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RESUMEN GENERAL 

     La importancia de la estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) como cultivo comercial se 

encuentra en las hojas, ya que poseen un sabor dulce característico gracias a la producción 

de unas moléculas llamadas esteviosidos. Sin embargo, son escasos los estudios que 

documentan científicamente la plasticidad de la especie al estar sometida a estrés hídrico 

y su recuperación y como se encuentra relacionada con la producción de esteviosidos. Se 

realizó un experimento con 180 plantas de estevia distribuidas en tres tratamientos de 

riego (60 plantas por tratamiento): Riego al 100% (control); plantas regadas con el 20% 

(estrés medio) y plantas sin regar (estrés severo), cuando el 60% de las plantas del T3 

empezaron a presentar síntomas de marchitez se les aplicó un riego de rehidratación (a 

los 124 DDT) a todos los tratamientos para evaluar la capacidad de recuperación de las 

plantas. Se evaluaron variables fisiológicas, de crecimiento y la cantidad de esteviosidos 

contenidos en las hojas. Los resultados obtenidos sugieren que las plantas de estevia son 

capaces de recuperar sus valores fotosintéticos normales después de haber pasado por un 

periodo de escases de agua, mientras que su crecimiento se ve limitado en las plantas sin 

riego en comparación con el control, sin embargo, nuestros resultados demuestran que el 

estrés hídrico modifica la relación EST/REB A. Podemos concluir que la estevia 

disminuye su actividad fisiológica y ganancia de biomasa como una estrategia durante 

periodos de sequía prolongados, con el propósito de recuperar estas actividades y 

sobrevivir.  

 

Palabras clave: Fotosíntesis, metabolitos secundarios, estrés hídrico, esteviosidos.  
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ABSTRACT 

The importance of stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) as commercial crop is found in his 

leaves, since they have a characteristic sweet taste due to the production of molecules 

called steviosides. However, there are few studies that scientifically document the 

plasticity of the species subjected to water stress and its recovery and how it is related to 

the production of steviosides. An experiment was carried out with 180 stevia plants 

distributed in three irrigation treatments (60 plants per treatment): 100% irrigation 

(control); plants irrigated with 20% (medium stress) and plants without watering (severe 

stress), when 60% of the plants of T3 began to present wilt symptoms, they were applied 

a rehydration irrigation (at 124 DDT) at all treatments to evaluate the capacity of recovery 

of the plants. Physiological variables, growth and the amount of steviosides contained in 

the leaves were evaluated. The obtained results suggest that the stevia plants are capable 

to recover their normal photosynthetic values after having gone through a period of water 

scarcity, while their growth is limited in the plants without irrigation compared to the 

control, however, our results show that water stress modifies the ratio EST / REB A. We  

conclude that stevia decreases its physiological activity and biomass gain as a strategy 

during periods of prolonged drought, in order to recover these activities and survive. 

 

Key words: Photosynthesis, secondary metabolites, wáter stress, steviosides. 
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CAPÍTULO 1 

1.1 INTRODUCCIÓN GENERAL 

     La estevia (Stevia  rebaudiana  Bertoni) es una planta semiperenne 

perteneciente a la familia Asteraceae, nativa de Paraguay, ha sido utilizada por muchos 

años por los indígenas guaraníes de Paraguay para endulzar sus bebidas; sus hojas poseen 

una alta concentración de edulcorantes, que son de 200 a 400 veces más dulces  que  la 

sucrosa (Barbet-Massin et al., 2015; Karimi et al., 2015). Estos edulcorantes son 

glucósidos diterpénicos bajos en calorías, comúnmente conocidos como esteviósidos, 

metabolitos secundarios producidos por la planta y concentrados en la hoja (Ceunen y 

Geuns, 2013). 

En la actualidad la extracción de edulcorantes de las hojas de estevia es un sector 

creciente a nivel mundial (Segura-Campos et al., 2014; Jarma et al. 2010). Sin embargo, 

existen pocos estudios sobre el cultivo, incluso no se sabe con certeza cuál es la mejor 

lámina de riego a utilizar para potencializar el cultivo. En este sentido, el efecto del estrés 

hídrico sobre el crecimiento y la capacidad antioxidante en las plantas de estevia ha sido 

poco estudiado (Karimi et al., 2015).  

Los estudios relacionados con los requerimientos hídricos de la estevia son 

escasos, sin embargo, Fronza y Vinícius en el 2003 estimaron el consumo de agua de la 

planta mediante microlisímetros; Karimi et al. (2015) evaluaron la tolerancia de la estevia 

al estrés hídrico; Daza et al. (2017) determinaron las necesidades hídricas a partir de una 

curva de coeficiente de cultivo (Kc). Sin embargo, en ninguno de los estudios previos se 

relacionó la disponibilidad de agua en el sustrato con parámetros de intercambio de gases 

de las hojas y la recuperación fisiológica de las plantas de estevia después de un riego de 

recuperación.  

Se calcula que la agricultura consume cerca del 70% del agua disponible en el 

planeta (FAO, 2012). La carencia de agua dulce debido al incremento de la población 

mundial podría afectar el crecimiento, desarrollo y rendimiento de los cultivos a nivel 

mundial (Ati et al. 2012). Este escenario pone en evidencia la necesidad de conocer las 

respuestas de los cultivos en escenarios de déficit hídrico, para conocer los mecanismos 

de acción de las plantas. Así como las respuestas de su metabolismo primario y 

secundario. En este sentido, está bien documentado que la acumulación de metabolitos 
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secundarios incrementa en condiciones de estrés (Moore et. al. 2014; Phimchan et al. 

2012; Ramakrishna and Gokare, 2011).  

La estevia en México es un cultivo reciente y en expansión, conocer las respuestas 

fisiológicas de esta especie ante diferentes láminas de riego permitirá desarrollar planes 

de manejo en beneficio de los productores.  
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1.2 ANTECEDENTES 

1.2.1 Importancia a nivel mundial 

La estevia (S. rebaudiana Bert.) es una planta semiperenne perteneciente a la 

familia Asteracea, en la que también se encuentra el girasol, diente de león y el 

crisantemo. En estado silvestre se le puede encontrar en la frontera entre Paraguay y 

Brasil, crece en los bordes de las carreteras o cerca de terrenos inundables (Barbet-Massin 

et al. 2015; de Guzman, 2010; Jarma et al. 2005). Se conocen más de 150 especies de 

estevia, sin embargo, S. reabaudiana es la que presenta un sabor dulce característico, 

junto con otras propiedades benéficas para la salud humana y de la que más información 

se tiene actualmente (Londhe y Nanaware, 2013; Jaitak et al. 2008.) 

