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1. RIASSUNTO

Lo zucchero ¢ un nutriente fondamentale per 1’organismo, ciononostante I’elevato
apporto calorico che fornisce, se non sfruttato pienamente dall’organismo, puo costituire
unrischio per la saluteleterminando problemi dibesit”, dentali enei casi pie gravijil
diabete. Per questi motjwegli anni molti studi sono stati condotti per trovare delle
sostanze in grado di dolcificare gli alimenti ma allo stesso tempo ridurre 1’apporto
calorico all’organismo. Fino ad oggi solo due sostanze sono State create artificialmente
per questo scopo ¢ sono I’aspartame ¢ 1’acetasulfame K. Queste sostanze oggigiorno
compongonda maggior partele dolcificanti comunementeitilizzati dalle persone che
soffrono di problemi legati al diabete. Tuttavialcuni studi hanno dimostrato che
queste sostanze nowons del tutto sicure per I'uomo per cui, negli ultimi decenni,
I’attenzione si * spostatazerso una pianta, I&8tevia rebaudianéBertoni) Bertoni, nota
da secoliin Sud America per il suo potere dolcificangéel il suo potere calorico
trascurabile

Lo scopo d questolavoro « stato quello dstudiare la risposta della pianta a dosi
crescenti dei principali elementi nutritiyN, P, K) ed, individuare in definitiva la
formula di concimazionettimale per massmizzare le rese dal punto di vista della
biomassae, soprattutto, dellesostanze dolcificantiLa prova e stata condotta in
ambiente protetto, con piante allevate in vaso. Sono state confrontate 9 tesi derivanti
dalla combinazione di tre dosi dei tre nemti: 0,1, 0,2 e @ mg di N per litro di
soluzione nutritiva e con una somministrazione settimanale di 5Qfenpianta 0,5,
1,0 el1,5mgl/vaso di POs distribuiti in due interventi e 1,5, 3,0 eé54mg/vaso di KO
distribuiti in due interventi.

| risultati hanno evidenziato che I’azoto ¢ il pie importante nutriente in grado di
aumentare sia le rese biomassache di stevioside e del rebaudioside L’aumento
della dose di azoto, oltredaavervisto incrementare le asportazioni dello stedsa,
determin#&o anche I’aumento delle asportazioni degli altri nutrienti. Grazie al maggior
lussureggiamento della pianta, parallelamente all’aumento della biomassa si * assistitq
per tutte le parti della chioma della piardduna diminuzione del contenuto di sogtan

Secca



Il fosforo invece ¢ risultato influire positivamente solo con la concentrazione di
sostanza secaielle foglie il loro peso secce laconcentraziondi questo nutriente nei
tessuti

Il potassio come 1’azoto, ha permesso dittenerebuoni incementidd peso secco delle
foglie e dei fustial primo taglioe, ovviamente, della concentrazioni dello stesso
elementonei tessuti. Come 1’azoto, anche per il p@ssio si ¢ assistito ad una
diminuzione della concentrazione della sostaseadi alcuneparti della pianta, come
fusti e intera chioma.

Spesso si s notate interazioni tra i nutrientia cacentrazione di sostanza secca
delle foglie e nell’intera parte aerea al secondo taglio ¢ stata influenzata dall’interazione
azoto x fosforo:all’aumentare della dose di fosforsono aumentt gli incrementi
determinati dall’aumento della dose di azoto. In molti casi quando I’aumento dell’azoto

* risultato vantaggioso per il parametro allo studiguoi effettisono statincrementati
damaggiori dosi dpotassi¢ questo ad esempioel peso secco delle foglie al secondo
taglio, nel peso secco dell’intera chioma nel totale e nelle fissazioni e asportazioni di
potassio nei tessuti

In definitiva, nella coltivazione di stevia ai fini della produzione dintassa ¢ apparsa
ottimale la dose maggiore di N e quelle intermedie di P e K. Se I’obiettivo della
coltivazione « invece la produzione di glicosidi steviolici la dose intermedia di N e

quelle pie basse di P e K sono parse sufficienti.



2. ABSTRACT

EFFECTS OF NITROGEN, PHOSPHORUS AND POTASSIUM LEVELS ON
YIELD, QUALITY AND U PTAKES OF STEVIA (STEVIA REBAUDIANA
(BERTONI) BERTONI) C ULTIVATED IN POTS

Sugar is an essentiautrientfor human organism. However, if its high calorie count is

not properlyconsideredhere may be a risk for human healtith problemssuch as
obesity, tooth decay anoh the most serious casés diabetes. For this reason, over the
years many researebhave been carried out in orderfiod some substances that could
sweeen foods and reduce the calories count at the samelUjre. now,scientists have
lokked for artificial substances which could fulfill this purposech as aspartame and
acetasulfame KNow, these substances are the most common sweeteners for people
who suffers from diabetes problems. However, some research have revealed that these
substances cannot be considered completely safe for human health. As a consequence,
in the last decades scientists have turned their attention gard called Sevia
rebaudiana (Bertoni) Bertoni which is known in South America for its sweetener
properties and its extremely low calories count.

