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ADAPTACION DE DOS CLONES DE ESTEVIA (Stevia rebaudiana Bert.) EN TRES
AMBIENTES DEL CARIBE COLOMBIANO

ADAPTATION OF TWO CLONES OF STEVIA (Stevia rebaudiana Bert.) IN THREE
COLOMBIAN CARIBBEAN ENNVIRONMENTS

RESUMEN

La estevia (Stevia rebaudiana Bert.), es una planta herbacea perenne que pertenece a
la familia de las Asteraceas. La especie cobra un alto valor debido a que contiene
glucésidos de diterpeno bajos en calorias, cuyo poder edulcorante en estado puro y
cristalino es 300 veces mas potente que la sacarosa (0,4% en volumen) y cuyo
contenido puede variar entre un 4 y 20% dependiendo del genotipo y las condiciones
ambientales y de cultivo (Geuns, 2003). Se distingue de los edulcorantes artificiales
por no tener sabor metalico y no ser cancerigeno. Los dos glucésidos principales son
estevidsido (St) y rebaudiosido A (RebA), cuyos contenidos tradicionalmente son del
6-10% y 2-4% del peso seco de las hojas respectivamente (Jaitak et al., 2008). Tanto
las hojas como los extractos se han usado por muchos afios en Suramérica, Asia,
Japoén, China y diferentes estados de EEUU. En Brasil, Korea y Japén, el edulcorante
refinado es usado oficialmente como edulcorante bajo en calorias (Mizutani y Tanaka,
2002; Kim et al., 2002); su uso se ha incrementado dramaticamente en la primera
década del siglo, debido a la conciencia que ha despertado el uso de la sacarosa
sobre la salud, en aspectos como caries, obesidad, diabetes, entre otros
(Chatsudthipong y Muanprasat, 2009). Aunque el Caribe colombiano presenta una
diversidad de zonas agroecoldgicas que la hacen apta para la explotacion de diversos
cultivos, la escasez de cultivos rentables y sostenibles entre otros problemas, ha
generado altos niveles de pobreza y la reduccidn en el area cultivada en
aproximadamente 380.000 hectareas con la pérdida de mas de cien mil empleos
rurales; la region registra una desigualdad muy grande, comparable con paises como
Honduras y Senegal (Aaréon y Kruscalla, 2004). Por lo anterior, esfuerzos
institucionales que contribuyan a identificar cultivos alternativos de economia
campesina y/o empresarial como la estevia, y que ayuden a superar estos indicadores,
son necesarios, urgentes y hacen parte de la responsabilidad de los profesionales
calificados en Ciencias Agrarias de la zona. Con el propésito de evaluar el efecto de la
época de siembra (seca, de lluvias y de transicién), del genotipo y de la poblacion
sobre la adaptabilidad, eficiencia fisiolégica y la concentracion de los principales
glucésidos de la hoja (Reb-A y St), se realizdé un primer trabajo que consistié en el
establecimiento de tres experimentos en los Campos de Investigacion de la
Universidad de Cdérdoba, Monteria-Colombia (8°52" N y 76°48 W), durante el 2006
(abril 2 - junio 13) y los semestres A y B de 2007 (febrero 20 - abril 17 y noviembre 20 -
enero 30 respectivamente). Un segundo trabajo realizado en Casa de Vegetacion de la
misma Universidad, determind el efecto de los elementos nutricionales sobre la calidad
de la hoja. Los analisis quimicos de los trabajos se realizaron en el Laboratorio de
Suelos de la Universidad Nacional de Colombia y en el Laboratorio de Control de
Calidad de la Empresa Prodalysa Ltda de Chile. El presente documento compila los
trabajos de adaptacion realizados en el Caribe colombiano con esta especie y los
presenta en cinco capitulos; el primero aborda una introduccion referida a los aspectos



principales de la estevia, su origen, historia, importancia econémica, etc.; toca la
problematica del Caribe colombiano y como estevia podria contribuir a superarla,
presenta los principales avances de la investigacion que ha desarrollado la
Universidad de Cérdoba en el manejo del cultivo y relaciona los objetivos que se
plantearon en la presente investigacion. En el segundo capitulo se presentan los
resultados de la captacion y uso de la radiacion de los genotipos Morita 1 (M1) y
Morita 2 (M2) en funcién de las dos épocas de siembra de 2007. Se us6 un modelo
matematico que calculo la tasa de acumulacion diaria de masa seca (MS) en hojas y
tallo a partir de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA), la fraccion de la RFA
interceptada por el dosel (FLINT) y el uso eficiente de la radiacion (UER). En la
siembra de febrero de 2007 se presenté un promedio de radiacién de 3 MJ m? dia™
mas alto que en la siembra de noviembre. De manera independiente al genotipo o la
poblacién, el indice de area foliar IAF de la estevia cultivada en febrero (3,1210,02),
fue casi tres veces mayor respecto a la siembra de noviembre; el valor mas alto del
coeficiente de extincion de la luz a través del dosel (k), lo registr6 M2 (0,21), al
cultivarse en febrero con una poblacién de 25 plantas/m?. En esta misma época se
observaron los valores mas altos del UER (2,04 g MJ RFA). El tercer capitulo registra
los resultados del analisis de estabilidad fenotipica de los genotipos (M1 y M2) y las
poblaciones (25; 12,5 y 6,25 plantas/m?), en las tres épocas de siembra mencionadas.
Se utilizaron los criterios de estabilidad fenotipica propuestos por Lin y Binns (1988) y
Carneiro (1998). Los resultados sefalaron que M2, registra los mejores indices de
estabilidad en el rendimiento de hoja seca/hectarea (p<0.01), mayor relacién hoja/tallo
(p=<0.01) y mayor contenido de glucdsidos totales GT (p<0.05) cuando la oferta de la
radiacién es mayor y las poblaciones estan entre 12,5 y 25 plantas/m® El cuarto
capitulo aborda el efecto de las deficiencias nutricionales de N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, B,
Cu y Zn sobre la concentracién de los glucosidos totales y de RebA de M2. Asi mismo
se presentan resultados del contenido de N, P, K, Ca y Mg de raices, tallo y hojas de
M1 y M2, hasta el momento de la cosecha (inicio de floracién) y de la estimacién de la
extraccién de estos elementos en una siembra comercial. Los resultados sefalaron
que la concentracién de glucdsidos totales (RebA y St) no se afecté por las
deficiencias de nutrientes, aunque la concentracion de RebA sélo se redujo ante
deficiencias de P, S y Cu. Respecto a la distribucion de los elementos mayores, se
observo una tendencia diferencial entre genotipos. La extraccién de nutrientes (kg/ha)
para el primer corte de hojas de M1 y M2 fue respectivamente de 24,9 y 30,8 (N); 4,8y
6,3 (P); 23,7 y 29,9 (K); 9,7y 10,8 (Ca) y 6,7 y 6,3 (Mg). Por ultimo el quinto capitulo
determina el efecto de la RFA y las temperaturas maximas (Tmax) y minimas (Tmin)
sobre la concentracion de GT y la proporcién de sus dos principales componentes (St
y RebA) en M1 y M2. Los resultados mas importantes indicaron que la concentracién
de GT, es diferencial entre M1 y M2 al variar la oferta de RFA y temperaturas. En M1,
aumentos en la RFA afectan positivamente la concentracion de GT y este aumento se
da de manera similar para St y RebA; las temperaturas tienen el mismo efecto sobre
los GT pero estda mas relacionado con incrementos de St y no de RebA. En M2
también se observa una correlacion positiva entre RFA y GT y al parecer las
temperaturas no afectan esta concentracion; sin embargo, la concentracion de RebA
se afecta negativamente en este genotipo cuando aumentan los niveles de RFA y
temperaturas (maximas y minimas).

Palabras clave: Interaccidon genotipo ambiente, glucdsidos de esteviol, Stevia
rebaudiana, nutricién mineral, uso eficiente de la radiacién



ABSTRACT

Stevia (Stevia rebaudiana Bert.) is a herbaceous perennial plant belonging to the
Asteraceae family. The species takes a high value because it contains low calorie
diterpene glycosides, whose sweetness in its purest and crystalline is 300 times more
potent than sucrose (0.4% volume) and whose contents may vary between 4 and 20%
depending on genotype and environmental conditions and cultivation (Geuns, 2003). It
is distinguished from artificial sweeteners because they have no metallic taste and not
carcinogenic. The two main glycosides are stevioside (St) and rebaudioside A (RebA),
whose contents are traditionally 6-10% and 2-4% of leaf dry weight respectively (Jaitak
et al., 2008). Both the leaves and extracts, have been used for many years in South
America, Asia, Japan, China and several U.S. states. In Brazil, Korea and Japan, the
refined sweetener is used officially as low-calorie sweetener (Mizutani and Tanaka,
2002, Kim et al., 2002); its use has increased dramatically in the first decade of the
century, due to awareness that has aroused the use of sucrose on health in areas such
as caries, obesity, diabetes, among others (Chatsudthipong and Muanprasat, 2009).
Although the Colombian Caribbean presents a diversity of ecological zones that make
it suitable for the operation of various crops, the scarcity of profitable and sustainable
crop, among other problems, has generated high levels of poverty and the reduction in
cultivated area in approximately 380,000 hectares, the loss of over a hundred thousand
rural jobs; the region has a very large inequality, comparable with countries like
Honduras and Senegal (Aaron and Kruscalla, 2004). Therefore, institutional efforts to
help identify alternative crops of rural economy and / or business as stevia, and to help
overcome these indicators are necessary, urgent and are part of the responsibility of
professionals qualified in Agricultural Sciences. In order to evaluate the effect of sowing
date, genotype and population on adaptability, physiological efficiency and
concentration of the main glycosides of the leaf (RebA and St), was performed first job
was in the establishment of three experiments in the Fields of Research at the
University of Cordoba, Monteria, Colombia (8 ° 52 'N and 76 ° 48' W) during 2006 (April
2-June 13) and semesters A and B of 2007 (February 20 - April 17 and November 20
to January 30 respectively). A second work in the greenhouse at the University,
determined the effect of nutritional factors on the quality of the leaf. Chemical analysis
of the works was performed in the Soil Laboratory of the National University of
Colombia and the Quality Control Laboratory of Prodalysa Company of Chile Ltda. This
document compiles the adaptation work’s made in the Colombian Caribbean with this
species and presented in five chapters: the first deals with an introduction covering the
main aspects of stevia, its origin, history, economic importance, Touched approaches
the problems of the Colombian Caribbean and as stevia may help to overcome it,
presents the main developments in research that developed the University of Cordoba
in crop management and lists the objectives that emerged from this research. In the
second chapter presents the results of the recruitment and use of radiation Morita 1
(M1) and Morita 2 (M2) genotypes as a function of the two planting seasons of 2007. A
mathematical model was used to calculate the daily accumulation rate of dry matter
(DM) in leaves and stems after the photosynthetic active radiation (PAR), the fraction of
intercepted PAR by the canopy (FLINT) and the radiation use efficient (RUE). In the
planting of February 2007 showed a mean radiation of 3 MJ m? day"' higher than
November planting. Independently of the genotype or population, leaf area index LAl
stevia grown in February (3.12 £ 0.02), was almost three times longer than planting in
November; the highest coefficient light extinction through the canopy (k), as recorded
M2 (0.21), upon cultivation in February with a population of 25 plants/m?. At this time
there were higher values of the RUE (2.04 g MJ PAR). The third chapter records the
results of the analysis of phenotypic stability of genotypes (M1 and M2) and
populations (25, 12.5 and 6.25 plants/m?) in the three seasons. We used the
phenotypic stability criteria proposed by Lin and Binns (1988) and Carneiro (1998). The



results showed that M2, recorded the highest levels of stability in the dry leaf yield per
hectare (p < 0.01), greater leaf /stem ratio (p < 0.01) and higher content of total
glycosides GT (p < 0.05) when the supply radiation is higher and populations are
between 12.5 and 25 plants/m?. The fourth chapter addresses the impact of nutritional
deficiencies of N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, B, Cu and Zn on the concentration of total
glycosides and RebA in M2. It also presents results of the N, P, K, Ca and Mg content
of roots, stems and leaves of M1 and M2, at the time of harvest (beginning of flowering)
and the estimation of the extraction of these elements in a commercial planting. The
results showed that the concentration of total glycosides (RebA and St) was not
affected by nutrient deficiencies, although the concentration of RebA was reduced only
to deficiencies of P, S and Cu. Regarding the distribution of major elements, there was
a trend difference between genotypes. The extraction for M1 and M2 were respectively
24.9 and 30.8 (N), 4.8 and 6.3 (P), 23.7 and 29.9 (K), 9.7 and 10.8 (Ca), 6.7 and 6.3

(Mg).

Finally the fifth chapter determines the effect of the PAR and maximum (Tmax) and
minimum (Tmin) temperatures on the concentration of GT in M1 and M2, and the
proportion of its two main components (St and RebA). The results revealed that the
concentration of GT, is spread between M1 and M2 to vary the supply of PAR and
temperatures. In M1, PAR increases affecting positively the concentration of GT and
this increase occurs similarly for St and RebA, the temperatures have the same effect
on the GT but is more related to increases of St. In M2 there is also a positive
correlation between PAR and GT and apparently the temperatures do not affect this
concentration, however, the concentration of RebA is negatively affected in this
genotype when increased levels of PAR and temperatures (maximum and minimum).

Key words: Genotipe environment interaction, Steviol glycosides, Stevia rebaudiana,
Mineral nutrition, Radiation use efficient.
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INTRODUCCION GENERAL
1.1 INTRODUCCION

Stevia rebaudiana Bert., es una planta herbacea perenne que pertenece a la familia de
las Asteraceas. Esta familia incluye plantas tan conocidas como el Diente de Ledn,
girasol, achicoria y crisantemo. Crece como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y
zona norte del Paraguay, donde ha sido ampliamente utilizada durante siglos en sus
practicas nutricionales y medicinales, por los indios Guaranies los cuales la llamaron
Ka'a He'e o “hierba dulce”. Cobra un alto valor entre los vegetales nativos de estos
paises, debido a que contiene un glucésido 100% natural, no tiene calorias y puede
llegar a ser hasta 300 veces mas dulce que la sacarosa y, comparativamente, es similar
al aspartame pero sin peligro para la salud humana (Prakash et al. 2008). Se distingue
de los edulcorantes artificiales por no tener sabor metalico y no ser cancerigeno. El
estevidosido puede utilizarse como edulcorante en mermeladas, caramelos, chicles,
helados, jugos de frutas, salsas agridulces, gaseosas y dentrificos, entre otros. También
tiene uso medicinal, pues posee propiedades terapéuticas para diabetes por ser
hipoglucemiante; obesidad, por no aportar calorias al ser metabolizado; acidez
estomacal, por ser antidcido; anticaries, por no ser fermentado por las bacterias orales
(Schewebel, 2005; Tadhani et al. 2007). Adicionalmente, las labores que demanda el
cultivo (siembras, podas, controles fitosanitarios, beneficio, etc.), se convierten en un
sistema altamente generador de empleos rurales (Jarma, 2008).

Sintesis de los glucosidos. Los componentes edulcorantes de las hojas de Stevia son
glucosidos de diterpeno sintetizados, al menos en los estados iniciales, usando la misma
ruta del 4cido giberélico. Estos diterpenos se sintetizan a partir de unidades de acetato
del acetil coenzima A en la ruta del 4cido mevalonico (MVA). Este ultimo ingresa al
cloroplasto y se convierte en pirofosfato de isopentenilo (IPP), luego en pirofosfato de
geranilgeranilo (un compuesto de 20 carbonos, sirve como donador de todos los atomos
de carbono de las giberelinas), mas tarde se convierte en pirofosfato de copalillo (con
dos sistemas de anillos) y por ultimo en kaureno, un compuesto que tienen 4 sistemas de
anillos. El kaureno es el compuesto donde divergen los glucésidos de esteviol y las
giberelinas; en estevia el kaureno es convertido a esteviol (espina dorsal de los
glucosidos de diterpeno) en el reticulo endoplasmico; dicho esteviol puede ser
glucosilado o rhamnosilado en el aparato de golgi, para formar los principales
edulcorantes como el estevidsido, rebaudidsido A y C, y dulcosido A, los cuales van
finalmente a las vacuolas (Brandle y Telmer, 2007). El propdsito de estos compuestos
en la planta de estevia no estd todavia claro, pero su alta concentracion en la hoja y la
conservacion de la ruta dentro de las especies indicaria que, en algin momento del
proceso evolutivo, su presencia confirié una ventaja significante en los individuos que
los poseyeron. Algunos investigadores afirman que actuan para rechazar ciertos insectos
y otros especulan que es un mecanismo detallado para controlar los niveles de acido
giberélico (Brandle, 2005).

Comercializacion en Colombia. En el pais no existe una informacioén cuantitativa
respecto a los volimenes de comercializacion de estevia, sin embargo actualmente se
vende en cadenas de almacenes, herboristerias y tiendas naturistas. En el medio existen
pocas marcas, donde la tecnologia utilizada una de otra dista bastante (color, olor, sabor
y presentacion del producto). Son escasas (1 o 2) las marcas que han logrado un
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producto medianamente competitivo a nivel internacional, por las caracteristicas y
presentacion. En datos asilados en Internet, se muestra interés de compradores por hojas
secas de estevia, en volimenes que van hasta las 100 ton (comercializadores,
productores y transformadores como Bioestevia en el Valle del Cauca y Dulcestevia en
Santander). Asi mismo, no existen datos estadisticos sobre importaciones del producto.
Se sabe, mas no existen cifras concretas, que por no haber suficiente oferta nacional hay
importacion de la hoja desde Brasil y Paraguay principalmente (Eafit, 2004).

Comercializacion en el mundo. El mayor productor de hojas del mundo es Brasil,
seguido por China, Tailandia, Paraguay, Uruguay e Israel. También hay sembrados en
Centroamérica, Estados Unidos, Canada, Espafia, Japon, Taiwan, Singapur, Laos,
Malasia, Nueva Guinea, Corea del sur, Sri-Lanka, Filipinas e Indonesia. Esta dispersion
de cultivos sefiala la adaptabilidad asombrosa de la planta sembrada a diversas
condiciones de clima. Segtin Eafit (2004), el consumo internacional se concentra en la
Unién Europea, EE.UU., China, Australia y especialmente Japdn, que a pesar de tener
fabricas para la extraccion del esteviosido, es insuficiente para satisfacer su mercado
interno (se estima que el consumo anual de estevidsidos en el Japon es de 50 Toneladas
afio con un valor aproximado de $240 millones de dolares americanos).

Universidad de Cérdoba. En Colombia, la Universidad de Coérdoba ha venido
desarrollando durante ocho afos, trabajos de investigacidn con esta especie, que
apuntan a definir los paquetes tecnologicos de manejo agrondmico (requerimientos
nutricionales, respuesta a la radiacion, tipos de suelo, entre otros) y, aunque es
consciente que aun faltan muchos aspectos por cubrir, los resultados obtenidos permiten
estimar como viable la posibilidad de cultivarse en la Costa Atlantica Colombiana
(Jarma, 2008).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Caribe Colombiano presenta una diversidad de zonas agroecologicas que la hacen
apta para la explotacion de diversos cultivos. Sin embargo, la pérdida de competitividad
de los sistemas de produccion tradicionales por causa del equivoco manejo de los
cultivos, tales como el impacto negativo causado a las propiedades fisico quimicas de
los suelos que traen como consecuencia la pérdida de la fertilidad, el alto costo que
tiene el uso de los agroquimicos y la baja rentabilidad que ofrecen los cultivos
tradicionales en los mercados, han generado la reduccion del éarea cultivada en
aproximadamente 382.428 hectdreas y la pérdida de mas de 100.000 empleos rurales
directos.

Se calcula que el area de los cuatro departamentos costaneros es de 6.4 millones de
hectareas, de las cuales mas de 3.4 millones se encuentran en pastos (53%) y sélo
alrededor de 550.000 hectareas (9.4%), estan dedicadas a la explotacion agricola,
principalmente a cultivos transitorios sin planes adecuados de manejo sostenible y
ambientales tales como algodon, arroz, sorgo y maiz y en menor proporcion, a cultivos
permanentes entre los que se destacan algunos frutales, yuca, platano, cacao y fiame. El
resto corresponde a bosques naturales, rastrojos, pastos no mejorados, vegetacion de
pantano, etc.
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En la region la pobreza medida por el nivel de ingresos mostré un aumento significativo
en la década de los noventa. En efecto, de 5.101.506 personas en estado de pobreza en
1997 (60% de la poblacion total), se pas6 a 5.772.782 en el 2000 (63.8% de la
poblacion), lo que significa que en el afio 2000, 2 de cada 3 habitantes de la region se
encuentran bajo la linea de pobreza. Solamente en cuatro afios, la region increment6 el
nimero de pobres en 13.2%, es decir, aloj6 671.276 nuevas personas en estado de
pobreza. De forma similar, la miseria se ha incrementado significativamente. De 1997 a
2000, la region Caribe pasé de albergar 2.103.714 personas en condiciones de miseria
(25% de la poblacion total) a tener 2.347.615 (26% de la poblacion). Dicho de otra
manera, en este lapso, el nimero de personas en estado de miseria se incrementd en
12% (243.901 nuevas personas en condiciones de miseria). En el Caribe colombiano, 1
de cada 4 personas se encuentra en condiciones de miseria. De acuerdo a la clasificacion
por distribucion del ingreso, el Caribe colombiano registra una desigualdad muy grande,
comparable con paises como Honduras y Senegal (Aaron y Kruscalla, 2004).

