenadas en bolsas de plastico de 20
kg en los cuales puede cargarse en torno de 10 a 13 kg de hoja seca (Ramirez et al.,
2011). Se almacenan en depdsitos secos y bien ventilados. Se tienen datos que las
propiedades edulcorantes de las hojas correctamente secadas pueden perdurar hasta
25 afios (Ramirez et al., 2011).
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2.20 Composicion de la estevia

Los compuestos responsables del dulzor de la Stevia rebaudiana son los glucésidos de
esteviol aislados e identificados como: estevidsido, esteviolbiésido, rebaudidsido A, B, C,
D, E y F y dulcésido. Estos se encuentran en las hojas de la planta en porcentajes
variables en funcion de la especie, las condiciones de crecimiento y las técnicas
agronomicas, llegando a alcanzar hasta el 15 % de su composicion (Gilabert y Encinas,
2014). El estevidsido es el componente principal, constituyendo cerca del 85 % de los
edulcorantes totales, mientras que el rebaudiésido A, en menor proporcion, es el
componente mas dulce. Estos dos componentes han sido empleados por el elevado
poder edulcorante y la baja toxicidad (Chan et al., 2000). Se ha determinado que el sabor
amargo del extracto se debe principalmente al contenido de esteviosidos. Entre mayor
sea el porcentaje de rebaudiosido A, en el extracto final, mayor dulzor y mejor sabor
tendra (Rank y Midmore, 2006).

2.21 Metabolismo de la estevia

Los glucésidos de esteviol pasan por el cuerpo sin producir ningun tipo de acumulacion
o impacto caldrico significativos. Estos no se digieren y pasan a través del sistema
digestivo alto completamente intactos. Las bacterias intestinales en el colon (Bacterioides
spp.) hidrolizan los glucésidos de esteviol al cortar sus unidades de glucosa. Luego, el
esteviol es absorbido por la vena porta y, principalmente, es metabolizado por el higado
a glucoronido de esteviol, y finalmente es eliminado a través de la orina (Geuns et al.,
2007).

2.22 Ruta de sintesis de estevidsidos

Los compuestos edulcorantes de las hojas de estevia son glucésidos de diperteno
sintetizados a partir de la ruta del 4cido giberélico. Estos dipertenos se sintetizan a partir
de unidades de acetato del acetil-coenzima A en la ruta del acido mevalénico (MVA).
Este ultimo ingresa al cloroplasto y se convierte en pirofosfato de isopentenilo (IPP) que
es considerado el isopreno activo, luego, se convierte en pirofosfato de geranilgeranilo,
un compuesto de 20 carbonos que sirve como donador de todos los &tomos de carbono
de las giberelinas, mas tarde, en pirofosfato de copadillo, con dos sistemas de anillos y,

por ultimo, en Kaureno, un compuesto que tiene cuatro sistemas de anillos. El Kaureno
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es el compuesto donde divergen los glucésidos de esteviol y las giberelinas. En estevia,
el Kaureno es convertido a esteviol, estructura basica de los glucosidos de diperteno en
el reticulo endoplasmico, este esteviol puede ser glucosilado en el aparato de Golgi, para
formar los principales edulcorantes, como el esteviésido, los rebaudiésidos Ay C y el
dulcosido A, que van finalmente a las vacuolas (Kasahara et al., 2002; Jarma et al., 2005;
Hsieh y Goodman, 2005; Guevara et al., 2005).

2.23 Ingesta diaria admisible

La FDA, OMS y la FAO (Admiracion de Drogas y Alimentos, Organizacion Mundial de la
Salud y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion)
han aprobado el uso de la estevia como “aditivo alimentario” para ser consumida por
personas de todas las edades. En diciembre de 2008, la FDA autorizé el uso del
rebaudiésido A como edulcorante en bebidas y alimentos, clasificandolo como GRAS
(generalmente reconocido como seguro). La ultima revision de la FDA fue en 2013, en la
que siguid clasificado como GRAS (Food and Drug Administration, 2013). El comité
JECFA ha revisado varias veces la IDA (ingesta diaria admisible) de la estevia desde el
afio 2000 hasta el 2010, estableciendo en la Ultima revisién una IDA de 4 mg kg™ de peso
corporal/dia (JECFA, 2005).

2.24 Técnicas de extraccion de glucoésidos

2.24.1 Extraccién con fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier substancia a una temperatura y presién por encima
de su punto critico termodindmico. Tiene la propiedad de difundirse a través de los
sélidos como un gas, y de disolver los materiales como un liquido. Adicionalmente, puede
cambiar rdpidamente la densidad con pequefios cambios en la temperatura o presion.
Estas propiedades lo hacen conveniente como un sustituto de los solventes organicos
en los procesos de extraccion. Los fluidos supercriticos (FSC) tienen la capacidad de
extraer ciertos compuestos quimicos con el uso de determinados solventes especificos

bajo la combinacion de temperatura y presion (Brunner, 2005; Rozzi y Singh, 2002).
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2.24.2 Extraccion de compuestos por Soxhlet

La extraccion solido-liquido es muy antigua, a mediados del siglo XIX se describieron
diversas versiones de este proceso (maceracion, infusion, decoccion, lixiviacion y el
desplazamiento), cuyos dos ultimas fases descritas en 1849 por Morfit, son el embalaje
de la materia organica extraida en un percolador, que se llena con un disolvente caliente
gue se deja percolar lentamente a través de la materia organica y una abertura en la
parte inferior para el drenaje cuyo producto se colecta en un recipiente. El proceso se
repite varias veces y por ultimo los disolventes se evaporan para recuperar la materia
extraida (Jensen, 2007).

2.25 Cromatografia de capa fina

Para la identificacion y analisis semicuantitativo de los compuestos rebaudiésido A y
esteviosido de la planta Stevia rebaudiana, se realiza una cromatografia en capa fina,
gue consiste en una serie de inyecciones de extracto crudo sobre una placa de silica gel
en fase normal, cuya polaridad es mayor que la fase movil (seleccionada asi debido a la
estructura de los glucésidos de la planta), junto con inyecciones de estandares
purificados de dichos compuestos. Una vez revelada la placa mediante compuestos
cromoégenos se logran evidenciar y distinguir bandas, que al compararse con las bandas
de los estandares indican la presencia de las mismas estructuras en el extracto de las
muestras inyectadas. Al analizar las bandas, una que aparece a la misma distancia del
estandar de rebaudiésido A, otra a la distancia del estdndar de esteviosido, u otras mas
a diferentes distancias, sugieren la presencia de otros glucésidos en la muestra. Segun
la intensidad de las bandas las muestras deberan presentar mayor concentracion relativa

de glucésidos (Vazquez et al., 2014).

2.26 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia es una técnica analitica de separacion que se
utiliza con gran frecuencia debido a su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, a su alta sensibilidad e idoneidad para la separacion de especies
y a su gran aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, la
ciencia y la sociedad. Este método fisico de separacion es basado en la distribucion de

los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una fija o0 estacionariay otra
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movil. En la cromatografia, la fase movil es un liquido que fluye a través de una columna
gue contiene a la fase fija. Los componentes atraviesan dicha fase a distintas velocidades
y se van separando, luego pasan por un detector que genera una sefal que puede
depender de la concentracion y el tipo de compuesto (Scott, 2003).