Algunos autores describen a la estevia como una planta herbácea, pero otros la 

presentan como una planta de crecimiento arbustivo, ya que puede alcanzar una altura de 

hasta un metro, sin embargo, todos coinciden que posee un ciclo de vida semiperenne, 

que en las plantaciones comerciales puede ser de 3 a 5 años o incluso mayor (Salgado 

Cordero, 2013; Jarma et al. 2005). 

Las hojas de estevia se han consumido por indígenas guaraníes de Paraguay 

durante cientos de años, debido a sus propiedades edulcorantes y medicinales, esto llamó 

la atención de botánicos y naturalistas del siglo XIX aumentando la curiosidad por 

conocer las características que hacían a esta planta atractiva para su consumo, así inicio 

una serie de investigaciones con el propósito de aumentar el conocimiento sobre esta 

especie para encaminarla hacia una producción comercial a nivel mundial (De Guzman 

2010; Jaitak et al. 2008).       

La estevia produce naturalmente metabolitos secundarios conocidos como 

glucósidos de esteviol o esteviosidos, estos confieren las propiedades edulcorantes a la 

planta. Los esteviosidos se encuentran en toda la planta en diferentes proporciones, pero 

las hojas tienen la mayor concentración, seguido por el tallo y la raíz (Pal et al. 2015); 

estos compuestos son glucósidos diterpenos que a pesar de que aún se desconoce por 

completo la ruta completa de la producción de estos metabolitos, son sintetizados por lo 

menos, en sus rutas iniciales a partir de la vía del ácido giberélico derivados de un 

compuesto conocido como mevalonato (Jarma-Orozco 2008; Guzman et al. 2005). El 

consumo de estos compuestos es benéfico para la salud del ser humano, debido a que 

pueden ser consumidos por personas con diabetes tipo II, no aporta calorías al ser 
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metabolizados, disminuyen la presión arterial, son cardiotónicos, antiácidos, poseen 

beneficios para la salud bucal, al ser naturales no son cancerígenos como los edulcorantes 

artificiales (Gregersen 2004; Das et al. 2007; Jarma 2008; de Guzman 2010). 

En la actualidad la estevia se cultiva comercialmente en Japón, China, Paraguay, 

Brasil, México, entre otros (Pal et al. 2015; Jarma-Orozco 2008; Das et al. 2007). El auge 

en su producción se debe a que en muchos países las agencias reguladoras aprobaron el 

uso de algunos glucósidos de esteviol como suplementos dietéticos. La creciente 

aceptación a nivel mundial de la estevia ha impulsado las investigaciones relacionadas 

con el conocimiento de la planta y su relación con los factores bióticos y abióticos en las 

regiones donde se produce, sin embargo, aún es deficiente la información que se tiene al 

respecto (Ceunen y Geuns, 2013; Karimi et al. 2015).   

1.2.2 La estevia como cultivar comercial 

 

La adaptación de la estevia a una amplia variedad de ambientes hace posible su 

producción comercial en diferentes países, donde las investigaciones para maximizar los 

rendimientos y el contenido de esteviosidos son la prioridad para muchos productores (de 

Guzman, 2010). Para adaptar la estevia silvestre a la producción intensiva se han llevado 

a cabo una serie de prácticas agronómicas extensamente documentadas. Sin embargo, la 

S. rebaudiana es una especie de reciente domesticación, como cultivo comercial aún no 

se conocen bien los mecanismos fisiológicos y metabólicos que contribuyen a su 

adaptación en las regiones donde ha sido introducida (Karimi et al. 2015).   

Algunos trabajos demostraron que la demanda de nutrientes por la planta en los 

primeros días del trasplante es menor durante los primeros 30 días, el contenido de N, P 

y K en los órganos de la planta tiene los niveles más bajos que en otros estados de su 

desarrollo (Rashid et al. 2013). Cuando se comparó la nutrición orgánica contra la 

convencional se observó que en los primeros días después del trasplante las plantas 

fertilizadas con químicos tuvieron los valores más altos de las variables agronómicas 

analizadas (altura, diámetros del tallo, numero de hojas, peso seco de raíz, tallo y hojas), 

sin embargo, entre los 60 y 80 días después del trasplante estos valores fueron superados 

por las plantas con fertilización orgánica (Yang et al. 2013; Liu et al. 2011). 

 

 

 

 



 
 

5 
 

1.2.3 Manejo agronómico y contenido de metabolitos secundarios 

 

La variedad, manejo agronómico y las condiciones ambientales son los principales 

factores que influyen en la producción de metabolitos secundarios en las plantas de S. 

rebaudiana Bert (Jarma-Orozco, 2008).  En diferentes países se han hecho 

investigaciones con el propósito de aumentar la concentración de los esteviosidos o su 

proporción en la hoja. La modificación de factores bióticos y abióticos son las principales 

estrategias planteadas dentro del manejo agrícola en esta especie, entre estas estrategias 

hay variaciones en el riego, nutrición, inoculación de microorganismos (biofertilizantes) 

y aplicaciones exógenas de algunos compuestos como el ácido giberélico (Modi et al., 

2011).    

Por otra parte, la inoculación de microorganismos benéficos para las plantas es 

una práctica cada vez más común en la producción agrícola con el propósito de mejorar 

los rendimientos y disminuir el consumo de fertilizantes inorgánicos. En un estudio se 

observó que la aplicación de biofertilizantes en S. rebaudiana Bert. aumentó 

significativamente el contenido de esteviosidos en las hojas, a su vez que mejoraban el 

crecimiento y rendimiento de las plantas en comparación con testigos sin inoculación o 

con grupos de plantas bajo fertilización química (Gupta et al. 2011; Das y Dang 2010). 

