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2

Resumen y palabras claves
En el proyecto se evalud el potencial de aprovechamiento de plantas del género Stevia de
Guatemala, ya que son un recurso que no ha sido estudiado en el pais y porque se conoce que las
plantas de dicho género son productoras de metabolitos secundarios de alto valor, como el caso de
las especies Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni y Stevia serrata Cav. Guatemala es un pais
megadiverso, con elevado potencial para el aprovechamiento de los productos naturales en la
medicina y en la industria, sin embargo, la diversidad bioldgica se encuentra amenazada ante la
pérdida de cobertura vegetal y se corre el riesgo de perderla. De esta forma en el proyecto se planted
el estudio de cuatro especies del género Stevia con las cuales se realizaron ensayos bioldgicos con
extractos etanolicos y aceites esenciales, para determinar el potencial de produccion de los mismos
con fines de uso medicinal y cosmético. La Unica especie cuyos extractos y aceite esencial

mostraron actividad antimicrobiana fue S. polycephala colectada en dos localidades de Guatemala.

Se evalu6 también la viabilidad de la propagacion S. polycephala y S. connata a partir de
germinacion de semillas (aquenios) con el fin de proponer qué plantas tienen potencial para su
aprovechamiento, sin embargo, dichas semillas no germinaron en el primer ensayo de germinacion
debido muy probablemente a que las semillas no han salido de latencia o se colectaron aun poco

desarrolladas y por lo tanto aun no tenian el potencial de germinar.

Palabras clave: Aislamiento, biodiversidad, metabolitos secundarios, elucidacion estructural,

productos naturales.

Abstract and keywords

This reasearch project evaluated the potential use of plants of Stevia genus from Guatemala, since
they are a source that has not been studied in this country and because it is known that the plants of
the genus are producers of high-value secondary metabolites, such as the case of Stevia rebaudiana
(Bertoni) Bertoni and Stevia serrata Cav. Guatemala is a megadiverse country, with a high potential
for the use of natural products in medicine and industry. However, biological diversity is threatened

by the loss of plant cover and there is a risk of losing it. In this way, the project proposed the study
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of seven species of the Stevia genus with which biological tests were carried out with ethanolic
extracts and essential oils, to determine their production potential for medicinal and cosmetic use.
The viability of the propagation of the study plants from seeds and cuttings was also evaluated, in
order to propose which plants have potential for propagate them.

The viability of the propagation of S. polycephala and S. connata from germination of seeds
(achenes) was also evaluated in order to propose which plants have potential for their use, however,
these seeds did not germinate in the first germination trial. This is most likely due to the fact that
the seeds have not come out of dormancy or were collected while still underdeveloped and therefore

do not yet have the potential to germinate.

Keywords: Isolation, secondary metabolites, biodivertity, structural elucidation, natural products.

3 Introduccioén

Guatemala se caracteriza por ser un pais de elevada biodiversidad la cual es causada por la gran
variedad de microclimas y también debido a la convergencia de las floras de América del Norte y
del Sur. Dentro de esta biodiversidad, se encuentran plantas que han desarrollado una elevada
cantidad de metabolitos secundarios que cumplen funciones de defensa y de interaccion con el
entorno. En los dltimos afos, se ha evidenciado que estos metabolitos presentan actividades
bioldgicas y farmacoldgicas que son aprovechadas por personas de las comunidades rurales del
pais, a través de la utilizacion de las plantas medicinales para el tratamiento de diferentes
enfermedades. A pesar de ello, la investigacion de los productos naturales en Guatemala no ha
desarrollado investigacion de la caracterizacion fitoquimica y evaluacién de la actividad bioldgica
de los metabolitos secundarios de muchas especies de plantas nativas que se utilizan popularmente

como medicinales.

Dentro de la flora medicinal guatemalteca, destacan las plantas del género Stevia, para las que en
un considerable nimero se ha reportado su uso en la medicina tradicional en diferentes paises

latinoamericanos (Soejarto, Compadre, & Kinghorn, 1983; Kinghorn, 2002). Las plantas del
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género Stevia (Asteraceae) son hierbas y arbustos propios del Nuevo Mundo que se distribuyen
desde el sur de Estados Unidos a Argentina hasta las tierras altas de Brasil, pasando por México,
los paises centroamericanos y los Andes Sudamericanos (Robinson & King, 1977; Soejarto,
Compadre, & Kinghorn, 1983; King & Robinson, 1987; King & Robinson, 1987).

Muchas especies de Stevia son utilizadas en la medicina popular de paises latinoamericanos y los
hallazgos fitoquimicos de estas especies han sido realizados principalmente en México y en
diferentes paises sudamericanos evidenciando principalmente la presencia de sesquiterpenoides y

compuestos de los grupos guaiano, longipineno y germacreno (Kinghorn, 2002).

Se reportan 17 especies de Stevia para Guatemala y de estas, Unicamente 7 se valoran por su uso
como plantas en la medicina tradicional, al ser utilizadas por pobladores en las areas rurales para
tratar una considerable cantidad de dolencias y malestares (Nash & Williams, 1976; Soejarto et
al. 1983). De las especies mencionadas, Unicamente S. serrata ha sido estudiado a nivel de la
caracterizacion quimica y actividad antinociceptiva de su aceite esencial (Simas et al., 2017;
Cordeiro et a. 2020).

Debido a la importancia de las plantas del género Stevia en paises latinoamericanos y también a
la ausencia de informacion quimica en las especies de Guatemala, se propone la investigacion de
las especies S. connata, S. elatior, S. lucida, S. polycephala, S. serrata, S. suaveolens y S. viscida
para poder realizar la busqueda de compuestos con actividad bioldgica que sirvan de base para la
formulacién de productos terapéuticos o cosméticos que puedan conllevar en un futuro cercano

su domesticacion y aprovechamiento sostenible de dichas especies.

4 Planteamiento del problema

El problema consiste en que no se cuenta con informacion sobre la fitoquimica y las propiedades
antibacterianas de una gran cantidad de especies nativas de Guatemala, lo cual no permite su
aprovechamiento sostenible para generar alternativas econdémicas para las comunidades que

podrian beneficiarse de estas. En Guatemala la biodiversidad estd amenazada por el avance de la
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frontera agricola, y debido a la gran variabilidad climética las plantas de Guatemala pueden
generar una diversidad grande de metabolitos secundarios que pueden presentar propiedades
farmacoldgicas como antiinflamatorias, analgésicas, entre otras, como se encontrd recientemente
para la S. serrata en estudios realizados por el grupo de investigacion proponente. Es asi como es
importante investigar la fitoquimica de las especies de la biodiversidad de Guatemala, con lo cual
se lograria su proteccion y aprovechamiento. De esta forma, se plantearon las siguientes preguntas

relacionadas con el problema.

¢Cuales son los principales grupos de metabolitos secundarios que poseen las plantas del género
Stevia de Guatemala que pueden tener potencial de uso en la industria y la medicina?

¢Cuales son las condiciones de operacion que permiten aislar y purificar los metabolitos
responsables de la actividad bioldgica de los extractos de las plantas del género Stevia, por

cromatografia preparativa?

¢Qué plantas del género Stevia de Guatemala presentan metabolitos con actividad bioldgica y

antioxidante que puedan ser aprovechadas econémicamente?

¢Cuales son los niveles de actividad contra bacterias de las fracciones preparativas que contienen

los metabolitos con actividad bioldgica?

¢Cuales son los niveles de actividad antioxidante de las fracciones preparativas que contienen los
metabolitos con actividad biologica?

¢Cual es la viabilidad que presentan las plantas del género Stevia en estudio para ser propagadas

con vistas a su domesticacion?

10
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5 Delimitacion en tiempo y espacio
5.1 Delimitacion en tiempo

El proyecto inici6 en febrero de 2021 y finalizo el 28 de febrero de 2022. Se realizaron colectas a
partir del mes de marzo hasta diciembre de 2021, y los analisis de laboratorio se realizaron de
abril de 2021 a febrero de 2022.

5.2 Delimitacion espacial

Los muestreos para colecta de material vegetal de las especies de estudio se realizaron en los
departamentos de Chimaltenango, Huehuetenango, Quiché, Solola, Quetzaltenango, San Marcos,
y Totonicapan. Los extractos etanolicos y aceites esenciales fueron obtenidos en el laboratorio de
la Unidad de Anadlisis Instrumental; los andlisis de pruebas antimicrobianas se realizaron en el
Laboratorio de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, mientras que los
estudios de propagacion se realizaron en instalaciones de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos.

6 Marco tedrico

6.1 Las plantas del género Stevia Cav.

6.1.1 Distribucién

Stevia es un género de hierbas y arbustos enteramente del Nuevo Mundo que pertenecen a la familia
Asteraceae (Soejarto et al., 1983; Kinghorn, 2002). Las especies de este género se distribuyen
desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina y las tierras altas de Brasil, pasando por México,
los paises centroamericanos y los Andes sudamericanos. Los registros indican que el género no esta
representado en las Antillas ni la Amazonia (Robinson & King, 1977; King & Robinson, 1987).
6.1.2 Habitat

Las especies del género Stevia se encuentran principalmente en altitudes entre los 500 a 3,500

metros sobre el nivel del mar. Aunque generalmente crecen en terrenos montafiosos semisecos, sus

11



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

habitats van desde praderas, bosques frondosos, laderas boscosas de montafia, bosques de coniferas,

hasta vegetacion subalpina (Kinghorn, 2002).

6.1.3 Descripcién botanica y habito

Son hierbas o arbustos anuales o perennes, en su mayoria erectos, con hojas simples, opuestas,
raramente alternas, la mayoria pecioladas pero exestipuladas, penninervadas o reticuladamente
nervadas. Las inflorescencias son capitulos arreglados en grupos corimbosos, paniculados o

tirseiformes en las puntas de las ramas o el tallo (Pruski & Robinson, 2015).

6.1.4 Etnobotanica e importancia comercial

De las aproximadamente 220-230 especies de Stevia, unicamente alrededor de 34 (15%) tienen
algun tipo de registro etnobotanico que relacionan usos con nombres comunes de las especies. De
estas 34 especies, Unicamente la especie sudamericana S. rebaudiana, presenta registros de uso
sobresalientes debido a que sus hojas dulces son utilizadas por impartir dulzura a bebidas y
alimentos. Por esto, S. rebaudiana es una especie de relevancia econémica a nivel mundial, dada
su intensiva comercializacion por su uso como edulcorante natural de bajo contenido calérico
(Kinghorn, 2002).

6.1.5 Composicion quimica

Las investigaciones sobre la fitoquimica de las especies del género Stevia se han sido realizado
principalmente para especies de México y Sudamérica, evidenciando principalmente la presencia de
sesquiterpenoides y compuestos de los grupos guaiano, longipineno y germacreno (Kinghorn, 2002).