La respuesta del detector en funcién del tiempo se recoge en una grafica denominada
cromatograma, el eje horizontal corresponde al volumen o al tiempo equivalente;
normalmente se mantiene constante la velocidad de flujo (volumen/tiempo) para que el
tiempo pueda ser siempre representado en el eje horizontal. El eje vertical es
proporcional a la respuesta que se produce en el detector a medida que el liquido efluente
del soporte cromatogréfico pasa a través de él. La separacion de los componentes

depende del ancho de los picos y del espacio de tiempo entre los picos (Scott, 2003).

Este método es el mas utilizado en investigaciones actuales y se considera como uno de
los métodos mas confiables para esa determinacion (Kovylyaeava et al., 2007).
Organizaciones internacionales, como el Comité Mixto de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA por sus siglas en ingles), tienen validado un método de HPLC para

la deteccion de glucésidos en Stevia rebaudiana (JECFA, 2010).

2.27 Trabajos reportados de extracciéon de glucdésidos

Jaitak et al. (2008) encontraron valores para esteviosidos de (3.3 - 6.7 %) y de (1.2 % -
2.3 %) para rebaudiésido A, en su investigacion para conocer la estabilidad fenotipica y
densidades de plantas de diferentes genotipos de estevia, atribuyendo esto a las

condiciones climaticas en las que se desarrolla el cultivo.

Jiménez et al. (2010) encontraron en cultivos de estevia establecidos en Paraguay
valores altos en el contenido de estevidsidos (21 %) y rebaudiosidos A (12 %). Sin
embargo, aunque ellos lo relacionan directamente con las condiciones agroclimaticas,

solo las mencionaron de manera general, pero no las evaluaron.

Moguel et al. (2011) en su trabajo de investigacién determinaron la concentracion de
esteviésido para los materiales criollo 1, criollo 2, SM1 y Morita I, obtenido estos
resultados en estevidsidos respectivamente (7.1, 5.1, 5.3 y 2.1 %) y las concentraciones

de rebaudiosido A fueron de (2.9, 2.4, 1.7 y 9.1 %) de hoja respectivamente. Ellos
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relacionaron las diferentes concentraciones a la temporada de cosecha, que va

relacionada con la radiacion solar y precipitacion pluvial.

Jarma et al. (2012) evaluaron solamente rebaudiésido A reportando contenidos de (9.3,
10.1, 11.6 %) bajo un método de HPLC con una columna NH2, estas concentraciones

las relacionaron al efecto de la temperatura y radiacion en las plantas de estevia.

Gonzalez et al. (2014) caracterizaron cultivares de estevia de diferentes procedencias,
los cuales reportaron valores para esteviosidos de (1.9, 2.4, 4.3 %) y para rebaudidsido
A de (7.4, 6.9, 17.7 %) esto mediante el método de HPLC utilizando una columna NH2,
atribuyendo la variacion de las concentraciones al genotipo y regién en donde es
cultivada.

Aranda et al. (2014) en su investigacion al evaluar la inocuidad de estevia como
edulcorante de alimentos, reportdé contenidos de estevidsidos de (3.97 %) y para
rebaudidsidos A de (15.15 %). En este trabajo de investigacion le atribuyen a la variedad
de la planta, la cantidad de radiacion solar y la densidad de cultivo el diferente contenido

de glucésidos.

Hernandez et al. (2016) evaluando el rendimiento y la calidad de las hojas de estevia en
diferentes regiones, encontraron concentraciones de estevidsidos del (2 ,1.3, 3.9, 1.6,
1.4, %) y para rebaudiésido A de (13.2,13.7, 8.6, 9.9, 9.4 %), atribuyeron estos
contenidos a la influencia edafo-climética de cada region.
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3. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis General
Las caracteristicas morfolégicas de la planta y la concentracibn de esteviosido y
rebaudiosido A en hoja dependen de las condiciones edafo-climéaticas y de manejo del

cultivo.

3.2 Hipotesis Particulares
La morfologia de la planta de estevia, depende del manejo del cultivo y de las condiciones
edafo-climéticas de las localidades en donde se encuentra cultivada.

Existen diferentes concentraciones de estevidsido y rebaudiosidos A, en funcion de las
condiciones edafo-climéaticas y de manejo del cultivo.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Evaluar las caracteristicas morfologicas de las plantas de estevia y determinar el
contenido de estevidsido y rebaudiosido A en hojas, en diferentes condiciones edafo-

climaticas y de manejo del cultivo.

4.2 Objetivos Especificos
Evaluar la morfologia de plantas de estevia, cultivadas en parcelas con diferentes

condiciones edafo-climaticas y de manejo.

Determinar el contenido de esteviésido y rebaudiosido A en hojas de estevia en plantas
bajo diferentes condiciones edafo-climaticas y de manejo.
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5. MATERIALES Y METODOS
Con la finalidad de cumplir con los objetivos planteados para esta investigacién, a

continuacion, se describen las fases de trabajo.

5.1 Localidades de estudio

1) Tuzamapan, se localiza en el municipio de Coatepec en el estado de Veracruz y se
encuentra en las coordenadas geograficas, 19° 23" 21.85" N, 96°52" 23.37" O. 2)
Venustiano Carranza, se localiza en el estado de Chiapas, ubicado en las coordenadas
geograficas 16° 22" 16.74°"N, 92° 32" 49.19"" O. 3) Bacalar, se ubica en el municipio de
Othén P. Blanco en el estado de Quintana Roo, en las coordenadas geograficas 18°
43°01.62"°N, 88° 24°08.98 "0 (Figura 7) (Meteoblue,2018).

Figura 7.Ubicacion geoespacial de las localidades de estudio de plantas de Stevia rebaudiana

Bertoni.

5.2 Material vegetal y tamafio de muestra
Las plantas de estevia fueron de la variedad Morita Il, recolectadas en las tres localidades
en donde se realizaron los muestreos. De cada parcela se tomaron 10 plantas de forma

aleatoria, cortando todos los brotes a partir de 5 cm de la base de la raiz.
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5.3 Disefio experimental
El estudio fue realizado como un pseudo-experimento, bajo un disefio completamente al
azar, donde se consider6 cada localidad como un tratamiento, con 10 repeticiones y una

planta como unidad experimental.

5.4 Informacion climética, muestreo de suelos y muestreo de hojas

Los datos de clima, altitud, precipitacion pluvial, temperatura y luminosidad se tomaron
de bases de datos meteoroldgicos de estaciones establecidas cerca de los sitos de
muestreo reportados en la pagina climatologica Meteoblue. En el muestreo foliar se
tomaron 10 plantas de modo aleatorio, cortando los brotes a partir de 5 cm de la base de
la raiz. Los brotes se guardaron en bolsas de papel con sus respectivas etiquetas para

el traslado al laboratorio y ser procesadas para los andlisis correspondientes (Anexo 1).

El muestreo de suelo se realizd en forma de zigzag. Se tomaron 5 submuestras de
aproximadamente 200 g cada una. Las muestras fueron guardadas en bolsas de
polietileno, se etiquetaron y fueron trasladadas al laboratorio para sus respectivos
analisis. Los andlisis se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-021-
RECNAT-2000 (Anexo 1).

En Tuzamapan, Ver. el muestreo se realizé el dia 11 de abril del 2018, en Venustiano
Carranza, Chis. el dia 2 de junio del 2018 y en Bacalar, Q. Roo el dia 27 de junio de
2018.