En este sentido, Barbet-Massin et al., (2015) probaron el efecto de la fertilización 

nitrogenada en la acumulación de los dos principales esteviosidos, esteviosido (EST) y 

rebaudiosido A (REB A), encontraron que una baja fertilización con nitrógeno estaba 

correlacionada con el aumento en la concentración de metabolitos secundarios, 

disminuyendo la relación RebA/EST con el aumento de los glucósidos de esteviol. Por 

otra parte, se determinó que el contenido de glucósidos de esteviol disminuye, mientras 

que los azúcares solubles y la capacidad antioxidante aumentan cuando baja la humedad 

del suelo (Karimi et al., 2015). 

En México la producción de estevia se realiza mediante prácticas culturales. Sin 

embargo, los productores empíricamente han observado que el “dulzor” de las hojas 

aumenta cuando las plantas no tienen riego, en este sentido eliminan el riego unos días 

antes de la cosecha. Esta práctica carece de sustento científico para el caso de la estevia, 

ya que son escasos los experimentos relacionados con el efecto del estrés hídrico en esta 

especie, aunque se ha comprobado que en ciertas especies de plantas (Scrophularia 

ningpoensis, Glycine max, Papaver somniferum, Pisum sativum, Capsicum chinense) el 
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contenido de metabolitos secundarios aumenta como efecto del estrés hídrico (Phimchan 

et al. 2012).  

Estudiar el efecto del estrés hídrico en S. rebauidiana Bert. es esencial para 

conocer su plasticidad fisiología, ya que esto podría propiciar un ahorro considerable de 

agua y la obtención de hojas de estevia de mejor calidad. 
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1.3 HIPÓTESIS 

 El estrés hídrico disminuye el transporte de electrones del fotosistema II, la 

fotosíntesis, la biomasa y el área foliar; pero aumenta la concentración de 

glucósidos de esteviol en las hojas. 

 Las plantas de Stevia rebaudiana tienen la plasticidad fisiológica necesaria 

para reactivar sus funciones metabólicas después de la rehidratación.    
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1.4 OBJETIVOS 

1.4.1 General 

 Determinar la plasticidad fisiológica y la producción de glucósidos de esteviol en 

plantas de Stevia rebaudiana bajo tratamientos con restricción hídrica y 

rehidratación. 

1.4.2 Específicos 

 Evaluar la biomasa, el área foliar y el área foliar específica en plantas de Stevia 

rebaudiana bajo tratamientos de déficit hídrico y rehidratación. 

 Evaluar el intercambio de gases y la fotoquímica de la hoja en plantas de Stevia 

rebaudiana bajo tratamientos de estrés hídrico y rehidratación. 

 Cuantificar la concentración de glucósidos de esteviol en las hojas de Stevia 

rebaudiana sometidas a tratamientos de régimen hídrico. 
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

     El experimento se realizó en dos etapas: 1) evaluación de la plasticidad fisiológica de 

la S. rebaudiana Bert. y 2) El análisis de la concentración de metabolitos en las hojas de 

las plantas sometidas a estrés hídrico. 
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CAPÍTULO II 

 

PLASTICIDAD FISIOLÓGICA Y CONCENTRACIÓN DE GLUCÓSIDOS DE 

Stevia rebaudiana EN TRATAMIENTOS DE RESTRICCIÓN HÍDRICA 

 

Alain R. Reyes-Guerrero, René Garruña, Miriam Monforte-Gonzalez, Alfonzo Pérez-

Gutiérrez, Felipe A. Vázquez-Flota 

 

 

2.1 RESUMEN 

 

     La importancia de la estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) como cultivo comercial se 

encuentra en las hojas, ya que poseen un sabor dulce característico gracias a la producción 

de unas moléculas llamadas esteviosidos. Sin embargo, son escasos los estudios que 

documentan científicamente la plasticidad de la especie al estar sometida a estrés hídrico 

y su recuperación y como se encuentra relacionada con la producción de esteviosidos. Se 

realizó un experimento con 180 plantas de estevia distribuidas en tres tratamientos de 

riego (60 plantas por tratamiento): Riego al 100% (control); plantas regadas con el 20% 

(estrés medio) y plantas sin regar (estrés severo), cuando el 60% de las plantas del T3 

empezaron a presentar síntomas de marchitez se les aplicó un riego de rehidratación (a 

los 124 DDT) a todos los tratamientos para evaluar la capacidad de recuperación de las 

plantas. Se evaluaron variables fisiológicas, de crecimiento y la cantidad de esteviosidos 

contenidos en las hojas. Los resultados obtenidos sugieren que las plantas de estevia son 

capaces de recuperar sus valores fotosintéticos normales después de haber pasado por un 

periodo de escases de agua, mientras que su crecimiento se ve limitado en las plantas sin 

riego en comparación con el control, sin embargo, nuestros resultados demuestran que el 

estrés hídrico modifica la relación EST/REB A. Podemos concluir que la estevia 

disminuye su actividad fisiológica y ganancia de biomasa como una estrategia durante 

periodos de sequía prolongados, con el propósito de recuperar estas actividades y 

sobrevivir.  

 

Palabras clave: Fotosíntesis, metabolitos secundarios, transpiración, esteviosidos.  
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ABSTRACT 

The importance of stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) as commercial crop is found in his 

leaves, since they have a characteristic sweet taste due to the production of molecules 

called steviosides. However, there are few studies that scientifically document the 

plasticity of the species subjected to water stress and its recovery and how it is related to 

the production of steviosides. An experiment was carried out with 180 stevia plants 

distributed in three irrigation treatments (60 plants per treatment): 100% irrigation 

(control); plants irrigated with 20% (medium stress) and plants without watering (severe 

stress), when 60% of the plants of T3 began to present wilt symptoms, they were applied 

a rehydration irrigation (at 124 DDT) at all treatments to evaluate the capacity of recovery 

of the plants. Physiological variables, growth and the amount of steviosides contained in 

the leaves were evaluated. The obtained results suggest that the stevia plants are capable 

to recover their normal photosynthetic values after having gone through a period of water 

scarcity, while their growth is limited in the plants without irrigation compared to the 

control, however, our results show that water stress modifies the ratio EST / REB A. We  

conclude that stevia decreases its physiological activity and biomass gain as a strategy 

during periods of prolonged drought, in order to recover these activities and survive. 
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2.2 INTRODUCCIÓN 