Los departamentos de la region que tienen el mayor porcentaje de su poblacion en
estado de pobreza son Cordoba y Sucre, donde cerca del 70% de su poblacion se
encuentra en condiciones de pobreza. En general, los registros de pobreza por nivel de
ingresos (lineas de pobreza y miseria) para la region en todos los afos analizados han
sido superiores al promedio nacional.

Entre los departamentos de la region, solamente Atlantico ostenta un Indice de
Desarrollo Humano (IDH) cuyo resultado iguala en la mayoria de los afios el registro
obtenido a nivel nacional. Por su parte, en el Gltimo afio de andlisis, los departamentos
de Sucre (0.70), Cérdoba (0.71), Magdalena (0.72), se encuentran en la frontera mas
baja del rango de desarrollo humano medio. A nivel internacional, el IDH de la regién
Caribe colombiana en 1999 se iguala a los indices de paises como Sri Lanka, Paraguay
y Jamaica, y se sita por debajo de paises como Costa Rica, Panaméa y Venezuela
(PNUD, 2001).

El sector agropecuario regional pasé de representar 20.7 de la produccion bruta regional
en 1990 a 16.7% en 1998, es decir, en nueve afios este sector pierde 4 puntos
porcentuales de participacion, situacion que se ha reflejado en el aumento de la pobreza
rural, degradacion del medio ambiente y la forzada migracion de la mano de obra
desplazada hacia los principales centros urbanos de la region.

Es de anotar que mas del 50% del gasto total de las familias de la region se destina al
consumo de alimentos. La composicién de la dieta alimentaria se fundamenta en el
consumo de carbohidratos procedentes del platano, yuca, fame y arroz
(LACEA/BID/BIRD, 2005). El uso y la sobre-explotacion de los agro ecosistemas
caribefios, por parte de las 18.500 familias campesinas de escasos recursos econémicos
que cultivan areas entre 0,5 y 2,0 hectéreas, se caracteriza por la produccion estacionaria
y la atomizacién de la oferta, alta permeabilidad de los productos, perdida post cosecha,
alto grado de deterioro en los recursos. El suelo tiene en su mayoria pendientes fuertes y
se observan altos niveles de contaminacion de fuentes naturales de agua, ademas, bajo
uso de tecnologias sostenibles y escasa infraestructura de la produccion, lo cual se
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agrava por la débil estructura organizacional entre ellos. Lo anterior requiere de un
nuevo patréon de uso racional de los agro ecosistemas e implica la biisqueda de nuevas
especies promisorias que se puedan establecer como una alternativa para el pequefio
campesino y para la agroindustria, y obliga a considerar nuevas estrategias de
produccion mas sostenibles para las regiones agricolas de esta zona del pais. Estas
actividades ademas de conservar los recursos naturales, deben ser lo suficientemente
rentables para sustituir aquellos cultivos que no satisfagan las necesidades basicas de los
pequefios productores y contribuir a reducir las migraciones del campo a la ciudad,
disminuyendo asi problemas sociales en areas urbanas con efectos positivos en la
reduccion de la tasa de desempleo, que supera el 20% y afecta el desarrollo agricola e
industrial del pais.

1.3 INFORMACION SOBRE Stevia rebaudiana Bert.
1.3.1. Historia

El Ka'a He'€ es una planta fanerégama, dicotiledonea, del orden de las campanulares de
la familia de las Asteraceaes (anteriomente compositaseas), clasificada por primera vez
en el afo 1899 por Moisés S. Bertoni, quien partiendo de una pequefia muestra de
inflorescencia muy deficiente e incompleta hace un primer estudio sistematico de la
planta denominada "Empatorium rebaudianum Bert." (Aranda, 1946). Esta
denominacién fue en homenaje al quimico paraguayo Ovidio Rebaudi, quien realizo los
primeros analisis quimicos en el afio 1905 en posesion de una planta viva que florece.
Bertoni hace revision de su primer estudio hallando que efectivamente se trataba de una
Eupatorae, pero del genero Stevia y como tal la publico (Bertoni, 1905). Desde entonces
se la conoce con el nombre Stevia rebaudiana Bertoni.

1.3.2. Caracteristicas de la especie

Estevia es una planta obligada de dias cortos con una duracion critica del dia de
aproximadamente 13 h y una extensa variabilidad dentro de las poblaciones (Valio y
Rocha 1966). Las plantas pueden iniciar floracion después de tener un minimo de cuatro
hojas verdaderas (Carneiro, 1990). Sumida (1980), en estudios genéticos de cruces
dialélicos con 8 padres, encontrd que el porcentaje de autopolinizacion fue entre 0 y
0.5%, mientras los porcentajes de polinizacién cruzada fueron de 0.7 a 68.7%,
sugiriendo que existe alguna forma de auto incompatibilidad. La anatomia reproductiva
de los gametofitos masculino y femenino es tipica para las angiospermas (Shaffert y
Chetobar, 1994). Estevia es diploide y tiene 11 cromosoma apareados, lo cual es
caracteristico para la mayoria de los miembros suramericanos del género (Frederico et
al. 1996).
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1.3.3. Clasificacion sistematica

TABLA 1.1. Clasificacidn sistematica de Stevia rebaudiana Bert.

Clasificacion Botanica Angiospermas
Subdivision Spermatophyta (plantas de semilla)
Grupo de Clasificacion Dicotyledoneae
Serie: Multiaristae.
Tribu: Eupatorieas.
Familia: Compuestas: Asteraceae de
' Monochlamydeae
Orden Campanulales
Género: Stevia.
Especie: Rebaudiana.
Sinénimos: Rebaudianum de Eupatorium.

Stevia, hoja dulce de Paraguay, caa ¢l é¢,
jheéé de kaa, ca un jhei, Ka'a He'€ ca un
Nombres comunes: yupi, azucacaa, caa de eira, doce de capim,
doce de erva, hierba de dulce, yerba de miel,
honeyleaf, waan de yaa, hoja de dulces.

1.3.4 Descripcion botanica

Es una planta subfruticosa, con tallo anual, sublefiosa, levemente piloso en las
extremidades, es ramificado formando multiples brotes con tendencia a inclinarse
pudiendo alcanzar hasta 80 cm. de altura.

e Laraiz es perenne, fibrosa, filiforme, abundante, formando cepa.

e Las hojas son pequenas, lanceoladas, muy dulces, festoneadas, opuestas en
verticilos alternados, sésiles. La parte mas ancha de la hoja se encuentra en la mitad
de la parte superior.

e Las flores se hallan dispuestas en capitulos pequefios terminales o axilares,
agrupados en paniculas corimbosas, de 16bulos blancos.

e El fruto es un aquenio delgado y plumoso

1.4 Importancia econdémica de la especie
Segun la F.A.O el mundo consume anualmente en endulzantes (Eafit, 2004):
— Azucar (80 %): 135.000.000 Ton
— Derivados Maiz (8 %): 13.500.000 Ton
— Edulcorantes quimicos (12 %): 20.250.000 Ton
Los economistas estiman que a mediano plazo, estevia podria participar del uno por mil

del mercado de edulcorantes quimicos, lo que equivaldria a 20.250 Ton anuales que
demandarian 202.500 Ton de hojas secas.
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Segun Eafit (2004), El mercado total de edulcorantes de alto poder y bajo contenido
calorico, es equivalente a entre 12 a 15 millones de kg de esteviosido por afio. La
conquista de una pequena fraccion de este volumen, por el estevidsido, representaria
cifras significativas.

Teniendo en cuenta que los tres productos edulcorantes que dominan el mercado
mundial, especialmente en los paises occidentales, cuentan con serios cuestionamientos
por sus propiedades nocivas para la salud, las posibilidades del estevidosido como
sustituto de los mismos son buenas, presentandose como su principal limitacion la
imposibilidad de provision de materia prima en tan gran escala. Ademas, antes de entrar
a competir en el mundo occidental industrializado, debera pasar por todas las pruebas
previas a su aprobacion, especialmente las de la Food and Drug Administration de
EE.UU.

Como se menciono anteriormente, el consumo se concentra en Japon, la Union Europea,
EE.UU., China, Australia. Las posibilidades de expansion se dan en los actuales
mercados de consumo, siendo Japon el pais con mayores posibilidades de expansion del
consumo. Se estima el consumo anual de estevidsidos en el Japon es de 50 Toneladas
afio con un valor aproximado de $240 millones de dolares americanos y se sabe, que
este pais ha realizado algunas operaciones comerciales con vecinos de Colombia como
Brasil (Mato Grosso do Sul) y Paraguay.

La inclusion que hizo Gran Bretafia del producto en el manual de la Royal
Pharmaceutical Society of Great Britain, asi como la aprobacion por la FDA como
producto medicinal, son datos que demuestran la existencia de posibilidades en ambos
mercados (Eafit, 2004).

En Centroamérica, la poblacion de diabéticos y personas con problemas de peso,
asciende a 3.5 millones de un total de 30 millones. Si se considera que el consumo
promedio por persona es de 300 mg de estevia como edulcorante por dia, la demanda
total del edulcorante se calcula en 1,050 kg por dia. Si se llega a alcanzar un 20% de
este mercado, se necesitarian aproximadamente 200 kg de esteviosidos al dia. Por otra
parte, al estimar como rendimiento promedio 2,500 kg de hoja por hectarea al afo (se
necesitan alrededor de 10 kg de hoja para producir 1 kg de esteviosidos), se propone
sembrar alrededor de 292 hectéreas de estevia para satisfacer tal demanda (Eafit, 2004).

1.5 Estevia, alternativa de produccion en el Caribe colombiano

Dentro de los trabajos de investigacion que ha realizado la Universidad de Cordoba
resaltan:

a) Requerimientos nutricionales del cultivo. Se evalu6 la respuesta de la planta a la
aplicacion de diferentes dosis de nitrogeno, fosforo y potasio. Los resultados mas
importantes indicaron que las dos variedades de estevia evaluadas (Morita 1 y Morita
2), respondieron de manera diferencial a la aplicacion de los nutrientes individuales
y sus combinaciones, siendo Morita 2 la de mejor respuesta en rendimiento de masa
seca de hojas (Galvan et al. 2003). Sin embargo, en este trabajo no se consideraron
las curvas de absorcion o la distribucion de los elementos dentro de la planta.
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b) Comportamiento de dos variedades Stevia rebaudiana Bert., bajo diferentes niveles
de radiacion incidente. Se sometieron las plantas a 100%, 62%, 57% y 20% de
radiacion incidente y se encontrd que los rendimientos de masa seca de la especie,

responden positiva y proporcionalmente al aumento de la radiacion (Rengifo et al.
2003).

¢) Crecimiento y desarrollo de dos variedades de Stevia rebaudiana Bert., en tres tipos
de suelos. Las plantas fueron establecidas en suelo arenoso, franco y arcilloso. Los
resultados indicaron que no se presentan diferencias significativas entre los tipos de
suelo, sin embargo es necesario revaluar ya que se reporta por literatura internacional
un mejor comportamiento en suelos de textura liviana (Vergara et al. 2003).

d) Estudios de reconocimiento de enfermedades limitantes en el cultivo de Stevia en el
departamento de Cordoba, permiten concluir que estas varian de acuerdo a las
condiciones de humedad, temperatura, tipo de suelo, riego reportindose como los
factores mas esenciales. Asi mismo, los principales agente causales de bajos
rendimientos en el cultivo son: Sclerotium, Fusarium, Choanephora, curvularia y
corynespora (Jarma, 2008).

En la Universidad de Coérdoba, adicionalmente se han realizado otros trabajos en la
utilizacion de estevia como edulcorante en la elaboracion de néctares, mermeladas y
conservas con los siguientes resultados:

e Es posible obtener productos vegetales como néctar y mermelada de guayaba
dulce edulcorados con estevia, en los cuales se sustituye un porcentaje de
sacarosa por estevia con adecuadas caracteristicas fisicoquimicas,
microbioldgicas y sensoriales. La estabilidad y conservacion del néctar depende
en gran proporcion de su contenido de so6lidos solubles, pero debido a la baja
concentracion de estos, sus grados Brix no serdn suficientes para mantenerlo
estable en un periodo largos de tiempo.

e Con la utilizaciéon de estevia se podra reemplazar los edulcorantes artificiales
como Sacarina y el Aspartame, los cuales son empleados cominmente para
endulzar alimentos procesados, logrando incursionar en el mercado con un
producto que cumple con la misma funcion de forma natural. Ambos productos,
mermelada y néctar de guayaba dulce, fueron satisfactoriamente aceptados por
los consumidores.

En la costa Atlantica no se tienen reportes de estudios de densidad de poblacion. En
paises como Honduras, se emplean densidades de siembra de 80.0000 a 100.000
plantas/ha segun el sistema de siembra. Los sistemas de siembra que emplean son:
hileras simples: a una distancia de 60 cm entre hileras y 20 cm entre plantas (80.000
plantas/ha); hileras dobles: consiste en efectuar hileras dobles a 40 cm una de otra,
separadas por una distancia de 60 cm entre cada hilera doble. La distancia de planta a
planta sobre las hileras dobles se mantiene a 20 cm (100.000 plantas/ha).

De otra parte, en el Alto Uruguay se esta llevando a cabo un proyecto que moviliz6 la

creacion de mas de 10 cooperativas de productores con miras a desarrollar una fabrica
de edulcorantes naturales; en este proyecto estan utilizando densidades de 100 mil
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plantas por hectarea, segun los estudios preliminares realizados.

En Colombia, la estevia se cultiva principalmente en los departamentos de Antioquia,
Cordoba, Cauca, Valle del Cauca, Tolima, Huila y Putumayo, que suman alrededor de
150 ha. Las densidades de siembra que se emplean oscilan entre 80.000 y 160.000
plantas por hectarea; sin embargo, estas poblaciones no han sido escogidas como
consecuencia de resultados de investigaciones en las zonas de produccion, sino a las
recomendaciones técnicas de otros paises que se encuentran disponibles en Internet.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar la adaptabilidad y el comportamiento fisiologico de Stevia rebaudiana Bert., a
través de la produccion y calidad de los estevidsidos, en tres ambientes del Caribe
Colombiano, con el proposito de ofrecer una nueva alternativa de produccion, que
contribuya a mejorar la calidad de vida de los pequefios agricultores.

1.6.2 Objetivos especificos

e Analizar la captacion y el uso de la radiacion de dos clones de Stevia
rebaudiana, en tres ambientes del Caribe, bajo tres poblaciones de planta por
hectarea.

e Evaluar la estabilidad fenotipica de dos clones de Stevia rebaudiana en tres

ambientes del Caribe Colombiano, a través del indice de seleccion di, propuesto
por Eskdridge en 1990.

e Determinar las curvas de extraccion de nutrientes y el efecto de las deficiencias
nutricionales en Stevia rebaudiana.
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2 Estabilidad fenotipica de genotipos y poblaciones de estevia (Stevia rebaudiana
Bert.) en el Caribe colombiano

Phenotypic stability of genotypes and populations of Stevia (Stevia rebaudiana Bert.) in
the Colombian Caribbean

Alfredo Jarma Orozco, Hermes Aramendiz Tatis, Juana Robles G'.

2.1 RESUMEN

Los estudios de estabilidad fenotipica son determinantes para recomendar la siembra de
genotipos que muestran un adecuado comportamiento en una o varias zonas. Estevia
(Stevia rebaudiana Bert.), una especie de reciente introduccion en Colombia con carentes
estudios de adaptacion a las areas productoras, se caracteriza por sintetizar glucosidos de
diterpeno altamente edulcorantes con bajo aporte calorico. Sin embargo, aunque la oferta
ambiental define en gran parte la produccidn, la relacién hoja/tallo en el dosel y la
cantidad de glucosidos totales, pocos estudios de adaptacion se han realizado en el pais.
El presente estudio se realizd6 en Monteria-Colombia (8°52° N y 76°48” W), con el
proposito de determinar la estabilidad fenotipica de dos genotipos de estevia, (Morita 1 y
Morita 2) y de tres poblaciones (25; 12,5 y 6,25 plantas/m®) bajo un disefio de bloques
completos al azar, en tres épocas de siembra en el Caribe Himedo colombiano. Se
utilizaron los criterios de estabilidad fenotipica propuestos por Lin y Binns (1988) y
Carneiro (1998). Los resultados més importantes sefialan que Morita 2, en poblaciones de
25 plantas/m’, registra los mejores indices de estabilidad para el rendimiento de hoja
seca/hectarea (p<0.01). Por su parte, éste mismo genotipo presentd una mayor relacion
hoja/tallo (p<0.01) y mayor contenido de glucosidos totales (p<0.05) cuando la oferta de
la radiacion es mayor y las poblaciones estan entre 12,5 y 25 plantas/m”.

Palabras clave: Interaccion genotipo-ambiente, glucosidos, densidad de siembra,
relacion hoja/tallo, rendimiento de biomasa.

2.2 ABSTRACT

Phenotypic stability studies are significant to recommend objectively the planting of
genotypes showing appropriate behavior in one or more areas. Stevia (Stevia rebaudiana
Bert.), a species of recent cultivation in Colombia, is characterized by the synthesize of
highly sweeteners diterpene glycosides with low calorie. However, while defining the
environmental supply much of the production, leaf /stem ratio in the canopy and the
amount of total glycosides, few studies of adaptation have been made in the country. This
study was carried in Monteria-Colombia (8°52° N and 76°48” W) to determine the
phenotypic stability of two genotypes of stevia (Morita 1 and Morita 2) and three
populations (25; 12,5 and 6,25 plants/m?) to be established under design randomized
complete block, in three seasons in the Caribbean Colombian Humid. We used
phenotypic stability criteria proposed by Lin and Binns (1988) and Carneiro (1998). The
results revealed that Morita 2, established populations of 25 plants/m”, recorded the

! Profesores Investigadores Universidad de Cordoba. Monteria. Correo: ajarma@sinu.unicordoba.edu.co
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highest levels of stability for the dry leaf yield per hectare (p < 0.01). For its part, the
same genotype showed a higher leaf/stem ratio (p < 0.01) and higher content of total
glycosides (p < 0.05) when the supply of radiation is higher and populations are between
12,5 and 25 plants/m”.

Key words: Genotype-environment interaction, glycosides, plant density, leaf/stem ratio,
biomass yield.

2.3 Introduccidn

Stevia rebaudiana Bert., es una planta herbacea perenne que pertenece a la familia de las
Asteraceas. Crece como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y Paraguay y cobra un
alto valor entre los vegetales nativos de estos paises, debido a que contiene glucédsidos
bajos en calorias llamados comtiinmente esteviosidos, cuyo poder edulcorante en estado
puro y cristalino puede ser 300 veces mayor que el del azucar de cafia (Cleuza, et al.
2005).

Los edulcorantes, en su mayoria concentrados en las hojas, son glucosidos de diterpeno
sintetizados, al menos en los estados iniciales, usando la misma ruta del acido giberélico
a partir del mevalonato (Hsieh y Goodman, 2005; Guevara-Garcia et al. 2005; Kasahara
et al. 2002). Varios autores han indicado que la diferencia radica que en estevia, el
kaureno, precursor de dichas hormonas, se convierte a esteviol en el reticulo
endoplasmico (Geuns, 2003; Totté et al. 2000; Totté et al. 2003; Brandle et al. 2002;
Brandle, 2005).

Al variar la época de siembra y la poblacion, la incidencia de los factores ambientales
como radiacién solar, precipitacion, temperatura, etc., pueden afectar las expresiones
fenotipicas y fisiologicas de las plantas, puesto que afecta los procesos de fotosintesis,
transpiracion, alargamiento de células, crecimiento y competencia entre especies (Jarma,
2008; Montemayor, 2006). Jaitak et al. (2008), al cuantificar los efectos ambientales de
10 localidades contrastantes en la India, sobre la produccion de edulcorantes de estevia,
encontraron valores entre 3,3 y 6.7% de esteviosidos (St) y de 1,2 a 2,3% de rebaudiosido
A (RebA).

Los cultivos de estevia en Colombia se vienen estableciendo sin criterios cientificos que
consideren la estabilidad fenotipica de los cultivares, lo cual puede ser riesgoso dada su
base genética estrecha (solo dos genotipos), la alta variabilidad ambiental del pais y la
tecnologia de manejo aplicada.

En la actualidad hay registros de la siembra de esta especie en los departamentos de
Antioquia, Cordoba, Tolima, Huila, Valle del Cauca, Caqueta y Meta. En Colombia se
cultivan dos genotipos, Morita 1 (M1) y Morita 2 (M2), principalmente en los
departamentos de Antioquia, Valle del Cauca, Tolima, Huila y Meta (Jarma et al. 2005),
los cuales presentan condiciones agroecologicas variables, siendo M2 la mas cultivada,
aunque autores como Maya (2000), reportan a M1. Gran parte de la produccion se
exporta a Europa y Asia aunque recientemente ha aumentado el consumo interno debido
al surgimiento de empresas nacionales de procesamiento que producen un edulcorante de
excelente calidad y al potencial del cultivo (Guerrero y Jarma, 2009).
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Adicionalmente, las labores que demanda el cultivo (siembras, podas, controles
fitosanitarios, beneficio, etc.), lo convierten en un sistema altamente generador de
empleos rurales, sin contar los beneficios que su uso trae a la salud. En Colombia,
trabajos adelantados en la region Caribe han sugerido su posible adaptacion a la oferta
ambiental de esta parte del pais, lo que podria convertirla en una nueva alternativa de
produccion para el sector agroindustrial (Jarma, et al. 2005; Jarma, et al. 2006). Es una
especie que se reproduce sexual y asexualmente, pero esta tltima condicion es el medio
mas importante en la produccion de plantulas para el establecimiento de cultivos, siendo
una practica frecuente en diversos paises (ambientes), tales como Colombia (Jarma,
2009), Brasil (Dacome et al. 2005; Yoda et al. 2003; Campos, R. 2007), Paraguay
(Casaccia y Alvarez, 2006), India (Jaitak et al. 2008) y Australia (Hearn y Subedi, 2008).
Lo anterior redunda, en una alta variabilidad de la calidad y produccién de los glucésidos.