5.5 Variables evaluadas

Se tomaron datos de altura de la planta, nUmero de hojas, numero de brotes, didmetro
del tallo. Ademas, se registro el peso fresco, peso seco y contenido de humedad de las
hojas. En el andlisis de suelo se determiné textura, pH, Conductividad Eléctrica (CE),
contenido de materia organica (MO), Nitrégeno (N), Potasio (K), Sodio (Na), Calcio (Ca),
Magnesio (Mg), y capacidad de intercambio catiénico (CIC). Para la fase del andlisis de
los glucosidos se determiné el contenido de esteviosido y rebaudidsido A reportados en
% en base a hoja seca.
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5.6 Manejo del cultivo

Para conocer el manejo de cultivo en las parcelas muestreadas, se aplicé un cuestionario
con preguntas abiertas a los productores. Considerando aspectos importantes como las
practicas de manejo del cultivo, el manejo de cosecha y postcosecha, asi como el

rendimiento (Anexo 2).

5.7 Cromatografia liguida de alta eficacia (HPLC)

5.7.1 Preparacion de las muestras

Se molieron las hojas secas de cada muestra. Se tomaron 500 mg de polvo de estevia
de cada muestra. En tubos Falcon de 15 mL se agregaron 5 mL de agua grado HPLC y
se agrego el polvo de las hojas de cada muestra para ponerse a bafio Maria durante 30
minutos a una temperatura de 100 °C. Este paso se repitio dos veces. El extracto
resultante se dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a 2500
rpm durante 10 minutos. La fase acuosa se transfirio a un matraz volumétrico de 25 mL
y fue aforado a su capacidad con agua HPLC. Por ultimo, esta solucién se filtr6 a través
de filtros de membrana de 0.45 um para ser depositado en viales de HPLC de 2 mL para
hacer las lecturas correspondientes en el equipo de cromatografia liquida (HPLC) (Figura
8) (Aranda et al., 2015) (Anexo 3).

Figura 8. Preparacion de extractos de Stevia rebaudiana Bertoni para lectura en HPLC.

5.7.2 Cromatografia liquida (HPLC) para medir contenido de glucésidos
Se realizé un método de cromatografia liquida de alto rendimiento, con un sistema de
HPLC Agilent Tecnologies 1260 Infinity (Quaternary LC). Para el procedimiento
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cromatografico se utilizé una columna C18 (longitud: 250 mm; diametro interior: 4.6 mm,
tamanfo de particula: 5 micras) (columna Phenomenex Co., Ltd., CA, EE.UU.), sin control
de temperatura con detector UV- vis que se ajustd a una longitud de onda de 210 nm. La
fase mavil fue 32:68 (v / v) mezcla de acetonitrilo y tampon de fosfato de sodio 10 mmol
/ L (pH 2.6) a un caudal de 0.8 mL /min. El volumen de inyeccion de muestra fue de 20
pL y el analisis se realizé con el software Claridad 2.7.3.498 version 2009 (Aranda et al.,
2015).

5.7.3. Cuantificacion de glucosidos

Se realizaron las curvas de estandares para cada glucésido, a 100, 200, 300, y 400 ug
mL-1. Con los resultados obtenidos se determind la regresion lineal para la cuantificacién
de los glucésidos. Con el area reportada en los picos de los cromatogramas de cada
localidad, se determinaron los contenidos de esteviosidos y rebaudiosidos A. Los

contenidos se reportaron en % de peso seco de la hoja.

5.7.4 Analisis de datos

Los datos de las caracteristicas morfolégicas y los contenidos de estevidsido y
rebaudiésido A, se integraron a una hoja de calculo de Excel Version 2010. Mediante el
programa estadistico SAS 9.4, se realiz6 un ANOVA y una prueba de medias LS-means
con p<0.05, ademas se realizd una correlacion de Pearson para las variables edafo-

climaticas, variables morfologicas y contenido de glucésidos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Descripcion climética de las localidades de muestreo
Como se describio en la seccion de materiales y métodos, la recoleccidon de estevia se
realizo en tres localidades, a continuacion, se presentan las descripciones climaticas de

cada localidad.

6.1.1 Tuzamapan, Veracruz

La localidad de Tuzamapan, Veracruz, se encuentra a una altura promedio de 874 msnm
y presenta un clima subtropical himedo (Cfa), una precipitacion pluvial anual de 1351
mm, una temperatura maxima media anual de 25.83 °C, temperatura media anual de
20.44 °C, temperatura minima anual de 15.08° C y una luminosidad promedio anual de
12.38 horas (Figura 9).

"Cyh Tuzamapan, Veracruz mm
35 300
30 _ I 250
25 I

[ | l 200
20
150

15
10

5

I I 50
S ER N 1.

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov

Luz mmmPrecipitacion —s—Temp. Min Temp. Med Temp. Max

Figura 9. Climatograma de las condiciones de Tuzamapan, Veracruz durante el afio 2018.
(Elaboracién con datos de Meteoblue.com).

6.1.2 Venustiano Carranza, Chiapas

El municipio de Venustiano Carranza, Chiapas presenta un clima templado con invierno
seco (Cwb) a una altitud de 1516 msnm. Se reporta una precipitacion pluvial media anual
de 982 mm, temperatura maxima anual de 25.05 °C, temperatura media anual de 18.09
°C, temperatura minima anual de 11.19 °C y luminosidad promedio anual de 12.65 horas
(Figura 10).
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Venustiano Carranza, Chiapas
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Figura 10. Climatograma de las condiciones de Venustiano Carranza, Chiapas durante el afio
2018. (Elaboracién con datos de Meteoblue.com).

6.1.3 Bacalar, Quintana Roo

El municipio de Bacalar, Quintana Roo se ubica a una altitud de 17 msnm y presenta un
clima tropical (Aw). De acuerdo a los datos meteorologicos consultados, se registra una
precipitacion pluvial media anual de 1091 mm, temperatura maxima anual de 30.5 °C,
temperatura media anual de 25.8 °C, temperatura minima anual de 21.1 °C y una

luminosidad media anual de 12.45 horas (Figura 11).

Venustiano Carranza, Chiapas
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Figura 11. Climatograma de las condiciones de Bacalar, Quintana Roo durante el afio 2018.
(Elaboracién con datos de Meteoblue.com).
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El Cuadro 3, resume las altitudes y condiciones climaticas de las localidades de estudio.
La altitud de Venustiano Carranza, Chis. y Tuzamapan, Ver. estan dentro del intervalo
de adaptacion que va de 300 a 1200 msnm (Yaday et al., 2011). Aunque la altitud de

Bacalar esta fuera del intervalo reportado, no impide el desarrollo de la planta.

El clima en Tuzamapan, Ver. y Bacalar, Q. Roo., estan dentro de los reportados como
optimos y el clima de Venustiano Carranza, Chis como sub-6ptimo para el desarrollo de
la planta (Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras, 2016). Las temperaturas maxima,
minima y media en Tuzamapan, Ver. y Bacalar, Q. Roo. estan dentro del intervalo
establecido como favorable para el desarrollo del cultivo (15 °C a 30°C) (Villa y Chifa,
2006). En Venustiano Carranza, la temperatura minima esta por debajo del intervalo
antes mencionado, sin embargo, al parecer no afecta el desarrollo de la planta. Las horas
de luz promedio reportadas en las tres localidades son ligeramente menores las 13 h
diarias establecidas para el cultivo. En lo que respecta a la precipitacion pluvial se
considera baja en las tres localidades pues segun, Ramia (2002), registrandose valores
gue van desde los 1400 a los 1800 mm al afio. Sin embargo, en las tres localidades se
emplea el sistema de riego por goteo ya que la estevia no puede exponerse a un periodo

seco prolongado.