 

     La estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) es una planta semiperenne nativa de 

Paraguay. Su importancia como cultivo comercial se encuentra en las hojas, ya que 

poseen un sabor dulce no calórico que se utiliza como aditivo alimenticio y endulzante 

(Barbet-Massin et al., 2015; Morlock et al., 2014; Salgado-Cordero, 2013). Las hojas de 

estevia contienen metabolitos secundarios muy particulares, que se ubican dentro de un 

grupo de edulcorantes conocidos como glucósidos de esteviol, por lo menos nueve 

glucósidos están presentes en estado natural en las hojas, también son conocidos como 

esteviosidos; el Esteviosido (EST) y el Rebaudiosido A (REB A) son los más abundantes 

(del 6 al 10% y del 2 al 4%, respectivamente) (Karimi et al. 2015; Morlock et al. 2014; 

Jaitak et al. 2008).   

Los productores de estevia en una práctica empírica modifican o suprimen la 

frecuencia de los riegos antes de la cosecha de las hojas para incrementar el dulzor de 

esta. Posteriormente, reanudan los riegos con el propósito de generar nuevas hojas y 

continuar con otro ciclo del cultivo. En este sentido, se sabe que los metabolitos 

secundarios aumentan ante condiciones de estrés abiótico (Karimi et al. 2015; Phimchan 

et al. 2012). Sin embargo, la investigación sobre el cultivo de la estevia es escasa, no se 

ha estudiado el efecto de algunos factores abióticos sobre los rasgos agronómicos y 

fisiológicos; así como tampoco se ha estudiado la capacidad de respuesta de las plantas a 

la rehidratación (Karimi et al. 2015). 

Las respuestas de los vegetales al estrés están relacionadas con el tiempo, 

intensidad y duración, estos factores son determinantes para evaluar el efecto en las 

plantas, una posible aclimatación a estas condiciones involucraría la expresión de genes 

específicos y modificaciones tanto fisiológicas como morfológicas (Flexas et al. 2006; 

Chavez y Oliveira 2004).  

Conocer el comportamiento de los parámetros fisiológicos, agronómicos y 

metabólicos de la estevia en condiciones de restricción hídrica podría contribuir para 

mejorar las prácticas de cultivo de la especie con bases científicas. Por lo tanto, el objetivo 

de este trabajo fue determinar las respuestas en la fotoquímica de la hoja, intercambio de 

gases, crecimiento y concentración de glucósidos en plantas de S. rebaudiana sometidas 

a tratamientos de restricción hídrica y su posterior rehidratación. Bajo este contexto se 

formuló la siguiente hipótesis: “El estrés ocasionado por una restricción hídrica del 

sustrato disminuye el transporte de electrones del fotosistema II, la fotosíntesis, la 
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biomasa y el área foliar; sin embargo, la concentración de glucósidos se incrementa y las 

plantas de estevia tienen la plasticidad para reactivar sus funciones metabólicas y 

fisiológicas después de la rehidratación.        
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2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.3.1 Ubicación del experimento, material vegetal y manejo agronómico 

El estudio se realizó en un invernadero del Instituto Tecnológico de Conkal, en 

Yucatán México. Se utilizaron 180 plantas de estevia (S. rebaudiana Bert.) variedad 

Morita II, producidas mediante esquejes. Las plantas fueron trasplantadas en bolsas de 

polietileno negro de 6 Kg con sustrato de una mezcla suelo-bagazo de henequén-

gallinaza, en una relación 2:1:1 (v/v). El sustrato se analizó en el laboratorio de Agua-

Suelo-Planta para obtener los datos de contenido de humedad a capacidad de campo (θcc) 

y punto de marchitez permanente (θpmp); estos datos se utilizaron junto con el método 

del tanque evaporímetro tipo A para calcular el riego de los diferentes tratamientos (FAO 

2006). Desde el trasplante hasta los 102 días las plantas de todos los tratamientos fueron 

regadas con la misma cantidad de agua y tratadas con el mismo manejo agronómico, la 

nutrición se basó en lixiviados de lombriz y biol de microelementos. A los 95 días después 

del trasplante (DDT) se realizó una poda de los ápices de las plantas, con el propósito de 

retrasar la floración. De los 103 a los 123 DDT se llevaron a cabo los tratamientos, durante 

este periodo no se aplicó ningún insumo a las plantas, solo se realizó el riego de acuerdo 

con los respectivos tratamientos. A los 124 DDT se regaron de nuevo las plantas de todos 

los tratamientos a capacidad de campo, con la finalidad de evaluar la recuperación de las 

plantas en el periodo de rehidratación. Se realizaron cinco muestreos a lo largo del 

experimento: muestreo inicial (pre-tratamientos; 102 DDT), muestreos en la semana 1, 2 

y 3 (tratamientos; a los 109, 116 y 123 DDT, respectivamente), periodo de rehidratación 

(a los 130 DDT).    

2.3.2 Tratamientos de restricción hídrica 

Como se mencionó anteriormente, a los 102 DDT iniciaron los tratamientos de 

restricción hídrica. Las 180 plantas se distribuyeron en tres tratamientos de riego (60 

plantas por tratamiento), T1: plantas regadas con el 100% de la evaporación calculada 

con base en el tanque evaporímetro tipo A (Riego al 100%, control); T2: plantas regadas 

con el 20% de la evaporación (estrés medio) y T3: plantas sin regar (estrés severo). Cabe 

mencionar que cuando el 60% de las plantas del T3 empezaron a presentar síntomas de 

marchitez se les aplicó un riego de rehidratación (a los 124 DDT) a todos los tratamientos 

para evaluar la capacidad de recuperación de las plantas. 
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2.3.3 Variables a evaluar  

Se evaluaron variables morfológicas, fisiológicas y la concentración de los 

glucósidos. Se realizaron cinco muestreos. El potencial hídrico se midió de acuerdo con 

Pérez-Gutiérrez et al., (2017) con un potenciómetro de punto de rocío (WP4, Decagon 