La estabilidad fenotipica ha tenido varias interpretaciones. Becker (1981), propuso dos
conceptos; el biologico, cuyo ideal es el genotipo de minima variacion a través de
ambientes, mostrando un rendimiento constante en cualquier condicion de produccion
(varianza estadistica minima), y el agronémico, que representa una minima interaccion
genotipo ambiente, lo cual estd asociado a la pretension de obtener un incremento del
rendimiento en respuesta a mejoras ambientales.

Existen muchos métodos que se han aplicado para analizar la interaccidon genotipo
ambiente; entre estos, estan los que se basan en el andlisis de regresion, andlisis
multivariado, analisis de componentes principales, componentes de varianza y analisis no
paramétricos. La escogencia del método depende principalmente del nimero de
ambientes, la precision requerida para la discriminacion genotipica y tipo de informacion
deseada (Aramendiz et al. 2007).

La metodologia de Lin y Binns (1988), es una buena alternativa para la evaluacion de
cultivares con relacion a la interaccion genotipo ambiente. Esta metodologia se sustenta
en las variaciones pequefias de un genotipo en una misma localidad pero en diferentes
afios. Sobre este método, Atroch et al. (2000) y Scapim et al. (2000), sefialan que no tiene
las limitaciones de la regresion cuya interpretacion es mas dificil; es simple, facil de
aplicar y caracteriza los genotipos en un solo parametro P; (estimativo estadistico de
adaptabilidad y estabilidad del comportamiento), que asocia la estabilidad con el
rendimiento y, que a menor valor, mayor sera su estabilidad. Ademas, la inclusion o
retirada de uno o pocos cultivares no causa grandes variaciones en la estimacion de los
parametros y permite la clasificacion de los genotipos para su seleccion en procesos de
mejoramiento genético. Esta metodologia ha sido aplicada en alfalfa (Ferreira et al.
2004), papa (Pérez—Lopez et al. 2007), algodon (Aramendiz et al. 2007), trigo
(Rodriguez et al. 2002) y frijol (Elias, et al. 2005) entre otros.

La metodologia de Lin y Binns (1988) fue modificada por Carneiro en 1998, para
identificar los genotipos superiores en ambientes favorables y desfavorables, siendo
aplicada en diversas especies como frijol (Oliveira et al. 2006; Morais et al. 2001), maiz
(Murakami et al. 2004), alfalfa (Ferreira et al. 2004) y algodon (Aramendiz et al. 2007),
entre otros.

Considerando que es necesario desarrollar avances tecnologicos en el cultivo de la
estevia, el objetivo del presente trabajo fue determinar la estabilidad fenotipica de dos
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genotipos (Morita 1 y Morita 2), en funcion de tres poblaciones y tres épocas de siembra
en el Caribe colombiano.

2.4 Materiales y Métodos

2.4.1. Localizacion y material experimental

El estudio se realiz6 en el area experimental de la Universidad de Cérdoba (Monteria-
Colombia), ubicada a una altura de 13 m.s.n.m. Sus coordenadas geograficas
corresponden a los 8° 52' de latitud norte y 76° 48' latitud oeste, respecto al meridiano de
Greenwich. La zona de vida a la cual corresponde la capital del departamento, Monteria,
se denomina bosque seco tropical (bs-T), segln la clasificacion de Holdrige (1967), con
precipitacion anual de 1200 mm, temperatura media del aire de 28°C, humedad relativa
de 84% y brillo solar anual de 2108.2 horas (Palencia et al. 2006).

Se establecieron tres experimentos (épocas de siembra) durante el primer semestre
agricola de 2006 (abril 2 - junio 13) y los dos semestres agricolas de 2007 (febrero 20 -
abril 17 y noviembre 20 - enero 30/08 respectivamente). Las principales variables
ambientales en cada época se muestran en la Tabla 2.1. En cada experimento se utiliz6 un
arreglo factorial de 2 (genotipos) x 3 (poblaciones) bajo un disefio experimental de
bloques completamente al azar con 4 repeticiones. Los genotipos estudiados fueron
Morita 1 (M1) y Morita 2 (M2) en poblaciones de 6,25; 12,5 y 25 plantas/m™ establecidas
bajo arreglos de 0,4 x 0,4; 0,2 x 0,4 y 0,2 x 0,2 m entre plantas y surcos respectivamente,
bajo unidades experimentales de 210 plantas cada una.

TABLA 2.1. Promedios diarios de radiacién fotosintéticamente activa RFA (MJ m? d™),
temperaturas maximas y minimas (°C) y totales de precipitacion y evaporacion (mm), en
tres épocas de siembra de estevia en el Caribe colombiano.

Factor Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3
(Sem A 2006) (Sem A 2007) (Sem B 2007)
Abr-  May- Jun- Feb- Mar- Abr-  Nov- Dic- Ene-
06 06 06 07 07 07 07 07 08

RFA 16,64 1425 1428 2236 21,85 20,62 16,87 18,66 19,32
Temp. Max. 31,88 31,65 31,37 34,68 33,85 32,79 31,41 32,42 33,88
Temp. Min. 23,83 23,47 24,13 23,84 24,81 24,63 23,75 23,47 23,85
Precipitacion  109,7 315,5 1757 00 78,0 0,0 228 533 88
Evaporacion 1223 113,8 943 117,3 152,0 1133 101,1 128,0 1316

Las variables dependientes fueron relacion hoja / tallo (RHT), medido como la relacion
en masa seca de hojas y tallos por planta, rendimiento de hoja seca por hectarea (RHS),
medido como la masa seca de las hojas de cada unidad experimental en g y convertido a
kg ha' de acuerdo a cada area cosechada al momento de floracién, y contenido de
glucdsidos totales GT (Sty RebA), medidos en porcentaje de peso seco de la hoja por el
método de cromatografia liquida de alta eficacia, utilizando en la fase movil una mezcla
de Acetonitrilo y agua (80:20), con una columna Kromasil 100-5HN, (Método isocratico)
y un patron de un 90% de pureza. Estos analisis fueron realizados por el Laboratorio de
Control de Calidad de la empresa Prodalysa Ltda (Chile).

2.4.2 Andlisis de la informacion

Anadlisis de varianza individuales y combinados fueron realizados para identificar la
importancia de los efectos de los componentes experimentales del modelo mixto,

30



considerandose los genotipos y las poblaciones como efectos fijos y como aleatorio las
épocas; las interacciones se descompusieron con tablas de doble entrada, realizando las
comparaciones a través de una prueba de F (5%); se utilizé el programa SAS (version
9.1).

En el método de Lin y Binns (1988), el desempefio general de los genotipos es definido
como el cuadrado medio de la distancia entre la media del cultivar y la respuesta media
maxima para todas las épocas de tal modo que los genotipos y poblaciones con menores
valores corresponden a los de mayor estabilidad. De acuerdo con esta definicion el
estimador Pig es determinado por la siguiente formula:

Z(X i —M 1)2
P, =L
0 2n
donde:

Pig = estadistico del parametro de estabilidad del cultivar i;

Xij = respuesta de la variable dependiente del 1 — ésimo cultivar o poblacion en la j —
ésima época;

M; = respuesta maxima observada entre todos los cultivares y poblaciones en la época j;
n = nimero de épocas.

Carneiro (1998) descompuso el estadistico Pig, con el fin de identificar los genotipos
superiores en ambientes favorables y desfavorables, utilizando la misma metodologia de
clasificacion de ambientes de Eberhart y Russell (1966). En esta descomposicion, los
siguientes estadisticos son estimados:

>(X,-M)) >(X,-M )
Pif= 4= y Pid=2 ,
2f 2d

2

donde:

Pif = estadistico de Pig para cultivares y poblaciones favorables;

Pid = estadistico de Pig para cultivares y poblaciones desfavorables;

f = numero de épocas favorables;

d = numero de épocas desfavorables;

Xij y Mj como fueron definidos anteriormente.

De esta manera, la seleccion de los cultivares y poblaciones puede ser realizada para las
diferentes épocas (general y especifica), siendo mucho més completa que la propuesta
original.

2.5 Resultados y Discusion

El analisis de varianza combinado para las variables consideradas estd consignado en la
Tabla 2.2. Los resultados revelan que la RHT y RHS, fueron afectados de manera
altamente significativa (P<0,01) por los efectos individuales de la época, el genotipo y la
poblacion, en tanto que los GT sélo fueron afectados por la época y el genotipo,
confirmando que las condiciones ambientales en el tropico son variables al cambiar la
fecha de siembra, los genotipos son genéticamente diferentes y las poblaciones difieren
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de manera importante en su numero. Resultados similares fueron reportados por
Carbonell y Pompeu (2000) y Prado et al. (2001), cuando estudiaron el efecto de cinco y
tres épocas de siembra en soya y frijol, respectivamente.

TABLA 2.2. Significancia estadistica de variables de produccion de estevia en funcion
de la época, el genotipo y la poblacidon por hectarea. Monteria — Cérdoba, 2006-2007.

Fuente de _ Cuadradq Medio de} Error .
Variacion gl quacmn Rendimiento hoja Glucosidos
hoja/tallo seca (kg/ha) totales (%)
Epoca (E) 2 3.46 + 17940487 84.38 s
Genotipo (G) 1 3.84 s« 6795755 #« 15.12 «
Poblacion (P) 2 0.10 = 2120759 = 1.84 NS
ExG 2 0.055 NS 895744 «x 7.16 NS
ExP 4 0.018 NS 390492 «« 1.95 NS
GxP 2 0.002 NS 81160 NS 1.54 NS
ExGxP 4 0.035 NS 97064 NS 1.77 NS
Error 51 0.01853 102187.6 4.3646
Total 71
Media 0.94 1481 15.4
CV (%) 14.4 21.5 13.5
R® 0.60 0.92 0.60

CV = Coeficiente de variacion y gl = Grados de Libertad. NS, * y ** = no significativo,
significativo (p<0.05) y altamente significativo (p<0.01) respectivamente.

A excepcion de las interacciones genotipo por €poca y poblacion por época que
registraron variaciones significativas para la RHS (p<0.01), las demas combinaciones no
acusaron significancia. Esto sefiala que para esta variable, los genotipos y poblaciones
presentaron un comportamiento diferencial en funcidon de las épocas de siembra (por la
alteracion en la posicion en una época y otra), y denota la dificultad de recomendar de
manera general cultivares y poblaciones, al alterarse sus expresiones fenotipicas en los
ambientes del Caribe colombiano; resalta ademas la importancia de recurrir a estudios
detallados de la interaccion genotipo ambiente con el fin de realizar recomendaciones
mucho mas precisas y confiables para cultivares de esta especie. La presencia de una
interaccion significativa con el ambiente obedece en parte a la ocurrencia de algun tipo de
estrés (Carbonell y Pompeu, 2000), el cual puede estar ocasionado entre otros factores,
por temperaturas, radiacion solar, humedad relativa, precipitacion, etc., tal como lo
sostienen Calvifio y Sadras (1999); Montemayor et al.  (2006) y Jaitak et al. (2008). La
interaccion de segundo orden resultd no significativa (p=>0.05), indicando que una gran
porcion de los efectos de ésta pueden ser explicados por las épocas, como lo sustentaron
en cafia de azucar Rea y de Sousa-Vieira (2001).

Los coeficientes de variacion experimental oscilaron entre 13,5 y 21,5%, lo que evidencia
buena precision de los datos experimentales (Pimentel-Gomes, 1985); los coeficientes de
determinacion fueron considerados como altos para RHS (0,92) y aceptables para RHT
(0,60) y GT (0,60), por lo que el modelo puede ser usado para interpretar la estabilidad
(Prado etal. 2001).
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2.5.1 Relacion hoja/tallo

La relacion hoja/tallo indica la eficiencia del genotipo en el envio de asimilados a la
lamina foliar respecto a la formacion de tejidos de sostén (tallo), probablemente como
una respuesta a condiciones favorables, especialmente la temperatura del suelo como lo
destacan Stone et al.  (1999), lo que le permitiria a la planta alcanzar de manera rapida
mayor area foliar, interceptacion de la radiacidon solar, mayor produccion de biomasa y
consecuentemente aumentar las tasas de fotosintesis. Los efectos individuales altamente
significantes (P<0.01) de la época, el genotipo y la poblacion sobre la RHT indican que
esta relacion en estevia respondid de manera diferencial al variar cada uno de estos
factores (Tabla 2.3).

TABLA 2.3. Relacion hoja/tallo de estevia en funcion de la época, el genotipo y la
poblacion por hectarea. Monteria — Cordoba, 2006-2007.

Factor Promedio + SD
Epoca (E)
E1 (Mayo 2006) 0,55+0,2 ¢
E2 (Febrero 2007) 1,31+0,2a
E3 (Noviembre 2007) 0,97+0,3Db
Genotipo
Morita 1 0,71+£0,3b
Morita 2 1,17+0,3a
Poblacién (plantas/m?)
25 1,00£0,4a
12,5 0,94 £ 0,4 ab
6,25 0,88+0,4b

Promedios con la misma letra dentro de un factor son iguales estadisticamente segun la
prueba de DMS (5%). SD=desviacion estandar.

Al considerar el efecto de la época, los resultados indicaron que la RHT se favorecio
significativamente (P<0.01) cuando estevia se sembro en febrero de 2007 (E2), llegando
a registrar 1,3 y 2,3 veces el valor de la RHT respecto a la siembra de noviembre del
mismo afo (E3) y mayo de 2006 (E1) respectivamente.

Los valores de radiacion fotosintéticamente activa (RFA) mostrados en la Tabla 2.1,
indican que en las tres épocas de siembra, se recibieron respectivamente en promedio
15,05; 21,61 y 18,28 MJ m? d! de RFA para E1, E2 y E3. A pesar que existen otros
factores que ayudarian a revelar el comportamiento de la RHT, tales como las diferencias
en la temperatura media (27,7; 29,1 y 28,1 °C para la E1, E2 y E3 respectivamente) y que
no se discutiran en este articulo para efectos de simplificar la discusion de los resultados,
la oferta de RFA podria ser determinante para explicar las ventajas de la siembra en
febrero de 2007 (E2), indicando que esta especie favorece la distribucion de asimilados
hacia la hoja en ambientes de mayor radiacion, tal como lo reportaron otros autores en
estevia (Midmore y Rank, 2002; Jarma et al. 2006; Jarma, 2008).

La eficiencia fisiologica en funcidn de la radiacion podria estar soportada en el hecho que
Morita 2 ha registrado consistentemente en diversos ensayos, mayor indice de area foliar
IAF que Morita 1 (datos no mostrados), cuando se aumentan los niveles de radiacion
(Jarma et al. 2005) y a su vez explicaria las diferencias observadas entre genotipos en
este trabajo, confirmando que presentan sensibilidad diferencial a los cambios de la luz y
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a la fotosintesis.

Los efectos diferenciales de la radiacion y el genotipo sobre el area foliar y la distribucion
de biomasa han sido reportadas en pepino (Blanco y Folegatti, 2005), maiz (Lizaso et al.
2003), algodon (Tewolde et al. 2005), soya (Mansab et al. 2003) y otras especies (Squire,
1990; Gower et al. 1999).

Los resultados observados para el efecto de la poblaciéon indican que la RHT es
directamente proporcional al numero de plantas/m”, al menos hasta las densidades
evaluadas en el estudio. En estevia cultivada en el Caribe Humedo colombiano,
poblaciones entre 12,5 y 25 plantas/m® han mostrado consistentemente aumentos
importantes en el IAF (Jarma, 2008; Espitia et al. 2009), lo que puede significar que estas
poblaciones favorecen un balance de biomasa hacia el tejido asimilatorio respecto al tallo,
tal como lo indican Bruggink y Heuvelink (1987). Estos autores determinaron que en
varias especies, la razon de area foliar RAF, relacion entre area foliar y masa seca de la
planta, aumenta cuando la oferta de luz decrece (lo que puede suceder a mayores
poblaciones), probablemente por un aumento del AF; sin embargo, esto puede variar con
la edad del cultivo (Lafarge y Hammer, 2002) y la relacion fuente-demanda antes del
inicio de la etapa reproductiva (Vieira et al. 2009).

Probablemente la RHT observada en altas poblaciones en estevia, sea una respuesta a la
competencia intra-especifica que promueve una variacioén de la arquitectura del dosel, el
cual se adaptaria plasticamente a altas poblaciones y/o ambientes (Barot y Gignoux,
2004; Vance, y Nevai, 2007; Combatt et al. 2008). Aunque aumentos del IAF también
han sido demostrados al aumentar la poblacidon en especies anuales como quinua (Ruiz y
Bertero, 2008) o perennes como palmito (Chaimsohn, 2006), es probable que en plantas
individuales, aunque puede mantenerse la RHT, la biomasa total por planta puede
decrecer (Gan et al. 2002; Francescangeli et al. 2006).

2.5.2 Rendimiento de hoja seca por hectarea

Siendo la region Caribe colombiana un area geografica extensa y contrastante, la
presencia de interaccion del genotipo por las épocas de siembra para el RHS (kg ha™),
amerita minimizar los efectos de las épocas, lo que es posible a través de la identificacion
de cultivares con estabilidad fenotipica (Tabla 2.4). El analisis de estabilidad fenotipica,
de acuerdo a la metodologia de Lin y Binns (1988), la cual define como genotipo superior
aquel que registre el menor valor Pjg indica que Morita 2 (Pijg=0), seria el de mayor interés
para los productores debido a que dicho valor se atribuye a la poca desviacion genética a
través de los ambientes. Por su parte Morita 1 acus6 un valor de Pjg = 238533,
probablemente debido a su alta desviacion genética, como lo argumentan en otras
especies Scapim et al. (2000).

TABLA 2.4. Rendimiento de primer corte de hoja seca de cultivares de estevia (kg/ha),
parametros de estabilidad para condiciones generales (Pig) segiin Lin y Binns (1988) y
para condiciones ambientales favorables (Pi) y desfavorables (Pjg), segun Carneiro
(1998).

Cultivares Media Pig Clasif. Pit Clasif. Pig Clasif.
(kg/ha)

Morita 1 1174 238533 2 562436 2 76582 2

Morita 2 1789 0 1 0 1 0 1

Media general 1481
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Los resultados antes anotados son corroborados con la aplicacion de la metodologia de
Carneiro (1998), la cual, al descomponer el comportamiento de los genotipos en
ambientes favorables (Pir) y desfavorables (Pig), indica que Morita 2 fue estable y de
superior comportamiento a Morita 1 en cualquiera de estos dos ambientes. Por lo tanto,
en la produccion de hoja seca por hectarea, Morita 2 representa la mejor alternativa para
los agricultores de la region Caribe.

La Tabla 2.5 muestra la respuesta diferencial del rendimiento de hoja seca (kg ha™) de las
poblaciones, en funcion de las condiciones edafoclimaticas de los periodos de estudio. De
acuerdo a la metodologia de Lin y Binns (1988), la densidad de poblacién de 25
plantas/m?, fue la de mayor estabilidad por registrar un Pig=0, seguida de la densidad de
12,5 plantas/m” con un Pi;=83783 y por ultimo la densidad de 6,25 plantas/m’, que
resulto ser la mas inestable a las condiciones de la oferta ambiental.

TABLA 2.5. Rendimiento de primer corte de hoja seca de poblaciones de estevia (kg ha’
", parametros de estabilidad para condiciones generales (Pig) segin Lin y Binns (1988), y
para condiciones ambientales favorables (Pi) y desfavorables (Pig), segun Carneiro
(1998).

Poblacion Media

(plantas/m®)  (kgha) L9 Clasif. Pif Clasif. ~ Py Clasif.

6,25 1188 235342 3 582012 3 62007 3
12,5 1474 83783 2 237222 2 7063 2
25 1782 0 1 0 1 0 1

Media general 1481

Seglin la metodologia de Carneiro (1998), la densidad de poblacién de 25 plantas/m?®, fue
la mas estable tanto para ambientes favorables como desfavorables, por haber acusado un
Pi=0 y Piz=0, seguido de las densidades de 12,5 y 6,25 plantas/mz. Considerando lo
discutido en los acépites anteriores, los resultados de estabilidad encontrados, sefialan que
Morita 2 asociado a una densidad de 25 plantas/m”, representa una buena perspectiva
para su aplicacion en diferentes épocas de siembra en el Caribe Himedo. Sin embargo, es
necesario considerar si las diferencias en rendimiento y calidad de la hoja entre 12,5 y 25
plantas/m’, son lo suficientemente importantes al compararse con los costos de semilla,
considerando que este insumo es uno de los mas significativos dentro de los costos de

produccion de una hectarea y que no se detectaron diferencias entre poblaciones para los
GT.