Cuadro 3. Altitudes y condiciones climéaticas de las localidades de estudio.

Localidad CLIMA ALT PP TMAX TMED TMIN LUZ
(msnm) (mm) (°C) (°C) (°C) (h)
TUZ :
v Subtropical 874 1351 25.8 20.4 15 12.3

hamedo (Cfa)
VCAR Templado con

invierno seco 1516 982 25 18 11.1 12.6
(Cwb)
BAC Tropical (Aw) 17 1091 30.5 25.8 21.1 12.4

TUZ= Tuzamapan, VCAR=Venustiano Carranza, BAC=Bacalar, ALT=altitud, PP=precipitacion
pluvial, TMAX=temperatura maxima, TMED= temperatura media, TMIN=temperatura minima,
LUZ= luminosidad
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6.2 Propiedades fisicas y quimicas del suelo

De acuerdo con los andlisis fisicoquimicos del suelo en las localidades de muestreo
(Cuadro 4), los valores de pH en los suelos de Tuzamapan, Ver. y Bacalar, Q. Roo, estan
dentro del intervalo considerado como 6ptimo para el desarrollo de estevia (5.5 a 6.5). Al
observar el Cuadro 4, se nota que el pH del suelo de Venustiano Carranza, Chis., es
ligeramente inferior al intervalo establecido, sin embargo, no afecta el desarrollo de la

planta (Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras, 2016).

El porcentaje de materia organica mostré diferencias numéricas entre las localidades,
Venustiano Carranza, Chis. reporté un bajo porcentaje, Tuzamapan, Ver. alto y Bacalar
muy alto. Los porcentajes encontrados en Tuzamapan, Ver. y Bacalar, Q. Roo. estan
dentro de lo reportado como favorable para las plantas de estevia, pues segun Ramirez-
Jaramillo y Lozano-Contreras (2016) el cultivo necesita de regular a alta proporcion de
materia organica. Puede observarse que los macros y micronutrimentos mostraron
diferencias numéricas entre las localidades, siendo Venustiano Carranza, el que

presento las menores cantidades.

Cuadro 4. Propiedades fisicas y quimicas de suelo en el cultivo de Stevia rebaudiana Bertoni.

PH MO Nt P K Ca Mg Na
LOCALIDAD (H20)
rel 1:2 pScm? % mg kg* cmol kg-1
TUZ 5.95 50.1 341 0.14 15.52 0.35 6.8433 1.32 0.17
VCAR 5.33 93.4 1.59 0.09 3.65 0.31 4.1687 2.16 0.08
BAC 7.5 275.95 7.76 0.39 16.59 1.9 56.43 3.29 0.23

TUZ=Tuzamapan, VCAR=Venustiano Carranza, BAC=Bacalar, pH=potencial de hidrogeno,
CE= conductividad eléctrica, Nt=nitrégeno total, P =fosforo, K=potasio, Ca=calcio, Mg=

magnesio, Na= sodio.

En cuanto a textura del suelo estudiado (Cuadro 5), se determiné que, en Venustiano
Carranza, Chis. hay una textura franco-arenosa-arcillosa, mientras que en Tuzamapan,
Ver. y Bacalar, Q. Roo. el suelo presenta una textura Arcillosa. Se conoce que el cultivo
de estevia es poco exigente a la textura, adaptandose a diferentes tipos de suelos, con

texturas desde franco-arenosas a franco- arcillosas (Ramirez-Jaramillo, 2011).
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Cuadro 5. Clasificacion de textura del suelo de las localidades de estudio.

CIC Arcilla Limo Arena
LOCALIDAD Clasificacion Textural
cmol kg* %
TUZ 17.87 43 15 41 Arcilloso
VCAR 7.94 36 11 53 Franco-arenoso-arcilloso
BAC 29.79 46 14 40 Arcilloso

TUZ= Tuzamapan, VCAR= Venustiano Carranza, BAC=Bacalar, CIC= capacidad de

intercambio catidnico.

6.3 Manejo del cultivo

En el Cuadro 6, se presentan concentradas las principales practicas del manejo de los

cultivos de estevia, en las localidades de Tuzamapan, Ver., Venustiano Carranza, Chis.,

y Bacalar, Q. Roo., todos plantados con la variedad es Morita Il.

Cuadro 6.Principales practicas de manejo del cultivo de Stevia rebaudiana Bertoni en las

localidades de estudio.

Practicas de manejo Tuzamapan V. Carranza Bacalar
Superficie sembrada (ha) 3 2 2.5
Variedad Morita Il Morita I Morita Il
Plantas ha* 88 000 240 000 55 000
Acolchado Si No Si
Riego Si Si Si
Abonos organicos Si Si Si
Fertilizacion quimica Si Si No
Poda Si Si Si
Numero de cortes por afio 4 607 304
Control de maleza Si Si Si
Control de plagas Si Si Si
Control de enfermedades Si Si Si
Rendimiento de hoja seca (t ha') 7 8.4 55
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Al observar el Cuadro 6 es posible notar que existe una diferencia importante en la
densidad de plantacién en Venustiano Carranza, Chis. (240,000 plantas) y en Bacalar,
Q. Roo. (55,000 plantas). Al respecto, la literatura sefala que, con densidades por arriba
de 160,000 plantas ha' se pueden obtener mayores rendimientos (Ramirez, 2011). Otra
diferencia entre localidades es la presencia de acolchado plastico en Tuzamapan, Ver. y
Bacalar, Q. Roo., y la ausencia de este en Venustiano Carranza, Chis. Las imagenes
mostradas en la Figura 12 permiten apreciar una diferencia marcada en el crecimiento

de las plantas en favor de la parcela sin acolchado, en donde, ademas, el productor

indicé que realiza de 6 a 7 cortes y reporta el rendimiento mas alto de hoja seca
registrado: 8.4 t ha' (Cuadro 6).

Figura 12. Plantas de Stevia rebaudiana Bertoni en diferentes localidades de estudio. a)

Tuzamapan, Veracruz. b) Venustiano Carranza, Chiapas. c) Bacalar, Quintana Roo.

La diferencia en rendimiento entre parcelas tiene relacién con la densidad de plantacion
y posiblemente con la nutricién. En Venustiano Carranza, Chis., se aplican fertilizantes
qguimicos liquidos por medio del sistema de riego por goteo, foliares y abonos orgéanicos;
en Bacalar, Q. Roo., el cultivo esta certificado como orgéanico, por lo cual integran abonos
verdes y lombricomposta. En Tuzamapan, Ver. se esta buscando la certificacion por lo
gue estan incluyendo abonos organicos, sin embargo, eventualmente utilizan fertilizantes
guimicos.

Algunos autores han reportado rendimientos de estevia en hoja seca de 1.4 t ha! con
125,000 plantas ha'y 3.5 t ha' con 62,000 plantas por ha! afio! (Espitia et al., 2009;
Hernandez et al., 2016). En otros paises, como Paraguay, se reportan rendimientos de
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4.3thal, yenJapény Canada de 4 a6thatly 3tha? afo?, respectivamente, con
diferentes densidades de siembra no especificadas (Ramesh et al., 2006). Al respecto,
Hernandez et al. (2016), mencionan que los contrastes en rendimientos entre localidades
se pueden entender por la interaccion de las diferentes condiciones ambientales propias

de cada localidad y del manejo del cultivo.