Device , Washington, Estados Unidos), las muestras de suelo se colectaron a las 6 am, y 

se trasladaron dentro de una nevera con hielo al laboratorio. Para las variables de 

crecimiento se realizaron tres muestreos, el primero al inicio de los tratamientos (102 

DDT), el siguiente durante los tratamientos (113 DDT) y el ultimo una semana después 

de la rehidratación (130 DDT). Seis plantas por tratamiento fueron evaluadas. Las 

variables evaluadas fueron: altura de planta, peso seco de la hoja, peso seco del tallo y 

peso seco de raíz, con estos datos se calculó el peso seco total. Se utilizó un horno de aire 

forzado a 60 ± 2 °C hasta peso constante. El área foliar se calculó con un analizador de 

área (LICOR 3100, Nebraska, Estados Unidos) y el área foliar específica se calculó 

mediante la fórmula: AFE = AF / PSH, donde: AF = Área foliar (cm2) y PSH = peso seco 

de la hoja. 

 

La asimilación neta de CO2 (AN), la conductancia estomática (Cs), el carbono 

intercelular (Ci) y la transpiración (E) se midieron con un analizador de gases en el 

infrarrojo portátil (LICOR LI-6400, Nebraska, Estados Unidos), todas las mediciones se 

realizaron en hojas jóvenes totalmente expandidas, la densidad de flujo de fotones para la 

fotosíntesis se fijó a 1500 µmol m-2 s-1, y la concentración atmosférica de CO2 se fijó en 

400 µmol de CO2 mol-1 de aire. Con los datos obtenidos de (AN) y (E) se calculó el uso 

eficiente del agua (UEA), que es la relación AN / E. las mediciones se realizaron entre las 

9:00 y las 10:00 am. Con un fluorometro de amplitud modulada (Junior-PAM, Walz, 

Effeltrich, Alemania) se evaluó la fotoquímica de la hoja: fluorescencia de la clorofila 

(Fv/Fm), coeficiente de extinción fotoquímico (qP), coeficiente de extinción no 

fotoquímico (NPQ), tasa de transporte de electrones del FSII (TTE) y rendimiento 

cuántico del FSII (ΦFSII). Las evaluaciones se realizaron a las 10 pm en hojas jóvenes 

completamente expandidas, a 5 cm del ápice de las ramas de la planta (Samaniego-Gámez 

et al. 2016).  
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Para el análisis del contenido de esteviosidos se cosecharon las hojas 

semanalmente durante la duración del experimento y se secaron en un horno de aire 

forzado a 60° hasta peso constante. Para obtener los extractos metanólicos se siguió la 

metodología empleada por algunos autores (Morlock et al., 2014;), se prepararon las 

muestras con metanol analítico en una relación de 200 mg de peso seco de hoja en 15 ml 

de disolvente. Estos extractos se analizaron por cromatografía de capa fina de alta 

resolución para separar los diferentes metabolitos presentes (Morlock et al., 2014) (Fig. 

1). Las placas para la cromatografía de capa fina de alta resolución fueron de 20 x 10 cm 

(Merck, Darmstad, Alemania). Para la cromatografía se utilizó una mezcla de acetato de 

etilo: metanol: ácido acético (3:1:1, v:v:v). El contenido de metabolitos se determinó por 

densitometría in situ, para esto se utilizó Scanner4 (CAMAG, TLC Scanner 4, Muttenz, 

Suiza).  

 

2.3.4 Diseño experimental 

Los tratamientos se distribuyeron en un diseño de bloques completos al azar con 

tres repeticiones, cada tratamiento con 20 plantas (60 plantas por tratamiento). Los datos 

obtenidos se analizaron mediante un análisis de varianza (ANDEVA) con el programa 

Statistica 8 (Stat Soft Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) y al encontrarse diferencias 

significativas se realizó una prueba de comparación de medias Tukey al 0.05. Las 

densidad óptica de las manchas cromatográficas se analizaron por en un medio del 

programa Wincats 4.1. Este programa compara la intensidad de la señal producida por la 

mancha cromatográfica producida por la muestra y la compara con la del estándar. Los 

datos obtenidos se analizaron mediante un análisis de varianza (ANDEVA) con el 

programa Sigma Plot 11 (Systat software, Inc. Alemania). 
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2.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El potencial hídrico del sustrato de las plantas regadas con el 100% (testigo) de la 

evapotranspiración se mantuvo constante antes (-0.7325), durante (-0.8400) y después 

(0.0000) de los tratamientos. El sustrato de las plantas regadas con el 20% tuvo valores 

muy similares al testigo. Sin embargo, en el sustrato sin riego el potencial hídrico 

disminuyó desde la primera semana de los tratamientos (-7.4083 y llegó hasta -31.1250  

y -28.1417 en la semana 2 y 3 después del inicio de los tratamientos, respectivamente). 

Con la rehidratación, el potencial hídrico de los tratamientos al 20% y sin riego 

incrementó hasta igualar el valor del testigo. En este sentido, Karimi et al., (2015) 

mencionan que un contenido de humedad del sustrato de 45% representa una condición 

de estrés para la estevia, de acuerdo a nuestros resultados las plantas regadas con 20% 

tuvieron valores relativamente altos de potencial hídrico y sólo el sustrato de las plantas 

sin regar incrementó considerablemente su tensión (Fig. 1).  

 

Figura 1. Potencial hídrico del sustrato en plantas de S. rebaudiana sometidas a 

tratamientos de restricción hídrica. Los datos son media ± EE. n=6 
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La máxima eficiencia cuántica del fotosistema II (Fv/Fm) tanto en las plantas 

testigo (riego 100%) como en las plantas regadas al 20% fue estadísticamente mayor que 

en las plantas sin riego, en este tratamiento la Fv/Fm más baja fue de 0.686 en la tercera 

semana de tratamiento, en este punto las plantas presentaron síntomas de estrés hídrico. 