6.1.5.1 Hallazgos fitoquimicos en especies de Stevia de México

Fue aislado el triterpeno 8,14-seco-oleana-8(26),13-dien-3p-ol acetato del extracto hexanico de las
raices de S. eupatoria de México (Roman et al., 2004)). El nuevo sesquiterpenoide

12
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(4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R)-longipin-2-en-7,8,9-triol-1-ona-7-angelato-9-isovalerato fue aislado del
extracto hexanico de las raices de S. eupatoria de México (Cerda-Garcia-Rojas, Guerra-Ramirez,

Roméan-Marin, Hernandez-Hernandez, & Joseph-Nathan, 2006).

Se determino la configuracion absoluta del residuo del a-metilbutiril en dos compuestos derivados del
longipineno aislados de extractos hexanicos de las raices de S. pilosa de México. La configuracion
(4R,5S,7S,85,9S,10R,11R,2"S) se determind para 7-angeloiloxi-9-hidroxi-8-(a-metilbutiriloxi)-
longipin-2-en-1-ona, mientras que la configuracion (4R,5S,7S,8R,10R,11R,2"S) se determind para 7-

angeloiloxi-8-(a-metilbutiriloxi)-longipin-2-en-1-ona (Alvarez-Garcia et al., 2005).

El compuesto acido estefalico fue aislado del extracto metanolico de la planta entera de S. polycephala
de México (Angeles et al., 1982). Dos nuevos derivados del longipineno fueron aislados de las raices
de S. viscida de México. Las estructuras fueron deducidas como longipinan-9a, 15-diangeloiloxi-1-
one y longipinan-9a-angeloiloxi-15-tigloiloxi-1-ona (Roméan, Moran, Hernandez, Cerda-Garcia-
Rojas, & Joseph-Nathan, 1995). También fue aislado el triterpeno 8,14-seco-oleana-8(26),13-dien-3f-
ol del extracto hexanico de las raices de S. viscida de México (Roman et al., 2004).

En otro estudio, se aislaron e identificaron dos nuevas sesquiterpenlactonas procamazulénicas del
extracto diclorometanico de las hojas secas de S. serrata colectada en el Estado de Morelos, México:
Steviserrolido A y Steviserrolido B (Calderdn, Quijano, Gomez, & Rios, 1989). La destilacion por
arrastre de vapor de 178 g de flores de S. serrata colectadas en el estado de Michoacan, Mexico,
proveyeron 700 mg de aceite esencial azul el cual rindi6 320 mg de camazuleno utilizando

cromatografia de silica gel (Roman, Mora & Hernandez, 1990).

Se aislaron y elucidaron 5 nuevos longipinenos de las raices de S. serrata colectadas en el estado de
Michoacdn, México: 7B, 9a-diangeloiloxi-8a-hidroxilongipinan-1-ona; 8B, 9a-diangeloiloxi-9a-
hidroxilongipinan-1-ona; 7p,9a-diangeloiloxi-8a-acetiloxilongipinan-1-ona; 7p,9a-diangeloiloxi-8a-
acetiloxilongipin-2-en-1-ona; 7B-angeloiloxi-8a-isobutiriloxilongipin-2-en-1-ona (Sanchez-Arreola,

Cerda-Garcia-Rojas, Joseph-Nathan, Roman & Hernandez, 1995).

13
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6.1.5.2 Hallazgos fitoquimicos en especies de Stevia de Sudamérica

Se aislaron derivados del longipineno de las partes aéreas de dos especies de Stevia de Venezuela.
Longipin-2-ene-7B-angeloiloxi-9a-acetiloxi-1-one fue aislado de S. lucida, mientras que 2-
dehidrorastevione, rasteviona y trifloresteviona fueron aislados de S. triflora (Amaro, Adrian, Cerda,
& Joseph-Nathan, 1988).

En otro estudio, dos nuevos diésteres del longipineno fueron aislados del extracto hexanico de raices
de S. lucida de Colombia, longipin-2-eno-7p, 9a-diol-1-one-7-tiglato-9-isovalerato y longipin-2-eno-
7B, 9a-diol-1-ona-7-seneciato-9-isovalerato (Guerra-Ramirez, Cerda-Garcia-Rojas, Puentes, &
Joseph-Nathan, 1998).

También se han caracterizado exitosamente 19 derivados del acido hidroxicinamico en hojas de S.
rebaudiana, correspondiendo a tres acidos monocafeoilquinicos (M354), siete &cidos
dicafeoilquinicos (M;516), un acido p-coumaroilquinico (M,338), un acido feruloilquinico (M368),
dos acidos cafeoil-feruloiquinicos (M/530), tres acidos cafeoilshikimicos (M:336), y dos acidos
tricafeoilquinicos (M,678) (Karakose, Jaiswal, & Kuhnert, 2011).

Dos nuevos glicosidos diterpénicos secundarios fueron aislados de un extracto comercial de hojas de
S. rebaudiana cultivada en Malasia. Los compuestos fueron identificados como acido 13-{p-D-
glucopiranosil-(1—2)-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-p-D-glucopiranosil-oxi }ent-kaur-16-en-19-
oico, éster de {B-D-xilopiranosil-(1—2)-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)]-O-p-D-glucopiranosilo,
acido 13-{B-D-6-deoxiglucopiranosil-(1—2)-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)-B-D-glucopiranosil-oxi}
ent-kaur-16-en-19-oico y éster de {B-D-glucopyranosyl-(1—2)-O-[B-D-glucopyranosyl-(1—3)- B-D-
glucopyranosilo}( Prakash, & Prakash Chaturvedula, 2013).

6.2 Las plantas del género Stevia de Guatemala

De las 220-230 especies reconocidas del género, 17 estan descritas para la Republica de Guatemala
(Nash & Williams, 1976; King & Robinson, 1987). De estas 17 especies, 7 de ellas (S. connata, S.
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elatior, S. lucida, S. polycephala, S. serrata, S. suaveolens y S. viscida) se reportan como plantas de
uso medicinal tradicional o para uso forestal (S. polycephala) en encuestas etnobotanicas realizadas
en localidades del altiplano guatemalteco y en reportes de literatura cientifica de especies del género
(Soejarto et al., 1983).

Stevia connata Lag.

S. connata se distribuye desde el cinturén volcanico surefio mexicano hasta Nicaragua, a altitudes
entre 610-2,450 msnm. La planta florece de agosto a noviembre. Es una hierba perenne de 1m de alto,
con tallos escasos, glabros o escasamente puberulentos, hojas opuestas, sesiles, oblongas a linear
oblongas, raramente estrecho lanceoladas, de 4.5-11 cm de largo a 3.5-15 mm de ancho,
inflorescencias son corimbos compactos, terminales y redondeados, de 7-19 cm de didmetro, cabezas
florales de 8-10 mm alto, con pedinculos cortos, corolas blancas, de alrededor de 4-6 mm de longitud,

aquenios de 2.5-3.7 mm de longitud excluyendo el vilano (Nash & Williams, 1976).

Se han reportado colectas de esta especie para Guatemala, aunque no se mencionan detalles especificos
de los sitios de colecta como departamentos o municipios (Tropicos.org, 2020). Soejarto et al. (1983)
reportan que la especie es conocida en Guatemala como “pericon de monte” y que es valorada por
utilizarse en el tratamiento de dolores de estomago. Por su parte, Cates et al. (2013) reportan que a la
especie se le conoce popularmente como “guapillo” en el departamento de Chiquimula, Guatemala, y

que su raiz se utiliza para tratar el dolor de estomago y para la infertilidad.

Stevia elatior Kunth

S. elatior se distribuye desde el sur de México, Centroamérica y norte de Sudameérica, se encuentra a
altitudes entre 1,300-2,650 msnm, cerca y dentro de bosques de pino-encino, usualmente en lugares
soleados y frecuentemente sobre suelo rojo arcilloso. En Sudamérica puede alcanzar elevadas altitudes
y se dice que crece en campos, areas cubiertas de hierba, y cerca de aldeas justo debajo del paramo.
En Guatemala crece en los departamentos de Chimaltenango, Huehuetenango, El Quiché,
Sacatepéquez, Santa Rosa y Solol4, floreciendo de julio a octubre. Es una hierba rizomatosa y perenne
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de 1.5 m de alto, los tallos son solitarios o pocos, erectos, densamente glandular pilosos, hojas ovadas
a ovadas deltoides, sésiles, subpecioladas o largamente pecioladas, crenadas, el apice agudo a obtuso
o redondeado, corolas de 4.5-6 mm de alto, de color parpura rojizo con Iébulos blancos a rosa palidos,
aquenios heteromdrficos de 4-4.5 mm de longitud excluyendo el vilano (Nash & Williams, 1976).

En cuanto a los usos medicinales, Soejarto et al. (1983) reportan que las hojas de S. elatior son

utilizadas por pobladores del estado de Oaxaca, México, para aliviar quemaduras y rasgufios.

Stevia polycephala Bertol.

S. polycephala se distribuye en México y Guatemala en bosques nubosos montanos de coniferas y
encinos o en suelo de grava sobre colinas y a lo largo de caminos entre los 2,600-3,200 msnm. En
Guatemala se encuentra en los departamentos de Guatemala, Huehuetenango, Sacatepéquez, San
Marcos, Solola, Suchitepéquez y Totonicapan. Es un arbusto de 2 m de alto, los tallos de uno a varios,
la corteza suave de color pardo opaco, ramas opuestas, puberulento, hojas opuestas, lanceoladas, de
alrededor de 7-18 cm de largo, 1.7-5.3 cm de ancho, punteadas glandular, enteras o aserradas el apice
acuminado, con la base aguda, inflorescencias son terminales, corimbos redondeados de 6-20 cm, la
corola es blanca, rosada o lavanda, de alrededor de 6 mm de longitud, los aquenios de 5.5 mm de
longitud (Nash & Williams, 1976).

Soejarto et al. (1983) reportan que Stevia polycephala Bertol. var. polycephala es conocida como
“mejorana” en Guatemala. En la aldea Xicanxabox, Totonicapén, la sefiora Josefina Puac refirio que
las partes aéreas del “quebuj” (S. polycephala) eran utilizadas junto con otras plantas medicinales en
los bafios de temazcal para reponer las fuerzas de las mujeres después del parto (J. Puac, comunicacion
personal, 12 de junio de 2008). Por su parte, el sefior Jaime Batz, de la aldea La Soledad, Acatenango,
refirid que la decoccion de las partes aéreas del “quebuj” era utilizado en lienzos para el tratamiento

de lesiones 6seas y dolores musculares (J. Batz, comunicacion personal, 08 de marzo de 2014).
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El Ing. Agr. Vicente Martinez relato el uso de S. polycephala como planta nodriza de plantulas de
pinabete (Abies guatemalensis Rehder) en distintas comunidades del altiplano guatemalteco (V.

Martinez, comunicacion personal, 10 de febrero de 2016).

Stevia serrata Cav.