6.4 Caracteristicas morfoldgicas de las plantas de estevia

De acuerdo con el analisis de varianza, se encontraron diferencias estadisticas
significativas para altura de planta (P=0.0001), diametro de tallo (P=0.0001), nimero de
hojas (P=0.0002), numero de brotes (P=0.0011), peso fresco de hojas (P=0.0006), peso
seco de hojas (P=0.0316) y contenido de humedad de hojas (P=0.0001) (Cuadros 7 y 8).

Para altura de planta, la prueba de medias (LS-means) separé las medias de las tres
localidades hallando una superioridad en las plantas cultivadas en Venustiano Carranza,
Chis. El diametro de tallo fue similar en las plantas de Venustiano Carranza, Chis. y
Tuzamapan, Ver., y superiores al didmetro de las plantas de Bacalar, Q. Roo. El nUmero
de hojas de las plantas de Venustiano Carranza, Chis., fue mayor al de las demas

localidades, al igual que para el nUmero de brotes.

Cuadro 7. Medias de las variables morfologicas de las plantas de Stevia rebaudiana Bertoni en

los diferentes localidades de estudio.

AP DT
NH NB
LOCALIDAD (cm) (mm)
VCAR 45.08+1.92 a 2.97+0.17a 3353.00+£284.54 a 54.20+£2.97 a
TUZ 35.81+1.92 b 2.84+0.17a 1633.20+248.54 c 36.40+2.97 c
BAC 27.60+1.92 c 1.46+0.17 b 2498.90+£284.54 b 45.50+2.97 b

Los valores representan la media £+ ES (Error Estandar). Medias con distinta letra en una
columna son estadisticamente diferentes (p<0.05) TUZ=Tuzamapan, VCAR=Venustiano
Carranza, BAC=Bacalar, AP=altura de la planta, DT= didmetro del tallo, NH= nimero de hojas,

NB= nUmero de brotes.

El peso fresco de las plantas de las hojas fue similar entre las plantas de Tuzamapan,
Ver. y Bacalar, Q. Roo., siendo las plantas de Venustiano Carranza, Chis., las que
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presentaron el mayor peso fresco. El peso seco de las hojas fue similar entre las plantas
de Venustiano Carranza, Chis. y Tuzamapan, Ver, siendo superiores al peso seco de las
plantas de Bacalar. El contenido de humedad de las hojas en las plantas de Venustiano
Carranza, Chis. y Bacalar, Q. Roo fueron similares, y superiores a las de Tuzamapan.

Cuadro 8. Andlisis del peso fresco, peso seco y contenido de humedad de las hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni en diferentes localidades de estudio

PF PS CHH
LOCALIDADES
(9) (9) (%)
VCAR 396.17+25.15 a 118.73+11.19 a 69.96+1.53 a
BAC 271.92+25.15 b 76.18+11.19 b 72.18+1.53 a
TUZ 250.49+25.15 b 108.25+11.19 a 58.61+1.53 b

Los valores representan la media + ES (Error Estandar). Medias con distinta letra en una
columna son estadisticamente diferentes (p<0.05) PF= peso fresco, PS= peso seco, CHH=
contenido de humedad en la hoja.

De acuerdo con los resultados mencionados anteriormente, en general, las plantas de
Venustiano Carranza, Chis., presentaron los valores mas altos para las variables
morfoldgicas, peso fresco y peso seco de hojas. Es posible que las diferencias en el
manejo del cultivo, con mayor densidad de plantacion, sin acolchado y junto con una
fertilizacion integrada (fertilizantes quimicos y abonos organicos), estimularan un mayor
crecimiento y desarrollo del follaje de las plantas, es decir, follaje de las plantas ya que
el suelo en esta localidad presentd menor porcentaje de materia organica y
concentracion de macro y micronutrimentos, con una textura franco-arenosa-arcillosa.
Estas condiciones favorecieron una mejor respuesta de las plantas a la fertilizacion y
riego, aunado a la precipitacion pluvial, lo que favorece la movilidad de los nutrientes y

el mejor aprovechamiento de estos por las plantas.

Asi como el manejo del cultivo de estevia en Venustiano Carranza fue distinto al de las
otras localidades evaluadas, también lo fue la media de horas luz, siendo esta mayor al
de los otros municipios estudiados. Segun Ramirez (2011), los fotoperiodos largos

aumentan la longitud de los entrenudos, el area foliar y aceleran la aparicion de las hojas
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en las plantas. Jarma et al. (2006) mencionan que Morita Il presenta un mejor desarrollo

y una mayor area foliar cuando crece bajo niveles altos de radiacion.

6.5 Correlaciones de variables morfologicas con altitud y variables climaticas

En el Cuadro 9 se presentan las correlaciones entre las variables morfologicas de las
plantas de estevia, la altitud y las principales variables climaticas de las localidades de
estudio.

La altura de la planta y el diametro del tallo presentaron correlacion positiva y significativa
con la altitud en las localidades de muestreo. Desde el punto de vista biolégico, la altitud
incide sobre el crecimiento de las plantas, la longitud de los entrenudos y el tamafio de
las hojas (Ramirez et al., 2011). Lo que concuerda con los valores reportados en altura
y diametro del tallo de las plantas en Venustiano Carranza, Chis., que se encuentra a
una altitud de 1516 msmn. Sin embargo, el peso fresco y peso seco presentaron una

correlacién regular con la altitud.

El nUmero de hojas, numero de brotes, peso fresco y contenido de humedad de las hojas
son inversamente proporcionales con la precipitacion pluvial. Es decir, a mayor
precipitacion estas variables fueron menores. Lo cual se ve reflejado en las plantas de
Tuzamapan, Ver., ya que reportaron los menores valores para estas variables y es la

localidad en donde la precipitacion pluvial es mayor (1351 mm).

La altura de planta y diametro del tallo presentaron correlacion negativa significativa, lo
gue indica que existe una relacion inversa con las temperaturas minimas y maximas, es
decir a mayores 0 menores temperaturas la planta tendra menor altura y didametro del
tallo. En Bacalar, Q. Roo., en donde existen las maximas temperaturas se observaron
las plantas con menor altura y diametro de tallo. Venustiano Carranza, Chis., con las
menores temperaturas, se obtuvieron los mas altos valores para altura de planta y
didmetro de tallo. Existe una correlacion positiva y significativa entre el nimero de hojas,
numero de brotes, peso fresco con la luminosidad. Esto concuerda con lo reportado en
Venustiano Carranza, Chis., donde existe la mayor cantidad de luminosidad (12.6 h) y
las variables morfolégicas fueron mayores en relacién a las de Tuzamapan, Ver. y
Bacalar Q. Roo. Al respeto Ramia, (2002) menciona que la estevia requiere dias largos

y alta intensidad solar, ya que los fotoperiodos largos aumentan la longitud de los
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entrenudos, el area foliar y acelera la produccion de hojas. Por otro lado, Ramesh et al.
(2006) afirman que el crecimiento vegetativo, area foliar y peso seco de las hojas variaron
de acuerdo a la duracion del dia, y que estos parametros fueron mayores en dias largos
gue en dias cortos.