Sin embargo, después de la rehidratación las plantas de los tres tratamientos tuvieron 

valores similares (riego 100%: 0.802; riego 20%: 0.793; SR: 0.794). El estrés hídrico es 

una factor limitante en la producción agrícola, este estrés se ve reflejado en una 

disminución en Fv/Fm debajo del valor de 0.83 para la mayoría de las plantas (Maxwell 

& Johnson 2000), en el caso de la plantas sin riego la recuperación fue similar a este valor, 

algunos trabajos han demostrado que la inoculación de microorganismos puede mejorar 

los parámetros de fisiológicos de las plantas, lo que podría beneficiar a las plantas que 

sufran de estrés (Samaniego-Gámez et al. 2016) (Fig. 2).   

 

 

Figura 2. Máxima eficiencia cuántica del fotosistema II (Fv/Fm) en plantas de S. 

rebaudiana sometidas a tratamientos de restricción hídrica. Los datos son las medias ± 

EE. n=9.  
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Durante los tratamientos de riego, el coeficiente de extinción fotoquímico (qP) 

más alta fue en las plantas regadas al 100% (0.390), las plantas a las cuales se les limito 

el agua presentaron una disminución gradual de qP, los valores más bajos se observaron 

en las plantas sin riego (0.266 y 0.234) en las dos primeras semanas de la aplicación de 

los tratamientos. Sin embargo, es importante recalcar que en la tercera semana el grupo 

de plantas con riego al 20% y sin riego tuvieron los valores más bajos de qP (0.131 y 

0.149, respectivamente) en comparación con las plantas bien regadas (0.331). Después de 

la rehidratación las plantas sin riego (0.374) fueron estadísticamente superiores a los otros 

dos tratamientos (Fig. 3A). Por otra parte, a partir del inicio de los tratamientos de 

restricción hídrica, las plantas sin riego disminuyeron el coeficiente de extinción no 

fotoquímico (NPQ), tuvieron los valores más bajos en comparación con las plantas bien 

regadas, incluso después de la rehidratación hubo diferencias estadísticas (ANOVA, p ≤ 

0.05) entre las plantas regadas y las testigo (sin regar) (Fig. 3B). La qP es un indicador de 

la energía lumínica que es captada por el complejo antena en los cloroplastos y es dirigida 

hacía procesos fotoquímicos como la fotosíntesis, mientras que la NPQ es un estimador 

de la energía lumínica que es canalizada hacía procesos no fotoquímicos (ciclo de las 

xantofilas) (Maxwell & Johnson 2000). En este sentido, es evidente que los tratamientos 

bajo restricción de agua disminuyen su capacidad de disipación en ambas variables 

durante los tratamientos, debido a la disminución en los mecanismos fisiológicos en 

respuesta a la falta de agua, pero cabe mencionar que después de la rehidratación las 

plantas sin riego sólo se recuperan en comparación con las plantas regadas al 100% en la 

variable qP y no en la NPQ. Es probable que la regeneración de las xantofilas 

(carotenoides) sea más lenta que la regeneración de las clorofilas y esa sea la causa de 

que las reacciones asociadas a las clorofilas tuvieron una capacidad de recuperación más 

rápida que las asociadas a las xantofilas.   
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Figura 3. A) coeficiente de extinción fotoquímico (qP) y B) coeficiente de extinción no 

fotoquímico (NPQ) en plantas de S. rebaudiana sometidas a tratamientos de restricción 

hídrica. Los datos son medias ± EE. n=9. NS = no significativo. * = diferencias 

estadísticas significativas (ANOVA, P ≤ 0.05).  
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Las plantas sin regar tuvieron los valores más bajos tanto en el rendimiento 

cuántico del fotosistema II (ΦFSII) como en la tasa de transporte de electrones durante el 

periodo de restricción hídrica (Fig. 4C y 4D) Sin embargo, después de la rehidratación 

las plantas que habían estado sin riego tuvieron una recuperación que superó a las plantas 

con riego al 20% e incluso a las plantas con riego al 100% (Fig. 4E y 4F). El rendimiento 

cuántico del fotosistema II (ΦFSII) es un parámetro que nos permite conocer la proporción 

de luz que es absorbida por las clorofilas destinada hacia la fotoquímica de la planta, 

permitiéndonos calcular el transporte linear de electrones a través de los fotosistemas 

(TTE) y por lo tanto, una idea de la capacidad fotosintética de la planta (Chavez & 

Oliveira 2004; Maxwell & Johnson 2000; Genty et al., 1989). 
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Figura 4. Rendimiento cuántico del fotosistema II (ΦFSII) y tasa de transporte de electrones 

(TTE) en pretratamiento, durante tratamientos de restricción hídrica (A, B, , D y E) y 

posterior a riego de recuperación (C y F) en plantas de S. rebaudiana. Los datos son 

medias ± EE. n=9. 
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2.4.1 Intercambio de gases 

La conductancia estomática entre las plantas sometidas a diferentes niveles de 

humedad fue estadísticamente diferente, en la primera semana de los tratamientos las 

plantas con riego al 100% y 20% tuvieron los valores más altos, en las plantas sin riego 

la conductancia estomática disminuyo 84.23%. Sin embargo, en la segunda semana se 

observó una disminución de las plantas regadas con el 20%, incluso en la tercera semana 

sus valores fueron similares que las plantas sin riego. Después de la rehidratación el 

tratamiento al 20% alcanzó los mismos valores que el tratamiento al 100%, pero las 

plantas del tratamiento sin regar no se alcanzan a recuperar totalmente después del riego 

de recuperación (Fig. 5A). En la transpiración ocurrió algo similar a la conductancia 

estomática, hubo una disminución del 84.91% en la traspiración de las plantas sin riego, 

mientras que en las plantas con riego al 20% la disminución de la transpiración fue 

gradual hasta alcanzar valores cercanos a las plantas sin riego con una reducción del 