Se distribuye desde el sur de Arizona, Nuevo México y Texas hasta el norte de Oaxaca, de Chiapas
hasta Honduras, Colombia, Venezuela y Ecuador. En Guatemala se encuentra en los departamentos
de Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, EI Quiché, Sacatepéquez y Solola
(Nash & Williams, 1976; Pruski & Robinson, 2015). La especie crece a lo largo de bordes de caminos
y en pastos de diversos habitats de matorrales de Yucca-Opuntia y bosques de pino-encino,
generalmente entre 900 y 2,800 m. Prefiere lugares soleados, pedregosos y bien drenados, pero
también crecen en pastos himedos y otras areas planas (Nash & Williams, 1976; Pruski & Robinson,
2015).

Es una hierba perenne y erecta de entre 0.6-1 m de alto, con tallos puberulentos a densamente pilosos.
Hojas alternas, dispersas 0 a menudo amontonadas, sésiles o subsésiles, con grupos axilares de hojas
pequefias, laminas de 2.5-6.5 cm de longitud y 0.2-1.5 cm de ancho, con margenes subenteros y
usualmente serrados hacia la punta, apice redondeado a agudo. La inflorescencia densamente
corimbiforme, peddnculos de 0-2 mm, sesiles glandulares, pubescentes. Corolas de 3-5 mm,
usualmente blancas. Cipselas de 2.2-4.2 mm de longitud, 4 (raramente 5 o 0) cipselas por capitulo
usualmente con 3-5 aristas, aristas de 3-5 mm. (Nash & Williams, 1976; Pruski & Robinson, 2015).

En Honduras, la planta es conocida como “flor de octubre” y la decoccion de la flor es utilizada por
parte de las parteras para acelerar las contracciones de las parturientas durante el parto (Ticktin &
Dalle, 2005). En México, la planta, conocida como “tlalchichinole”, era utilizada en decoccion de las
partes aéreas para el lavado de espinillas infectadas (Kinghorn, 2002). También en México, donde
recibe el nombre de “chile burro” es utilizada para tratar los malestares intestinales (Vibrans, Alipi, y
Pichardo, 2009).
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7 Estado del arte

Se ha demostrado que varias plantas del género Stevia poseen metabolitos secundarios con usos
potenciales en la medicina y la industria de los alimentos, como el caso de la especie S. serrata de
Guatemala que se ha investigado por el grupo de investigacion proponente y la especie S. rebaudiana,

de Sudamérica, de la cual se conoce por su produccion de edulcorantes.

S. rebaudiana es una especie que reviste importancia econémica a nivel mundial debido al hecho de
que la planta contiene glicosidos diterpénicos de sabor dulce, en particular, esteviosido y rebaudidsido
A. Estos compuestos son utilizados como edulcorantes que no aportan calorias, principalmente en
paises como Japon y Corea, donde son utilizados para endulzar y saborizar una vasta variedad de

productos alimenticios (Kinghorn, 2002).

La especie S. serrata reviste considerable importancia debido al hallazgo de la presencia de
compuestos procamazulénicos, asi como la presencia del sesquiterpeno camazuleno en el aceite
esencial de las partes aéreas (Calderdn, Quijano, Gomez & Rios, 1989; Roman, Mora, & Hernandez,
1990). Se realizé un primer estudio de S. serrata de Guatemala el cual evidencio una alta concentracion
de camazuleno en la composicion de su aceite esencial (60.1%). Dicho estudio también demostré una
marcada actividad antinociceptiva del aceite esencial de partes aéreas de S. serrata en ratones en la
prueba de la formalina (Simas et al., 2017). Un estudio posterior demostré efecto antinociceptivo del
aceite esencial de S. serrata de Guatemala, el cual fue mediado, por lo menos en parte, a través de las
rutas opiode, colinérgica y nitrérgica en un estudio con ratones (Cordeiro et al., 2020).

Un primer ensayo de domesticacion de S. serrata colectada en Santa Lucia Utatlan, Solola, demostrd
efectividad de propagacion a través de germinacion de semillas. Se obtuvo un 75% de germinacion de

semillas, las cuales se desarrollaron hasta plantas adultas (Pérez-Sabino et al., 2020).

El hallazgo de la actividad biologica del aceite esencial de S. serrata de Guatemala, asi como la

efectividad de su propagacion a través de germinacion de semillas, ha contribuido a impulsar méas
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investigaciones en especies del género Stevia de Guatemala en la busqueda de compuestos con

actividad bioldgica que sirvan de base para la formulacion de productos terapéuticos y/o cosméticos.

8. Objetivos

General:
Caracterizar los principales metabolitos secundarios y la actividad antioxidante y bioldgica de las
fracciones de extractos, de cuatro especies del género Stevia y la germinacion de semillas de las

especies del género Stevia nativas de Guatemala.

Especificos:

1. Determinar los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en cuatro especies
del género Stevia nativas de Guatemala.

2. Aislar a escala preparativa metabolitos secundarios de extractos de las cuatro plantas de
estudio en fracciones preparativas.

3. Determinar la actividad bioldgica de los extractos crudos y de las fracciones preparativas de
las cuatro especies de estudio contra microorganismos patdgenos para el ser humano.

4. Determinar la actividad antioxidante de los extractos crudos y de las fracciones preparativas
de las cuatro plantas de estudio.

5. Evaluar la viabilidad de germinacién por semillas de dos especies del género Stevia.

9. Hipdtesis

Al menos una fraccion preparativa del extracto etandlico de cada una de las seis plantas de estudio del
género Stevia, presenta actividad bioldgica cuantificable contra microorganismos patogenos.
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10. Materiales y métodos

10.1 Enfoque de la investigacion:

El enfoque de la investigacion fue cuantitativo ya que se recolectaron datos correspondientes a
resultados de andlisis quimicos y bioldgicos, y se realiz6 un andlisis estadistico de los resultados para
establecer las diferencias en composicion quimica, actividad bioldgica y factibilidad de propagacion

de las especies de estudio. La investigacion es descriptiva y explicativa.

10.2 Método:

La unidad de investigacién proponente contd con equipo de laboratorio y laboratorios adecuados para
realizar los analisis mas relevantes, asi como personal especializado en Quimica de Productos

Naturales, Botanica y estudios agronémicos.
Colecta

Las especies a estudiar en la presente investigacion fueron S. connata, S. elatior, S. polycephala,
incluyéndose como referencia la S. serrata, la cual ya ha sido estudiada por el grupo de investigacion,
pero se aprovechd para utilizarla con propésitos comparativos en los ensayos cromatograficos, y para
investigar y confirmar la presencia de algunos metabolitos. Estas plantas presentan propiedades
medicinales y fueron colectadas en localidades de los departamentos de Chimaltenango,
Huehuetenango, Quiché, Solola, Quetzaltenango, San Marcos, y Totonicapan, donde se han reportado
poblaciones de las plantas de estudio en investigaciones previas y en la literatura consultada, y se hara
una basqueda en las regiones boscosas en cerros de Petén e lzabal. Los sitios de colecta seran
georreferenciados por medio de un aparato de GPS. Las colectas se realizaran en los meses de marzo

a octubre. En cada poblacion se colectaran 2 kg de hojas. Ver cronograma de muestreos en el apendice.
Del material vegetal homogenizado de cada localidad, se tomaron seis porciones de 100 g. Los
metabolitos secundarios fueron extraidos de cada porcion de material vegetal, con una porcion de 1 L

de etanol por 48 h y dos porciones sucesivas de 500 mL por 48 h cada una. El extracto fue filtrado,
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luego evaporado en rotavapor. Se peso el material y luego se concentré para calcular el rendimiento y

se almacenaron en refrigeracion, previo a su separacion por cromatografia.

Preparacién de la muestra y obtencién de extractos

Las muestras fueron desecadas en secador solar, luego de lo cual fueron molidas y homogenizadas
para su extraccion. Del material vegetal homogenizado de cada localidad, se tomaron seis porciones
de 100 g. Los metabolitos secundarios fueron extraidos de cada porcion de material vegetal, con una
porcién de 1 L de etanol por 48 h y dos porciones sucesivas de 500 mL por 48 h cada una. El extracto
es filtrado, luego evaporado en rotavapor. Se pesé el material concentrado para calcular el rendimiento

y se almacend en refrigeracion, previo a su separacion por cromatografia.

Extraccion y andlisis de aceites esenciales

El aceite esencial fue obtenido por medio de hidrodestilacién utilizando un aparato tipo Clevenger, a
partir de 100 g de material seco, colectandose el aceite por 3 h en pentano. Posteriormente se evaporo
el pentano en rotavapor y se determiné el rendimiento de extraccion pesando el aceite en balanza
analitica. Se realizarén de cuatro a seis extracciones de material de cada poblacion para obtener

suficiente aceite para las separaciones preparativas.

Ensayos de actividad biol6gica

Se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos y de los aceites esenciales, frente a
bacterias Gram positivo (Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus subtilis ATCC 6633),
bacterias Gram negativo (Escherichia coli ATCC 8739 y Salmonella enterica var. Tiphimurium) y
una levadura (Candida albicans ATCC 10231) utilizando el método descrito por frente Mitcher y
colaboradores (1972).

Los compuestos se diluyeron en dimetilsulfoxido (DMSQO) y posteriormente en etanol al 50% para
obtener una concentracion inicial 1000 pg/mL. El inéculo de la bacteria se prepara utilizando un

estandar de MacFarland de 0.5 e inoculando por estriacion en las cajas con agar Mueller Hinton® que

21



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

contienen el compuesto. Para los compuestos con actividad antimicrobiana se les determind la

concentracion de inhibicion minima (CIM) realizando diluciones seriadas.

Fraccionamiento de extractos etandlicos por cromatografia contracorriente

A partir de los resultados de actividad bioldgica, se realizé el fraccionamiento del extracto de Stevia
polycephala colectada en las faldas del volcan de Acatenango, por haber sido la Gnica especie que
presentd actividad antimicrobiana. Para realizar la separacion, se utilizé hexano como fase estacionaria
y una mezcla de ciclohexano:acetato de etilo:metanol: agua (1:1:1:1) en un cromatdgrafo
contracorriente con columna de 250 mL. La muestra para su inyeccion fue disuelta en etanol al 95%.
El residuo no disuelto no se introdujo en el cromatdgrafo y se conservo para su analisis por
espectrofotometria UV-Vis. Se colectaron fracciones de 20-30 mL segln se observara cambios en la

coloracion de la fraccion eluida. Las muestras se almacenaron para su analisis.

Analisis de fracciones

Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina, en placas de gel de silice, utilizando como
fase movil acetato de etilo:metanol:agua (90:8:5). Se determinaron los Rf de los compuestos presentes
en cada fraccion. Posteriormente, se obtuvieron en un espectrofotometro, los espectros UV-Vis entre
200 y 1000 nm de las fracciones que presentaron metabolitos aislados y se tabularon los maximos de
absorcion. El residuo no separado por cromatografia contracorriente se disolvié en agua y se obtuvo

el espectro UV-Vis de la misma manera que para las fracciones.