Los resultados de estabilidad observados en el estudio no son divergentes con los que
registra el comportamiento fisiolégico de los genotipos y las poblaciones en otros
trabajos, donde se ha reportado mayor produccion de hoja por hectarea con Morita 2
(Jarma et al. 2006) y/o con altas poblaciones (Espitia et al. 2009). En efecto, Morita 2 ha
sido consistentemente un recurso genético que ha expresado mayor potencial de
rendimiento respecto a Morita 1 en varios ambientes evaluados en el Caribe colombiano
y principalmente cuando se establece en altas poblaciones (Jarma, 2008). Probablemente
esta ventaja genética de Morita 2 sea producto de un comportamiento diferencial en la
sensibilidad a cambios en la intercepcion de la luz por las hojas y consecuentemente en
las tasas de fotosintesis, lo cual finalmente podria conducir a las respuestas observadas a
altas densidades de plantas o en ambientes con mayor oferta de RFA.

35



De acuerdo a lo anterior, Ramesh et al. (2006), informaron que, en concordancia con la
mayoria de las especies vegetales, el comportamiento de estevia es afectado por la
radiacion, longitud del dia, temperaturas, agua disponible en el suelo y el viento en
lugares expuestos. Los autores concluyen que estevia es una planta amante del sol,
probablemente debido a que evoluciond en un ambiente célido, himedo y soleado.

Tal como se menciond anteriormente, la mayor oferta de luz en E2 (Tabla 2.1) y la
eficiencia en la captacion de este recurso a altas poblaciones, serian factores definitivos
para potenciar el rendimiento de Morita 2 respecto a Morita 1, y de paso explicaria las
interacciones E x G y E x P. En este sentido, Gan et al. (2002), indicaron que ademas del
genotipo, altos rendimientos en altas poblaciones en los cultivos, generalmente son
atribuidos a altas interceptaciones de la luz y consecuentemente altas tasas de fotosintesis.
Sin embargo, no se debe dejar de lado la importancia que estas altas radiaciones tienen
sobre el ciclo de vida del cultivo, el cual, tiende a reducirse en la medida en que
temperatura y radiaciones son mayores (Jarma, 2008).

Es importante considerar que incrementos en las poblaciones de plantas afectan la
composicion de la luz percibida por las hojas en los diferentes estratos. La luz penetra el
dosel sufriendo una reduccion en la densidad del flujo de fotones fotosintéticos y una
significativa alteracién en su composicion espectral. Dado que la absorcion de los tejidos
verdes es mas intensa en las longitudes de onda de azul (400-500 nm) y el rojo (600-700
nm) y la reflexion es mas intensa en las longitudes del rojo-lejano (700-800 nm), la tasa
de absorcion rojo:rojo-lejano es altamente reducida en la base del cultivo con altos
indices de area foliar, los cuales estin normalmente asociados a altas poblaciones
(Borras, et al. 2003). Ahora bien, si la exportacion de N desde las hojas bajeras es
promovida por bajas tasas de la relacion rojo:rojo-lejano, como lo demostraron
Rousseaux et al. (1999) en girasol, entonces la alta migracion de N hacia tejidos jovenes
en altas poblaciones podria contribuir a explicar las altas tasas de fotosintesis y
rendimientos de biomasa observadas en estas poblaciones.

Ha sido demostrado que el sombreamiento reduce el crecimiento de estevia (Slamet y
Tahardi, 1988; Jarma et al. 2005; Jarma et al. 2006), aunque en China se han reportado
rendimientos altos en latitudes medias (32 °LN), en una zona himeda donde en términos
generales, las horas de sol son limitadas por la excesiva cubierta de nubes durante la
mayor parte del ciclo del cultivo de crecimiento (Shu, 1989). Por lo anterior, es muy
probable que otros factores distintos de la latitud y la radiaciéon solar limiten la
produccion, lo cual evidentemente precisa de mayores estudios, principalmente en las
condiciones del Caribe colombiano.

2.5.3. Glucosidos totales

En la Tabla 2.2 se indico que so6lo el genotipo (p<0.05) y la época de siembra (p<0.01)
tuvieron un efecto significativo sobre el contenido total de glucosidos en la hoja. Las
pruebas de comparacion de medias revelaron mayor contenido de glucosidos totales (GT)
en las épocas E2 y E3 y en el genotipo M2 (Fig. 2.1).

Al considerar el efecto de las épocas, la Figura 2.1 muestra que los mayores valores de

glucdsidos totales se observaron cuando los genotipos se cultivaron en la E3 (0,173 g/g
de masa seca de hoja), la cual no difiri6 de la E2, pero si de la E1 (0,148 y 0,134 g/g de
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masa seca de hoja respectivamente). En acapites anteriores, se discutieron las diferencias
en la oferta ambiental entre épocas y, aunque no se obvié el efecto que pueden tener las
temperaturas, se hizo especial énfasis en la RFA, la cual sigui6 la siguiente tendencia
decreciente: E2>E3>E1 (Tabla 2.1).
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FIGURA 2.1. Glucosidos totales de estevia (g/g de masa seca de hoja) en funcion de los
factores época (E1, E2 y E3) y genotipo (M1 y M2). Monteria — Cérdoba, 2006-2007.
Barras con la misma letra dentro de un factor, son iguales estadisticamente segin la
prueba de DMS (5%). I=desviacion estandar.

Las variables ambientales, principalmente la luz, tienen un efecto directo y positivo sobre
la sintesis del isopentenil pirofosfato IPP (Guenther, et al. 1994), una molécula de cinco
carbonos que es denominada regularmente como el isopreno activo, dada su importancia
en el alargamiento de la cadena terpénica. Esta ruta es la misma del acido giberélico que,
a partir del acido mevalonico (Guevara-Garcia et al. 2005), conduce a la sintesis de las
giberelinas y de los glucosidos de esteviol. Con base en ello, es posible deducir que los
altos niveles de luz observados en la E2 y E3 favorecieron esta ruta y por consiguiente la
concentracion de glucdsidos totales.

Aunque los valores de dias a floracion no son mostrados en esta investigacion, en las tres
épocas de siembra se encontrd que entre mayor RFA, los genotipos fueron mas precoces,
coincidiendo con otras especies horticolas donde se ha reportado una correlacion lineal
positiva entre temperatura y precocidad (Real-Rosas et al. 2002; Ortegon et al. 2006). En
este sentido, estos resultados coincidirian con los reportados por Sumida (1980), quien
indicd que genotipos de floracion temprana tienden a tener un contenido de esteviosido
superior, aunque menor rendimiento de biomasa. Contrariamente, otros autores han
indicado que periodos de floracién mas tardios permiten mayor tiempo de acumulacion
de glucosidos (Ramesh et al. 2006); sin embargo para considerar estas dos teorias y
definir el periodo a floracion de un cultivar, deben considerarse otros factores
determinantes como el genotipo, la oferta de luz y la competencia intra-especifica, entre
otros.

Con base en las diferencias de GT entre M1 y M2, los resultados de la presente
investigacion confirmarian que el proceso de mejoramiento genético de Morita 2 fue
conducido para obtener un recurso con mayor contenido de GT. Esta condicion se
mantendria estable con el genotipo ya que la propagacion de estevia se hizo a partir de
esquejes (asexual), conservando por tanto las caracteristicas genéticas del genotipo
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donante (Lee, 1982).

Es importante recordar que la condicion de especie aldégama ha determinado que la
mayoria de programas de mejoramiento genético hayan encausado sus objetivos a la
obtencién de genotipos con diferentes niveles de glucdsidos, los cuales pueden variar
sustancialmente (4%-16%), incluso entre plantas individuales (Nakamura y Tamura,
1985); esta variabilidad natural podria se debida a la alta auto-incompatibilidad de la
especie (Handro et al. 1993).

Consecuentemente con la variabilidad detectada entre genotipos en su centro de
diversidad, se ha encontrado una alta heredabilidad de 75% - 83%, para rendimiento de
hoja, RHT y contenido de glucosidos (Brandle, 1999). Con base en ello, la investigacion
en estevia también ha reportado algunas correlaciones interesantes que han contribuido
con los programas de mejoramiento genético: el rendimiento de hoja/planta es
proporcional al numero de bracteas, nimero de hojas y aunque no siempre, a la altura de
planta (Buana, 1989; Shu y Wang, 1988); el contenido de glucdsidos totales correlaciona
positivamente con la RHT (Tateo, et al. 1998), lo cual es consistente con lo reportado en
el presente trabajo; el grosor de la hoja, area foliar, contenido de clorofilas y proteinas y
la tasa de fotosintesis neta correlacionan positivamente con la relacion RebA/St (Shyu,
1994; Weng, et al. 1996).

2.6 Conclusiones

Los analisis de estabilidad empleados permitieron identificar a Morita 2, establecido a 25
plantas/m” como un argumento tecnolédgico estable para el uso de los productores en un
rango de condiciones ambientales diferentes. Asi mismo, se pudo determinar que la
relacion hoja/tallo fue mayor para Morita 2, principalmente en ambientes con mayor
oferta de RFA y cultivado en altas poblaciones. La calidad de la hoja, medida como el
contenido total de glucosidos, indicd que esta variable es afectada positivamente por la
oferta de RFA y que Morita 2 es consistentemente el genotipo con mayor contenido de
glucosidos totales respecto a Morita 1.
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3 Captacién y uso de la radiacion en plantas de Stevia rebaudiana Bert. en el
Caribe Humedo Colombiano

Light captation and use in plants of Stevia rebaudiana Bert. in the Humid Colombian
Caribbean

Alfredo Jarma O.%, Carlos Carranza G.” y Jairo Clavijo P.*

3.1. RESUMEN

La captacion y uso eficiente de la radiacion en estevia, especie productora de
edulcorantes no caldricos, es un aspecto fundamental para su explotacion en regiones
calidas del Neotrdpico colombiano; sin embargo, trabajos sobre estos aspectos son
escasos. Este trabajo se realizé durante dos épocas de la estacion seca 2007-2008 (E2 y
E3), para determinar el efecto de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) sobre la
produccion de biomasa de los genotipos Morita 1 (M1) y Morita 2 (M2), establecidos a
25,0; 12,5y 6,25 plantas/mz, en Monteria, Cérdoba. En cada época se us6 un disefio
experimental de bloques completos al azar con arreglo factorial 2 x 3. Se us6 un modelo
matematico que calculo la tasa de acumulacion diaria de masa seca (MS) en hojas y
tallo (simulada con el método de integracion de FEuler), a partir de la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA), la fraccion de la RFA interceptada por el dosel
(FLINT) y el uso eficiente de la radiaciéon (UER). En E2 se presentaron en promedio 3
MJ m? dia” mas que en E3, y un desarrollo del indice de area foliar IAF (3,12+0,02),
que fue casi tres veces el registrado en E3. Consecuentemente, el valor mas alto del
coeficiente de extincion de luz a través del dosel (k), lo registro M2 (0,21), al cultivarse
a 25 plantas/m® en E2. En esta misma época se observaron los valores mas altos del
UER (2,04 g MJ RFA).

Palabras clave: densidad de siembra, intercepcion de luz, modelo de simulacion,
coeficiente de extincion, estevia.

3.2. ABSTRACT

The interceptation and efficient use of the radiation in estevia, species that it produces
not caloric sweetener, it is a fundamental aspect for his development in warm regions of
the Colombian Neotropic; nevertheless, works on these aspects are scarce in the
Country. The study was carried out in Monteria, Cordoba during two periods of the dry
season 2007-2008 (E2 y E3), to determine the effect of the photosynthetically active
radiation (PAR) over the dry matter production of Morita 1 (M1) and Morita 2 (M2)
genotypes, established at 25,0; 12,5 and 6,25 plants/mz. A complete block randomized
experimental design with 2 x 3 factorial arrangement was established for each season,
using a mathematical model for each block to calculate the daily dry mass accumulation

? Departamento de Agronomia, Facultad Ciencias Agricolas, Universidad de Cérdoba, Monteria
(Colombia). Autor de correspondencia. ajarma@sinu.unicordoba.edu.co

3 Departamento de Agronomia, Facultad de Agronomia, Universidad Nacional de Colombia, Bogota.
* Asesor particular. Bogota (Colombia).
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rate for leaves and stem (simulated with the Euler’s integration method) using the PAR,
the PAR fraction intercepted by the canopy (FLINT), and the efficient use of radiation
(EUR). During E2, in which 3 MJ m™ day "' more than E3 appeared on average, and the
IAF (3.12 £0.02) that was almost three times higher than on E3. Consequently, the
highest value for the light extinction coefficient (k) was registered in M2 (0.21), when
cultivated at 25 plants/m® during the first sowing season. During the same sowing
season the highest values for EUR (2.04 g MJ PAR) were observed.

Key words: crop density, light interception, simulation model, extinction coefficient,
stevia.

3.3. Introduccion

Estevia (Stevia rebaudiana Bert.) es una especie cultivada en varios paises debido a su
poder edulcorante que puede a ser hasta 300 veces mas potente que la sacarosa (Jarma,
2008). Sus dos principales edulcorantes Esteviosido y Rebaudidsido A, son altamente
consumidos, no solo por personas con diabetes o dietas especiales, si no por el cada vez
mas creciente publico que consume productos naturales bajos en calorias (Fronza y
Folegatti, 2003).

Algunos trabajos sobre la fisiologia de la especie en el Caribe colombiano han reportado
valores de area foliar entre 878 y 1700 cm?” a los 225 dias después de trasplante y de
hasta 27 g de hoja seca por planta (Jarma, 2008). Sin embargo, después de cultivarse
hace aproximadamente 10 afios en Colombia, ain se desconocen aspectos basicos de su
morfologia y fisiologia en funcién de la oferta ambiental, lo que ha ocasionado que se
siembren de manera indistinta, en una gran diversidad de ambientes que, en algunos
casos, ha llevado a fracasos en su explotacion comercial (Jarma et al. 2005).

Factores como la alta radiacion en la época seca del Caribe Himedo colombiano, donde
se pueden registrar valores de RFA de hasta 1748 pmol m” s™ (35,8 MJ m” d”') a medio
dia (0,45 de la radiacion incidente reportada por Jarma et al. 2005), pueden ocasionar
efectos deletéreos tales como foto inhibicion y reduccion del crecimiento en plantas no
adaptadas. Con base en ello, las poblaciones juegan un papel importante al variar
aspectos morfologicos y probablemente alterar la captacion y uso eficiente de la
radiacion interceptada.

Hunt (2003), indica que el crecimiento, en el contexto de plantas individuales, puede
definirse como un aumento irreversible en el tiempo y que estos cambios pueden ser en
tamafio, forma y ocasionalmente en nimero. Generalmente los analisis de crecimiento
se hacen con masa seca, y plantas que crecen bajo condiciones normales, han mostrado
en sus primeros estados, la misma curva tipica. Sin embargo, cambios en la MS total
pueden variar debido al estado fisiologico de desarrollo (Ioslovich y Gutman, 2005), la
relacion fuente demanda (Dayan et al. 2004) y el uso eficiente de la radiacion (Jarma et
al. 2006) entre otros.

En ese contexto los modelos de simulacion son una herramienta importante para
predecir la capacidad que posee una especie o genotipo para aclimatarse a un
determinado ambiente mediante su tasa de crecimiento y productividad. Los modelos de
simulacion incorporan los efectos del ambiente sobre el crecimiento y desarrollo del
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cultivo y se pueden usar para predecir cosechas bajo diferentes condiciones ambientales
(Olesen y Grevsen 2000). Sin embargo, aunque en muchos paises han sido utilizado en
diversas especies, estas herramientas no han sido de uso frecuente en Colombia (Salazar
et al. 2008).

En ausencia de estrés, la acumulaciéon de biomasa por el cultivo depende de la RFA
incidente, la cual es funcién de la localidad, afio, fecha de siembra y fenologia del
cultivo, y la RFA interceptada por el dosel (FLINT), la cual es funcion del IAF y del k.
Segun Monteith (1977), la relacion entre biomasa y RFA incidente generalmente es
descrita como UER (g MJ); asi, el éxito de un modelo de crecimiento estara
fundamentado en una adecuada descripcion del IAF, el k y el UER (Ruiz y Bertero,
2008).

En este trabajo fue evaluada la hipdtesis que el aumento de la densidad de plantas por
hectarea afectaria la interceptacion y uso eficiente de la radiacion de dos genotipos de
estevia sembrados en diferentes épocas de siembra. Al considerar que los modelos de
simulacion generalmente son especificos para cada especie y proposito del mismo, este
trabajo tuvo como objetivo evaluar la eficiencia en la captacion y conversion de la
energia radiante de dos genotipos de estevia (Stevia rebaudiana Bert.) al establecerse en
altas poblaciones y diferentes épocas de siembra.

3.4. Materiales y metodos
3.4.1. Localizacion y material experimental

El trabajo se realiz6 en la Universidad de Cordoba (Monteria - Colombia), a 13 msnm,
8°52° Ny 76°48” W, temperatura anual de 28°C, 80% de humedad relativa, 1.200 mm
de precipitacion y brillo solar de 2108,2 h afio™' (Palencia et al. 2006). En los semestres
A y B de 2007, se sembraron los genotipos Morita 1 (M1) y Morita 2 (M2) en
poblaciones de 6,25; 12,5 y 25 plantas/m’, a distancias entre surcos y plantas de 0,4 x
0,4; 0,4 x 0,2y 0,2 x 0,2 m, bajo un disefio experimental de bloques completos al azar
con cuatro repeticiones y arreglo factorial de 2 (épocas) x 2 (genotipos) x 3
(poblaciones). Durante la investigacion no se presentaron factores externos limitantes;
el riego se realiz6 por goteo y se mantuvo una ldmina de humedad adecuada; el manejo
agronomico del cultivo se realiz6 con base en las recomendaciones técnicas del cultivo
para el Caribe colombiano, a excepcion de las poblaciones que fueron precisamente
objeto del presemnte estudio (Espitia et al. 2008).

3.4.2. Muestreos del material vegetal

Para determinar MS, el primer muestreo se realizé 30 dias después de siembra (dds) y
15 d después de la poda de formacidn; los muestreos posteriores se realizaron cada 7 d
en tres plantas al azar hasta floracion; en E2 se realizaron nueve muestreos entre febrero
20 y abril 17 de 2007, y en E3, se realizaron 11 entre noviembre 20 de 2007 y enero 30
de 2008. El area foliar se determind por el método gravimétrico en cada estrato del
dosel y la MS en estufa a 70°C, hasta obtener peso constante. Adicionalmente se
registré el brillo solar convertido a RFA mediante la metodologia de Angstrom (1924),
citada por Carranza et al. (2008). La Tabla 3.1 registra las principales variables
climaticas presentadas durante cada época de evaluacion.
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TABLA 3.1. Promedios diarios de radiacion fotosintéticamente activa RFA (MJ m™ d°

", temperaturas maximas y minimas (°C) y totales de precipitacién y evaporacion

(mm), en dos épocas de siembra de estevia en el Caribe colombiano.

Epoca 2 (Sem A 2007) Epoca 3 (Sem B 2007)
Feb-07 Mar-07 Abr-07 Nov-07 Dic-07 Ene-08
RFA 22,36 21,85 20,62 16,87 18,66 19,32

Temperatura Maxima 34,68 33,85 32,79 31,41 32,42 33,88

Temperatura Minima 23,84 24,81 24,63 23,75 2347 23,85
Precipitacion 0,0 78,0 0,0 22,8 53,3 8,8
Evaporacion 117,3 152,0 113,3 101,1 128,0 131,6

Factor

3.4.3. Componentes del modelo

Para cada época, genotipo y poblacion se us6 un modelo matematico deterministico que
calculd la tasa de acumulacion diaria de MS (ecuacion 1) a partir de RFA, fraccion de
luz interceptada por el follaje (FLINT) y UER.

SW, = RFA, FLINT, UER (1)

Donde 8W; es el incremento diario del crecimiento (g m~ d), RFA es la radiacion
fotosintéticamente activa incidente en el tiempo t (MJ m> d'l), FLINT;es la fraccion de
luz interceptada por el cultivo en el tiempo t y UER es el uso eficiente de la luz medido
en g MJ" de RFA interceptada.

UER representa la suma de procesos de fotosintesis y respiracion, por lo que cada factor
que afecte estos dos procesos lo afectara consecuentemente. FLINT;, un coeficiente
adimensional expresado como - IAF, depende del k y del IAF, el cual es estimado a
partir del 4rea foliar especifica (AFE) en m” g”' (Lee and Heuvelink, 2003; Awal et al.
2004).

La estimacion de los parametros K y UER se realizé por el método de optimizacion no
lineal usando SOLVER de Excel. Este método iterativo minimiza la suma de cuadrados
de la diferencia entre el valor observado y el valor simulado (Carranza, et al. 2008).

3.4.4. Analisis de la informacion

Los valores de k y UER se analizaron por Anova con el programa Satistical Analysis
System (SAS)® version 9.1 para Windows; como fuentes de variacion se consideraron
épocas, genotipos, poblaciones y sus interacciones. El efecto de los factores
individuales se analiz6 con la prueba de Tukey (5 y 1%). Aunque no se presentaron, las
interacciones que resultaran significativas se descompondrian numéricamente a través
de un Anova con el estadistico F (5%).

3.5. Resultados y discusion

3.5.1. Radiacion fotosintéticamente activa

Tal como lo muestra la Tabla 3.1, en E2 y E3 se observo un promedio de RFA de 21,6 y
18,2 MJ m™ d' respectivamente. Probablemente las diferencias en los ciclos de cultivo
(datos no mostrados), podrian estar explicadas porque la mayor radiacién en E2, induce
temperaturas mas altas, las cuales tendrian efectos sobre la velocidad de reaccion
enzimatica (ley de Van't Hoff), que derivaria en un crecimiento mas acelerado; otros
efectos de la RFA entre épocas se veran reflejados en el IAF y UER, pero se discutirdn
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mas adelante.