Cuadro 9. Coeficiente de correlacion (n 30) y niveles de significancia, entre variables
morfoldgicas, altitud y variables climaticas.

AP DT NH NB PF PS CHH ALT PP TMAX TMIN LUZ

AP 1 .88" .68" .69" .83" .87" -0.34 .77 -025 -70" -76" 57"
DT 1 427 44 64" 81" -53° 73" 012 -797 -757 0.27
NH 1 .98" 95" 64" 0.21 031 -66" -0.08 -0.26 .66"
NB 1 96" .68" 0.15 0.28 -61" -0.07 -0.23 .60
PF 1 777 0.03 49" -52° -032 -45 64"
PS 1 -59" 46" -0.00 -.47" -46" 0.23
CHH 1 -0.14 -717 41 021 .46
ALT 1 -025 -93" -99° .68
PP 1 -010 0.16 -.877
TMAX 1 96" -39
TMIN 1 -627
LUZ 1

AP = altura de la planta, DT= didmetro de tallo, NH= nimero de hojas, NB= nimero de brotes,
PF= peso fresco, PS= peso seco, CHH= contenido de humedad en la hoja, ALT= altitud, PP=
precipitaciéon pluvial, TMIN= temperatura minima, TMED= temperatura media, TMAX=
temperatura maxima, LUZ=luminosidad. ** Significancia del 1 %, * Significancia al 5 %. Los

valores en negritas se tomaron como correlaciones relevantes.

6.6 Correlaciones de variables morfolégicas con variables edafolégicas

Las correlaciones entre las variables morfolégicas evaluadas en las plantas de estevia y
algunas variables edafoldgicas, fueron negativas y altamente significativas (Cuadro 10).
La altura de planta tiene una relacion inversamente proporcional con el pH, la materia
organica, el contenido de nitrogeno, fosforo y potasio, es decir, a mayor pH, contenido

de materia organica y contenido de macronutrimentos habra una menor altura en las
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plantas. Lo que coincide con los valores encontrados en altura de planta en Bacalar, Q.
Roo.

Otra correlacién alta e inversamente proporcional se encontré entre el diametro del tallo
con el pH, la materia organica, el contenido de nitrégeno y potasio, lo cual se vio reflejado
en el menor diametro de tallo en las plantas de Bacalar, Q. Roo. El nimero de hojas,
namero de brotes y peso fresco presento una correlacion regular e inversamente
proporcional con el fosforo, es decir, a mayor concentracion de fosforo en el suelo menor
namero de hojas, numero de brotes y peso fresco. Esto se pudo observar en las plantas

de Bacalar, Q. Roo., donde se encontraron estas variables con lo mas bajos valores.

El peso seco presentd una correlacion regular inversamente proporcional con el
contenido de potasio, esto se encontrd en las plantas de Bacalar, Q. Roo., donde se

present6 el menor peso seco y el mayor contenido de potasio.

Cuadro 10. Coeficiente de correlacion (n 30) y niveles de significancia de las variables

morfoldgicas y variables edafol6gicas.

AP DT NH NB PF PS CHH pH MO N P K
AP 1 .88" .68 .69" .83" .87" -0.34 -74° -75° -717 -71" -66"
DT 1 42" 44" 64" 81" -53" -78" -78" -797 -49° -807
NH 1 .98" 95" .64 0.21 -018 -0.19 -0.10 -56" -0.01
NB 1 96" .68 0.15 -0.16 -0.17 -0.09 -51" -0.00
PF 1 77" 003 -39° -40° -0.33 -63" -0.25
PS 1 -59" -47" -47" -47" -035 -.46"
CHH 1 031 0.29 39" -0.23 48"
pH 1 1.00" 99" 76" .96"
MO 1 99" 77" 96"
N 1 .687 .99
P 1 .58"
K 1

AP = altura de la planta, DT= diametro de tallo, NH= namero de hojas, NB= numero de brotes,
PF= peso fresco, PS= peso seco, CHH= contenido de humedad en la hoja, pH=potencial de
hidrogeno, MO= materia organica, N=nitrdgeno, P=fosforo, K=potasio** Significancia del 1 %, *

Significancia al 5 %. Los valores en negritas se tomaron como correlaciones relevantes.
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6.7 Contenido de esteviésidos y rebaudidsidos A

Una vez identificados los tiempos de retencion de cada estandar (Figura 13), el primer
glucésido en aparecer es el rebaudiésido A, en promedio en el minuto 2.21 y el
esteviosido en promedio al minuto 2.35. Se tomaron los valores de las areas de los picos
de ambos glucésidos, para determinar la formula para la cuantificacibn mediante una

regresion lineal (Figura 14).
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Figura 13. Cromatogramas de los estandares de estevidsido y rebaudiosido A, bajo condiciones

de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con sus minutos de retencion.
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Figura 14. Regresidn lineal de curvas estandares en condiciones de cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC) para esteviosido y rebaudiésido A.

Después de obtener los cromatogramas por triplicado de los extractos de cada muestra
de estevia, se determiné el area del pico de cada glucosido (Figura 15). A partir de esto
se realizaron los célculos con las formulas correspondientes, esteviosido (y= 2.4819 x +

66.7) y rebaudiosido A (y= 3.2013x + 52), para saber el contenido de cada glucésido.
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Figura 15. Cromatogramas de los contenidos de estevidsido y rebaudidsido A, de las hojas de

estevia en las tres localidades de estudio bajo condiciones de cromatografia liquida de alta

eficacia (HPLC).
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De acuerdo al andlisis de varianza, en el contenido de estevidsido se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre localidades (P=0.0001). Para el contenido de
rebaudiésido A no hubo diferencia estadistica entre localidades (P=0.7781) (Cuadro 11).
La prueba de medias (LS-means) para el contenido de estevidsido, ubica en el mismo
nivel a Bacalar, Q. Roo. y Venustiano Carranza, Chis. y estas son superiores al contenido
reportado en Tuzamapan, Ver. Para el rebaudiosido A los contenidos fueron similares

entre las tres localidades.

Cuadro 11. Contenido de estevidsido y rebaudiésido A en hojas de estevia en diferentes

localidades de estudio.

_ Estevidsido Rebaudiosido A
Localidades
% %
Bacalar 3.19+0.20 a 12.10+0.74 a
Venustiano Carranza 3.01+0.20 a 11.52+0.74 a
Tuzamapan 1.63+0.20 b 12.21+0.74 a

Los valores representan la media + ES (Error Estandar). Medias con distinta letra en una

columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)