Evaluacion de la viabilidad de la propagacion de las especies de estudio

Las infrutescencias recolectadas para cada poblacion en el campo se secaron y se selecciond la semilla
(aquenios). Cada uno de los procesos fue descrito detalladamente ya que no hay informacién sobre la
tecnologia de semillas de estas especies. Se establecio el nimero de semillas por gramo y de esto, se

tomaron 200 semillas para colocarlas a germinar.
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Germinacion de semillas
En frascos de vidrio de boca ancha de 50 mL se colocaron 20 aquenios (semillas) de S. connata y S.
polycephala, sobre servilletas mojadas dentro de los frascos para evaluar el potencial de germinacién

de las mismas, previamente a realizar los ensayos de reproduccién sobre peat moss en piloneras.

10.3 Recoleccion de informacion
El analisis de este trabajo se hace a partir de tres fuentes: a) revision de literatura; b) estudios de campo

y ¢) estudios de laboratorio.

La revision de literatura para la parte botanica de las especies del pais se obtuvo de la Parte 12 de la
Flora de Guatemala (Nash & Williams, 1976) y de registros de los herbarios AGUAT, BIGUA y
USCG y de otras fuentes importantes relacionadas con el género Stevia.

Para la parte de estudios de campo, se realizaron giras de prospeccion y recoleccién en 2021, en varias
partes del pais con énfasis en el rango altitudinal reportado en la literatura para las especies de Stevia,
esto como parte de las actividades del proyecto “Caracterizacion fitoquimica y de la actividad
bioldgica, y evaluacion de la propagacion de seis especies del género Stevia de Guatemala, con el
financiamiento de la Direccion General de Investigacion de la Universidad de San Carlos de

Guatemala. Se obtuvo muestras para herbario que fueron determinadas y descritas.

En el caso de estudios de laboratorio, se compil6 informacion bibliogréfica del género, se describi6 lo
encontrado en estudios previos con Stevia serrata y Stevia polycephala. Se complementa con los

avances obtenidos en las especies recolectadas dentro del proyecto mencionado anteriormente.

En el laboratorio se tabularon los datos espectroscopicos de absorbancia y longitud de onda a partir
del andlisis por espectrofotometria UV-Vis de metabolitos secundarios aislados de extractos
etanolicos. Se tabularon las distancias recorridas por los metabolitos separados por cromatografia en

capa fina.
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10.4 Técnicas e instrumentos

Muestreo: se muestrearon 2 kg de cada planta en cada poblacion, procurando obtener al menos dos
poblaciones en los departamentos de Chimaltenango, Huehuetenango, Quiché, Solol4,
Quetzaltenango, San Marcos, Totonicapan. No se encontraron poblaciones de las plantas de estudio

en los departamentos de Sacatepéquez, Santa Rosa, y Chiquimula.

Entre los instrumentos utilizados se encuentran un cromatografo contracorriente para realizar
separaciones de extractos. Espectrofotometro UV-Vis por medio del cual se obtuvieron los espectros

de los compuestos aislados a partir de los extractos etandélicos.

10.5 Procesamiento y analisis de la informacion

Los resultados de los anélisis de laboratorio se procesaron en una hoja electrénica de Excel. Se
elaboraron tablas con los resultados obtenidos, a partir de las cuales se realizé el analisis y discusion

de resultados.

11. Resultados y discusion

11.1 Resultados

11.1.1 Colecta de individuos de Stevia en el occidente de Guatemala

Se realiz6 la colecta de especies de Stevia en estado silvestre en diferentes departamentos del occidente
de Guatemala (Tabla 1). Fue posible la ubicacion y colecta de partes aéreas de S. connata, S. serrata,
S. elatior, S. suaveolens y S. polycephala. Se realizé la busqueda de S. lucida en los sitios que reportan
las etiquetas de especimenes de herbario, sin embargo, no pudo ser localizada. S. viscida tampoco
pudo ser localizada debido a que no se hallé informacién en etiquetas de herbario sobre sitios de

colecta de esta especie para Guatemala.
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Por otra parte, en las Tabla 2 se presenta la informacion existente en la Flora de Guatemala sobre la

distribucion de las especies de estudio, mientras que de la 3 ala 7 se presenta la informacion recopilada

en herbarios de Guatemala, en los que se han hecho depoésitos de especimenes de las especies

estudiadas. Es de destacar que antes de esta investigacion, no se contaba con depdsitos de especimenes

de la S. connata, siendo esta investigacion la primera en que se reporta la localizacion de una poblacién

de la especie en el departamento de Huehuetenango (Tabla 1).

Tabla 1

Datos de campo de colectas de especies del género Stevia spp. en Guatemala.

Especie Fecha Sitio de colecta Coordenadas Vegetacion Partes
de geograéficas/ asociada colectadas
colecta Altitud
Stevia Abril Enterreno baldio N 14°51'51.4"  Enremanente de Aquenios
serrata Cav. 2021 cerca del paso a 0091°28°08.6"  posque de pinos
desnivel que 2,327 msnm (Pinus sp.)
comunica la
ciudad de
Quetzaltenango
con Salcaja,
departamento de
Quetzaltenango.
Stevia Junio Faldas de volcan N 14°31'50.3"  En bosque de pinos Hojas, tallos,
polycephala 2021 de Acatenango, O 090°52°48.1"  (Pinus sp.), encinos inflorescencias y
Bertol. municipio de 2,631 msnm (Quercus sp.), aquenios
Acatenango, alisos (Alnus sp.) y
departamento de arboles de manita
Chimaltenango. (Chiranthodendron
pentadactylon
Larreat.). Presencia
de cultivos de maiz
y hortalizas.
Stevia Julio Aproximadament N 15°13'17.0"  Bosque con Hojas, tallos y
polycephala 2021 e a4 kmsde la 0 091°57'32.7"  presencia de pinos aquenios
Bertol. entrada de San 3,340 msnm (Pinus sp.) y

José Ojetenam,

arbustos de arrayan
(Baccharis sp.)

25



Informe final proyecto de investigacion 2021

Direccion General de Investigacion —DIGI-

departamento de

San Marcos.
Stevia Julio En carretera de N 15°12'53.8"  En bosque de Hojas y tallos
polycephala 2021 terraceria hacia 0 091°57'28.2"  pinabete (Abies
Bertol. aldea Nueva 3,394 msnm guatemalensis
Esperanza, San Rehder) y arrayan
José Ojetenam, (Baccharis sp.).
departamento de
San Marcos.
Stevia elatior Julio En bosque N 15°14'57.3"  Enbosque de pinos  Hojas, tallos e
Kunth 2021 cercano al foco 0 091°43'56.4"  (Pinussp.) y inflorescencias
urbano de San 2,437 msnm encinos (Quercus
Miguel sp.), cercano a
Ixtahuacan, cultivo de maiz,
departamento de durazno y cerezas
San Marcos. (Prunus spp.).
Stevia Julio En bosgue N 15°15'33.7"  En bosque de pino Hojas, tallos e
serrata Cav. 2021 cercano al foco 0 091°44'24.5"  (Pinus sp.) cercano inflorescencias
urbano de San 2,379 msnm a cultivo de maiz.
Miguel
Ixtahuacén,
departamento de
San Marcos.
Stevia elatior Julio En bosque N 15°15'33.2"  En bosque de pino Hojas, tallos e
Kunth 2021 cercano al foco 0 091°44'24.2"  (Pinus sp.) cercano inflorescencias
urbano de San 2,378 msnm a cultivo de maiz.
Miguel
Ixtahuacan,
departamento de
San Marcos.
Stevia Julio En bosque en la N 15°17'00.7*  En bosque de pinos  Hojas, tallos e
serrata Cav. 2021 carretera entre 0 091°43'10.6"  (Pinussp.)y inflorescencias
San Miguel 2,228 msnm encinos (Quercus
Ixtahuacéan y sp.)
Huehuetenango,
departamento de
San Marcos.
Stevia elatior Julio En bosque en la N 15°17'00.4"  En bosque de pinos  Hojas, tallos e
Kunth 2021 carretera entre 0091°43'10.2"  (Pinussp.)y inflorescencias
San Miguel 2, 229 msnm
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Stevia
suaveolens
Lag.

Stevia
suaveolens
Lag.

Stevia

connata Lag.

Octubre
2021

Octubre
2021

Octubre
2021

Ixtahuacan y
Huehuetenango,
departamento de
San Marcos.

En cerro aledafio
a foco urbano del
municipio de San
José Ojetenam,
departamento de
San Marcos.
Entre los
municipios de
Zacualpay
Chinique,
departamento de
Quiché.
Municipio de
Huehuetenango.
En la carretera
entre San Pedro
Jocopilas, Quiché,
y la ciudad de
Huehuetenango,
departamento de
Huehuetenango.

N 15°14'12.4"
0 091°58' 28.9"
3,150 msnm

N 15°00'14.8"
O 090°56'07.2"
1,719 msnm

N 15°16'18.7"
O 091°21'04.6"
1,963 msnm

encinos (Quercus
sp.)

En bosque de pinos
(Pinus sp.) y
cipreses (Cupressus
sp.).

En bosque de pinos
(Pinussp.) y
encinos (Quercus
sp.)

En bosque de pinos
(Pinus sp.) y
encinos (Quercus
sp.)

Hojas, tallos,
inflorescencias
inmaduras

Hojas, tallos e
inflorescencias

Hojas, tallos,
inflorescencias y
aquenios

Fuente: Datos experimentales Proyecto B14-2021

Tabla 2.

Especies de Stevia de estudio, reportadas en la Flora de Guatemala.
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Especie Habitat Rango Altitudi- Distribucion
nal (msnm)
Stevia elatior Eny cerca de bosques de pi- 1300-2650 Chimaltenango; Huehuete-
Kunth nos y robles, generalmente nango; El Quiche: Sacatepé-
en lugares soleados y fre- guez; Santa Rosa, Solola.
cuentemente en suelos de Este y sureste de México,
arcilla roja. América Central y norte de
Sur América
Stevia lucida var.  Bosqgues de encinos y pinos en  1800-3200 Chimaltenango, Huehuete-
oaxacana (DC.) Meéxico y Centroamérica, pero nango, El Quiché, Quetzalte-
Grashoff en Sur América se encuentra nango. México (Oaxaca, Chia-
con mayor frecuencia en las pas), Costa Rica, Panam4, Co-
regiones del subparamo, donde lombia, Venezuela
florece todo el afio.
Stevia connata  Sin informacién 610-2450 De Eje volcanico transversal
Lag. en México a Nicaragua
Stevia polycep-  Bosques nublados de robles, 2600-3200 Sacatepéquez, San Marcos,

hala Bertol.

Stevia serrata
Cav.

Stevia suaveo-
lens Lag.

coniferas 0 montanos o en
suelos con grava en colinas
y a lo largo de las carreteras

La especie crece a lo largo
de los caminos y en pastiza-
les en varios héabitats desde
matorrales de Yucca-Opun-
tia hasta bosques de pinos.
Las plantas prefieren luga-
res soleados, pedregosos y
bien drenados, pero también
crecen en pastos himedos y
otras areas planas.

Crece en bosques de pino-
encino

Solol&, Suchitepéquez, Toto-
nicapan. México (Chiapas).

