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RESUMEN

La produccion de hoja seca de Stevia rebaudiana Bertoni bajo las condiciones climaticas de Cuba
requiere identificar las variables agrotécnicas de mayor impacto en el rendimiento. Por ello, el objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto de la distancia de plantacién en la produccion de biomasa y contenido
de esteviolglicosidos. Las plantas se sembraron en campo a tres distancias de plantacién: 15x20 cm;
20x20 cm y 25x20 cm. Se evaluaron a los 180 dias las variables altura de la planta, niUmero de ramas
por planta, masa fresca y seca, tanto de las hojas como de los tallos y el porcentaje de floracion. Ademas,
se estimo el rendimiento en masa seca por hectarea y se determiné el contenido de esteviolglicosidos.
Los mejores resultados para las variables agrondmicas evaluadas se obtuvieron con la mayor distancia
de plantacion (25x20 cm), excepto para la altura de la planta y el porcentaje de floracion. Sin embargo,
estas dos variables no influyeron en el comportamiento del rendimiento foliar (1,48 t ha) ni en el
contenido de esteviolglicosidos (450,89 mg g de masa seca) en las plantas de este tratamiento,
indicando una relacion directa de estas Ultimas variables con la distancia de plantacién de

Stevia rebaudiana var. Morita Il cultivada en estas condiciones.
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INTRODUCCION

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbacea de la familia Asteraceae muy producida en el mundo
y su principal componente son los esteviolglicdsidos (estevidsido y rebaudidsido). El edulcorante
obtenido de esta planta, posee elevado poder edulcorante natural no caldrico y es aproximadamente 300
veces mas dulce que la sacarosa ). Su importancia es especialmente relevante en las condiciones
actuales, donde se demandan alimentos mas saludables para contrarrestar desordenes nutricionales como
la Diabetes mellitus tipo 11 ),

La presencia en las hojas de esta planta de compuestos naturales, denominados esteviolglicdsidos, son
los que aportan las propiedades edulcorantes. Los esteviolglicosidos son diterpenos tetraciclicos
derivados del mismo precursor kaurenoide que el acido giberélico. Su intensa dulzura y uso como
edulcorante los convirtié en un tema de interés cientifico y comercial, desde que llamo la atencion por
primera vez a los europeos en 1899 ©),

Esta planta es propagada naturalmente por semilla. Sin embargo, el bajo nivel de germinacion de éstas
y la pérdida de viabilidad son factores limitantes para su utilizacion a gran escala ¢,

La micropropagacion y propagacion por estacas 0 esquejes constituyen alternativas para contrarrestar
estas desventajas. Son ampliamente utilizadas y poseen factibilidad desde el punto de vista econémico,
de calidad de los propagulos producidos y de satisfaccion de la demanda de esta planta ¢, No obstante,
es importante establecer la adecuada agrotecnia del cultivo y evaluar los rendimientos de biomasa y la
calidad de los propagulos bajo las condiciones de produccion 112),

La distancia de plantacién de los cultivos puede ser un factor taxativo en el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Para la Stevia rebaudiana Bertoni es muy importante ajustar esta variable agrotécnica si se
tiene en cuenta que el producto a cosechar en este cultivo es el follaje. Esta planta posee una raiz
pivotante, filiforme, que no profundiza; es decir, se distribuye cerca de la superficie %, en este sentido
una mayor distancia de plantacion puede ser favorable para las plantas, por el espacio proporcionado,
tanto aéreo como en el suelo. Este espaciado facilita la expansion de las ramas laterales y una mejor
uniformidad en cuanto a la luz solar recibida por las hojas de las plantas. Por otra parte, también
proporciona un mayor espacio para el desarrollo radicular y una mejor absorcion de nutrientes por planta.
Ademas, limita el excesivo autosombreo que podria ocasionar decrecimientos en la tasa fotosintética
media por unidad de area foliar, con detrimentos en la biomasa total por planta @2, Sin embargo, un

espaciado muy grande puede disminuir los rendimientos por unidad de superficie 4,
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En Cuba, el cultivo de S. rebaudiana es reciente y no se ha generalizado. Solo aparece un trabajo donde
se informd el estudio de su comportamiento en campo en la Estacion Experimental de Plantas
Medicinales de San Antonio de los Bafios, provincia Mayabeque . Por tanto, se reconoce que existe
poca informacion sobre el manejo agrotécnico necesario para la produccion de biomasa a escala
industrial . Por lo que se hace necesario realizar estudios relacionados con su cultivo en campo, bajo
condiciones propias de cada region donde se desarrollara el cultivo.