The purpose of thithesiswas to study the reponseof the plant toapplicationof an
increasing doseofthe main nutrients (N, P,)dn terms of biomass production and,
particular of sweetener substances. The reseas@$carried outin a greenhouse where

the plantseregrown in pots. In this researchir@atments wereomparedieriving from

the factorial combinationf three dosg of the main fertilizers:,@, 0,2 and 03 mg of N

perL of nutritive solutionsanda weekly administration of 500 ml of nutritive solution

for plant; 05, 1,0, 20 mgplant of P,Os in two top applicationand 1,5, 3) and 45
mg/dantof K,O in twoapplications

The results revealed that nitrogen is the most important element which can increase the
yields of biomassand production of stevioside and rebaudiosileThe increase of
nitrogen fertilization determined an increase in tipgakeof nitrogen, plsphorus and
potassium in the plant@ecause othe better growh of the plant, the increase of the
biomass determined a relevant decrease ofrdiger contenin eachpart of theabove

ground organs



Phosphorus increased only the concentration ohtitger of leavesits dry weight and

the phosphorus content in the plant.

Potassium, like nitrogen, allowed to increase the dry weight of leatstemsat the

first cut and, obviously, the concentration of this nutrient intigeies. Potassiuimas

also determined the decrease of the concentration ofnthiterin some parts of the
plant, like in thestemsandleavesat first cut

It wasobserved that there are frequent interactions between nutrients. The concentration
of dry matterin leaves and in #habove ground plant orgars the second cuwvere
affectedby the interaction leveen nitrogen and phosphorus:tias dose of phosphorus
increases, théncraese of the parameter due to the incredtsegen fertilizationwas
enhanceln many cases, whehe increase of the nitrogen was favorable for the studied
parameter, its effects have beemprovedby theincreasingdoses of potassium. This
effect, for example, has been observed in the dry weight of led#es second cut, in

the dry weight of theabove ground plant orgarand in the content andp takeof
potassiunmby plants

Ultimately, in the cultivation of stevia for biomass the production, the highest rated of N
and and the intermediate of P and K appeared the optimal. Differently, if the tie of
cultivation the production of steviol glycosides the intermediate rates of N and lowest
rates of P and K seemed adequate.



3. INTRODUZIONE

3.1 DESCRIZIONE BOTANICA

La Stevia rebaudianéBertoni) Bertoni * una pianta dicotiledone perennamhbistiva,
cespugliosa, appartenente al regno delle angiosperme e alla famigliAsteli@ceae

nativa della regione del Amambay situata nel restldel Paraguay. Si pu” trovare
comunque facilmente anche nelle parti limitrofe del Brasile e dell’ Argentina (Soejarto,
2002). Nelle sue terre natie la stevia cresce in prossimit” dei terreni paludosi o nelle
praterie e in tutti terreni dove c’¢ un abbandante quantit”™ di acqua (Shock, 1982). La
regione dell’Amambay ¢ caratterizzata da un ambiente tipicamente collinare con
altitudini che raggiungono i 26600 m s.I.m. Il clima « subtropicale e definito da
temperature che variano dé jC le minime e da 43 {C le massime, la media di
temperatura ¢ intorno ai 23 jC. In questa regione le pioggie sono molto fiteguia

media cadono circa 15601800 mm di pioggia all’anno (Ashok et al, 2010).

Classificata botanicamente per la prima volta nel 1899 da Moises Santiago Bertoni,
prese il nome dEupatorium rebaudianundal nome della tribe di appartenza e dal
nome dé biologo (Rebaudi) che per primo riusc* ad estrarre le sostanze chimiche
tipiche della stevia. Nel 1905 Bertoni stesso riclassifica la pianta attribuendole 1’attuale

nome (Andolfiet al, 2007). La stevia nei luoghi di origine era conosciuta solo dalle
popolazioni indigene locali, che dai suoi estratti producevano sostanze usate come
dolcificante nellayerba matee in vari infusi medicinali per il trattamento del bruciore di
stomaco e di altri disturbi (Brandle e Telmer, 2007).