Por arriba de
1500

Chimaltenango, Guatemala,
Huehuetenango, Quetzalte-
nango, El Quiché, Sacatepé-
quez, Solola. Sureste de Ari-
zona sureste de Texas al no-
reste de Oaxaca, Chiapas a
Honduras. Colombia a Ecua-
dor

2000-3100 Chimaltenango, San Marcos,
El Quiché. México (México)
a Guatemala, con poblacio-

nes periféricas en Durango,
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Stevia viscida Pastizales y bordes de caminos  1100-2200
Kunth en sitios bastante planos

Costa Rica, Colombiay

Ecuador.

Huehuetenango. De sureste de

Arizonay Texas al oeste de

Guatemala

Fuente: Nash & Williams (1976)

Tabla 3.

Informacion de colectas de Stevia elatior Kunth, depositadas en Herbarios de Guatemala.

Coordenadas

- L . Fecha de
Datos de colecta Caracteristicas del espécimen y/o Altitud colecta
msnm
Herbario AGUAT
Guatemala, Guate-
mala, Mixco, a 2 km
’ ! Planta de 1 m de alto, tall jizos, co-
antes del mirador de an a, ©~mae a, 0, 1afl0S TOJIZ08, €0 1,600 24/07/1992
. rola parpura con Iébulos blancos.
San Lucas Sacatepe-
quez.
mal rta- . .

il;?\ttf) dae ZaiZf: ga Hierba de 40 cm de altura con inflores-

P cencias laxas, creciendo a la orilla de la 2,000 17/08/1989
quez, Santa Maria de

, carretera.

Jesus.
Herbario USCG

— - "
o et ouopies, . nos cpuese, s, ovacae - | S070040:

pras, 1) : P ’ ’ ’ 91°11'18.69"0;  17/08/2007
en la carretera a Saca- florescencia laxas, flores blancas, 5 por 2 076
pulas. capitulo. '
Guatemala, departa-
mento de Santa Rosa, Presente en area mayormente cultivada, 1830  25/07/1979

a 35 km al oeste de a la orilla de la carretera.
Barberena.
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Guatemala, Huehue-
tenango, Chiantla, La
Zeta.

Guatemala, Sacatepé-
quez, Santa Lucia
Milpas Altas, Finca
Florencia.
Guatemala, Huehue-
tenango, Aguacatan,
Cuesta del Aguila.

Hierba frecuente, de 1 m de porte, con
inflorescencias laxas. Las cabezuelas
discoides, con pocas flores de color

blanco; creciendo a la orilla de la carre- 2130

tera dentro de un rodal joven de

Quercus spp.

Hierba muy frecuente, creciendo a la

orilla de la carretera, presentando laxas

. o 2,000

paniculas de cabezuelas discoides con

pocas flores.
15°1826"N;
91°11'11"0;

1,734

10/08/1999

30/08/1994

05/10/2010

Fuente: Herbarios AGUAT y USCG.

Tabla 4.

Informacion de colectas de Stevia lucida var. oaxacana (DC) Grashoff, depositadas en Herbarios de

Guatemala

Datos de colecta

Caracteristicas .
Altitud msnm

Coordenadas y/o

Fecha de
colecta

Herbario USCG
Guatemala, Huehue-
tenango, Todos San-
tos Cuchumatan, Re-
serva Forestal Todos
Santos Cuchumatan.
Guatemala, Quetzal-
tenango, Volcan
Zunil.

Guatemala, Solol3,
volcan Atitlan.

15°31'07"N,

91°35'27"0; 3,416

Arbusto frecuente, inflorescencias termina- 3,200
les, formando paniculas abiertas.

Arbusto. 3,600

18/11/2009

07/05/2000

08/03/1992

Fuente: Herbario USCG.
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Tabla 5.

Informacion de colectas de Stevia polycephala Bertol, depositadas en Herbarios de Guatemala.

Coordenadas y/o Fecha de

Datos de colecta Caracteristicas )
Altitud msnm colecta

Herbario AGUAT

Guatemala, Sacatepe-
quez, volcan de 2,800 03/01/1926
Agua.

Guatemala, San Mar-

cos, San José Ojete-

nam, entre bosquey  Arbusto de 80 cm de alto, corteza lisa,
pastizal, pendiente flores blancas, comdn.

moderadamente es-

carpado.

Guatemala, Totonica-

pan, sobre carretera

CALl, 16 km al sur de

la ciudad de Totoni- ';‘; sb”Sto de 2m de alto con flores blan- -, o 02/01/1992
capan, en bosque '

mixto de Pinus y ar-

boles latifoliados.

Guatemala, Sacatepé-

quez, Santa Maria de  Arbusto muy frecuente de 2m de alto, fé- 14°28'10"N,

3,320 15/02/1977

. 13/04/2000

Jesus, volcan de tido, flores de color rosado claro. 90°44'23"0; 3,400
Agua.
Guatemala, Huehue-  Arbusto frecuente, fétido, de 1a 2.3 m

nan n Juan Ix- r n abundan rim
tenango, San Juan Ix- de porte, con abundantes corimbos de 3.100 20/03/1995
coy, Rocas de Cap-  cabezuelas de color rosado claro, cre-
tzin. ciendo a la orilla de la carretera.
Guatemala, Sacatepé-

-Chimaltenan Planta arbustiva £ 2m Ito, flor -

quez-Chimaltenango, Planta arbustiva de alto, flores co 2 000 27/11/1993

faldas del volcan de  lor lila.
Acatenango.
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Guatemala, volcan de
Acatenango, vuelta
del Sare.

Arbusto abundante, de 1.8 m de porte,
creciendo a la orilla del camino, con in-
florescencias de color rosado, y con mal
olor, parecido a zorrillo.

2,300 26/05/1990

Herbario USCG

Guatemala, Solol3,
alrededor de 30 km al
este de Quetzalte-

Arbusto frecuente de 3m de alto, flores blan-

14°50'N, 91°20'0;

nango sobre ruta cas. 2,850
CAL, en bosque de
pino-encino.
Arbust f te, gl loso fé-
Guatemala, Huehue- _rbus 0 muy frecuen (_a, glanduloso fé
tenanao. Todos San tido, 1 m de porte, corimbos de cabezue-
go. ) las discoides de color rosado claro, cre- 3,400 15/03/2000
tos Cuchumatan, . .
. ciendo dentro del sotobosque con Abies
Tuicoy.
sp.
Guatemala, Solola, 149383 1"N
San Juan la Laguna, ’ 03/01/2012
§ a 91°00'00"0; 2,490
Cerro Panan.
Guatemala, Huehue-
tenango, San Juan Ix-
15°33'46"N
coy. Cuenca del Rio ’ 16/11/2009
91°28'16"0; 2,644
Yulgiiitz, aldea Yul-
guitz.
Arbusto muy frecuente, de 2m de porte,
Guatemala, Huehue- filotaxia o Li/esta inflorescencias e‘?\ co- 15°2356.9"N;
tenango, Chiantla, . P ’ 91926'25.8"0; 22/03/2007
. rimbos de cabezuelas muy denso. Olor
cerca del Mirador. . 2,984
fétido.
Herbario BIGU
Guat la, Sacatepé- . .
l:J:ze\rZ)a:CZn gza/fcr;e Arbusto de hojas opuestas, inflorescen-  14°32'37.41"N,
quez, cias en corimbos de cabezuelas discoides 90°52'32.28"; 10/07/2018

tenango, Las tres cru-
ces. BIGU 80505

con 3-5 flores rosadas.

2,540
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Guatemala, Huehue-
tenango, Municipio
La Libertad, Pefia
Blanca. BIGU
045676

Guatemala, Munici-
pio de Zunil, borde
entre volcan Zunil y
volcan Santo Tomas.
BIGU 038867

Guatemala, Quetzal-
tenango, 2 km al sur
de Llanos del Pinal (7
km al sudoeste de
Xela), ladera norte
del volcan Santa Ma-
ria. BIGU 038774

Guatemala, Quetzal-
tenango, ladera no-
roeste del volcan
Zunil. BIGU 038892

Guatemala, Quetzal-
tenango, Municipio
de Cantel, cumbre a
lo largo del borde de
Zunil (Sierra
Chuatroj), 2 km al
sureste de Xecam.
BIGU 043222

Guatemala, Huehue-
tenango, San Juan Ix-
coy, Captzin. BIGU
040592

Arbusto muy frecuente, de 2-3 m de
porte, con abundantes y densos corimbos
y cabezuelas discoides de color rosado-
blanco, planta fétida.

Creciendo con Abies guatemalensis,
Oreopanax echinops, Arbutus xalapen-
sis, Chiranthodendron pentadactylon y
Pinus hartwegii

Arbusto de 2m con cabezuelas discoides
rosadas y blancas, en bosques densos,
caminos de terraceria abiertos y aflora-
mientos rocosos con Alnus acuminata,
Cupressus lusitanica, Quercus sp., y
Buddleja americana.

En afloramientos rocosos de Alnus acu-
minata ssp. arguta, Pinus sp., Arbutus
xalapensis y Lunipus montanus.

En praderas abiertas con Baccharis vac-
ciniodes, Abies guatemalensis, Alnus fir-
mifolia y Arbutus xalapansis.

Planta con hojas opuestas, cabezuelas
discoides, filarios.

15°29'55"N,
91°54'58"0; 3,424

14°4323.5"N,
91°28'49"0O; 3,272

14°46.578' N,
91°3326.7"0;
2,800

14°44'25.6"N,
91°27'48,7"0;
3,180

14°46'31.0"N,
91°25'45.5"0;
3,245

15°34'37"N,
91°29'47"0O; 3,150

14/12/2000

04/01/2005

06/01/2006

31/12/2003

07/01/2008

18/08/2007
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Guatemala, San Mar-
cos, volcan Taju-
mulco. BIGU 040018

Guatemala, Huehue-
tenango, Chiantla,
cerca del Mirador.
BIGU 039486

Guatemala, Quetzal-
tenango, Municipio
de Zunil, Fuentes
Georginas, 4 km al
sur de Zunil, ladera
noroeste del volcan
Zunil. BIGU 0029345

Guatemala, Solol3,
Municipio de San Pe-
dro la Laguna, volcan
San Pedro. BIGU
0031812

Guatemala, Totonica-
pan, Totonicapan,
Bosque Comunal.
BIGU 061556

Arbusto frecuente, fétido, con hojas
opuestas, inflorescencias en corimbos de
cabezuelas discoides de color rosado.

Arbusto muy frecuente, de 2m de porte,
filotaxia opuestas; inflorescencias en co-
rimbos de cabezuelas muy denso. Olor
fétido.

En afloraciones rocosas de Fucshia ar-
borescens, Alnus acuminata ssp. arguta,
Gunnera kilipiana y Stanmarkia specta-
bilis.

Arbusto encontrado creciendo en areas
con claros o mayor exposicion al sol, en
la ladera sureste del volcéan.