Por consiguiente, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la distancia de plantacion en la
produccion de biomasa y contenido de esteviolglicosidos de Stevia rebaudiana Bertoni var. Morita 11,

en condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrolldo en la UEB Plantas Medicinales de la Empresa Agroindustrial
Ceballos, Ciego de Avila. El cultivo utilizado fue Stevia rebaudiana Bertoni var. Morita 11, desarrollada
en Japon por Toyosigue Morita. La ventaja de esta variedad es que presenta mayores rendimientos de
hoja seca y mejor contenido quimico que las otras variedades. Se realizo la investigacion en el periodo

comprendido desde abril hasta noviembre del 2018.

Material vegetal
Como material vegetal se utilizaron esquejes (brotes con una longitud de aproximadamente 8-10 cm),
procedentes de plantas madre de Stevia rebaudiana Bertoni propagadas in vitro, con 120 dias después
de la siembra mantenidas en el Area de Adaptacion del Centro de Bioplantas de Ciego de Avila y libre
de plagas (Figura 1). Fueron previamente cultivadas en bolsas de polietileno de 1,2 L de capacidad, que

contenian como sustrato una mezcla de suelo Ferralitico Rojo Compactado y cachaza (1:1 v/v) @9,

Figura 1. Esquejes enraizados de Stevia rebaudiana Bertoni sembradas en el vivero de la Empresa

Agroindustrial Ceballos
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Previo a la plantacion, los esquejes se pusieron en contacto por la base con polvo enraizador compuesto

por Acido Naftalen Acético (ANA) y Acido Indol Butirico (AIB) (2000 mg kg™ c/u), de manera

individual e inmediatamente se enterraron en el sustrato a una profundidad de 1-2 cm aproximadamente,

segun Instructivo del Area de Adaptacion del Centro de Bioplantas.

Los esquejes enraizados con 20 dias de edad se trasladaron y sembraron en condiciones de campo, en mayo

de 2018, en la UEB de Plantas Medicinales. El area total sembrada para el experimento fue 0,025 ha

(1374 plantas) sobre suelo Ferralitico Rojo Compactado con pH Neutro y de textura arcillosa .

La preparacion de suelo se realizo por traccion animal. La siembra fue de forma manual. Se dejé un borde

de 2 m por cada lado de la parcela. Los tratamientos consistieron en tres distancias de plantacion:

tratamiento (Tto) 1: 15x20 cm (333 333 plantas hal), Tto 2: 20x20 cm (250 000 plantas ha?) y

Tto 3: 25x20 cm (200 000 plantas ha*). Se utilizé un disefio de bloque completo al azar, con 185 plantas

para el tratamiento 1, 153 plantas en el tratamiento 2 y 120 plantas en el tratamiento 3. Cada uno de estos

bloques se repitio tres veces. Se seleccionaron al azar e identificaron 40 plantas (n=40) para cada

tratamiento, para un total de 120 plantas. Se realizaron tres evaluaciones cada 60 dias durante un periodo

de 180 dias.

Las evaluaciones se realizaron en cada poda y se describen a continuacion:

e Se midio la altura de la planta para la formacién de brotes laterales. Se utiliz6 una cinta métrica y el
resultado se expresd en centimetros (cm).

e Se cuantifico el numero de ramas por planta.

e Se observo la presencia o no de flores por planta por tratamiento y se calculé el porcentaje de
plantas con flores.

e Las hojas se separaron de las ramas de la planta. Se determin6 la masa fresca de las hojas y de los
tallos en balanza técnica (SARTORIUS TE 412). Se expres6 en gramos por planta (g planta™?).

o El total de las hojas de cada planta y los tallos se secaron en estufa (HS 62A) a 70°C durante 72 h. Se
determind la masa seca en balanza SARTORIUS TE 412 y se expres en gramos por planta (g planta™).

e El rendimiento de biomasa por hectarea se estimo a partir de la variable masa seca de las hojas por

planta y la cantidad de plantas por hectarea. Se expresé en toneladas por hectareas (t hal).

Extraccion y cuantificacion de extractos ricos en esteviolglicosidos
Se procedid a la extraccion y cuantificacion de esteviolglicosidos a partir de las hojas secas de
Stevia rebaudiana Bertoni recolectadas en cada poda. Las hojas se trituraron en un molino (modelo
Mikro-Feinmuhle-Culatti, MFC) con un tamafio de particulas de 0,7 um, manteniendo la proporcién
masa/volumen: 1:10 (m/v). Se obtuvo un extracto acuoso clarificado para cada tratamiento. Para ello, se
calent6 10 mL de agua destilada hasta 100°C y se le afiadié 1 g de hojas secas. La extraccion se realizd

durante 3 h en reposo. Luego se centrifugd a 21891xg durante 20 min (centrifuga modelo Heal Force).
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El precipitado se desecho y el sobrenadante se clarificé con carbon activado (2 %) 9, para eliminar
pigmentos que pudieran interferir en la determinacion de esteviolglicésidos. Se agité por 20 min en
agitador vortex (IKA GENIUS3) y se centrifugd a 21891xg durante 20 min. Este ensayo se realizo tres
veces. Se utilizaron tres réplicas por cada poda.