Aunque para estevia como especie subtropical y otras especies tropicales, estudios que
relacionen efectos combinados de radiacion y temperaturas son escasos (Rondon, et al.
2007), diversos trabajos en especies horticolas han demostrado correlacion lineal
positiva entre temperatura y precocidad (Real-Rosas et al. 2002; Ortegon et al. 2006).

3.5.2. Fraccion de luz interceptada
Las Figuras 3.1 y 3.2 registran respectivamente el comportamiento del IAF y la FLINT
en E2 y E3; en todos los casos, los registros de M2 fueron significativamente superiores
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FIGURAS 3.1y 3.2. Indice de area foliar (IAF) y fraccion de luz interceptada (FLINT)
por dos genotipos de estevia cultivados entre febrero y abril de 2007 (3.1), y entre
noviembre de 2007 y enero de 2008 (3.2), bajo tres densidades de poblacion (A, By C
= Morita 1 a 25, 12,5y 6,25 plantas/m2 respectivamente; D, E y F = Morita 2 a 25, 12,5
y 6,25 plantas/m” respectivamente).

Aunque no se muestran, de manera independiente al genotipo o la época, a los 100 dds
los mayores y menores valores promedios del IAF se observaron al establecer 25 y 6,25
plantas/m” (1,46 vs 0,37 respectivamente), de manera coincidente con trabajos que
demuestran correlacion lineal positiva del IAF con la poblacion (Chaimsohn, 2006;
Ruiz y Bertero, 2008); esto probablemente sea consecuencia de una distribucion mas
equitativa del dosel cuando los espacios entre surcos son mas angostos y un mayor
numero de hojas (datos no mostrados). Sin embargo, es importante considerar que,
aunque la intercepcion de la radiacion solar incidente que asegura las maximas tasas de
crecimiento del cultivo se encuentra cuando el IAF aumenta hasta el valor critico, un
excesivo autosombreamiento, podria ocasionar decrecimientos en la tasa fotosintética
media por unidad de area foliar con detrimentos en la biomasa total por planta. El IAF
critico se presenta cuando se intercepta el 95 % de la RFA incidente (Andrade et al.
1993), por lo que se podria concluir que, dados los valores observados de la FLINT, el
IAF critico de estevia estuvo lejos de ser hallado en la presente investigacion.

Por otra parte, los resultados evidencian un comportamiento diferencial del IAF de los
genotipos en funcion de la época a los 100 dds, tal como lo reportd Jarma et al. (2005).
Al pasar de E2 a E3, M2 aument6 el IAF en un 95% en tanto que M1 lo redujo en 45%.
Esto podria estar explicado en parte porque M1 seria mas eficiente en reducir su
fotorrespiracién y/o aumentar su fotosintesis a radiaciones menores como las de E3
(menor temperatura interna de la hoja), como lo proponen Taiz y Zeiger (20006),
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traduciendo esta ventaja en mayor desarrollo de su IAF en E3. Los maximos valores de
IAF observados por genotipo fueron de 3,15 para M2 (E2) y 0,73 para M1 (E3), que
estarian dentro del rango de IAF reportados para estevia, 0,35 (Lima-Filho, 2004) a 4,83
(Fronza y Folegatti, 2003).

Tal como se reporta para otras especies horticolas, la FLINT siguié una tendencia
paralela al IAF (Carranza et al. 2008); independientemente a la poblacion, estos valores
fueron inferiores para M1 (0,001) respecto a M2 (0,01). En Colombia no existen
reportes de FLINT en estevia por lo que estos resultados, que pueden considerarse
como muy bajos respecto a otras especies, no tienen referencias; el rango de luz
interceptada por el dosel demuestra muy baja eficiencia en la captacion de luz de estos
genotipos bajo las condiciones del estudio. Valores de FLINT en otros cultivos (0,6 en
brocoli 0 0,9 en repollo al final del ciclo) han sido reportados por Carranza et al. (2008).

3.5.3 Coeficiente de extincion y uso eficiente de la radiacion

No se presentaron efectos significativos de las interacciones para ninguna de las
variables (k y UER), aunque si para factores individuales (Tabla 3.2). El coeficiente de
extincion fue afectado por la poblacion y el UER por la época (P<0,01).

TABLA 3.2. Significancia estadistica de variables ecofisiologicas de estevia en funcion
de la época, el genotipo y la poblacion por hectarea. Monteria — Cérdoba, 2007.

, F“ef‘tef’e Estadisticos
Parametro Variacion
E G P CcVv CME MEDIA
Coeficiente de extincion (K) NS NS * 248 43107 0,08

Uso eficientede laluzUER ~ ** NS NS 0,05 1107 202gMJ’

E, época; G, genotipo; P, Poblacion; CV, coeficiente de variacién; CME, cuadrado medio del error; NS,
no significativo; * significativo (P<0,05); ** altamente significativo (P<0,01).

Coeficiente de extincion (k).

Aunque no se tienen referencias para estevia, los valores observados de K, que oscilaron
entre 0,03 (E3; M2; 6,25 plantas/m”) y 0.21 (E2; M2; 25 plantas/m®), pueden
considerarse como bajos respecto a cultivos como maiz (0,29), papa (0,45), frijol (0,55),
palma de aceite (0,66) y banano (0,68) (Rodriguez, 2009).

La Tabla 3.3, muestra las diferencias del k al aumentar la poblacion (P<0.05); el mayor
valor de k (0.15), al establecer 25 plantas/m’, sugiere que para esta poblacion se
presenta mejor interceptacion de RFA como consecuencia directa de un mayor valor del
IAF; esto podria estar explicado por un mejor ordenamiento espacial del dosel respecto
a distancias rectangulares 0 bajas poblaciones. Tendencias similares de aumento del k
en funcion de la poblacion se han reportado en café (Castillo et al. 1996), tomate
(Heuvelink, 1996), papa (Cabezas y Corchuelo, 2005) y otras especies (Ruiz y Bertero,
2008; Flenet et al. 1996). Sin embargo, algunos autores han encontrado decrecimientos
del k al aumentar la poblacion en cebada (Kemanian et al. 2004), brocoli
(Francescangeli et al. 2006) y maiz (Westgate et al. 1997), aunque estos Ultimos
indicaron que el decrecimiento del k al aumentar la poblacion, no se afectdé por la
distancia entre surcos antes del cierre del dosel. Es sabido que en general, genotipos de
una misma especie con valor bajo de k, pueden cultivarse a densidades mas altas
porque, a pesar del hacinamiento en que crecen estas plantas, las estructuras de sus
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doseles y disposicion de sus hojas logran distribuir mejor la luz incidente.

TABLA 3.3. Comparacion de medias de parametros fisioldgicos de estevia en funcion
de la época, el genotipo y la poblacidon por hectdrea. Monteria — Cordoba, 2007.

Factor
Parametro Epoca Genotipo Poblacion
(plantas/m?)
E2 E3 M1 M2 6.25 12.5 25
K 0.09a' 0.07a 0.07a 0.09a 0.04b 005b 0.15a

UER (g MJ RFAI'l) 204a 199b 2.02a 2.02a 202a 2.02a 202a
E2 = Epoca 2 y E3 = Epoca 3; M1 = Morita 1 y M2 = Morita 2; 'Promedios con la letras iguales dentro
de un mismo factor y parametro, no difieren estadisticamente (¢=0.05) de acuerdo a la Prueba del rango
estudentizado de Tukey.

Uso eficiente de la radiacion (UER)

El valor promedio estimado de UER (2,02 g MJ™"), puede considerarse como normal
dentro del rango tipico de cultivos C; (Vieira et al. 2009); éste valor estaria por debajo
de trigo (2,70 g MJ', Abbate et al. 1997) y cebada (2,63 g¢ MI™', Bingham et al. 2007),
similar a mani (2,0 g MJ”, Kiniry et al. 2005) y pasto raygrass (2,01 g MJ"', Akmal y
Janssens, 2004) y mayor que guisante (1,52 g MJ™', O’Connell et al. 2004) y soya (1,2—
2,0 g MI"', Egli y Bruening, 2000).

El UER fue mayor en 0,05 g MJ™" en E2 respecto a E3 (Tabla 3.3); en E2 se presentaron
igualmente mayores niveles de RFA, confirmando lo propuesto por Jarma et al. (2005),
que M1 y M2, responden positiva pero diferencialmente en la produccion de biomasa al
aumentar la oferta de luz. Probablemente, los mayores valores de tejido foliar por
unidad de area observados en E2, principalmente de M2, contribuyan a explicar estas
diferencias que traerian como consecuencia, mayores tasas fotosintéticas respecto a E3.
Aunque en pimienta, Vieira et al. (2009), no encontraron efectos de la época de siembra
sobre el UER, resultados similares a este estudio han sido reportados para otros cultivos
(Squire, 1990; Gower et al. 1999). Es importante considerar que estevia es una planta
perenne sub-tropical y que para este caso, el UER se estimd con base en la biomasa del
dosel; esto puede ser relevante debido a que el UER en cultivos perennes es mas
complejo de interpretar respecto a cultivos anuales, ya que la biomasa producida no solo
depende de la eficiencia en la conversion de la RFA interceptada, si no que también
juega un papel fundamental la removilizacion de reservas acumuladas, probablemente
en raiz (Guzman et al. 2007).

Por otra parte, aunque en E2 los niveles de radiacion fueron altos, al parecer no
afectaron negativamente la fotosintesis y, probablemente la radiacion difusa
aprovechable por el dosel, seria mayor que en E3.; en este sentido, Ruiz y Bertero
(2008), indican que el UER podria incrementarse con un aumento en la fraccion difusa,
ya que se incrementa la proporcion de area fotosintética que estd operando a niveles de
radiacidn no saturantes.

Por tultimo, la temperatura también ayudaria a explicar las diferencias en el UER entre
épocas. Aunque existira un punto de saturacion por altas temperaturas no determinado
en este trabajo, la diferencia de 1,2°C/dia a favor de E2, podria mejorar la eficiencia en
el uso de la radiacion respecto a E3, tal como se ha reportado para otros cultivos como
colza de invierno (Justes et al. 2000) y alfalfa (Brown et al. 2006).
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3.6. Conclusiones

El efecto diferencial de las radiaciones y su interaccion con el genotipo, fueron los
factores mas determinantes en las respuestas de las variables evaluadas en el presente
estudio. El IAF fue afectado de manera diferencial, siendo un 95% mayor para M2 en
la E2. Aunque la FLINT sigui6 la misma tendencia del IAF, los valores observados para
esta variable y consecuentemente para ¢l k, pueden considerarse como bajos al
compararlos con otras especies de crecimiento similar.

El UER fue significativamente mas alto en E2, diferencia que estaria explicada por el
mayor desarrollo del tejido asimilatorio de M2 respecto a M1 en E2. Este
comportamiento indica una mayor eficiencia de M2 en el aprovechamiento de la RFA
en E2, el cual estaria demostrado por una mejor distribucion de biomasa hacia las hojas,
cuyos valores pueden ser del 60 % de la biomasa total del dosel de la planta (datos no
mostrados).
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4 Contenido de glucésidos en funcion de deficiencias nutricionales en Stevia
rebaudiana Bert.

Glycoside content depending on the nutritional faults in Stevia rebaudiana Bert.

Alfredo Jarma Orozco, Janer Polo Santos, Enrique Combatt Caballero’
4.1 RESUMEN

A nivel mundial, los reportes de los requerimientos nutricionales de estevia asi como de
los efectos que las deficiencias de los elementos minerales tienen sobre el contenido de
los principales edulcorantes de la hoja, son escasos. El presente trabajo se realizd en
Casa de Vegetacion de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cordoba
(Monteria - Colombia), durante el 2008. El objetivo del mismo fue determinar el efecto
de las deficiencias nutricionales de N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, B, Cu y Zn sobre la
concentracion de  glucdsidos totales de la hoja de estevia y en particular del
rebaudidosido A (RebA) en el genotipo Morita 2. Asi mismo se determind
quincenalmente el contenido de N, P, K, Ca y Mg de las raices, el tallo y las hojas en
dos genotipos, Morita 1 (M1) y Morita 2 (M2), hasta el momento de inicio de floracion
y se estimo la extraccion de estos elementos para una siembra comercial. Los resultados
mas relevantes indicaron que la concentracion de glucdsidos totales (RebA y St) no se
afectd por las deficiencias de nutrientes, aunque la concentracion de RebA solo se
redujo ante deficiencias de P, S y Cu. La distribucion diferencial entre genotipos de los
elementos mayores en los organos de la planta, permitié establecer la extraccion de
estos, que fue respectivamente para M1 y M2 de 24,9 y 30,8 (N); 4,8y 6,3 (P); 23,7y
29,9 (K); 9,7y 10,8 (Ca) y 6,7 y 6,3 (Mg).

Palabras clave: Estevia, estrés nutricional, estevidsidos, rebaudiosido A, nutricion
mineral.

4.2 ABSTRACT

Worldwide, there are few reports of stevia nutritional requirements, as well as the
effects of deficiencies of mineral elements on the content of the main sweetener of the
leaf. The study was carried at House Vegetation of the Faculty of Agricultural Sciences,
University of Cordoba (Monteria - Colombia), in 2008. The objective was to determine
the effect of nutritional deficiencies of N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, B, Cu and Zn on the
concentration of total glycosides of the stevia leaf, in particular of rebaudioside A
(RebA) in Morita 2 genotype. Also, every 15 days, the content of N, P, K, Ca and Mg
from the roots, stems and leaves in two genotypes, Morita 1 (M1) and Morita 2 (M2),
until the time of onset flowering was estimated. We also evaluated the removal of these
elements for commercial planting. The main results indicated that the concentration of
total glycosides (RebA and St) was not affected by nutrient deficiencies, although the
concentration of RebA was reduced only to deficiencies in P, S and Cu. The differential
distribution among genotypes of the major elements in the plant organs, allowed to
establish the extraction of these, which was respectively for M1 and M2 of 24.9 and
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30.8 (N), 4.8 and 6.3 (P), 23.7 and 29.9 (K), 9.7 and 10.8 (Ca) and 6.7 and 6.3 (Mg).
Key words: Stevia, nutritional stress, steviosides, rebaudioside A, mineral nutrition.
4.3 Introduccion

El género Stevia, es exclusivo del continente americano y se distribuye desde el sudeste
de Estados Unidos hasta Argentina. Estevia (Stevia rebaudiana Bert.), es nativa del
Norte de Paraguay, donde ha sido utilizada por mucho tiempo por los indigenas nativos
en tés y preparaciones de alimentos (Dacome et al. 2005); sus principales propiedades
son edulcorante y medicinal.

La informacidon cientifica ha reportado que la cantidad de los constituyentes activos de
la hoja, especialmente el esteviosido (St) y rebaudidsido A (RebA), los dos principales
glucésidos (Brandle y Telmer, 2007; Brandle, 2005), dependen en gran medida del
genotipo y las condiciones ambientales (Gardana et al. 2010), del paquete de practicas
agrondémicas como la nutricion (Nepovim et al. 1998; Geuns, 2003; Das et al. 2007) y
el riego (Fronza y Folegatti, 2003) entre otros; éste tltimo puede llegar a aumentar los
rendimientos de hoja seca por hectarea a 2000-3000 kg y el contenido de glucésidos a
15-20% (Barathi, 2002).

Los estudios que abordan el tema de la nutricién en estevia en el mundo son escasos
(Ramesh et al. 2006), pudiéndose resaltar trabajos adelantados con biofertilizantes en
India, en los que se demostro el efecto positivo de la combinacion de bacterias
solubilizadoras de fésforo, micorrizas y azotobacter sobre el incremento de la biomasa
de plantas completas (Das et al. 2008); trabajos de fertilizacion de sintesis quimica en
Brasil, en los que, para obtener una tonelada de hoja seca por hectarea, se reportan
requerimientos (kg/ha) de N:130; P:18,8 K:131,5; Ca:43,7; Mg:8,3 y S:9,7 (Utumi et al.
1999; De Lima et al. 1997a; De Lima y Malavolta, 1997); trabajos de nutricion mineral
en Colombia que reportan requerimientos de 70, 9.2 y 32 kg/ha de N, P y K
respectivamente para obtener una tonelada de de hoja seca por hectarea (Jarma, 2008;
Galvan y Guzman, 2003). Desde el punto de vista del efecto de deficiencias
nutricionales sobre la cantidad de glucosidos, De Lima et al. (1997b), reportan que
solamente una deficiencia severa de calcio ocasiond reducciones significativas en la
concentracion de los edulcorantes.

El presente trabajo fue desarrollado con dos propositos, i) determinar el efecto de las
deficiencias nutricionales de N, P, K, Ca, S, Mg, Fe, B, Cu 'y Zn, sobre la concentracion
total de glucdsidos de la hoja, el contenido relativo de RebA y la relacion entre éste y el
St (Reb-A/St) de M2; y ii) evaluar el contenido de elementos mayores en raices, tallos y
hojas hasta la primera cosecha de hojas de los genotipos M1 y M2.

4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Localizacion y material experimental

Se desarrollaron dos trabajos durante el segundo semestre de 2008. El ensayo de
deficiencias nutricionales se adelantd bajo condiciones controladas en los invernaderos
experimentales y el de distribuciéon de nutrientes en campo, ambos ubicados en la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba (Monteria-Colombia),
coordenadas de 8° 52° de latitud norte y 76° 48’ de longitud oeste, 13 m.s.n.m. y
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temperatura media anual de 28° C.

4.4.2. Contenido de glucésidos en funcion de deficiencias nutricionales

Se establecieron once (11) tratamientos bajo un disefio completamente al azar con tres
repeticiones. Cada unidad experimental (UE) correspondié a 15 plantas de M2
sembradas con la misma edad fisioldgica (esquejes con 6 pares de hojas), a las cuales se
aplico tres veces por semana una solucion nutritiva con el elemento faltante y un testigo
experimental (solucion completa sin deficiencias de elementos), asi: T1(testigo
experimental TE), T2 (-N), T3 (-K), T4 (-Ca), TS5 (-Mg), T6 (-P), T7 (-S), T8 (-Fe), T9
(-B), T10 (-Cu), T11 (-Zn). Aunque se incluyo el tratamiento sin Mn, no fue posible
obtener lectura de glucosidos en las muestras de este tratamiento (escasez de material
vegetal), por lo que éste no se considerard. Como solucidén nutritiva se uso6 la solucion
madre de Johnson adaptada por De Lima y Malavolta en 1997 (Tabla 4.1), a la cual se
le retiraron los elementos respectivos de acuerdo a cada tratamiento. Antes de establecer
el experimento, los esquejes se colocaron en agua deionizada durante siete dias. La
siembra se realizd en macetas plasticas de 5 L de capacidad que contenian un sustrato
de arena inerte lavada (6.92 de pH; 0.0% de M.O.; 22, 5.6, 0.9, 76, 0.4 y 79,8 ppm de
S, P, Cu, Fe, Zn y Mn respectivamente; 2.1, 0.7, 0.06, 0.11 y 3.0 meq/100 g de suelo de
Ca, Mg, K, Na y CIC respectivamente). El muestreo foliar se realizdo a 10 plantas
escogidas al azar de cada UE a los 75 dias después del trasplante (ddt), justo al
momento de iniciar floracion.

TABLA 4.1. Soluciéon madre de Johnson (adaptada por De Lima y Malavolta en 1997)

Solucion Compuesto Concentracién
A Ca(NO);4H,0 1M (236 g.L™)
B KNO; 1M (101 g.L'h
C MgSO,47H,0 1M (246.5 gL
D K,HPO, 1M (136 gL
E FeSO, 25gL”!
E NaOH 14 gL
E Etilenodiaminetracetato de Sodio 26 g.L™!
F MnCl4H,0 1.82 gL
G H;BO; 2.86 gL
H ZnSO,47H20 022gL"
I CuS0,45H,0 0.88 gL
J NANO; 1 M (85.01 g.L'h
K MgCl, 1M (9523 gL™)
L Na,SO, 1M (142.06 g.L'™"
M NaH,PO,H,0 1M (138.01 gL'
N CaCl, 1M (110.99 g.L'™"
0 KCl 1M (74.55 gL

La concentracion de glucosidos totales se estimd en porcentaje de peso seco de la hoja
por el método de cromatografia liquida de alta eficacia, se calcul6 utilizando en la fase
movil una mezcla de Acetonitrilo y agua (80:20), con una columna Kromasil 100-5HN,
(método isocratico) y un patron de un 90% de pureza. Estos andlisis fueron realizados
por el Laboratorio de Control de Calidad de la empresa Prodalysa Ltda (Chile). Solo se
consider6 la presencia de RebA en funcion de los glucosidos totales (GT), por ser el de
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mayor importancia economica (Liu et al. 2010). La diferencia entre GT y RebA se asumio
como contenido de St para efectos de establecer la relacion RebA/St. Los datos obtenidos
fueron analizados bajo el software estadistico Statistical Andlisis System (SAS) version 9.1
y las pruebas de comparacion de media se estimaron al 5% bajo la prueba de DMS.