80.62% con respecto a las plantas regadas al 100%. Después de la rehidratación, las 

plantas con riego presentaron una transpiración superior a las plantas que estuvieron sin 

riego que sólo alcanzaron a recuperarse 50.66% (Fig.5C). En el carbono intercelular (Ci) 

hubo diferencias estadísticas desde la primera semana de los tratamientos de restricción 

hídrica, las plantas sin riego empezaron a incrementar considerablemente la 

concentración del Ci en comparación con los otros dos tratamientos, esta respuesta se 

debió a la disminución de la conductancia estomática ocasionada probablemente por un 

cierre estomático para evitar deshidratación por transpiración, además de una 

disminución en la tasa de asimilación neta. En este sentido, el aumento en la cantidad de 

carbono intercelular es un reflejo de la incapacidad de la planta de dirigir este carbono 

hacia los sitios de carboxilación durante el ciclo de Calvin (Flexas et al. 2006). A pesar 

de esto, después del riego de recuperación las plantas sin riego tuvieron valores similares 

a las plantas control (Fig. 5B). En la tasa de asimilación neta de CO2 (AN) las plantas con 

riego al 20% disminuyeron 43% en comparación con el control a partir de la segunda 

semana de haber iniciado los tratamientos. Las plantas sin riego disminuyeron la 

asimilación de carbono desde la primera semana, a partir de la segunda semana las plantas 

de este tratamiento comenzaron a fotorrespirar. A pesar tener valores negativos de 

asimilación durante tres semanas, después de la rehidratación las plantas sin riego 

volvieron a fotosintetizar. Sin embargo, no alcanzaron los valores de los otros dos 

tratamientos, es posible que hubieran requerido más días para poder apreciar su capacidad 

total de resiliencia fotosintética (Fig.5D). El intercambio de gases entre la planta y la 
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atmosfera está relacionado con la apertura estomática, una planta sometida a estrés hídrico 

reducirá la apertura estomática para evitar la pérdida de agua, lo que significa para la 

planta una reducción en la conductancia estomática (gs) y como consecuencia directa una 

reducción tanto en la transpiración como en la fotosíntesis (Campos et al. 2014; Flexas et 

al. 2009; Berni et al. 2009).   

 

Figura 5. A) Conductancia estomática (gs); B) Carbono intercelular (Ci); C) Transpiración 

(E) y D) Fotosíntesis (AN) en plantas de S. rebauidiana sometidas a tratamientos de 

restricción hídrica. Los datos representan las medias ± EE. n=9  

Los valores de uso eficiente del agua UEA fueron estadísticamente diferentes 

desde el inicio de los tratamientos e incluso después del riego de recuperación, los valores 

más bajos siempre los tuvo las plantas sin regar. En este sentido, las tasas de asimilación 

de carbono muy bajas que tuvieron estás plantas influyó para que la EUA fuera la más 

baja en comparación con las plantas con riego (Fig. 6).          
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Figura 6. Uso eficiente del agua (UEA) en plantas de S. rebaudiana sometidas a 

tratamientos de restricción hídrica. Los datos representan las medias ± EE. n=9 
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2.4.2 Variables morfológicas 

La altura de las plantas de estevia se afectó por la disminución del agua, se observó 

un aumento estadísticamente significativo en el crecimiento de las plantas regadas al 

100% (90.17 ± 3.14 cm) y al 20% (85.17 ± 1.85 cm) en comparación con la altura 

evaluada antes de los tratamientos. Mientras que la altura de las plantas sin regar 

estadísticamente tuvo valores similares a lo largo de todo el experimento, esto indica que 

la falta de agua limitó el crecimiento en altura de las plantas (Fig. 7). En la acumulación 

de biomasa de raíz, hoja y tallo (Fig. 8) y biomasa total (Fig. 9) la tendencia fue muy 

similar a lo que se observó en la altura.  

 

Figura 7. Altura de plantas de S. rebaudiana sometidas a tratamientos de restricción 

hídrica. AT = antes de los tratamientos; 100% = Riego al 100%; 20% = riego al 20%; SR 

= Sin riego. Los datos son medias ± EE. Diferentes literales representan diferencias 

estadísticamente significativas (Tukey, α=0.05). n=6. 

El estrés hídrico afecta el crecimiento de la planta al tener una relación directa con 

la restricción fotosintética afectando la energía destinada hacia la ganancia de biomasa de 

la planta, esto se puede comprobar con las plantas sin riego que no tuvieron un aumento 

significativo en la ganancia de biomasa seca de raíz, tallo y hoja en comparación con el 

estado de las plantas antes del inicio de los tratamientos (Fig.11). En el caso de los 

tratamientos de riego al 100% y 20% se observó un aumento en la biomasa seca de los 
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órganos de la planta durante la realización de los experimentos, con un 61.31% y 70.36% 

para raíz, 55.09% y 49.87% en el caso del tallo y 43.97% y 33.43% en peso de seco de 

hoja, respectivamente y que puede observarse de manera general en la biomasa total de 

los grupos de plantas (Fig. 11); estos datos coinciden con los encontrados por Karimi et 

al. 2014, donde la disminución en la humedad del sustrato en plantas de estevia provocó 

valores bajos en la altura, y el peso seco de la hoja. Durante la etapa de rehidratación esta 

relación se mantuvo, con esto se observó la lenta recuperación en ganancia de biomasa 

por parte de las plantas de estevia después de estar sometidas a estrés hídrico. La principal 

causa de la disminución del crecimiento en las plantas está relacionada con las 

reducciones en el balance de carbono durante el estrés hídrico y este a su vez está 

ampliamente ligado con la fotosíntesis (Flexas et al. 2009). Este efecto se observa en el 

caso de la estevia donde la ganancia de biomasa disminuye con relación a la falta de agua 

en el suelo. 
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Figura 8. (A) Biomasa seca de la raíz, (B) Biomasa seca del tallo y (C) Biomasa seca de 

la hoja en plantas de S. rebaudiana sometidas a tratamientos de restricción hídrica. AT = 

antes de los tratamientos; 100% = Riego al 100%; 20% = riego al 20%; SR = Sin riego. 

Los datos son medias ± EE. Diferentes literales representan diferencias estadísticamente 

significativas (Tukey, α=0.05). n=6.  
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Figura 9. Biomasa seca total en plantas de S. rebaudiana sometidas a tratamientos de 

restricción hídrica. AT = antes de los tratamientos; 100% = Riego al 100%; 20% = riego 

al 20%; SR = Sin riego. Los datos son medias ± EE. Diferentes literales representan 

diferencias estadísticamente significativas (Tukey, α=0.05). n=6. 