Posteriormente, se midio la absorbancia a 210 nm de los extractos crudos acuosos clarificados de
Stevia en espectrofotometro (Pharmacia LKB, Ultrospec I, HOLANDA) para determinar el contenido
de esteviolglicdsidos. Se realizaron tres determinaciones por cada réplica. El resultado se expreso en mg
de esteviolglicdsidos g masa seca.

Procesamiento estadistico
En el procesamiento de los datos se emplearon las pruebas estadisticas de Kolmogorov Smirnov y la
prueba de Levene para comprobar los supuestos de distribucion normal y homogeneidad de varianzas,
respectivamente. Al cumplirse estos supuestos, se aplicd la prueba de anélisis de varianza
(ANOVA simple) de efectos fijos y al encontrarse diferencias significativas se aplicd la prueba de
comparaciones multiples DHS de Tukey con un nivel de significacion estadistica de p<0,05. En todos
los casos se utilizd como procesador estadistico el Statistical Packagefor Social Sciences (SPSS) versién

21,0. Para la variable de porcentaje de floracién no se realizo prueba estadistica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la distancia de plantacion en la produccion de biomasa vegetal
La altura de la planta se expone en la Figura 2A. No se observan diferencias significativas en esta
variable agronémica en las tres distancias de plantacion estudiadas. La altura de las plantas fue de 58,
59 y 62 cm, en las distancias 15x20, 20x20, 25x20 cm, respectivamente. Resultados inferiores de esta

variable (45, 20 y 37,5 cm) fueron notificados en condiciones de campo 719, respectivamente.
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Figura 2. Efecto de la distancia de plantacién en las variables del crecimiento evaluadas y en la produccion de
biomasa de plantas de Stevia rebaudiana Bertoni var. Morita Il, en condiciones de campo

Se considera que la distancia de 25x20 cm pudiera resultar factible. Las plantas tienen mayor espacio
para el desarrollo foliar y disminuird la competencia por nutrientes. Ademas, se limita el excesivo
autosombreo que podria ocasionar decrecimientos en la tasa fotosintética media por unidad de area foliar
con detrimentos en la biomasa total por planta 9,

Respecto al nimero de ramas por planta de Stevia rebaudiana Bertoni en condiciones de campo, fue

significativamente superior en la distancia de plantacion de 25x20 cm (35 ramas por planta) (Figura 2B).
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Las distancias de 15x20 y 20x20 cm presentaron valores inferiores que no evidenciaron diferencias
significativas entre ellos para este caracter. La mayor distancia de plantacion pudo ser favorable para la
nutricion de las plantas, asi como para el desarrollo de la fotosintesis.

El efecto de la distancia de plantacion sobre la masa fresca de las hojas por planta de Stevia rebaudiana
Bertoni, en condiciones de campo, se muestra en la Figura 2C. Los mayores valores se alcanzaron con
la distancia de plantacion de 25x20 cm con 166,8 g por planta, seguido por las otras dos distancias de
plantacion 20x20 y 15x20 cm. Entre todos los tratamientos existieron diferencias significativas.

La mayor distancia de plantacion resultd més favorable, quizés por el espacio proporcionado tanto aéreo
como en el suelo, el cual facilita la expansion de las ramas laterales y una mejor uniformidad en cuanto
a la luz solar recibida por las hojas de las plantas. Por otra parte, la distancia también proporciona un
mayor espacio para el desarrollo radicular y una mejor absorcion de nutrientes por planta @9,

La masa fresca de los tallos de Stevia rebaudiana Bertoni en condiciones de campo (Figura 2D) present6
un comportamiento similar a la masa fresca de las hojas. Existieron diferencias significativas entre todos
los tratamientos. Los valores superiores se alcanzaron con la distancia de plantacion de 25x20 cm con
163,60 g planta®, seguidos por las distancias de 20x20 cm (130,51 g planta®) y 15x20 cm
(110,73 g planta™).

La masa seca de las hojas por planta fue significativamente superior con la distancia de plantacion de
25x20 cm (Figura 2E), con valor de 7,4 g planta™®. Entre las distancias de plantacion de 20x20 (5,53 g)
y de 15x20 cm (3,3 g) también existio diferencias significativas.