4.4.3 Distribucion de nutrientes en funcion del 6rgano y la edad

En este experimento se determinaron quincenalmente los contenidos nutricionales de
hojas, tallos y raices de plantas completas de M1 y M2 hasta el momento de inicio de
floracion; este estado se alcanzo a los 60 y 75 ddt para M1 y M2 respectivamente. Para
ello, se establecieron 1260 plantas de cada genotipo sembrados a 0.4 x 0.2 m entre
surcos y plantas respectivamente. Los muestreos destructivos se realizaron cada vez
sobre 10 plantas de cada genotipo escogidas al azar y en competencia intra-especifica.
Para cuantificar Ca, K, Mg y P, inicialmente se calcinaron las muestras de tejido foliar
para obtener los 6xidos o sales de los elementos, los cuales fueron posteriormente
disueltos con acido clorhidrico 1:1 y llevados a un volumen conocido. La determinacion
se realizo por espectrofotometria de absorcion atdmica (EAA), que para el caso del Ca,
K y Mg se realizé6 una dilucién previa en la que se adiciona lantano y sodio como
supresores de ionizacion. Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

4.5 Resultados y discusion
4.5.1 Contenido de glucosidos en funcion de deficiencias nutricionales

Los resultados indicaron que la concentracion total de glucosidos presentes en las hojas,
que puede considerarse como bajo respecto a otros reportes (Hearn y Subedi, 2006), no se
vio afectado significativamente (p>0.05) por ninguno de los tratamientos en los que se
indujo deficiencia nutricional (Tabla 4.2). Aunque existen pocas referencias mundiales,
resultados similares reportaron De Lima y Malavolta (1997), quienes al evaluar el efecto
de las deficiencias de N, P, K, Ca, Mg, S, B y Zn sobre la concentracion de glucosidos,
solo encontraron efectos importantes en la reduccion del edulcorante ante deficiencias
severas de Ca; sin embargo, los autores no discuten sus resultados.

Por su parte, Utumi et al. (1999), encontraron que so6lo las deficiencias de K, Ca 'y S
disminuyeron la concentracion de glucésidos (dag/kg hoja seca), pero todas las
deficiencias, a excepcion de la de P, disminuyeron el contenido total de estos en la
planta; los autores concluyeron que esto ultimo fue una consecuencia directa de la
reduccion en la biomasa de la misma.

TABLA 4.2. Significancia estadistica de variables de calidad de la hoja de estevia en
funcion de 11 tratamientos de deficiencias nutricionales. Monteria — Cordoba, 2006-2007.

Fuente de Cuadrado Medio del Error '
Variacién GT RebA Relacion
(dag/kg hoja seca) (% de GT) RebA/St
Tratamientos 10 4,12 NS 8,97** 0,2593**
Media 8,57 76,2 3,39
CV (%) 23,6 3,9 15,0

GT=Glucosidos totales; Reb-A=Rebaudidsido A; St=Esteviosido; CV = Coeficiente de
variacion y gl = Grados de Libertad. NS, * y ** = no significativo, significativo
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(p<0.05) y altamente significativo (p<0.01) respectivamente.

Aunque sin duda la nutricién juega un papel definitivo en la sintesis de estas moléculas
edulcorantes (Epstein y Bloom, 2005; Jarma, 2008; Das et al. 2008), es posible que
factores no considerados en el estudio como luz (Ramesh, 2006; Allam et al. 2001),
temperatura (Mizukami et al. 1983), agua (Fronza y Folegatti, 2003), técnicas de
manejo (Geuns, 2003) y edad de las plantas (De Lima y Malavolta, 1997), entre otros,
probablemente jugaron un papel mas determinante que las respuestas observadas en este
trabajo por efecto de las deficiencias.

Un resultado interesante del presente trabajo permite establecer que, a pesar de no
encontrarse variaciones en la concentracion de GT, la concentracion del RebA si vario
significativamente (p<0.01) cuando se indujeron las deficiencias (Figura 4.1). Estos
resultados pueden considerarse como novedosos ya que, los pocos estudios publicados
de nutricion y cantidad de glucésidos, siempre se refieren a glucosidos totales sin
discriminarlos.

La Figura 4.1 indica que la concentracion de RebA se redujo significativamente
(p<0.05) respecto al TE, cuando se indujeron deficiencias de P, S y Cu, pero que las
deficiencias de N, K, Ca, Mg, Fe, B y Zn, al parecer, no causan decrecimos importantes
en este glucosido. Resultados similares reportaron Bondarev et al. (2003), al no
encontrar efecto de los elementos nutricionales sobre el balance de glucésidos en las
hojas de estevia a nivel in vitro. Los resultados del S son coincidentes con los de Utumi
et al. (1999). Sin embargo, es importante considerar que los autores citados, evaluaron
la concentracion total de glucosidos, donde ademés de RebA y St, estarian presentes
otras moléculas edulcorantes en menor proporcion y lo que haria diferencia con los
resultados observados en este estudio.
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FIGURA 4.1. Concentracion de rebaudidsido A en hojas de estevia sometidas a
deficiencias nutricionales (Monteria-Cordoba, 2008). Barras con la misma letra no difieren
estadisticamente de acuerdo al test protegido de DMS (5%); I = Desviacion estandar.
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Uno de los criterios mundiales para determinar la calidad de la hoja esta dado por la cantidad
de RebA presente en las hojas, ya que los extractos considerados como mas valiosos, son
aquellos que tienen RebA como el principal componente (Dacome et al. 2005); esto es debido
a su caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas, al presentar el mejor perfil de sabor
respecto a los otros glucdsidos y tener una mayor solubilidad en el agua, lo que permite una
mayor variedad de formulaciones (Brandle, 1999; Brandle et al. 2002).

Al considerar la relacion RebA/St, los resultados indicaron que se presentaron diferencias
estadisticas (p<0.01), en funcion de las deficiencias nutricionales (Tabla 4.3).

TABLA 4.3. Relacion RebA/St en hojas de estevia sometidas a deficiencias
nutricionales. (Monteria - Cordoba, 2008).

Tratamiento Promedio + SD

- Mg 4,61 +0,53a
-N 4,35+0,42 ab
-B 4,31 +0,81 ab
-Zn 3,82+ 0,31 abc
-Ca 3,72+ 0,42 bc
TE 3,55+ 0,20 bed
- Fe 3,17+ 1,02 cde
-K 2,75 £ 0,37 def
-Cu 2,39 £0,43 ef
-P 2,36 £ 0,15 ef
-S 2,27+0,19 f

TE= Testigo experimental (solucion sin deficiencias nutricionales). SD=desviacién
estandar. Promedios con la misma letra son iguales estadisticamente segun la prueba de
DMS (5%).

Con base en los reportes mundiales, la relacion RebA/St observada en el presente
estudio (3,39+ 0,3), se considera como alta, ya que generalmente se informan relaciones
RebA/St de 0,2 a 0,4 (Erkucuk, 2009); 0,5 (Dacome et al. 2005); 0,5 a 0,6 (Midmore y
Rank, 2002). Estos ultimos autores indican que la relacion RebA/St es muy importante
ya que el St imparte una caracteristica un poco amarga al sabor de los extractos crudos,
lo cual no es sentido cuando el RebA esta en igual o mayor cantidad que el St.

Los resultados de la Tabla 4.3 muestran que las deficiencias de Cu, P y S, redujeron
significativamente (p<0.05) la relacion RebA/St, sugiriendo que estas carencias
reducirian el contenido de RebA, aumentarian el de St, 6 ambos, aunque con base en las
respuestas discutidas en acdapites anteriores, es probable que la reduccion del RebA ante
deficiencias de estos elementos sea lo mas probable. Adicionalmente, no ha sido
demostrado que la deficiencia de un elemento derive en el aumento de cualquiera de los
glucdsidos presentes en la hoja, méxime si se considera su similitud estructural, pues su
diferencia radica solamente en la presencia de una glucosa (Carakostas et al. 2008). Por
su parte, al parecer ninguna de las deficiencias estudiadas registrd6 cambios positivos en
la relacion RebA/St respecto al TE, a excepcion de la de Mg.

Aunque no existen referencias para comparar los resultados de esta investigacion, es
probable que las deficiencias nutricionales generen un efecto diferencial indirecto sobre
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la sintesis de RebA o St, ya que la presencia o ausencia de los elementos esta ligada a
constituirse como cofactores enzimaticos de varias glucosil-transferasas, cuya actividad
deriva en la elaboracion de las moléculas de los diferentes glucosidos de esteviol por
glucosilaciones diferenciales (Richman et al. 2005); estas glucosilaciones derivan en
propiedades organolépticas distintivas; por ejemplo, se reporta que St es 143 veces mas
dulce que la sacarosa con base en el peso y que el RebA es 242 veces (Brandle y
Telmer, 2007).

No sorprende el consistente efecto mostrado por el P, dado su papel definitivo como
constituyente de la mayoria de moléculas que intervienen en la sintesis del kaureno,
estructura molecular precursora de los glucésidos por la ruta del metil-eritritol fosfato, a
partir del 4cido piruvico y del glicer-aldehido 3 fosfato (Azcon-Bieto y Talon, 2008;
Alvarez-Garcia et al. 2005).

4.5.2 Distribucion de nutrientes en funcion del 6rgano y la edad
En este acdpite se muestra la tendencia de la distribucion de los elementos mayores en
funcién del genotipo y la edad fisioldgica de hojas, tallos y raices (Figura 4.2).

Nitrogeno. La dinamica de este elemento fue similar para M1 y M2, aunque las
eficiencias en el uso de este elemento difieren de manera importante entre especies y
dentro de estas (Fan, et al. 2005). En los tres 6rganos se observo una tendencia
decreciente en el tiempo, a excepcidon de las hojas donde, en promedio para los dos
genotipos, a los 30 ddt, se presenta un leve incremento de alrededor del 111%, que
posteriormente decrece hasta el inicio de la floracion llegando a un 65% del N inicial
(Fig. 4.2). Probablemente, esta disminucion sea debida a una redistribucion hacia las
estructuras reproductivas, de préxima aparicion, pero que no fueron consideradas en el
trabajo, donde sodlo se evaluo la distribucion de nutrientes hasta el momento de cosecha
comercial (inicio de primordios florales). Tendencias similares reportaron De Lima et
al. (1997a), en un trabajo con estevia en Brasil, aunque estos autores si condujeron la
investigacion hasta la presencia de flores, e incluso semillas, 6rganos que determinaron
de manera importante una migracion del N desde las hojas.

Fosforo. La Figura 4.2 muestra que, en términos generales, la concentracion tisular de P
se mantuvo relativamente constante a través del tiempo, siendo la hoja el o6rgano de
mayor concentracion del elemento. Al final del ciclo, los niveles foliares de P fueron de
3.9y 3,1 gkg' de masa seca para M1 y M2 respectivamente. M1 registré valores mas
altos de P en hoja y tallo en tanto que en la raiz fueron mas bajos respecto a M2. De
Lima et al. (1977a), reportaron concentraciones de P en el tallo de 2,5 g kg™ a los 45
ddt, valores que son similares a los encontrados en este estudio en la misma época (2,7
y 2,3 g kg! para M1 y M2 respectivamente). De manera similar, el estudio de Brasil
encontrd concentraciones de P de 1,6 g kg en raiz al final del experimento (90 ddt),
coincidiendo con los de M1 (1,3 gkg') y M2 (1,9 g kg'1) reportados en este estudio.
Siendo las hojas un 6rgano de mayor tasa de division y expansion celular que el tallo,
asi como de mayores tasas de fotosintesis y respiracion, es probable que, dados los
requerimientos de energia en estas, la concentracion del P en estas sea mayor respecto al
tallo (Su et al. 2006).

Potasio. En ambos genotipos y en todos los o6rganos del vegetal, la concentracion de K
decrecio con el tiempo, registrandose solamente un leve incremento hacia los 60 ddt,
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que luego bajé para el caso de M2 a los 75 ddt (Figura 4.2). Respecto a las
concentraciones iniciales por organo (hoja 17.5; tallo 25,5 y raiz 15,0 g kg™), y de
manera independiente al genotipo, los niveles de K cayeron en un 24% (hoja), 48%
(tallo) y 33% (raiz), siendo el tallo el 6érgano con mayores eflujos de este elemento. La
disminucién en la concentracion de K en la planta a través del tiempo también fue
reportada por De Lima et al. (1977a). Es probable que esta migracion del K,
paralelamente a la del N, se de hacia flores y semillas que estarian a punto de aparecer.
Consecuentemente, la hoja seria el organo que menores niveles de migracion
presentaria dada la alta actividad fotosintética en pre-floracion, donde es requerida una
alta eficiencia de K en la apertura y cierre estomatico para mantener el estado hidrico de
la planta y para la activacion de muchas enzimas esenciales para la fotosintesis y la
respiracion (Taiz y Zeiger, 2006).
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FIGURA 4.2. Concentracion de elementos mayores (g/kg de masa seca) en tres 6rganos
de dos genotipos de estevia en funcion del tiempo. Lineas continuas: Morita 1; Lineas
discontinuas: Morita 2. (Monteria - Cérdoba, 2008).

Calcio. De manera similar a los elementos descritos anteriormente, el contenido de Ca
en el tejido vegetal registro una tendencia decreciente en el tiempo para M1 y M2, tal
como lo registra la Figura 4.2. Los niveles iniciales fueron de alrededor de 9 g kg™ en
promedio para todos los érganos y de 4 g kg™ al final del ciclo. Sin embargo, al
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momento de cosecha, la concentracion en la raiz fue mayor que en el resto de la planta,
llegando a representar el 50% del Ca presente a los 60 ddt, seguido de las hojas (30%) y
por ultimo del tallo (20%). En 1997, De lima et al. también encontraron una alta
presencia de Ca en raices al final del ciclo y una migracién importante desde el tallo; los
autores argumentaron que esto era debido probablemente a una redistribucion hacia
organos reproductivos. De todas maneras, conociendo la dificultad que este elemento
tiene para ser cargado en el floema (White y Broadley, 2003), la migracién desde el
tallo ocurriria a partir del Ca intercambiable en el xilema y en el apoplasto de las células
del tallo, dirigiéndose principalmente a las hojas (Marschner, 2002). En la raiz, los altos
niveles de concentracion de Ca podrian ser explicados por una mas eficiente captacion
de este elemento por raices mas desarrolladas desde la fraccion disponible en el suelo.

Magnesio. Al observar la concentracion del Mg en los tres 6rganos de la planta (Figura
4.2), se observa un comportamiento similar para los genotipos y para los 6érganos, en los
que se registra una leve tendencia decreciente (a excepcion del final del ciclo en las
hojas), siendo la raiz, a los 60 ddt, el 6rgano donde mayor se concentra este elemento
(5,3 g kg™") seguido de la hoja (3.6 g kg) y por ultimo del tallo (1,8 g kg™). Las
concentraciones de Mg en los 6rganos de estevia encontrados en el presente trabajo, son
mas altos que los reportados por De Lima et al. (1997a), quienes informaron
concentraciones de 0,7; 1,4 y 0,6 g kg en raiz, hoja y tallo respectivamente a los 60
ddt. La concentraciéon de Mg en las hojas, que tiende levemente a crecer al final del
ciclo en los dos genotipos, podria indicar que este elemento se concentra para
desempefiar un papel importante en la sintesis de los glucosidos de esteviol. En efecto,
el Mg se combina con el ATP, permitiéndole participar en muchas reacciones, como la
fosforilacion del acido mevalonico AMV para formar isopentenil-pirofosfato IPP,
primer compuesto isoprenoide en la sintesis de estos glucosidos; seguidamente, en la
misma ruta de sintesis, actlla como cofactor de la enzima citoplasmatica farnesil
pirofosfato sintasa, que cataliza la formacion del FPP (Srivastava, 2002).

Exportacion de nutrientes. La Tabla 4.4 registra la masa seca por planta de las hojas a
los 60 ddt para M1 y a los 75 ddt para M2. En la misma Tabla se muestran las
concentraciones totales por planta de cada elemento.

TABLA 4.4. Masa seca hojas (g/planta) y concentracion de elementos mayores (g/kg de
masa seca) de dos genotipos de estevia (Monteria - Cérdoba, 2008).

Nutriente Genotipo Dias después del trasplante
15 30 45 60 75
Masa seca hojas/planta M1 0,88 1,67 3,22 6,08
(2) M2 0,91 1,93 3,68 7,65 9,06

Concentracién de elementos
(9/kg masa seca)

N M1 63,8 63,9 503 413

M2 61,4 60,1 47,1 40,1 34,5
p Ml 7,0 8,7 6,9 8,1

M2 5.8 6,4 6,0 7,9 7,1
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Ml 32,3 21,4 19,5 16,5

Ca M2 29,1 25,5 223 17,1 128
K Ml 66,0 52,0 42,1 394
M2 50,1 56,7 29,8 45,6 33,9
Mg Ml 17,1 11,5 13,5 11,5
M2 14,0 99 13,0 99 7,6

Con base en la concentracion de los elementos nutricionales en la planta, la produccion
de hoja seca/planta de M1 y M2 desde el trasplante hasta la primera cosecha de hojas y
considerando una poblacion de 100 mil plantas/ha, se estimaria una extraccion de
nutrientes en la época de cosecha de cada genotipo asi: 24,9 (N); 4,8 (P); 23,7 (K); 9,7
(Ca) y 6,7 (Mg) para Mly 30,8 (N); 6,3 (P); 29,9 (K); 10,8 (Ca) y 6,3 (Mg) para M2.
Obviamente es necesario considerar que en las cosechas sucesivas de la planta estos
valores serdn mas altos.

4.6 Conclusiones

La concentracion de los dos principales glucosidos de esteviol Rebaudidsido A (RebA)
y estevidsido (St), presentes en las hojas del genotipo de estevia Morita 2, no se afecto
por la deficiencias de N, K, Ca, Mg, P, S, Fe, B, Cu o Zn al momento de la cosecha de
hojas (75 ddt). Sin embargo, la concentracion del RebA, que no varid ante deficiencias
nutricionales de N, K, Ca, Mg, Fe, B y Zn, si se afectd negativamente cuando se
indujeron deficiencias de P, S y Cu. La relacion RebA/st (3,39), que puede considerarse
como alta respecto a la mayoria de reportes mundiales, solo se vio afectada
negativamente por deficiencias de Cu, Py S.

En términos generales, la tendencia de la concentracion de los elementos mayores
considerados en el estudio (N, P, K, Ca y Mg), fue decreciente hasta el momento de la
cosecha (inicio de primordios florales), que se present6 a los 60 ddt para Morital (M1)
y a los 75 ddt para Morita 2 (M2). Considerando una poblacion media de 100 mil
plantas/ha, la extraccion de estos elementos para el primer corte de hojas, fue
respectivamente para M1y M2 de 24,9 y 30,8 (N); 4,8 y 6,3 (P); 23,7y 29,9 (K); 9,7 y
10,8 (Ca) y 6,7 y 6,3 (Mg).
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5 Temperaturasy radiacion en la produccion de glucésidos en Stevia rebaudiana
en el Caribe Hamedo colombiano

Temperatures and radiation in the glycosides production in Stevia rebaudiana in the
Humid Colombian Caribbean

Alfredo Jarma Orozc06, Carlos Cardona Ayala6, John Alarcén’

5.1. RESUMEN

Temperaturas y luz son dos factores importantes que regulan el crecimiento y la sintesis
de muchos metabolitos secundarios en plantas. Estevia, una planta herbacea semi-
perenne nativa de Paraguay, ha demostrado su versatilidad de adaptacion a diversos
ambientes en el mundo (Ramesh et al. 2006); se caracteriza por poseer glucosidos de
diterpeno que pueden ser hasta 300 veces mas dulces que la sacarosa, sintetizados en la
misma ruta de las giberelinas, por lo que factores como luz y temperaturas, que afectan
la sintesis de la hormona, también tienen un efecto importante sobre la sintesis de los
glucdsidos. La investigacion se realizd en Monteria-Cordoba, durante tres épocas de
siembra entre 2007 y 2008 (E1, E2 y E3), para determinar el efecto de la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) y las temperaturas maximas (Tmax) y minimas (Tmin),
sobre la concentracion de los principales glucosidos (GT) de los genotipos Morita 1
(M1) y Morita 2 (M2). Se us6 un arreglo factorial de 3 (épocas) x 2 (genotipos) con 12
repeticiones bajo un disefio experimental completo al azar. De manera general se
observo que las respuestas de los genotipos variaron en funcion de la época de siembra;
los efectos de la RFA y las temperaturas indicaron que existe una correlacion positiva
(p<0.05) entre estos y la sintesis de GT para M1; en M2 la RFA también afectd
positivamente la concentracion de GT, pero no las temperaturas. Los aumentos en la
concentracion de GT fueron determinados por aumentos del estevidsido (St) pero no del
rebaudiosido (RebA).

Palabras clave: Estevia, rebaudiosido A, estevidsido, RFA, disponibilidad de luz.

5.2. ABSTRACT

Temperature and light are two important factors that regulate growth and synthesis of
many secondary metabolites in plants. Stevia, a semi-perennial herbaceous plant native
of Paraguay, has demonstrated its versatility to adapt in different environments in the
world (Ramesh et al. 2006), is characterized by diterpene glycosides that can be up to
300 times sweeter than sucrose, synthesized in the same pathway of gibberellins, so that
factors such as light and temperature, which affect hormone synthesis, also have a
significant effect on glycoside synthesis. The research was carried in Monteria-
Cordoba, for three seasons between 2007 and 2008 (E1, E2 and E3) to determine the
effect of photosynthetic active radiation (PAR) and maximum (Tmax) and minimum
(Tmin) temperatures, on the concentration of the main glycosides (GT) of Morita 1
(M1) and Morita 2 (M2) genotypes. We used a factorial arrangement of 3 (seasons) x 2
(genotypes) with 12 repetitions in a complete randomized experimental design. In
general terms, the genotypes responses varied according to planting season, the effects
of RFA and the temperatures indicated a positive correlation (p < 0.05) between them
and synthesis of GT to M1. In M2 the RFA also positively affected GT concentration,

8 Profesores Investigadores Universidad de Cordoba. Monterfa. Correo: ajarma@sinu.unicordoba.edu.co
7 Laboratorio de Control de Calidad. Prodalysa Ltda. Chile. Correo: jalarcon@prodalysa.cl
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but not temperatures. Increases in the GT concentration was determined by increases in
stevioside respect to rebaudioside A.