La pianta pu™ crescere finad un metro di altezza, presenta un vasto sistema radicale
fascicolato e un importante apparato vegetativo (Migtiral, 2010). Le foglie sono
sessili di lunghezza variabile tra i 3 0 4 centimetri, di forma lanceolata o a spatola, la
lamina « nella pae marginale tutta seghettata e termina con una punta smussata (Figg.
1 e 2). La pagina superiore delle foglie risulta pubescente e leggermente granulosa,
inoltre su di essa sono presenti due tipologie di tricomi, una grande di eirbguh e

una piccolodi 2,5 um (Shaffert e Chebotar, 1994). In media una pianta di stevia
possiede un LAI di 80, il che gli conferisce una buona attivit™ fotosintetica (Fronza e
Folegatti, 2003).



Figura 1. Rappresentazione grafica della pianta di stevia (Fonte:dfmg002).
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Figura 2. Chioma di una pianta 8ievia rebaudiangBertoni) Bertoni
(Fonte:Sic Zlabur, 2013).

Il fusto « legnoso ma molto debole come resistenza (Shock, 1982). | fiori, di poco
interesse dal punto di vista estetico, sono racchiusi all’interno di una infiorescenza detta
corimbo composto dalle due alle sei cimette opposte alteebrérigg. 1 e 3). Se presi
singolarmente i fiori sono di dimensioni molto ridotte circa-I mm e di colore

bianco con una corolla leggermente violacea, inoltre sono circondati da un involucro
detto Epicalyx (Dwivedi, 1999).

PoichZ la pianta ha un aescimento indeterminato la fioritura pu™ avvenire anche
qguando la pianta presenta 4 o 5 foglie (Marsodial, 1998; Dwivedi 1999). | fiori
sono ermafroditi ma la fecondazione risulta allogama e principalmente entomofila a
causa del polline che rigalincompatibile con lo stigma femminile dei fiori della stessa
pianta (Chalapathet al, 1997b; Miyagawat al, 1986), inoltre questo presenta molte
caratteristiche allergeniche per I'uomo. In media I’apparato riproduttivo della pianta
raggiunge la matit” in circa un mese di tempo dopo la fioritura (Taiariol, 2004). |
capolini sono sciolti, irregolari e a ramificazione simpodiali (Katayanal., 1976;
Blumenthal, 1996).
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Figura 3. Fioritura  della Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni
(Fonte:http://labratorioveg.altervista.org/blog/tag/stevebaudiang/

11 frutto contiene cinque acheni di 3 mm di lunghezza all’interno dei quali sono situati in

media 20 semi (Oddone, 1997). | semi della stevia vengono disseminati per via
anemofila sfruttando delleapille posizionate su un polo del seme ma presentano il
problema di essere spesso non vitali o con una limitata capacit™ germinativa, ci” a causa
del loro ridotto endosperma (Lester, 1999). Questo determina un grande problema per le
coltivazioni su larga sala soprattutto qualora la pianta venga coltivata con un ciclo
annuale (Shock, 1982; Duke, 1993; Carnestoal, 1997). La produzione di semi
all’interno di un ettaro di terreno si aggira attorno agli 8 kg e questa quantita basterebbe

per seminare circd00 ha di terreno (Lester, 1999), tenendo conto che una quantit™ di
1000 semi pesa in media dai 0,3 g a 1 g (Colombus, 1997; Brandle 1998). Il
problema ¢ che frequentemente circa il 50% dei semi prodotti risultano non vitali ed il
colore « il metoa pie efficacie per distinguere i semi vitali da quelli non vitali. | semi
vitali mostrano una colorazione scura mentre quelli non vitali una colorazione pallida o
chiara (Fig. 4) (Felippe, 1978; Monteiro, 1980; Oddone, 1997, 1999; Goettemoeller e
Ching, 1999).
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Figura 4. Seme non vitale a sinistra, seme vitale a destra (Fonte:
Ashok, 2010).

Inoltre la coltivazione da seme non permette di ottenere popolazioni omogenee e ci”
determina una forte variabilit™ sulle rese produttive (Tametral, 1984; Nakmura e
Tamura, 1985). Per questo motivo la propagazione vegetativa viene preferita grazie alle
talee che radicano facilmente, tuttavia questa non risulta la pratica pie conveniente a
causa della richiesta di un elevato livello di input e di manodopeabfattb che da una

talea si originano solo pochi individui. A causa delle difficolt™ sopra menzionate la
coltura di tessuti risulta essere ’alternativa piu rapida per avere una propagazione di

massa (Fig. 5; Sivaram e Mukundam, 2002).