Arbustivo, presente en zonas de regene-
racion natural de coniferas. Uso medici-
nal

15°02'48.27"N,
91°53'36.40"0;
3,767

15°23'56.9"N,
91°26'25.8"0;
2,984

14°45'04.0"N,
91°28'35.8"0;
2,467

14°39'19.4"N,
91°15'52.9"0;
2,950

14°54'48.55"N,
91°19'33.92"0;
3,183

07/11/2000

22/03/2007

24/12/2003

29/04/2005

18/09/2012

Fuente: Herbarios AGUAT,

Tabla 6.

USCG, BIGU.

Informacion de colectas de Stevia serrata Cav. depositadas en Herbarios de Guatemala

Datos de colecta

Caracteristicas

Coordenadas
y/o Altitud
msnm

Fecha de
colecta

Herbario AGUAT
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Guatemala, Huehue-
tenango, colectada en
las Vegas, a pocos

Planta de alrededor de 70 cm de altura,

15/08/1988
metros del cruce de la flores de color blanco.
carretera hacia
Huehuetenango.
Guatemala, departa-  Hierba erecta de 0.9 m de talla, con ca-
mento de Chimalte- be_zuelas blancas _termlr?ales, creciendo 1600 13/08/1989
nango, Los Aposen-  bajo bosque de pino (Pinus montezu-
tos. mae).
En pajonal dominado por Stipa ichu; ex-
Pamuculica, Parctali- osliocij()n oeste; endieflte escr;r adoj
dad Velasquez, Toto- © P pado: 5 830 30/09/1977
. ., pleno sol. Perenne, flores blancas. Crece
nicapan, Totonicapan.
en grupos.
En pajonal dominado por Stipa ichu, ex-
Pasto comunal de San osliocijt’)n noroeste en%ienteenoderado
Francisco el Alto, To- P P . 2,770 28/09/1977
., pleno sol. Perenne, flores blancas, tienen
tonicapan.
olor dulce. Rara.
Herbario USCG
Guatemala, Huehue-  Hierba frecuente, de 1.3 m de porte, con
tenango, Chiantla, ca- filotaxia opuesta, las inflorescenciasen 2,100 10/08/1999
serio La Zeta. corimbos de cabezuelas blancas.
Cruce a Solola, So- .
lola Hierba muy abundante, flores blancas. 2,300 12/09/1992
Municipio de San Mi- .
Hierba muy frecuente, 0.35 m de alto,
guel Ixtahuacéan, San y 1,900 15/06/2006
tomentosa.
Marcos, Guatemala.
Herbario BIGU
Guatemala, Huehue-  Hierba frecuente, de 1.3 m de porte, con 15°21'50.9"N,
tenango, Chiantla, la  filotaxia opuesta, las inflorescenciasen  91°30'24"0O; 10/08/1999
Zeta. BIGU 0019567 corimbos de cabezuelas blancas. 2,100
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Guatemala, San Mar-
cos, San Miguel Ix-
tahuacan, San José
Ixcaniche. BIGU
066567

Guatemala, San Mar-
cos, San Miguel Ix-
tahuacan, San José
Nueva Esperanza.
BIGU 027912
Guatemala, Quiché,
San Pedro Jocopilas,
en la carretera a Za-
capulas. BIGU
040300

Guatemala, Sacatepe-
quez, Santa Lucia
Milpas Altas, finca
Florencia. BIGU
063716

De 50 cm de altura, abundante en la
zona, cuenta con un tallo principal del
cual dependen gran cantidad de hojas de
2-2.5 cm de largo, con borde aserrado y
uninervadas, inflorescencias en forma de
corimbo, flores color blanco.

Planta herbacea de 30 a 50 cm de alto,
inflorescencia blanca y tallo piloso.

Hierba sufrutescente, de +70 cm de alto,
hojas alternas, sublineares o espatuladas,
inflorescencias compactas, flores blan-
cas.

Hierba muy frecuente, de 1.6m de porte,
con hojas alternas, inflorescencias en co-
rimbos de cabezuelas discoides, blancas,
densifloras.

15°15'2.43"N,
91°40'56.71"0;
2100

15°14'28.36"N,
91°42'37.46"0;
2,300

15°06'16.4"N,
91°10'18.06"0;
2,134

15°34'09.89"N,
90°40'30.76"0;
1,957

19/07/2013

02/06/2004

17/08/2007

15/10/1999

Fuente: Herbarios AGUA, USCG, BIGU.

Tabla 7.

Informacion de colectas de Stevia suaveolens Lag. depositadas en Herbarios de Guatemala.

Coordenadas
Datos de colecta Caracteristicas y/o Altitud Fecha de
msnm colecta
Herbario BIGU
Guatemala, Huehue-
tenango, Todos San-  Hierba densamente pubescente, filotaxia 15°24'42.4"N,
tos Cuchumatan, Lla- opuesta, inflorescencias en cabezuelas 91°24'55.85"0;  10/08/2018

nos de San Nicolas,
BIGU 79144

discoides.

3110
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Guatemala, Huehue-

tenango, Chiantla, Planta frecuente de 70 cm de porte, con
Llanos de San Nico-  hojas opuestas, inflorescencias en cabe-
las, orilla de ria- zuelas discoides de color rosado. 3085

chuelo. BIGU 54077

15°24'51.4"N,
91°24'58.6"0;

22/10/2010

Fuente: Herbario BIGU

11.1.2 Pesos y rendimientos de extractos etandlicos de Stevia spp. de Guatemala

Se obtuvieron extractos etandlicos de diferentes especies de Stevia de Guatemala (Tabla 8). Los

extractos obtenidos de las partes aéreas de dos localidades de S. polycephala presentaron los mayores

rendimientos y la localidad de San Marcos superd considerablemente a la localidad de Chimaltenango.

Tabla 8

Pesos y rendimientos de extractos etandlicos obtenidos de partes aereas de especies del género

Stevia spp. de Guatemala.

Especie / Peso materia NUumero de Peso del Rendimiento
Localidad de vegetal seca extracciones extracto (%)
colecta 9) (9)
Stevia 100 6 21.82 21.82
polycephala
Bertol.*
Stevia 100 6 32.98 32.98
polycephala
Bertol.2
Stevia elatior 100 6 13.65 13.65
Kunth
San Marcos
Stevia connata 100 6 17.43 17.43
Lag.
Huehuetenango

Fuente: Datos experimentales Proyecto B14-2021
! Faldas del volcan Acatenango, Chimaltenango
2 San José Ojetenam, San Marcos
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11.1.3 Pesos y rendimientos de aceite esencial de Stevia polycephala

Se obtuvo aceite esencial de las partes aéreas de S. polycephala de dos localidades de Guatemala
(Tabla 9). Los rendimientos no superaron el 0.1% y las demas especies, 0 no presentaron suficiente

follaje para la extraccion, o no se obtuvo aceite esencial de las mismas.

Tabla 9
Pesos y rendimientos de aceite esencial de S. polycephala
Especie / Peso materia Numero de Peso del aceite Media del
Localidad de vegetal seca extracciones esencial rendimiento p/p
colecta (9) (9) (desviacion
estandar)
Stevia 400 4 0.32 0.08 (0.05)
polycephala
Acatenango
Stevia 300 3 0.20 0.07 (0.02)
polycephala
San José
Ojetenam

Fuente: Datos experimentales Proyecto B14-2021
11.1.4 Actividad antimicrobiana de extractos de Stevia spp. de Guatemala

Se presenta la actividad antimicrobiana de extractos de Stevia spp. de Guatemala (Tabla 4).
Unicamente S. polycephala mostré actividad antimicrobiana, siendo la localidad de Chimaltenango la
que mostr6 mayor actividad antimicrobiana al dar actividad positiva frente a 3 cepas mas de
microorganismos que la localidad de San Marcos.

Tabla 10.
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Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de especies del género Stevia
Microorganismo  Stevia polycep- Stevia polycep- Stevia elatior Stevia triflora Stevia con-

hala Bertol* hala Bertol? Kunth? D.C.4 nata Lag.
(pg/mL) {ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Staphyloccus au- 250 1000 () ) )
reus 25923
Escherichia coli ) () ) ) )
25922
Bacillus cereus 31.2 ) () ) )
33019
Pseudomonas ae- ) ) ) Q] )
ruginosa 9027
Salmonella enté- 1000 ) () ) )
rica var. Tiphy
Candida albicans 1000 () () () ()

Fuente: Datos experimentales Proyecto B14-2021
! Faldas del volcan Acatenango, Chimaltenango

2 San José Ojetenam, San Marcos

3 San Miguel Ixtahuacan, San Marcos

4 Aguacatan, Huehuetenango

(-): actividad negativa

11.1.5 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de Stevia polycephala

Se presenta la actividad antimicrobiana del aceite esencial obtenido de partes aéreas de S. polycephala
de dos localidades de Guatemala (Tabla 5). No se evidencié actividad antimicrobiana del aceite

esencial de S. polycephala independientemente de la localidad de colecta.

Tabla 11.
Actividad antimicrobiana del aceite esencial S. polycephala

Stevia polycephala Bertol* Stevia polycephala Bertol? Control po-
sitivo
Microorganismo Halo de inhi-  Interpreta- Halo deinhi- Interpreta-
bicién cion bicién cion
Staphylococcus aureus 8 mm Negativo (-) <6 mm Negativo (-) 26 mm*
25923
Escherichia coli 25922 <6 mm Negativo (-) <6 mm Negativo (-) 23 mm*
Bacillus cereus 33019 8 mm Negativo (-) <6 mm Negativo (-) 24 mm*
Pseudomonas aerugi- <6 mm Negativo (-) <6 mm Negativo (-) 22 mm*
nosa 9027
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Salmonella entérica var. <6 mm
Tiphy
Candida albicans <6 mm

Negativo (-) <6 mm Negativo (-) 23 mm*

Negativo (-) <6 mm Negativo (-) 26 mm**

Fuente: Datos experimentales Proyecto B14-2021

! San José Ojetenam, San Marcos

2 Faldas del volcan Acatenango, Chimaltenango

* Control positivo ceftriaxona: > 21 mm
** Control positivo fluconazol: > 19 mm

11.1.6 Aislamiento de metabolitos secundarios de Stevia polycephala

En la Tabla 12 se presentan los valores de Rf de analisis en capa fina de los compuestos aislados por

cromatografia contracorriente de S. polycephala colectada en las faldas del volcan de Acatenango en

junio de 2021 (Tabla 1). Los espectros de todas las fracciones se presentan en las figuras 2 a 13. A

estos compuestos se les obtuvo también el espectro UV-Vis en el rango de 200 a 600 nm,

presentandose los maximos de longitud de onda en la Tabla 12. Las fracciones 4, 5 y 6 presentaron

espectros similares a los de flavonoides, asi como el residuo de la disolucion del extracto. Este residuo,

que no pudo disolverse en etanol al 95%, si se disolvid en agua, presentando un espectro similar a los

de las fracciones 4, 5y 6, por lo que podria tratarse de flavonoides glicosilados (Figura 14).

Tabla 12

Valores de Rf en cromatografia en capa fina y maximos de absorcion de espectros UV-Vis de
fracciones de Stevia polycephala, obtenidas por cromatografia contracorriente.