Key words: Stevia, rebaudioside A, stevioside, PAR, light availability.

5.3 Introduccion

Estevia, Stevia rebaudiana Bert., es una especie originaria de Paraguay donde es
conocida por los amerindios guaranies desde tiempos ancestrales como ka'a he'e
(Alonzo-Torres, 2007). En sus hojas posee moléculas denominadas glucosidos de
esteviol, con potencial edulcorante de hasta 300 veces mas potente que la sacarosa
(0,4% en volumen) y cuyo contenido puede variar entre un 4 y 20% dependiendo del
genotipo y las condiciones ambientales y de cultivo (Geuns, 2003; Brandle y Telmer,
2007; Gardana et al. 2010). Tanto las hojas, como los extractos se han usado por
muchos afios en Suramérica, Asia, Japon, China y diferentes estados de EEUU. En
Brasil, Korea y Japon, el edulcorante refinado es usado oficialmente como edulcorante
bajo en calorias (Mizutani y Tanaka, 2002; Kim et al. 2002); su uso se ha incrementado
dramaticamente en la primera década del siglo, debido a la conciencia que ha
despertado el uso de la sacarosa sobre la salud, en aspectos como caries dental,
obesidad, diabetes, entre otros (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009).

La informacion cientifica ha reportado que los mayores glucdsidos son esteviosido St
(5-10% del peso seco), rebaudiosido A RebA (2-4%), rebaudiosido C (1-2%) y
dulcosido A (0,4-0,7), de los cuales, el St (300 veces mas potente que la sacarosa) y
RebA (250-400 veces), son los que mayormente dominan el mercado de los GT
(Chatsudthipong y Muanprasat, 2009; Hearn y Subedi, 2006). Uno de los criterios
importantes para determinar la calidad de la hoja, es la concentracion relativa de cada
uno de ellos a través de la relacion RebA/St, que normalmente en el mundo esta
alrededor de 0,4 (De Oliveira et al. 2007), y que define a un producto de alta calidad
(mayor potencial edulcorante y menor sabor amargo), en la medida en que esta relacion
sea igual o mayor de 1 ya que el RebA es mas dulce y no tiene sabor amargo (Dacome
et al. 2005; Carakostas et al. 2008).

Estevia se ha cultivado al parecer con éxito bajo una gran variedad de localidades
geograficas de todo el mundo (Brandle et al. 2000); reportes de diversas condiciones de
latitud y longitud donde se ha cultivado se presentan en el documento de Ramesh et al.
(2006). Aunque se encuentran informes de cultivos en condiciones extremas como en el
invierno de San Petersburgo, estevia se adapta mejor a ambientes que estan entre los 35
y 45° de latitud a cada lado del Ecuador (Midmore and Rank, 2002). En Suramérica,
existen diversos reportes de la produccion exitosa de estevia en paises con diferencias
ambientales como Paraguay, Brasil, Argentina, Colombia, Pert y Ecuador (Jarma,
2008; Landazuri y Tigrero, 2009).

En su hébitat natural en el nororiente paraguayo (21-22° S), estevia se encuentra de
manera silvestre entre 200 y 700 m.s.n.m., temperatura media anual de 22,5 °C con un
minimo y un maximo de 17°C y 26°C respectivamente y 1600 mm/afio de precipitacion
(Soejarto, 2002). Sin embargo, algunos autores como Hoyle (1992), han informado que
cuando se establece como cultivo, los requerimientos climaticos de longitud del dia y
temperatura, pueden variar significativamente entre regiones.
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Segun Brandle (2004), la floracion en estevia es fotoperiodo-dependiente y es mayor al
reducirse la duracion del dia; sin embargo las respuestas de la floracion y del contenido
de esteviosidos a la longitud del dia, parecen ser variables; algunos genotipos son
plantas obligadas de dia corto, aunque a su vez, algunas lineas parecen ser insensibles al
fotoperiodo. Sumida (1980), indicd que genotipos de floracion temprana, producto del
efecto de dias cortos, tienen un contenido de estevidosido superior, pero menor
rendimiento de biomasa. En ese mismo sentido, Brandle y Rosa (1992), reportaron que
la alta relacion hoja/tallo fue una funcion del genotipo cuando se sometieron a dias
largos. Por su parte Ramesh et al. (2006), afirmaron que el crecimiento vegetativo, area
foliar, peso seco de hojas y rendimiento de glucosidos variaron de acuerdo a la duracion
del dia, y que estos parametros fueron mayores en dias largos al compararlos con dias
cortos, principalmente la concentracion de estevidsidos que aumentd en un 50%.
Algunos de los pocos trabajos de investigacion realizados en el tema, han reportado que
el crecimiento vegetativo de estevia se reduce cuando las temperaturas estan por debajo
de 20°C y cuando la longitud del dia es menor a 12 horas (Metivier y Viana, 1979;
Yermakov y Kochetov, 1996). Los mismos autores reportaron que al aumentar la
longitud del dia a 16 horas y la intensidad de la misma, se incrementan el crecimiento
vegetativo y los niveles de estevidsidos.

La temperatura influencia la disponibilidad de nutrientes del suelo, la germinacion, el
crecimiento de los nuevos brotes, la fotosintesis, la respiracion y muchos otros procesos
metabodlicos en la planta. Los primeros trabajos en estevia adelantados por Sumida
(1980), citados por Sakaguchi y Kan (1982), indican que el rango oOptimo de
temperaturas de esta planta es de 15-30 °C, y puede soportar temperaturas criticas de 0-
2 °C, aunque Miyasaki et al. (1978) demostraron que el limite absoluto era -3 °C. El
efecto de las temperaturas y la produccion de los glucosidos en estevia es una polémica
mundial. En 1983, Mizukami et al. postularon que la relacion entre las temperaturas
diurnas y nocturnas era un factor determinante en la produccién del estevidsido y
determinaron que la variacion 25/20 °C (dia/noche), indujo las mayores tasas de
crecimiento y de produccion de esta molécula. Sin embargo, 15 afios mas tarde,
Nepovim et al. (1998), en un trabajo adelantado en Republica Checa donde se
determiné el efecto de las condiciones de cultivo sobre el contenido de esteviosidos,
reportaron que la temperatura no fue un parametro determinante para la produccion de
los glucosidos de esteviol. Recientemente, Parsons (2003), concluyo que la temperatura
si tenia un efecto sobre la produccién de estevia, de manera directa o a través de la
variacion dia/noche. Reportes de rangos de temperatura donde estevia expresa su
maximo crecimiento son variables; Barathi (2003), revel6 que para un crecimiento
favorable, las temperaturas maximas diarias no deben exceder 40 °C y en la noche no
deben estar por debajo delos 10 °C, en tanto que Richard (2004), sefial6o que el rango de
temperaturas donde estevia mejor crece es de -6 a 44 °C. Midmore y Rank (2002), en un
reporte de la posibilidad de la introduccion de estevia en Australia, indicaron que el
crecimiento vegetativo se reducia cuando las temperaturas estaban por debajo de 20 °C.

En este trabajo se evaluo la hipdtesis que la variacion de los factores luz y temperaturas
en el Caribe Himedo colombiano, afectan la calidad de la hoja de dos genotipos de
estevia. Para ello se plante6 como objetivo principal, determinar el efecto de la RFA y
de las temperaturas maximas y minimas registradas en tres épocas de siembra, sobre la
cantidad de glucésidos totales (GT), la concentracion de RebA vy la relacion RebA/St en
los genotipos de estevia M1 y M2.
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5.4 Materiales y métodos

5.4.1. Localizacion y material experimental

Se condujeron tres experimentos (épocas), semestre A de 2006 (abril 2 - junio 13),
semestre A de 2007 (febrero 20 - abril 17) y semestre B de 2007 (noviembre 20 - enero
30), consideradas en la region como épocas de lluvias, seca y transicion
respectivamente. Los trabajos se adelantaron en la Universidad de Cordoba (Monteria-
Colombia), ubicada a una altura de 13 m.s.n.m., 8° 52' Ny 76° 48' W. La zona de vida
se denomina bosque seco tropical (bs-T), seglin la clasificacion de Holdridge (1967),
aunque en el pais se denomina Caribe Humedo colombiano; esta zona registra
precipitacion promedio anual de 1200 mm, temperatura media del aire de 28°C,
humedad relativa de 84% y brillo solar anual de 2108,2 horas (Palencia et al. 2006).
En cada época se usé un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 3
(épocas) x 2 (genotipos) y 12 repeticiones; se registraron las condiciones de radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) y temperaturas maximas y minimas (Tabla 5.1). Estas
variables indicaron que, en términos generales, las épocas seca (E2) y de transicion (E3)
presentan los mayores niveles de RFA, Tmax y Tmin.

5.4.2. Contenido de glucoésidos

El contenido de glucésidos totales GT y de RebA, se midi6 en porcentaje de peso seco
de la hoja por el método de cromatografia liquida de alta eficacia, utilizando en la fase
movil una mezcla de Acetonitrilo y agua (80:20), con una columna Kromasil 100-5HN,
(Método isocratico) y un patréon de un 90% de pureza. Estos andlisis fueron realizados
por el Laboratorio de Control de Calidad de la empresa Prodalysa Ltda (Chile). Solo se
consider6 la presencia de RebA en funcion de los glucosidos totales (GT), por ser el de
mayor importancia econémica (Liu et al. 2010). La diferencia entre GT y RebA se
asumid como contenido de St para efectos de establecer la relacion RebA/St.

Durante la realizacion del experimento no se presentaron factores externos que
afectaran el desarrollo de los mismos. En cada época se suministrd riego suplementario
cuando fue necesario para evitar que efectos de estrés por sequia interfirieran en los
resultados.

TABLA 5.1. Promedios diarios de radiacién fotosintéticamente activa RFA (MJ m™ d™)
y temperaturas maximas y minimas (°C) en tres épocas de siembra de estevia en el
Caribe Himedo colombiano. Monteria — Cordoba, 2006-2007.

Epoca 1 (Sem A 2006) Epoca 2 (Sem A 2007) Epoca 3 (Sem B 2007)

Factor — Apr  May Jun - Feb  Mar  Abr - Nov  Dic Ene -
06 06 06 X 07 07 07 X 07 07 08 X

RFA 16,64 14,25 14,28 1505 2236 21,85 20,62 2161 16,87 18,66 19,32 18,28
Temp.
Max. 31,88 31,65 31,37 316 34,68 33,85 32,79 33,7 3141 3242 3388 325

Temp.

Min 23,83 23,47 24,13 238 23,84 2481 24,63 244 23775 2347 23,85 23,6

Para analizar los resultados, se hizo un ANAVA donde se considerd el efecto de los
factores individuales época y genotipo y su interaccion, las cuales se descompusieron
con tablas de medias de doble entrada, realizando las comparaciones a través del test
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protegido de DMS a un nivel del 5% de probabilidad; Posteriormente, se corrieron
analisis de correlacion por genotipo entre las principales variables dependientes e
independientes. Para el ANAVA, el analisis de las interacciones y de las correlaciones,
se utilizo el software estadistico Statistical Andlisis System (SAS) version 9.1.

5.5 Resultados y discusién
La Tabla 5.2 registra los resultados del ANAVA que evalud los efectos individuales y la
interaccion de las variables consideradas en el estudio.

TABLA 5.2. Significancia estadistica de los cuadrados medios de glucosidos totales
(g/g hoja seca), rebaudidsido A (g/g GT) y relacion rebaudidsido A/esteviosido de dos
genotipos de estevia sembrados en tres épocas del Caribe Humedo colombiano.
Monteria — Cordoba, 2006-2007.

Fuente de Cuadrado Medio del Error
Variacién GT RebA Relacion
(g/g hoja seca) (% de GT) RebA/St
Epocas (E) 2 87,92 ** 276,93 ** 5,97 **
Genotipo (G) 1 34,72 ** 401,37 ** 6,96 **
ExG 2 21,09 ** 85,76 * 3,93 *
Error 66 4,1287 19,7220 0,3029
Total 71
Media 15,19 74,27 3,02
CV (%) 13,37 5,98 18,19

GT=Glucosidos totales; RebA=Rebaudiosido A; St=Estevidsido; CV = Coeficiente de
variacion y gl = Grados de Libertad. NS, * y ** = no significativo, significativo
(p<0.05) y altamente significativo (p<0.01) respectivamente.

En todos los casos, se presentd una interaccion de la época por el genotipo denotando
las respuestas diferenciales que presenta la calidad de la hoja de los materiales genéticos
(plasticidad), al variar la oferta de luz y temperaturas. Con base en ello, se
descompusieron las interacciones como se mencion6 en la metodologia y se muestra en
la Tabla 5.3.

TABLA 5.3. Anélisis de la interaccion Epoca x Genotipo de promedios de variables de
calidad de la hoja de dos genotipos de estevia sembrados en tres épocas del Caribe
Humedo colombiano. Monteria — Cérdoba, 2006-2007.

Variables de calidad de la hoja

. GT RebA
Genotipos (g/100 g hoja seca) (g/100 g GT) RebA/St
El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3

Morital 13,1b 13,0b 173a 712b 774a 67,0c  25b 3,5a 2,1b
Morita2 139b 16,5a 172a 77,5a 77.8a 77,5a 34a 3,6a 29b
DMS (5%) 1,65 3,61 0,4

GT=Glucosidos totales; Reb-A=Rebaudidosido A; St=Esteviosido; Promedios con la
misma letra dentro de un mismo genotipo y variable son iguales estadisticamente de
acuerdo al test protegido de DMS (5%).
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El analisis de las interacciones puede mirarse desde la optica del genotipo para facilitar
la comprension de las mismas. En M1, los GT se aumentan significativamente en la E3
(p<0.05), pero al parecer esa época no fue la mas importante en cuanto a la proporcion
de RebA y la relacion RebA/St se refiere; para estas dos ltimas variables, la E2 registro
los mejores valores sugiriendo que los niveles de RebA de M1 se incrementan
significativamente en esta época (p<0.05). En M2 por su parte, se registraron los
mayores valores de GT indistintamente en E2 y E3 (p<0.05), pero a diferencia de M1,
los niveles de RebA se mantuvieron relativamente estables entre las épocas de siembra,
indicando maés estabilidad de este parametro respecto a M1.

El anélisis de correlacion de variables ambientales y de calidad de la hoja se presenta en
la Tabla 5.4 de manera individual por genotipo.

TABLA 5.4. Coeficientes de correlacion de Pearson N=36 y Pr > | r| de variables
ambientales y de calidad de la hoja de dos genotipos de estevia cultivados en tres
ambientes del Caribe Himedo colombiano. Monteria — Cérdoba, 2006-2007.

RFA Tmax Tmin

(MJ e d'l) °C) ©C) Media = SD
MI M2 Ml M2 Ml M2 M M2
GT 0,624 0557 0,717 0,570
(g/100 ghs) <0,000 0000 <0000 N>  goo0 NS 014200 01500
RebA 0,465 0,502 -0,602 -0,589 -0,512
@eGT) N5 0004 0001 0000 0000 0001 7100 07600

-0,430 -0,571 -0,590 -0,656 -0,517
RebA/St NS 4508 0,000 0,000 <0000 0,001
Media = SD 18,4+2,6 32,8+0,7 23,7+0,4

GT=Glucésidos totales; hs=hoja seca; RebA=rebaudidésido A; St=estevidsido;

RFA=Radiacion fotosintéticamente activa; Tmax=Temperatura maxima;

Tmin=Temperatura minima; SD=Desviacion estandar. NS=No significativo (p>0.05).

2,71£0,8  3,32+0,8

5.5.1. Glucosidos totales.

Los resultados de la Tabla 5.4 indican que los GT de M1 tienden a variar en el mismo
sentido de la RFA y las Tmax y Tmin, o sea que un incremento de los GT est4 asociado
también a un incremento en los valores de estas tres variables ambientales; sin embargo
en este genotipo, que ha mostrado menor produccion de biomasa a altos niveles de RFA
respecto a M2 (Jarma et al. 2006), aumentos extremos de éste factor podrian causar
decrecimos en los GT al reducirse la biomasa total (Tabla 5.3). Para M2, el coeficiente
de correlacion positivo indica que los GT y la RFA varian en el mismo sentido, o sea,
que valores altos de GT corresponden a valores altos de RFA y viceversa; al parecer los
GT y las temperaturas (maximas y minimas), no estdn asociadas significativamente, lo
que sugiere que este factor ambiental no afectaria de manera determinante la sintesis de
los GT de este genotipo, como si lo haria la RFA. Es decir, para las condiciones de la
region de estudio, M2 afectaria positivamente la concentracion de GT, principalmente
como respuesta a mayores niveles de RFA (como lo registran las épocas 2 y 3 de la
Tabla 5.3) y no a la temperatura. Es importante indicar que, aunque no se muestran en
este trabajo, la concentraciéon de estas moléculas edulcorantes en M2 ha sido
consistentemente mayor que en MI1, al cultivarse en diversidad de ambientes y
condiciones en esta region del pais (Jarma, 2008).
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El efecto de la luz observado en el presente trabajo ha sido reportado también por
Metivier y Viana, 1979, quienes informaron de un aumento en la sintesis de GT al
aumentar la oferta de luz. Al considerar que los glucésidos de esteviol son moléculas
sintetizadas en la cadena de alargamiento terpénica, y con base en lo reportado por
Guenther et al. (1994), en el sentido que la luz tiene un efecto directo y positivo sobre
la sintesis del isopentenil pirofosfato IPP, una molécula de cinco carbonos que es
denominada regularmente como el isopreno activo dada su importancia como precursor
en el alargamiento de dicha cadena, es ldgico deducir que la luz afecte también
positivamente la sintesis de los glucésidos de esteviol ya que esta ruta, que es la misma
del acido giberélico a partir del mevalonato (Guevara-Garcia et al. 2005), conduce a la
sintesis de las giberelinas y a su vez a la de estos glucésidos. Respecto a la temperatura,
aun se desconoce gran parte de como la planta traduce estos estimulos en senales
particulares; lo cierto es que las altas temperaturas inducen cambios y adaptaciones a
través de un regulador transcripcional (bHLH) denominado frecuentemente como factor
interactuante del fitocromo 4 (PIF4), el cual esta regulado por el genotipo e integra
multiples estimulos ambientales durante el desarrollo de la planta (Koini et al. 2009).
Probablemente la actividad del PIF4 en estevia, indicaria que este regulador responderia
mayormente a los estimulos de temperatura en M1 respecto a M2. Lo anterior podria
contribuir a la discusion mundial sobre el efecto indiferente (Nepovim et al. 1998) o
positivo (Parsons, 2003) de las temperaturas en la concentracion de glucosidos, ya que
este trabajo sugeriria que esta respuesta puede ser diferencial de acuerdo al genotipo.

Por otra parte es importante considerar que, aunque el rol fisioldgico y la acumulacién
de altas cantidades de glucosidos no han sido atn bien elucidados, en la ruta de sintesis
de los glucdsidos de diterpeno, la hidroxilacién del 4cido ent-kaurenoico (ent-KA) a
esteviol, requiere NADPH y oxigeno molecular (Kim et al.  1996), reaccion que es
catalizada por una flavoproteina ent-KA 13-hidroxilasa. Esto es muy importante ya que
en las reacciones luminicas del proceso fotosintético, se provee NAPH y O, por lo que
se esperaria mayor oferta de los mismos cuando las tasas de fotosintesis son altas en
ambientes de mayor RFA. Adicionalmente, la sintesis del IPP es una consecuencia
directa de las tasas de fotosintesis al proveer el primer producto de este proceso,
gliceraldehido 3-fosfato (3GAP), que dara origen al acetil coenzima A (ACoA), el cual
por condensacion formara el isopreno activo; con base en ello, no sorprende por tanto
que exista una alta correlacion entre la oferta de RFA y la sintesis de GT tanto en M1
como en M2; caso diferente seria la temperatura que, al aumentar probablemente
induciria tasas diferenciales de fotosintesis/respiracion en los dos genotipos,
confirmando las diferencias fisioldgicas de adaptacion (Jarma, 2008), y trayendo
igualmente como consecuencia respuestas diferenciales en la concentracion de GT para
M1 (positiva) y M2 (indiferente).

Las respuestas a los estimulos de luz y temperaturas proporcionan a las plantas la
capacidad de reconocer cambios ambientales y traducirlos en diversos aspectos como el
crecimiento y sintesis de moléculas entre muchas otras respuestas. Probablemente la
compleja integracion de estas sefales, a través de rutas compartidas y/o de reguladores
hormonales transcripcionales (Franklin, 2009), sean hipotesis mas contundentes para
explicar los resultados diferenciales de M1 y M2 en este trabajo, en vez de una
respuesta simple y aislada a uno de cada uno de estos dos factores.
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Por lo anterior, los resultados del trabajo denotan la importancia de considerar la oferta
de luz cuando se decide sembrar estevia en el Caribe Himedo colombiano, pero que,
ademas, es necesario también reflexionar acerca del efecto de las temperaturas maximas
y minimas que, al aumentar a niveles prudentes, favorecerian la sintesis de GT en M1 y
tendrian a su vez un efecto directo sobre la induccion de la floracion en ambos
genotipos, que es precisamente la época donde més se concentran los glucosidos en la
vacuola (Fukuda et al. 2009; Balasubramanian et al. 2006; Chatsudthipong, V. y C.
Muanprasat. 2009).