Las plantas de Bacalar, Q. Roo. y Venustiano Carranza, Chis., presentaron valores
similares en el contenido de estevidsidos en comparacion con lo reportado en
Tuzamapan, Ver., donde se encontraron los contenidos mas bajos de este glucésido;
una posible explicacion a estas diferencias puede tener relacién con las horas luz, ya
gue Tuzamapan es la localidad con la menor luminosidad diaria (12.3 h). Al respecto,
Jarma et al. (2012), mencionan que la luminosidad es el factor mas importante para la
sintesis de glucésidos de esteviol en la variedad Morita Il. Los mismos autores reportaron
aumentos de estevidésidos como una respuesta positiva de la especie a la luz. Este
comportamiento podria corroborar lo reportado por Jarma, et al. (2008), respecto a las
tasas de crecimiento y de concentracion de edulcorantes que se registraron en la
variedad Morita I, al cultivarse en diversidad de condiciones y de ambientes,
principalmente del factor de luz solar. Resultados similares han sido reportados por
Lemus-Mondaca et al. (2012), quienes informaron un aumento en la sintesis de

estevidsidos, al aumentar la oferta de luz.
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En México existen pocos trabajos donde se determiné el contenido de glucésidos de
estevia., Moguel et al. (2011) encontraron concentraciones de esteviosido de 2.18 % y
rebaudidsido A de 9.12 % en Morita Il. Aranda et al. (2015) reportaron contenidos de
15.15 % para rebaudiésido A, y 3.97 % para esteviosidos en Morita Il. Estos autores
mencionan que el alto contenido de glucésidos puede tener relacién con la temporada
de cosecha, la radiacion solar y la precipitacion, sin embargo, no analizaron estas
variables. Gonzalez et al. (2014) sefalaron que la variedad Morita Il, cultivada en
Venezuela reporto 1.91 % de esteviosido y 7.47 % rebaudiosido A; la misma variedad
Morita Il cultivada en Colombia tuvo 2.24 % de esteviosido y 6.95 % de rebaudiosido A.
Estas variaciones en las concentraciones de los glucésidos fueron atribuidas a las

condiciones edafo-ambientales de las localidades, sin embargo, no fueron analizadas.

En diez ambientes contrastantes de la India, Jaitak et al. (2008) encontraron que los
edulcorantes de estevia presentaban valores entre 3.3 % y 6.7 % para esteviosidos y
entre 1.2 % y 2.3 % para rebaudiosido A. La mayor variacidon en los contenidos de
estevidsido, confirman el efecto del ambiente sobre la sintesis de este glucosido. Con
base en estos antecedentes, se puede explicar porque se encontraron diferencias en el
contenido de esteviésido en las localidades estudiadas en el presente trabajo, y similitud
en el contenido de rebaudiésido A., ya que el primero es mas susceptible a las

variaciones de las condiciones edafo-climaticas.

Al contrastar los valores medios del contenido de glucésidos encontrados en las tres
localidades, con lo que reportan otros autores, el contenido de estevidsido es de bajo a
medio y en cambio el contenido de rebaudiésido A en las tres localidades fue alto. Es
importante recalcar que uno de los criterios mundiales para determinar la calidad de la
hoja, esta dado por la cantidad de rebaudiosido A presente en esta parte de la planta, ya
gue los extractos considerados como mas valiosos, son aquellos que tienen rebaudiésido

A como el principal componente (Dacome et al., 2005).

Este criterio se basa en las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas aportadas por

el rebaudiosido A ya que ademas de que los medios con un mayor contenido de este
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glucosido presentan un mejor sabor son también mas solubles en agua, lo que permite

una mayor variedad de formulaciones (Brandle et al.,2002).

Al respecto Serfaty et al. (2013) explican que el contenido de glucosidos de esteviol se
determina en funcion de su concentracion en las diferentes partes de la planta y la
acumulacion de biomasa; sin embargo, el desarrollo fenolégico, la acumulacion y la
distribucion de biomasa son notablemente afectadas por variaciones en las condiciones

ambientales.

6.8 Correlacion entre contenido de glucdésidos, altitud y variables climaticas

El contenido de estevidsido presentd correlacion significativa e inversa con la
precipitacion pluvial, a mayor precipitacion pluvial, menor contenido de estevidsidos. Esta
relacion se observé en las plantas de Tuzamapan, Ver., en donde se reportd la mayor

precipitacion pluvial y el menor contenido de esteviosido.

Ademas, este mismo glucésido presento correlacion significativa con horas luz, que
confirma la mayor sensibilidad de este compuesto a las variaciones en luminosidad,
como lo indican Ramesh et al. (2006), que el rendimiento de glucésidos varia de acuerdo
a la duracion del dia, y que es mayor en dias largos al compararlos con dias cortos,
principalmente la concentracion de estevidsidos. Para el contenido de rebaudiésiso A,

no se observo ninguna relacién con altitud o variables climaticas (Cuadro 12).

En estudios realizados con estevia variedad Morita Il, Ceunen et al. (2012) sugieren que
las condiciones ambientales, sobre todo el fotoperiodo, la radiacion y la temperatura
influyen considerablemente en el desarrollo fenolégico de la planta, incluida la

acumulacion de las principales moléculas edulcorantes.

Asi mismo, la edad fisiol6gica juega un papel importante, ya que es, en el momento entre
la formacién de la yema y la iniciacién de la floracion, donde se da un gran incremento
en los contenidos de los glucésidos y esta etapa fenoldgica podria estar determinada por
las unidades calor acumuladas, las cuales, estan definidas como la diferencia entre la
temperatura ambiente y la temperatura base de crecimiento de la planta (Ruiz et al.,
2002).
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Cuadro 12. Coeficiente de correlacion (n 30) y niveles de significancia, entre el contenido de

estevidsido y rebaudidsido A, altitud y variables climéticas.

STEV REBA ALT PP TMAX TMIN LUZ
STEV 1 -0.12 -0.1 -.69” 0.35 0.16 46™
REBA 1 -0.1 0.11 0.06 0.09 -0.13
ALT 1 -0.25 -.93” -.99” .68™
PP 1 -0.1 0.16 -.87"
TMAX 1 .96™ -39
TMIN 1 -.62"
LUZ 1

STEV=estevidsido, REBA=rebaudiésido A, ALT= altitud, PP= precipitacion pluvial, TMIN=
temperatura minima, TMED= temperatura media, TMAX= temperatura maxima,
LUZ=luminosidad. ** Significancia del 1 %, * Significancia al 5 %. Los valores en negritas se

tomaron como correlaciones relevantes.

6.9 Correlacion entre contenido de glucoésidos y variables edafolégicas

En el Cuadro 13 se presentan las correlaciones entre los contenidos de estevidsido y
rebaudiésido A con las algunas variables fisico-quimicas del suelo de cada localidad.
Para estevidsido se observo una correlacion regular significativa, con el contenido de

potasio en el suelo.

Esto coincide perfectamente con el mayor contenido de estevidsido en Bacalar, Q. Roo.,
y donde suelo presentd la mayor concentracion de potasio. Para rebaudidsido A no se

observo ningun tipo de correlacion.

Al respecto, Borda-Molia et al. (2011) afirman que la mejor produccién de glucoésidos de
S. rebaudiana se obtiene cuando el potasio esta en altas concentraciones, entendiendo
gue este elemento es activador de diferentes procesos fisiol6gicos en el metabolismo de

las plantas.
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Cuadro 13. Coeficiente de correlacion (n 30) y niveles de significancia, entre el contenido de

estevidsido y rebaudidsido A y condiciones edafologicas.

STEV REBA pH MO N P K
STEV 1 -0.12 0.26 0.24 0.34 -0.25 42
REBA 1 0.08 0.08 0.06 0.13 0.05
pH 1 1.00” .99™ 76" .96™
CE .89” .94™ 40 97"
MO 1 .99™ a7 .96™
N 1 .68" .99™
P 1 .58™

K 1

STEV= estevidsido, REBA= rebaudidsiso A, pH=potencial de hidrogeno, MO=materia organica,
N=nitrogeno, P=fésforo, K= potasio. ** Significancia del 1 %, * Significancia al 5 %. Los valores

en negritas se tomaron como correlaciones relevantes.
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7. CONTRASTACION DE HIPOTESIS
La primera hipotesis especifica indica que: La morfologia de la planta de estevia,
depende del manejo del cultivo y de las condiciones edafo-climaticas de las localidades
en donde se encuentra cultivada. Se encontraron diferencias importantes entre
localidades para las variables morfologicas, peso fresco y peso seco de hojas y
rendimiento del cultivo. Se logré establecer la influencia de las diferentes condiciones
climaticas sobre todo luminosidad y temperaturas y conocer las diferencias que existen
en el manejo del cultivo, que impactan las variables indicadas. Con base en lo anterior,

la primera hipotesis especifica no se rechaza.