Fraccion Manchas  Rf Maximo de absorcién en Posible compuesto
UV-Vis (nm)
Residuo de 1 0.0 253 Flavonoide
disolucion 329
4 1 0.775 253 Flavonoide
329
5 2 0.775 253 Flavonoide
0.925 329
6 2 0.775 253 Flavonoide
0.925 329

Fuente: Datos experimentales Proyecto B14-2021
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11.2 Discusion de resultados:

11.2.1 Distribucion de las especies investigadas

Se realizo la colecta de especies de Stevia en estado silvestre en diferentes departamentos del occidente
de Guatemala (Tabla 1). Fue posible la ubicacion y colecta de partes aéreas de S. connata, S. serrata,
S. elatior, S. suaveolens y S. polycephala. Se realizo la basqueda de S. lucida en los sitios que reportan
las etiquetas de especimenes de herbario, sin poder localizarla. S. viscida tampoco fue localizada
debido a que no se hall6 informacidn en etiquetas de herbario sobre sitios de colecta de esta especie

para Guatemala.

S. polycephala es la especie del género Stevia que presenta especimenes de herbario colectados en mas
localidades en Guatemala. Segun la Flora de Guatemala, esta especie tiene poblaciones en los
departamentos de Sacatepéquez, San Marcos, Solola, Suchitepéquez, Totonicapan. En la revision
efectuada en los herbarios, se encontraron depdsitos de especimenes en los herbarios AGUAT, USCG
y BIGU, correspondientes a varias poblaciones en municipios de los departamentos de
Huehuetenango, San Marcos, Quetzaltenango, Solola, Sacatepéquez y Totonicapan (Tabla 5). En el
proyecto se localiz6 y colectd esta especie en los municipios de San Miguel Ojetenam del
departamento de San Marcos y en las faldas del volcdn Acatenango, en el departamento de

Sacatepéquez (Tabla 1), en sitios previamente registrados en los herbarios.

Segln la Flora de Guatemala S. elatior se encuentra en Guatemala, en los departamentos de
Chimaltenango, Huehuetenango, El Quiche, Sacatepéquez, Santa Rosa y Solola. En esta investigacion,
se encontraron poblaciones de esta especie en los municipios de Aguacatan, Huehuetenango, y en el
municipio de San Miguel Ixtahuacan, San Marcos (Tabla 1), lo que indica una distribucion mas amplia
de la especie de la considerada por la Flora de Guatemala. No se localizaron poblaciones de la especie
en puntos de colecta reportados para especimenes del Herbario BIGU, en el municipio de Barberena,

Santa Rosa, ni en el municipio de Chiantla, Huehuetenango (Tabla 3).
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De acuerdo con la Flora de Guatemala, S. connata se distribuye del eje volcanico transversal en
México a Nicaragua (Tabla 2), no existiendo previamente depositos de especimenes en los herbarios
de Guatemala. De esta forma, la localizacion de una poblacién en el municipio de Huehuetenango, en
Huehuetenango (Tabla 1), es un aporte del proyecto para el mejor conocimiento de la distribucién de

la especie en Guatemala.

Por otra parte, S. serrata, estd reportada por la Flora de Guatemala para los departamentos de
Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, El Quiché, Sacatepéquez, Solola (Tabla
2), y de la cual existen especimenes depositados en los herbarios AGUAT, USCG y BIGU, en
municipios de estos departamentos (Tabla 6). Esta especie que habia sido colectada por los autores en
investigaciones previas, fue localizada en esta investigacion en localidades de San Miguel Ixtahuacan,

confirmando su amplia distribucion en los departamentos de estudio.

En el caso de S. lucida, reportada en la Flora de Guatemala en los departamentos de Chimaltenango,
Huehuetenango, El Quiché y Quetzaltenango (Tabla 2), en este estudio no se pudieron localizar
poblaciones en los municipios en que se realizaron busquedas en los cuatro departamentos citados. La
busqueda incluy6 puntos localizados en los registros de los especimenes del herbario USCG, en los
municipios de Todos Santos Cuchumatan y en las faldas del volcan Zunil (Tabla 4). Es posible que,
durante las basquedas de esta especie, entre los meses de junio y octubre, la planta no se encontrara

en un estado vegetativo que permitiera identificarla en el campo.

La distribucion de Stevia suaveolens se reporta en la Flora de Guatemala para los departamentos de
Chimaltenango, San Marcos, El Quiché (Tabla 2). Por otra parte, se tienen especimenes depositados
en el herbario BIGU, provenientes de los municipios de Todas Santos Cuchumatan y Chiantla, del
departamento de Huehuetenango (Tabla 7). En esta investigacion, se localiz6 a la planta en el
municipio de San José Ojetenam, San Marcos y en el departamento de Quiché (Tabla 1), localizandose

asi, poblaciones que no habian sido reportadas anteriormente en herbarios de Guatemala.
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11.2.2 Rendimiento de extraccion

En la Tabla 2 se presentan los resultados de rendimiento de extraccidn con etanol de las partes aéreas
de las especies S. polycephala, S. elatior y S. connata, para las cuales se logré obtener suficiente masa
para realizar las extracciones. De estas, el material de las dos procedencias de S. polycephala present6
los mayores rendimientos, con 32.98 y 21.82 %, para las muestras colectadas en las faldas del volcan
Acatenango y en San Miguel Ojetenam, respectivamente, los que hace esperar que posea mayor
cantidad de sustancias bioactivas, entre las plantas de estudio. El rendimiento de S. elatior fue el menor
con 13.65 %. Es de destacar que las hojas de S. polycephala presentaron un mayor tamario, lo cual
permitié contar con suficiente material para extraccion. En el caso de S. suaveolens, no se logro

colectar suficiente material para extraerlo en el laboratorio.

En cuanto a la extraccidn de aceite esencial, solamente para S. polycephala se logré colectar suficiente
material vegetal para poder obtener volumenes cuantificables de aceite (Tabla 3). Para S. elatior y S.
connata se dio prioridad a la extraccion etandlica. Los rendimientos del aceite esencial para S.
polycephala, fueron de 0.32% para la muestra de las faldas del volcan Acatenango y 0.20% para la
muestra colectada en San Miguel Ojetenam. Estos rendimientos son similares a los obtenidos para S.
serrata, la cual ha presentado rendimientos de 0.2 %, en estudios sobre su composicion quimica y
actividad farmacoldgica (Reis Simas et al., 2017). Estos rendimientos pueden considerarse bajos, sin
embargo, el valor del aceite se podra determinar al realizar el analisis por cromatografia de gases. La
produccion de volumenes elevados de biomasa de esta especie garantizo obtener cantidades de aceite

de utilidad para la evaluacion de actividad bioldgica.

11.2.3 Actividad antimicrobiana y antioxidante

En la Tabla 10 se presentan los resultados de actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos de
cinco muestras colectadas en campo en varios departamentos de Guatemala durante 2021, contra las
bacterias Gram positivo (Staphylococcus aureus y Bacillus cereus), la bacteria Gram negativo

(Salmonella enterica var. Tiphy) y el hongo levaduriforme (Candida albicans) a una concentracién
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de 1000 pg/mL (1 mg/mL). Dos muestras correspondieron a poblaciones de la especie Stevia

polycephala.

De las especies evaluadas, se encontrd actividad antimicrobiana significativa Gnicamente para S.
polycephala procedente de las faldas del volcan Acatenango contra las bacterias Gram positivo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ATCC 33019 a una concentracién inhibitoria
minima de 250 y 31.2 ug/mL respectivamente. En otros estudios se ha encontrado actividad
antibacteriana de otras especies de Stevia como Stevia rebaudiana Bertoni contra bacterias que
producen caries, por la presencia de steviol que le confiere el sabor dulce a la especie (Rios Cortes,
Cuevas, Roman, Pérez, y Rios, 2008; Tovar-Huaynate & Cupé-Araujo, 2017). Aunque S. polycephala
presento actividad inhibitoria contra S. enterica y C. albicans esta no es significativa ya que se
encuentra en valores de 1,000 pg/mL. Se puede inferir que las condiciones de crecimiento (agua, suelo
y clima) favorecieron en S. polycephala del volcan Acatenango la formacion de metabolitos
secundarios a los cuales se les atribuye su actividad antimicrobiana. En forma general, las otras
especies del género Stevia evaluadas no presentan actividad antimicrobiana a la concentracion de
1,000 pg/mL, lo que no la hace una opcion para el aislamiento de sustancias con actividad

antibacteriana o antifungica importante.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial fue ensayada Unicamente en la especie de S.
polycephala (Tabla 11), debido al bajo rendimiento obtenido en la extraccion para las otras especies;
No se encontro actividad antimicrobiana contra ninguna de las bacterias o el hongo ensayado. Por lo
que su aceite no posee ningin metabolito secundario que pueda ser microbiocida. Se utilizd6 como
control positivo ceftriaxona para las bacterias gram positivo y gram negativo y fluconazol para la
levadura Candida albicans. Por otra parte, para la determinacion de actividad antioxidante deberan
realizarse nuevas colectas, ya que el rendimiento bajo de los aceites esenciales no permitié su

determinacidn, priorizdndose la determinacion de actividad bioldgica.
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11.2.4 Fraccionamiento de extractos etandlicos de S. polycephala

Luego de realizar la determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos de las
especies de estudio, se selecciond el extracto de S. polycephala proveniente de las faldas del volcan
de Acatenango para su fraccionamiento por cromatografia contracorriente, al ser el Gnico extracto que
present6 actividad significativa. Se obtuvieron 14 fracciones de entre 10 y 20 mL, colectadas
separadamente segun se observaba cambios en la coloracion del eluyente. Los espectros UV-Vis de
las fracciones obtenidas por cromatografia contracorriente y del residuo del extracto no disuelto en
etanol al 95%, se presentan en las figuras 2 a la 14 en el Apéndice. Antes de obtener los espectros UV-
Vis de las fracciones, se verificd por cromatografia en capa fina cuales fracciones presentaban
compuestos separados, encontrandose que las fracciones 4, 5 y 6 presentaron metabolitos separados
(Tabla 13). La fraccion 4 present6é un metabolito aislado con Rf de 0.775, mientras que las fracciones
5y 6 presentaron el mismo metabolito y un segundo metabolito que presentd un Rf de 0.925 con las
condiciones cromatogréficas utilizadas. Los metabolitos presentes en las tres fracciones presentaron
espectros caracteristicos de flavonoides, cuya identidad deberd determinarse posteriormente por
técnicas espectroscopicas y espectrometria de masas. El residuo que no pudo disolverse en etanol para
introducirlo en el cromatografo contracorriente, pudo disolverse en agua, presentando también un
espectro UV-Vis caracteristico de flavonoides, por lo que también debera identificarse por técnicas

cromatograficas posteriormente.