El área foliar en las plantas de estevia no presentó un aumento significativo 

durante los tratamientos en comparación con las plantas antes de los tratamientos, sin 

embargo, después de la rehidratación se observó un aumento significativo (56.22%) en el 

tratamiento con riego al 100%, en las plantas con riego al 20% la diferencia fue de 

65.91%, mientras que en las plantas sin riego no se observó un aumento en el área de las 

hojas (Fig. 10). En el área foliar especifica no se observaron diferencias significativas en 

los tratamientos de riego 100% y 20% durante el experimento; sin embargo, en las plantas 

sometidas a estrés hídrico aumentó significativamente el AFE después de la rehidratación. 

Esto se puede deber a la capacidad de las plantas de estevia de recuperarse después de 

haber sido sometidas a estrés hídrico, ya que especies de plantas con un alto valor de AFE 

están relacionadas con su capacidad de adquisición de recursos, consumo de CO2 y en 

consecuencia una alta tasa fotosintética, indicando la velocidad a la que esta especie 

administra sus recursos para poder recuperar sus funciones normales y poder sobrevivir 

(Marron et al. 2003). 
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Figura 10. (A) Área foliar y (B) Área foliar específica en plantas de S. rebaudiana 

sometidas a tratamientos de restricción hídrica. AT = antes de los tratamientos; 100% = 

Riego al 100%; 20% = riego al 20%; SR = Sin riego. Los datos son medias ± EE. 

Diferentes literales representan diferencias estadísticamente significativas (Tukey, 

α=0.05). n=6. 

2.4.3. Contenido de esteviosidos 

Los tratamientos de riego no modificaron estadísticamente el contenido de los glucósidos, 

durante el experimento, los valores de esteviósido (EST) y rebaudiosido A (REB A) se 

mantuvieron entre 40 y 60 mg/g de peso seco para ambos, respectivamente, esto difiere a 

lo reportado por Karimi et al. (2015), quienes encontraron que la cantidad de REB A 

disminuye cuando el estrés hídrico se hace más severo (Fig. 11). Sin embargo, nuestros 

resultados demuestran que el estrés hídrico modifica la relación EST/REB A. En este 

sentido, otros autores (Londhe y Nanaware, 2013; Chester et al. 2012; Jaitak et al. 2008) 

reportaron una relación EST/REB A menor que la encontrada en este trabajo. De este 

modo, los productores no solo pueden considerar un manejo del riego en función de la 

reducción de costos, sino que podría mejorar el sabor de las hojas al contener una mayor 

cantidad del REB A que es el glucósido de esteviol con el sabor más agradable para su 

consumo y el más dulce de todos (Hellfritsch et al. 2012; Abou-Arab et al. 2010). 
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Figura 11. Contenido de esteviósidos en hojas de plantas de S. rebaudiana sometidas a 

tratamientos de restricción hídrica. A) contenido de Rebaudiosido A; B) contenido de 

esteviosido.  AT = antes de los tratamientos; 100% = Riego al 100%; 20% = riego al 20%; 

SR = Sin riego. Los datos son medias ± EE. 
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2.5 CONCLUSIONES 

La respuesta de las plantas de S. rebaudiana Bert. a una disminución en la 

disponibilidad de agua, limita e incluso suprime algunas de las actividades fisiológicas de 

la fotosíntesis que están íntimamente relacionadas con el consumo de agua. Las plantas 

que permanecieron sin regar durante tres semanas sufrieron una disminución en sus 

actividades fotoquímicas, sin embargo, demostraron la capacidad de resistir al estrés 

distribuyendo eficientemente la energía lumínica en las vías de fluorescencia (Fm/Fv), 

coeficiente de extinción no fotoquímico (NFQ) y el coeficiente de extinción fotoquímico 

(qP), lo cual se reflejó en el rendimiento cuántico del fotosistema II (ΦII) y la tasa de 

transporte de electrones (TTE). La falta de agua limitó la tasa de asimilación neta de CO2 

(AN) y permitió la fotorrespiración, esto incrementó la acumulación del CO2 intercelular. 

Sin embargo, al rehidratar las plantas de estevia recuperan sus actividades fotosintéticas, 

en contraste la recuperación no fue tan rápida en los parámetros de crecimiento. Estos 

resultados demuestran la alta plasticidad fisiológica de esta especie al recuperarse de un 

estrés abiótico como la falta de agua. En las hojas de estevia la cantidad de glucósidos de 

esteviol no cambió significativamente entre tratamientos, pero si se modificó la relación 

EST/REB A, los dos glucósidos más abundantes en las hojas, esto podría utilizarse en la 

planeación del riego por parte de los productores de este cultivo. 
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III.   ANEXOS 

 

3.1 CAPITULO II 

 

Anexo 1. Separación de metabolitos en extractos de hoja de estevia sometidos a los 

diferentes tratamientos de riego. Carriles: 1, estándar de esteviósido; 2, plantas previo al 

inicio de los tratamientos; 3, 4, 5 tratamientos (Riego al 100%, control, estrés medio y 

estrés severo) en la primer semana del muestreo (T1); 6, estándar de rebaudiosido A; 7, 

8, 9, repeticiones de los tratamientos (Riego al 100%, control, estrés medio y estrés 

severo)  en la segunda semana de los tratamientos; 10, 11, 12, repeticiones de los 

tratamientos en la tercer semana (T3); 13, estándar de esteveósido; 14, 15, 16, repeticiones 

de la última semana de los tratamientos, la semana de rehidratación (T4); 17, estándar de 

rebaudiosido A. 
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Anexo 2. Placa cromatográfica de la curva de calibración de esteviósidos. Carriles 1, 3, 

5, 7, 9, 11, 13, 16 y 18 corresponden al esteviósido; carriles 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 15, 17, 

19 corresponden al rebaudiosido A. Las cantidades cargadas en la placa aumentaron 

gradualmente en 100 unidades desde 100 (carriles 1 y 2) a 1000 (carriles 18 y 19) ng/µl. 

 

 

Anexo 3. Curva de calibración de esteviósidos elaboradas por densitometría in situ a partir 

de las placas cromatográficas. A esteviósido; B rebaudiosido A. 

 

 

 