La segunda hipotesis especifica indica que: Existen diferentes concentraciones de
estevidsido y rebaudidsido A, en funcidn de las condiciones edafo-climaticas y de manejo
del cultivo. Se encontraron diferencias significativas en el contenido de estevidsido entre
las localidades incluidas en el estudio, estas diferencias se pudieron asociar
principalmente con la luminosidad y contenido de potasio en el suelo. Pero los contenidos
estuvieron dentro de los intervalos reportados por otros autores. Para el contenido de
rebaudidsido A, no se encontraron diferencias entre localidades, pero los valores estan
muy cercanos a los maximos reportados por otros autores, lo que indica que las
condiciones climaticas y el manejo realizado favorecen la sintesis de este glucdsido. Ante

esta situacion, la segunda hipétesis se rechaza parcialmente.

De acuerdo con la contratacion de las hipotesis especificas, en relacion a los principales
resultados. La hipétesis general se rechaza parcialmente.
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8. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias contrastantes entre localidades de muestreo, en las variables
morfologicas, por lo que se puede afirmar que las condiciones edafo-climaticas, y de
manejo del cultivo, de este ultimo la densidad de siembra, el acolchado y la fertilizacion,

influyen en la morfologia e impactan el rendimiento que vari6 de 5.5 a 8.4 t ha'.

El contenido de esteviésido mostré una fuerte variacion entre localidades. Estas se
asociaron con mayor luminosidad y contenido de potasio en el suelo, y los mayores
contenidos fueron de 3.19% en V. Carranza, Chis., y Bacalar, Q. Roo. En el caso de
rebaudiosido A no hubo diferencias entre localidades y los contenidos variaron de 11.54
a 12.59 %, que se consideran altos por lo que la calidad de la hoja es buena.

En conclusion, las condiciones edafo-climaticas y el manejo del cultivo influyen en la
morfologia de la planta y la concentracion de estevidsido, lo que indica que la sintesis de

este glucosido es méas sensible a la variacién climatica.

9. RECOMENDACIONES

Se sugiere seguir analizando las zonas que presentan condiciones edafo-climaticas
reportadas como favorables para el establecimiento del cultivo de estevia. Analizar el
efecto de estas condiciones, junto con el manejo del cultivo, sobre la fenologia de la
planta, principalmente en la floracion que es en donde se presenta la mayor acumulacion
de glucésidos en las hojas. Evaluar el contenido de glucésidos de acuerdo al nimero de
cortes por afio, para determinar en qué numero de corte al afio se encuentra la mayor

concentracion de esteviésido y rebaudiésido A.
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11. ANEXOS
Anexo 1. Muestreo de plantas y muestreo de suelo en el cultivo de estevia. Figura a),
b), c), muestreo de hoja y suelo del cultivo de estevia en la localidad de Tuzamapan,
Veracruz. Figura d), e), f), muestreo de hoja y suelo en Venustiano Carranza. Figura g)

h), i) muestreo de hoja y suelo en Bacalar, Quintana Roo.
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Anexo 2. Andlisis de varianza (ANOVA) de algunas variables morfolégicas y de

contenido de estevidsido y rebaudidsido A.

Variable dependiente: Altura

Sum of
Source DF Squares| Mean Square | F Value Pr>F
Model 2| 1529.624667 764.812333 20.74 | <.0001
Error 27| 995.825000 36.882407
Corrected Total = 29| 2525.449667
R-Square| CoeffVar| Root MSE| ALTURA Mean
0.605684| 16.79350| 6.073089 36.16333
Variable dependiente: Niamero de hojas
Sum of
Source DF Squares| Mean Square | F Value | Pr > F
Model 2| 14788784.47 7394392.23 11.97 | 0.0002
Error 27| 16679554.50 617761.28
Corrected Total | 29| 31468338.97
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R-Square

Coeff Var

Root MSE

HOJAS Mean

0.469958

31.50170

785.9779

2495.033

Variable dependiente: Contenido de esteviésido

Sum of
Source DF Squares| Mean Square | F Value | Pr > F
Model 2| 14.58402667 7.29201333 17.20| <.0001
Error 27 11.44631000 0.42393741
Corrected Total | 29| 26.03033667
R-Square| CoeffVar| Root MSE| STEV Mean
0.560270| 24.89250| 0.651105 2.615667

Variable dependiente: Contenido de rebaudiosido A

Sum of
Source DF Squares| Mean Square | F Value | Pr > F
Model 2| 2.7750733 1.3875366 0.25| 0.7781
Error 27| 147.9494341 5.4796087
Corrected Total | 29| 150.7245074
R-Square| CoeffVar| Root MSE| REBA Mean
0.018412| 19.59460| 2.340856 11.94643
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Anexo 3. Cuestionario aplicado a los productores de estevia en las localidades
muestreadas.

CUESTIONARIO

Fecha;

DATOS GENERALES DEL PRODUCTOR:
Nombre del productor:

Direccion:

UNIDAD DE PRODUCCION

Ubicacion de la
localidad:

Latitud Longitud

Altitud Superficie
Tenencia de latierra: 1) Ejidal 2) Comunal 3) Pequefia propiedad

Superficie sembrada: ha

Variedad cultivada:

‘ PRACTICAS DE MANEJO DE CULTIVO DE ESTEVIA

Fecha No. de Costo por dia
jornales

Barbecho

Rastreo
Desmonte

Tipo de Fecha de Cantidad | Costo No. de Método de
fertilizante aplicacién por ha jornales fertilizacion

Tipo de riego
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Fuente de abastecimiento

Control de maleza

Método Fecha Productos y No. de jornales Costo
dosis
Control de plagas
Tipo de plaga | Incidencia Parte | Método | Insecticida | Dosis Costo
* dainada de
control
Control de enfermedades
Tipo de Incidencia Parte | Método | Fungicida | Dosis | Costo
enfermedades * danada de
control
Tipo de poda:
Epoca de poda | No. de jornales Residuos de poda
Formacion
Sanitaria

Rejuvenecimiento

Epoca de cosecha:

Tipo de cosecha:

1) Manual

Cuantos jornales utiliza para la cosecha:

Rendimiento en los ultimos

afos:

2) Mecanica
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Realiza practicas de almacenamiento y conservacion del producto

1) Si 2) No
Cuales:
| COMERCIALIZACION
Tipo de venta: Cantidad (kg) Precio ($ Kg) Presentacion

Intermediario
Venta por contrato
Consumidor directo

Observaciones generales:

Anexo 3. Extracién de compuestos edulcorantes de estevia para el andlisis en el equipo
de cromatografia liquida. Figura a), b), c), d), e). Metodologia de extracion de

esteviésidos y rebaudidosido A. Figura f). Equipo de cromatografia liquida para la

extraccion de glucosidos a traves de cromatogramas.
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