Resultados similares de esta variable (4 a 7 g planta™® de masa seca de las hojas por planta) fueron
observados en condiciones de campo %24, Sin embargo, otros autores encontraron valores superiores
(6,25 a 10,57 g planta™®) en esta variable 4.

La masa seca de los tallos por planta de Stevia rebaudiana Bertoni en condiciones de campo con
diferentes distancias de plantacion se muestra en la Figura 2F. Existe diferencia significativa en esta
variable agronémica en las tres distancias de plantacion. Con la distancia de 25x20 cm se observaron los
mejores resultados, coincidiendo con un estudio previo ®®. En forma decreciente, continian las
distancias de 20x20 y 15x20 cm con 17,42 y 12,55 g planta, respectivamente. De este modo, en la
presente investigacion, el aumento de la distancia de plantacion favorecié el crecimiento y desarrollo de
las plantas; lo que se refleja en la mayoria de las variables agronémicas descritas.

La distancia de plantacion influyé positivamente sobre el rendimiento de las plantas de Stevia
rebaudiana Bertoni (Figura 2G). El rendimiento mayor se obtuvo con la distancia de plantacion de 25x20
cm con 1,48 t hal, sequido por el observado en la distancia de plantacion de 20x20 cm (1,38 t hat) y el
inferior correspondid a la de 15x20 cm (1,10 t ha't).

Los resultados de la distancia de plantacion sobre el porcentaje de floracion de las plantas de Stevia

rebaudiana Bertoni demostraron que todas las plantas florecieron en el mes de noviembre, sin observarse
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diferencias significativas. La floracion es independiente de la distancia de plantacion, siendo mas

dependiente del fotoperiodo, de la época del afio y de las bajas temperaturas .

Efecto de la distancia de plantacidn en el contenido de esteviolglicosidos
La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la distancia de plantacion en el
contenido de esteviolglicésidos de Stevia rebaudiana Bertoni. Los mejores resultados se obtuvieron
cuando se utilizaron las distancias de plantacion 25x20 cm y 20x20 cm con 450,89 y 447,34 mg g MS,

respectivamente, sin diferencias estadisticas entre si.

Tabla 1. Efecto de la distancia de plantacion en el contenido de esteviolglicosidos en hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni var. Morita 11, cultivada en condiciones de campo

Distancia de plantacion Esteviolglicésidos
(cm) (mg g* MS)
15x20 365,65 b
20x20 447,34 a
25x20 450,89 a
X 421,29
ET 0,35

Medias con letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba de Tukey DHS para p<0,05 y n=40

MS: masa seca de hojas

Estos resultados son superiores a los informados en estudios previos que se realizaron en condiciones de
vivero y de laboratorio in vitro ®*%, respectivamente. Ademas de las condiciones propias de estudio,
las diferencias en cuanto al contenido de sustancias edulcorantes respecto a este trabajo pudieran estar
relacionadas con varios factores como el ciclo de crecimiento de la planta @7, la edad de la planta ®),
la region donde se cultiva @y la densidad de plantacion utilizada ©©.

Especificamente la distancia de plantacién es un factor especial en el crecimiento y desarrollo de las plantas
de Stevia y su contenido de esteviolglicésidos ©%, aunque otros autores refieren en sus resultados un efecto
poco significativo @V, La raiz de Stevia rebaudiana Bertoni, es pivotante, filiforme y no profundiza, es decir
se distribuye cerca de la superficie 2. No se puede descartar la posibilidad de que haya existido competencia
entre las plantas de esta especie. Si se descarta la competencia con plantas indeseables, ya que los surcos se
mantuvieron limpios de plantas arvenses durante el tiempo de las evaluaciones. Sin embargo, la distancia de
siembra de 25x20 cm puede ser beneficiosa para una mejor obtencion de nutrientes por planta. Igualmente,
puede favorecer una iluminacion eficiente y consecuentemente, el desarrollo de la fotosintesis y por ende un
elevado contenido de esteviolglicdsidos.

En las evaluaciones realizadas en el presente estudio, todos los resultados para las variables analizadas fueron
superiores en la distancia de plantacion de 25x20 cm, con excepcion de las variables altura de la planta,

porcentaje de floracion y contenido de esteviolglicosidos que no mostraron diferencias significativas.
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CONCLUSIONES

La distancia de plantacion influye en la produccién de biomasa y en el rendimiento de S. rebaudiana var.
Morita Il, cultivada en condiciones de campo, asi como en el contenido de esteviolglicésidos en hojas;

siendo 25x20 cm la recomendada para las condiciones del estudio.
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