11.2.5 Viabilidad de germinacion de aquenios (semillas) de S. polycephalay S. connata

En diciembre de 2021, se colocaron 20 aquenios (semillas) de S. polycephala colectados en San
Marcos en julio de 2021 y 20 aquenios (semillas) de S. connata colectados en Huehuetenango en
octubre 2021 en frascos de vidrio de boca ancha de 50 mL con papel periédico previamente
humedecido y guardados a temperatura ambiente y luz indirecta. Luego de un mes de observacion
revisando cada dos dias los aquenios de ambas especies pudo constatarse que ninguno logré germinar.
Una explicacion es que los aquenios de ambas especies se encontraban en condicién de latencia, por

lo que era necesario continuar con las pruebas de germinacidn en meses posteriores.
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En el caso de los aquenios de S. rebaudiana, se ha determinado que su pobre germinacién constituye
un obstaculo hacia la propagacion a gran escala, lo que hace al material vegetal caro y costoso
(Abdullateef, bin Osman, & bint Zainuddin, 2015), lo cual podria ser caracteristica de algunas especies
del género. En la experiencia lograda por el equipo de investigacion, se determind que el tiempo
minimo para lograr viabilidad de la germinacion en aquenios de S. serrata luego de su colecta, fue de
3 meses (Pérez-Sabino et al., 2020), germinando estos a los 8 dias de iniciado el experimento. De esta
forma puede concluirse que debe determinarse ese tiempo minimo para romper la latencia y lograr la

germinacion de sus aquenios.

11.2.6 Perspectivas de valor fitoquimico del género Stevia para el futuro en Guatemala

La mayoria de estudios fitoquimicos del género Stevia se han enfocado en S. rebaudiana, por ser la
Unica especie cultivada y por las propiedades edulcorantes que le confieren los glicosidos que le dan
un alto valor econémico. En las otras especies no se puede esperar encontrar las mismas propiedades
edulcorante que en S. rebaudiana, ya que segun Soejarto, Kinghorn, & Farnsworth (1982), solo dos
especies del género presentan esa propiedad. Por otra parte, en estudios previos, el aceite esencial de
S. Serrata ha presentado actividad antiinflamatoria y antinociceptiva (Simas et al, 2017; Cordeiro et
al., 2020). Asi, es importante explorar otras propiedades de estas especies y sus metabolitos
responsables, por ejemplo, el camazuleno encontrado en S. serrata y su actividad antiinflamatoria, asi
como la actividad antimicrobiana en S. polycephala, reportada previamente y que se encontré también

en este estudio.
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13. Apéndice

13.1 Sitios de colecta
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Figura 1. Mapa de sitios de colecta de plantas del género Stevia. 1) Stevia serrata Cav.; 2) Stevia
poycephala Bertol.; 3) Stevia polycephala Bertol.; 4) Stevia elatior Kunth; 5) Stevia serrata Cav.M
6) Stevia suaveolens Lag.; 7) Stevia suaveolens Lag.; Stevia connata Lag.
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Fotografia 2. Stevia elatior colectada en San Miguel Ixtahuacan, San Marcos.
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Fotografia 4. Localizacion de una especie de Stevia en Baja Verapaz.
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Fotografia 6. Stevia polycephala, en volcan Acatenango.
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Fotografia 8. Preparacion de residuo de extractos de S. polycephala para medicién por
espectrofotometria UV-Vis.
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Fotografia a 9. Obtencion por cromatografia contracorriente de fracciones de extracto etanolico de S.
polycephala.

Fotografia 10. Revelado de placas de cromatografia en capa fina de las fracciones de extractos de S.
polycephala obtenidas por cromatografia contracorriente.
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Fotografia 11. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto de S. elatior contra las bacterias
Gram positivo (Staphylococcus aureus y Bacillus cereus), la bacteria Gram negativo (Salmonella
enterica var Tiphy) y el hongo levaduriforme (Candida albicans) a una concentracién de 1,000 ug/mL
(1 mg/mL). Fotografia: Isabel Cristina Gaitan, 27 de octubre de 2021.

Fotografia 12. Semillas (cipselas) con estructuras de inflorescencias secas de S. polycephala
proveniente de faldas del volcan Acatenango, Chimaltenango. Fotografias: Max Mérida Reyes, 18 de

noviembre de 2021.
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Fotografia 13. Semillas (cipselas) separadas de estructuras de inflorescencias secas de S. polycephala

proveniente de faldas del volcan Acatenango, Chimaltenango. Fotografias: Max Mérida Reyes, 18 de
noviembre de 2021.

Fotografia 14. Inflorescencias de Stevia polycephala de volcan Acatenango.
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Fotografia 15. Stevia serrata en San Miguel Ixtahuacan, San Marcos.

Fotografia 16. Stevia suaveolens de San José Ojetnam, San Marcos.
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Fotografia 17. Cromatografia en capa fina de fracciones de extracto etanélico de S. polycephala,
obtenidos por cromatografia contracorriente.
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13.3 Espectros UV-Vis de fracciones obtenidas por cromatografia contracorriente
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Figura 2. Espectro UV-Vis de la fraccion 1, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 3. Espectro UV-Vis de la fraccion 2, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Overlaid Spectra:
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Figura 4. Espectro UV-Vis de la fraccion 3, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 5. Espectro UV-Vis de la fraccion 4, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 6. Espectro UV-Vis de la fraccion 5, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 7. Espectro UV-Vis de la fraccion 6, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Overlaid Spectra:
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Figura 8. Espectro UV-Vis de la fraccion 7, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 9. Espectro UV-Vis de la fraccion 8, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Overlaid Spectra:
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Figura 10. Espectro UV-Vis de la fraccidn 9, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 11. Espectro UV-Vis de la fraccion 10, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 12. Espectro UV-Vis de la fraccion 11, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Figura 13. Espectro UV-Vis de la fraccidon 12, obtenida por cromatografia contracorriente.
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Overlaid Spectra:
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Figura 14. Espectro UV-Vis del residuo, parte de muestra que no se disolvio en etanol al 95%.

14. Aspectos éticos y legales

No se requirid tramite de licencia para realizar la presente investigacion.

15. Vinculacion

Se informd del proyecto al Sr. Sebastian Jeronimo Pablo, lider comunitario de Chichim, en Todos
Santos Cuchumatan, Huehuetenango para obtener el apoyo para la basqueda de especies del género
Stevia en dicho municipio y colaborar con futuras fases del proyecto.

Se ha recibido solicitud de una organizacion internacional que solicita cooperacion para realizar un
proyecto para evaluar los glicosidos de Stevia rebaudiana cultivada en Guatemala, asi como la calidad
del suelo en que se cultiva y la salud de la planta.

Se ha mantenido el vinculo con el Instituto de Pesquisas de Productos Naturales de la Universidad
Federal de Rio de Janeiro, donde se analizaran los metabolitos aislados en el laboratorio.

16. Estrategia de difusion, divulgacion y proteccién intelectual

Se ha preparado el primer articulo de dos que se espera publicar en revistas internacionales. EI primero
se titula “Conocimiento actual de la sistematica, distribucion y fitoquimica del género Stevia en
Guatemala”, el cual sera enviado a la revista Biologia Tropical para su evaluacion.
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Se presentaron los resultados en las comisiones intersectoriales de medio ambiente y Ciencias de la
Tierra, el Océano y el Espacio de la SENACYT, en las cuales participa la Escuela de Quimica.

Se presentaran resultados en el Congreso Internacional de Productos Naturales de la IUPAC que se
celebrara en Napoles en el segundo semestre de 2022. Este congreso estaba inicialmente programado
en octubre de 2021 en la misma ciudad, pero por medidas de prevencién de la pandemia Covid-19 se
traslad6 para octubre de 2022.

17. Aporte de la propuesta de investigacién a los ODS:

Con el proyecto se buscaba contribuir al Objetivo de Desarrollo Sostenible 15. “Proteger, restaurar y
promover la utilizacién sostenible de los ecosistemas terrestres, gestionar de manera sostenible los
bosques, combatir la desertificacion y detener y revertir la degradacion de la tierra, y frenar la pérdida
de diversidad biologica” especificamente con las metas 15.6 “Promover la participacion justa y
equitativa en los beneficios que se deriven de la utilizacion de los recursos genéticos y promover el
acceso adecuado a esos recursos, como se ha convenido internacionalmente” y 15.9 “Para 2020,
integrar los valores de los ecosistemas y la diversidad bioldgica en la planificacion nacional y local,
los procesos de desarrollo, las estrategias de reduccion de la pobreza y la contabilidad”, generando
conocimiento sobre la diversidad de productos naturales de la flora guatemalteca para la proteccion y
aprovechamiento sostenible de estos recursos. Esto se logra evaluando el potencial de uso y
domesticacion de las especies del género Stevia, por medio de la identificacién de metabolitos
secundarios de alto valor econdmico y su actividad bioldgica, para que en caso que puedan ser
aprovechados contribuyan promover el uso sostenible de estas plantas que en la actualidad no son
aprovechadas, buscando la participacion justa y equitativa de los beneficios para las comunidades
donde puedan aprovecharse, con lo cual se busca también generar alternativas de ingresos para las
comunidades del area rural.

Por otra parte, la generacion de nuevas capacidades para las unidades académicas participantes para
el aislamiento de metabolitos secundarios de la flora guatemalteca a escala preparativa permitira el
planteamiento de nuevos productos de alto valor agregado, buscando contribuir al desarrollo
econémico de regiones con incidencia de pobreza por medio de la proteccion y uso de especies de la
biodiversidad propia de Guatemala. Los resultados del proyecto contribuyen al objetivo de desarrollo
sostenible nimero 15, “ Proteger, restaurar y promover la utilizacion sostenible de los ecosistemas
terrestres, gestionar de manera sostenible los bosques, combatir la desertificacion y detener y revertir
la degradacion de la tierra, y frenar la pérdida de diversidad bioldgica”, ya que se han localizado
poblaciones de especies del género Stevia en localidades de diferentes departamentos del occidente de
Guatemala, que permiten orientar esfuerzos para su estudio y utilizacion sostenible, asi como
protegerlas.
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18. Orden de pago final

Categoria Registro de | Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma

/auxiliar) (Si/ No)

Lic. Max Samuel Mérida Investigador No

Reyes

M.A. Isabel Cristina Gaitan | Investigadora No

Fernandez

Javier Alejandro Medina Auxiliar No

Cortez

19. Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago
correspondiente.

Dr. Juan Francisco Pérez Sabino

Fecha: 28/02/2022

20. Aval de la Directora del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de
investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto Caracterizacion fitoquimica y de la actividad
bioldgica, y evaluacion de la propagacion de seis plantas del género Stevia de Guatemala en mi calidad
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de Directora del Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas, mismo que ha sido revisado y
cumple su ejecucién de acuerdo a lo planificado.

Vo.Bo. Dra. Maria Eunice Enriquez Cotton

Fecha: 28/02/2022

21. Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Ing. Agr. Augusto Saul Guerra Gutiérrez

Coordinador del Programa Universitario de
Investigacion en Recursos Naturales -PUIRNA-

Fecha: 28/02/2022

Vo.Bo. Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar
Coordinador General de Programas Universitarios
de Investigacion

Fecha: 28/02/2022
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