5.5.2. Rebaudidsido A y relacion rebaudidsido Alesteviosido.

La Tabla 5.4 muestra que, en términos generales, los contenidos de RebA y la relacion
RebA/St varian en sentido contrario de la RFA y las temperaturas, de tal manera que
valores altos de las tres variables ambientales corresponderian a valores bajos de RebA
y de RebA/St y viceversa. Lo anterior sugiere que, el aumento de los GT discutidos en
el acapite anterior y los decrecimos de RebA observados en éste, se dan como
consecuencia de un aumento significativo (p<0.05) de estevidsidos (St) pero no de
RebA, cuando se aumentan los niveles de RFA y temperaturas (maximas y minimas).
Situacion particular presentaria M1 que aumentaria la concentracion de RebA y St en la
misma proporcion, al incrementarse los niveles de radiacion (Tabla 3).

Los principales glucosidos de esteviol se sintetizan en la medida que se dan
glucosilaciones sucesivas en la molécula de esteviol (Wang, 2009); su orden de sintesis
son esteviol, esteviolmondsido, esteviolbiésido y/o rubusésido, estevidsido,
rebaudidsido B y rebaudidsido A, éste tltimo via estevidsido o rebaudidsido B (Jones et
al. 2003; Lim et al. 2003; MeBner et al. 2003). Las enzimas que catalizan estas
glucosilaciones se denominan UDP-glucosiltransferasas (UGT), UGT74G1, UGT76Gl1
y UGT85C2 y los genes involucrados en su sintesis son una pequefia nueva sub-familia.
Segtin Richman et al.  (2005), la importancia de esto, es que cada una de estas enzimas
cataliza una reaccion de glucosilacion diferente de acuerdo al grupo que reciba la
molécula del aztcar activo; asi, la transferencia de la glucosa a un grupo hidroxilo es
catalizada por UGT85C2 en el paso de esteviol a esteviolmonosido; a un grupo
carboxilo es catalizada por UGT74G1 en el paso de esteviolbiosido a estevidsido y a
otro azlicar es catalizada por UGT76G] en el paso de esteviosido a rebaudidsido A.

Las plantas poseen la capacidad de adaptarse a los cambios del ambiente, ajustando su
morfologia y fisiologia a través de la variacion genética. Aunque no existen referentes
bibliograficos que determinen el efecto de las variables ambientales sobre la sintesis
diferencial de St y RebA, los resultados de esta investigacion sugeririan que los
estimulos recibidos con los niveles mas altos de RFA en M2 y de Tmax y Tmin en
ambos genotipos, probablemente favorecieron entre otros factores, la actividad del gen
involucrado en la sintesis de la enzima UGT74G1, sin que esto implicara la inhibicion
de las otras enzimas, favoreciendo entonces la sintesis en mayor proporcion de
esteviosidos respecto a rebaudidsido A. Consecuentemente con lo anterior, (Reyes y
Martinez, 2001), indicaron que las diferencias en cuanto al tipo de respuesta,
demuestran la plasticidad genotipica de los individuos en ambientes heterogéneos y que
las bases genéticas de esta plasticidad pueden ser complejas al interactuar diferentes
tipos de genes.
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5.6 Conclusiones

En términos generales, el aumento en la concentracion de GT correlaciona
positivamente con la RFA en M1 y M2 y con las temperaturas (méximas y minimas) en
M1. Este aumento se expresa principalmente por un aumento en la concentracion de St
y no de RebA, aunque para M1, al incrementarse la oferta de RFA, el aumento en la
concentracion de ambos glucdsidos es similar.

Los factores ambientales RFA y temperaturas, correlacionan con la concentracion de
RebA (negativa) y St (positiva). Esta concentracion diferencial seria gobernada
principalmente por caracteristicas del genotipo que, ante estos estimulos ambientales
codificarian diferencialmente genes involucrados en sintesis de enzimas que catalizan
reacciones especificas de glucosilaciones del esteviol, principalmente UGT74G1 que
transfiere UDP-glucosa a un grupo carboxilo para la formacion del estevidsido.
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6 DISCUSION GENERAL

Muchos autores han demostrado que el rendimiento de hoja seca por hectarea y el
contenido de los glucosidos en estevia dependen en gran medida del genotipo, del
paquete de practicas de cultivo y del ambiente donde se cultive (Nepovim et al.1998;
Geuns, 2003; Das et al. 2008). Aunque estevia ha mostrado una gran versatilidad de
adaptacion en diversas localidades geograficas del mundo (Ramesh et al. 2006), antes
de iniciar planes masivos de siembra y recomendaciones para su cultivo, es necesario
evaluar el comportamiento de la especie en funcion de variables que intervienen
directamente en el crecimiento y sintesis de glucosidos como la temperatura, radiacion y
la nutricidon (Jarma, 2008).

En el trabajo se consider? el efecto de la oferta ambiental de tres épocas de siembra del
Caribe Himedo colombiano sobre la captacion y uso de la radiacion, la estabilidad
fenotipica y la calidad de la calidad de la hoja (GT y RebA), de los genotipos de estevia
conocidos como M1 y M2. Los valores de radiacion fotosintéticamente activa (RFA)
indican que en las tres épocas de siembra se recibieron en promedio 15,05; 21,61 y
18,28 MJ m” d”! para las épocas E1, E2 y E3 respectivamente.

En el primer trabajo sélo se consideraron las épocas de alta (E2) y media radiacion (E3).
Probablemente las diferencias en la oferta de luz, sumadas al efecto de las temperaturas
que correlacionaron positivamente con estas, fueron factores determinantes para que se
presentaran diferencias en el ciclo del cultivo, el cual fue inversamente proporcional a la
cantidad de luz y temperatura recibida. Aunque para estevia como especie subtropical, y
otras especies tropicales, estudios que relacionen efectos combinados de radiacion y
temperaturas son escasos (Rondon, et al. 2007), diversos trabajos en especies horticolas
han demostrado correlacion lineal positiva entre temperatura y precocidad (Real-Rosas
et al. 2002; Orteg6n et al. 2006).

Los mayores valores de IAF observados al establecer 25 plantas/m® (1,46),
independientemente de la época o el genotipo, que coinciden con trabajos donde se
encontro correlacion lineal positiva del IAF con la poblacion (Chaimsohn, 2006; Ruiz y
Bertero, 2008), probablemente sean consecuencia de una distribucién més equitativa del
dosel cuando los espacios entre surcos son mas angostos y un mayor nimero de hojas.
Ahora bien, el comportamiento diferencial del genotipo en funcidén de la época indicod
que en la época de mayor radiacion (E2), M1 redujo el IAF en un 45% respecto a la otra
época de siembra (E3), probablemente como consecuencia de tasas de respiracion mas
altas que M2 en estos ambientes. Con base en ello, M1 seria mas eficiente en reducir su
fotorrespiracién y/o aumentar su fotosintesis a radiaciones menores como las de E3
(menor temperatura interna de la hoja), como lo proponen Taiz y Zeiger (20006),
traduciendo esta ventaja en mayor desarrollo de su IAF.

Aunque algunos autores han encontrado decrecimientos del k al aumentar la poblacion
en algunos cultivos como cebada (Kemanian et al. 2004), brocoli (Francescangeli et al.
2006) y maiz (Westgate et al. 1997), los resultados en estevia, indicaron que el
coeficiente de extincion de la luz aumentd en la medida en que la poblacion de
plantas/m” fue mayor, aunque este valor aun se puede considerar como bajo respecto a
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otras especies cultivadas (k =0.15). Es sabido que en general, genotipos de una misma
especie con valor bajo de k, pueden cultivarse a densidades mads altas porque, a pesar
del hacinamiento en que crecen estas plantas, las estructuras de sus doseles y
disposicion de sus hojas logran distribuir mejor la luz incidente.

El valor promedio estimado de UER para estevia en esta investigacion (2,02 g MJ™),
puede considerarse como normal dentro del rango tipico de cultivos C; (Vieira et al.
2009); por debajo de cultivos como trigo (2,70 g MI”', Abbate et al. 1997) y cebada
(2,63 g MI'!, Bingham et al. 2007), similar a mani (2,0 g MJ™', Kiniry et al. 2005) y
pasto raygrass (2,01 g MJ"', Akmal y Janssens, 2004) y mayor que guisante (1,52 g MI”
', O’Connell et al. 2004) y soya (1,2-2,0 g MI™', Egli y Bruening, 2000). Respecto a la
época, El UER fue mayor en 0,05 g MJ"' en E2 respecto a E3, probablemente como una
consecuencia de un IAF mas alto, principalmente de M2, que traeria como
consecuencia, mayores y mas eficientes tasas fotosintéticas respecto a E2 (Gower et al.
1999).

Al aplicar los métodos de Lin y Binns (1988) y Carneiro (1998) sobre las tres épocas de
siembra, se pudo determinar que el rendimiento de hoja seca’ha de M2 es mas estable
que M1 en cualquiera de estos ambientes; igual estabilidad presentaron las poblaciones
altas de manera independiente al genotipo (12,5 y 25 plantas/m?). Estos resultados no
son divergentes con otros trabajos donde se ha reportado mayor produccion de hoja por
hectarea con Morita 2 (Jarma et al. 2006; Jarma, 2008) y/o con altas poblaciones
(Espitia et al. 2009). Probablemente esta ventaja genética de Morita 2 sea producto de
un comportamiento diferencial en la sensibilidad a cambios en la intercepcion de la luz
por las hojas y consecuentemente en las tasas de fotosintesis, tal como lo indica Ramesh
et al. (2006), quienes concluyeron que el comportamiento de estevia es afectado por la
radiacion y que definitivamente es una planta amante del sol, probablemente debido a
que evolucion6 en un ambiente calido, humedo y soleado.

La relacion de biomasa entre la hoja y el tallo (RHT), se vio afectada individualmente
por la época, el genotipo y la poblacion. Los valores mas altos de la RHT entre épocas
se observaron en la siembra de febrero de 2007 (E2), entre genotipos para M2 y entre
poblaciones al establecer 12,5 y 25 plantas/m’. La oferta de RFA y el efecto del
genotipo podrian ser determinantes para explicar las ventajas de la siembra en febrero
de 2007 (E2), indicando que en esta especie y particularmente para M2, se favorece la
distribucion de asimilados hacia la hoja en ambientes de mayor radiacion, tal como lo
reportaron otros autores en estevia (Midmore y Rank, 2002; Jarma et al. 2006; Jarma,
2008). El efecto de las altas poblaciones puede sugerir que estas favorecen un balance
de biomasa hacia el tejido asimilatorio respecto al tallo, tal como lo indican Bruggink y
Heuvelink (1987). Estos autores determinaron que en varias especies, la razoén de area
foliar RAF, relacion entre area foliar y masa seca de la planta, aumenta cuando la oferta
de luz decrece (lo que puede suceder a mayores poblaciones), probablemente por un
aumento del AF, aunque esto puede variar con la edad del cultivo (Lafarge y Hammer,
2002) y la relacion fuente-demanda antes del inicio de la etapa reproductiva (Vieira et
al. 2009).

La calidad de la hoja (GT) no se afectd por la poblacion, pero si por el genotipo y la

época. De manera consistente con los resultados de RHT, las mayores radiaciones de la
E2 y E3 y el genotipo M2 registraron mayor concentracion de GT. La luz tiene un

85



efecto directo y positivo sobre la sintesis del isopentenil pirofosfato IPP (Guenther, et
al. 1994), una molécula de cinco carbonos que es denominada regularmente como el
isopreno activo, dada su importancia en el alargamiento de la cadena terpénica. Esta
ruta es la misma del acido giberélico que, a partir del dcido mevalonico (Guevara-
Garcia et al. 2005), conduce a la sintesis de las giberelinas y de los glucosidos de
esteviol. Por consiguiente, es l6gico deducir que los altos niveles de luz observados en
la E2 y E3 favorecieron esta ruta y por consiguiente la cantidad y calidad de glucosidos
totales.

Por otra parte, al inducir deficiencias nutricionales sobre plantas adultas desde
trasplante a inicio de floracion, la concentracion total de glucosidos (GT) presentes en
las hojas (8,6%), que pueden considerarse como bajo respecto a otros reportes (Hearn y
Subedi, 2006), no se vio afectada significativamente, aunque las concentraciones del
RebA si variaron negativamente ante deficiencias de P, S y Cu. A pesar que la nutricion
juega un papel definitivo en la sintesis de estas moléculas edulcorantes (Jarma, 2008;
Das et al. 2008; Epstein y Bloom, 2005), es posible que factores no considerados en el
estudio como la luz (Ramesh et al. 2006; Allam et al. 2001), la temperatura (Mizukami
et al. 1983), el agua (Fronza y Folegatti, 2003), técnicas de manejo (Geuns, 2003) y la
edad de las plantas (De Lima y Malavolta, 1997), entre otros, probablemente jugaron un
papel mas determinante que las respuestas observadas en este trabajo por efecto de las
deficiencias. Aunque no existen referencias para comparar los resultados de esta
investigacion, es probable que las deficiencias nutricionales generen un efecto
diferencial indirecto sobre la sintesis de RebA o St, ya que su presencia o ausencia esta
ligada a constituirse como cofactores enzimaticos de varias glucosil-transferasas, cuya
actividad deriva en la elaboracion de los diferentes glucosidos de esteviol por
glucosilaciones diferenciales (Richman et al. 2005).

Por ultimo, al evaluar el efecto de las variables luz (RFA) y temperaturas (maximas y
minimas) sobre la concentraciéon de GT en las hojas, los resultados indican que en
términos generales, la concentracion de GT correlaciona positivamente con la RFA en
los dos genotipos (M1 y M2) y con las temperaturas (maximas y minimas) en M1. Los
aumentaos en la concentracion de GT se expresan principalmente por incrementos en la
concentracion de St pero no de RebA, aunque para M1, este incremento es similar para
los dos glucésidos. Esto podria estar explicado por el efecto diferencial de genes de
cada genotipo, involucrados en sintesis de enzimas que catalizan reacciones especificas
de glucosilaciones del esteviol, principalmente, una mayor actividad de UGT74G1
(uridin-difosfato-glucosil-transferasa) que transfiere UDP-glucosa a un grupo carboxilo
para la formacion del estevidsido.
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7. CONLUSIONES GENERALES

Stevia rebaudiana (Bertoni) es una planta herbacea perenne perteneciente a la familia de
las Asteraceas, originaria de los Montes Guaranies en la frontera entre Paraguay y
Brasil, donde sus hojas han sido usadas durante siglos por los indigenas de la zona
como edulcorante natural. Se conocen alrededor de 150 especies de estevia, entre las
que solamente S. rebaudiana Bert., posee significativas propiedades endulzantes.
Recientemente ha sido considerada como una planta muy importante a nivel mundial
debido a que sus hojas son usadas como un potente endulzante no caldrico en Japon,
Corea, China, Suramérica y otros paises (Jaitak et al. 2008). El consumo de extractos de
estevia en Japon y Corea es de alrededor de 200 y 115 ton/afio respectivamente
(Kinghorn et al. 2000). Diversos trabajos han demostrado el efecto benéfico de estevia
en la salud, incluyendo efectos hipoglicémicos, hipotensivos y antioxidantes (Das et al.
2008). Los glucosidos de esteviol que contienen sus hojas son diterpenos sintetizados,
en los estados iniciales, en la misma ruta de la sintesis de las giberelinas. Generalmente,
los mas dominantes y presentes en la hoja son, en porcentaje de masa seca de hoja, el
esteviosido (6-10%), rebaudiosido A (2-4%) y otros glucosidos menores (1-2%). Sin
embargo, a pesar de estarse cultivando en el pais hace aproximadamente 15 afios,
estevia es una especie desconocida en Colombia. Los pocos avances en investigacion
que ha hecho la Academia y en algunos casos la empresa privada, no han tenido un
impacto importante en el sector agricola dados los escasos esfuerzos por divulgar estas
tecnologias. Ademas, las escasas alternativas de cultivos agricolas rentables y
sostenibles en el Caribe colombiano, entre otros factores, han ocasionado una pérdida
de mas de cien mil empleos rurales en la Gltima década incidiendo en los niveles de
pobreza rural que son de los mas bajos en el pais.

La interceptacion de luz es definitiva en una modelacion acertada de la productividad de
los cultivos. Stewart et al. (2003), afirmaron que con solo los factores como forma de la
planta, densidad de la poblacién y distancia entre surcos, se obtiene una combinacion
infinita de distribuciones foliares, cada una con la posibilidad de generar una respuesta
diferente en fotosintesis y rendimiento del cultivo. Con base en lo anterior, se planteo el
presente trabajo de investigacion con el proposito de evaluar el efecto de la época de
siembra, del genotipo y de la poblacion de plantas por hectarea, sobre la adaptabilidad,
eficiencia fisiologica y la concentraciéon de los principales glucosidos de la hoja de
estevia (RebA y St).

Los principales resultados del trabajo permiten concluir de manera general que estevia
es una buena alternativa de produccion para pequeios cultivadores del Caribe
colombiano. De manera particular, otras conclusiones importantes del trabajo son:

e Las diferencias observadas en la RFA entre épocas (3 MJ m™ dia” a favor de
E1), asi como el efecto del genotipo, fueron los factores mas determinantes en
las respuestas de las variables evaluadas en el presente estudio. El IAF fue
afectado de manera diferencial, siendo un 95% mayor para M2 en la EI.
Aunque la FLINT sigui6é la misma tendencia del IAF, los valores observados
para esta variable y consecuentemente para el k, pueden considerarse como
bajos al compararlos con otras especies de crecimiento similar.
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e EIl UER fue significativamente mas alto en El, diferencia que estaria explicada
por el mayor desarrollo del tejido asimilatorio de M2 respecto a M1. Este
comportamiento indica una mayor eficiencia de M2 en el aprovechamiento de la
RFA en El, el cual estaria demostrado por una mejor distribucion de biomasa
hacia las hojas, cuyos valores por planta pueden estar entre 11,1 y 11,9 g (60 %
de la biomasa total del dosel de la planta), al establecer entre 6,25 y 12,5
plantas/m? respectivamente.

e Los analisis de estabilidad permitieron identificar a Morita 2, establecido a 25
plantas/m*> como un argumento tecnoldgico estable para el uso de los
productores en un rango de condiciones ambientales diferentes. Asi mismo, se
pudo determinar que la relacion hoja/tallo fue mayor para Morita,
principalmente en ambientes con mayor oferta de RFA y cultivado en altas
poblaciones. La calidad de la hoja, medida como el contenido total de
glucodsidos, indico que esta variable es afectada positivamente por la oferta de
RFA y que Morita 2 es consistentemente el genotipo con mayor contenido de
glucodsidos totales respecto a Morita 1.

e La concentracion de los dos principales glucdsidos de esteviol Rebaudidsido A
(Reb-A) y esteviosido (St), presentes en las hojas de Morita 2, no se afectd por
la deficiencias de N, K, Ca, Mg, P, S, Fe, B, Cu 0 Zn al momento de la cosecha
de hojas (75 ddt). Sin embargo, la concentracion del Reb-A, que no varid ante
deficiencias nutricionales de N, K, Ca, Mg, Fe, B y Zn, si se afect6
negativamente cuando se indujeron deficiencias de P, S y Cu. La relacion Reb-
A/st (3,39), que puede considerarse como alta respecto a la mayoria de reportes
mundiales, solo se vio afectada negativamente por deficiencias de Cu, Py S.

e En términos generales, la tendencia de la concentracion de los elementos
mayores considerados en el estudio (N, P, K, Ca y Mg), fue decreciente hasta el
momento de la cosecha (inicio de primordios florales), que se presentd a los 60
ddt para Morital (M1) y a los 75 ddt para Morita 2 (M2). Considerando una
poblacion media de 100 mil plantas/ha, la extraccion de estos elementos para el
primer corte de hojas fue respectivamente para M1 y M2 de 24,9 y 30,8 (N); 4,8
y 63 (P); 23,7 y 29,9 (K); 9,7 y 10,8 (Ca) y 6,7 y 6,3 (Mg). Estos
requerimientos serdn mas altos al considerar los cortes sucesivos de hojas.

e La calidad de la hoja, medida como concentracion de GT, se comporta de
manera diferencial entre M1 y M2 ante la oferta de RFA y temperaturas. En M1,
aumentos en la RFA afectan positivamente la concentracion de GT y este
aumento se da de manera similar para St y RebA; las temperaturas tienen el
mismo efecto sobre los GT pero el aumento de estos estd mas relacionado con
incrementos de St y no de RebA. En M2 también se observa una correlacion
positiva entre RFA y GT y al parecer las temperaturas no afectan esta
concentracion; sin embargo, la concentracion de RebA se afecta negativamente
en este genotipo cuando aumentan los niveles de RFA y temperaturas (maximas
y minimas).

Por 1ultimo es importante sugerir que, dada la viabilidad técnica del cultivo en las
condiciones mencionadas, es necesario desarrollar estudios socio-econdmicos que
permitan identificar los grandes rubros dentro del esquema de costos, para estudiar
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10.

11.

mecanismos técnicos de reduccion de los mismos, mercados accesibles, etc., de tal
forma que, luego de conformado el paquete, se divulguen de manera intensiva los
resultados que sin duda, beneficiaran a un sector golpeado y desprotegido del pais,
los pequefios productores. Por ellos y para ellos, se justifican con creces los
esfuerzos econémicos y académicos que hace la universidad de Cérdoba.
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