Figura 5 Stevia in micropropagazione (Fonte: Ashok, 2010).
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3.2 ESIGENZE AMBIENTALI

Per quanto riguarda le esigenze climatiche, la stevia soffre molto il freddo e non tollera
le temperature vicino allo zero. Per una crescit” ottimale sono necessarie temperature
attorno ai 20 24 iC (Singh e Rao, 2005) e nei casi estremi hon devono essere superiori
a 40 {C durante il giorno e inferiori ai 10 jC durante la notte (Barathi, 2003). Grazie alla
sua grande capacit” di adattarsi, la stevia riesce a modificare il doovitale in base

alle latitudini e diventa una pianta annuale a ciclo prevalentemente primastivie

alle alte latitudini (Sivaram e Mukundam, 2002) mentre in ambienti subtropicali si
comporta come una perenne (Goettemoeller e Ching, 1999). Quegbortamento si
pensa sia dovuto a dei caratteri genetici influenzabili dalle condizioni climatiche che
comandano dei caratteri fenotipici (Metivier e Viana, 1979; Ermakov e Kochetov,
1996). In comune con molte piante, la crescita della stevia ¢ legataadii&zione
luminosa assorbita (PAR), al fotoperiodo, alle temperature e al contenuto di acqua nel
suolo, ma per quanto riguarda la produzione di steviosidi ¢ stato accertato che i fattori
ambientali e agronomigono molto importanti e, in genere, e nostato accertato un
legame tra contenuti di steviosidi e le caratteristiche fenotgetia pianta (Cheet al,

1978; Tateet al,, 1999).

Per quanto riguarda la luce la stevia si comporta come una lungidiurna nello sviluppo
dell’apparato vegetativo e in media richiede dalle 12 alle 16 ore di luce solare (Valio e
Rocha, 1966; Kudo, 1974; Metivier e Viana, 1979; Zaidaal, 1980; Viana, 1981,
Mizukami et al, 1983). In condizioni di giorno lungo lo sviluppo vegetativo
accentuato con fusti che si allyano e si ingrossano e foglie pie numerose che si
raggruppano in rosette. Questo incrementa I’accumulo di sostanza secca della pianta e

ad una maggiore concentrazione di proteine, zuccheri e steviosidi all’interno delle foglie
(Metivier e Viana, 1979). E’ stato individuato che un fotoperiodo di 16 ore di luce porta
ad un considerevole aumento di queste sostanze. Le frequenze di luce intorno ai 660 nm
inducono una interruzione del processo di fioritura e stimolano la produzione di
steviosidi. Anche 1’induzione a fiore viene influenzata dal fotoperiodo ma, al contrario
dell’accrescimento vegetativo, la fioritura viene stimolata in condizione di giorno corto

con una lunghezza critica di 13 ore (Lester, 1999). Kudo (1974) ha dimostrato che la
pianta entra in @ritura dopo 46 giorni con 11 ore di luce giornaliera e questo intervallo
aumenta a 96 giorni se il fotoperiodo aumenta a 12,5 ore di luce. In condizione di
fotoperiodo ottimale la stevia ¢ in grado di fiorire tra i 50 e i 60 giorni dopo la semina
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(Zaidan et al, 1980). Ovviamente la fioritura ¢ un carattere da non ricercare o,
comunque, da non stimolare perché ’accumulo di steviosidi all’interno delle foglie

risulta maggiore in condizioni di giorno lungo in corrispondenza del cambio fisiologico
dei merisemi. In questa fase la pianta passa dallo stadio vegetativo a quello riproduttivo
che segna il momento di riduzione del contenuto di queste sostanze nelle foglie (Ceunen
et al, 2012). Nel suo habitat natio la fioritura della stevia va da gennaio a marzo
nell’emisfero sud, mentre nell’emisfero nord la fioritura avviene da settembre a
dicembre, se per” la pianta viene coltivata a temperature intorno a 25 jC e con
fotoperiodo lungo rimarr” nel suo stadio vegetativo per molto pie tempo (Monétiro

al., 2001).

3.3 ESIGENZE PEDOLOGICHE

!

La stevia ¢ una pianta che si adatta bene a molti terreni, ma « stato verificato che i
terreni tendenzialmente s@altidi e con una buona porosit™ sono risultati i pie idonei per
qussto tipo di coltivazione (Shock, 1982). Mal si adatta invece a terreni ricchi di sali o
alcalini. L’acidita dei suoli ¢ stata dichiarata una condizione essenziale per avere una
ottimale produzione non solo per quanto riguarda la biomassa ma anche p&rnbto

di steviosidi all’interno delle foglie (Das e Dang, 2010).

34 COLTIVAZIONE

Sebbene la stevia continui ad essere una pianta rara nel sua habitat naturale, la sua
coltivazione sta aumentando notevolmente nel mondo. Oggigiorno i principali paesi
produttori sono in particolare Canada, Cina e alcuni paesi dell’Europa, soprattutto per I’

uso ornamentale (Gardamd al, 2003; Amzadet al, 2010). In questi, paesi, ma in
particolare in Europa dove ¢ presente un clima continentale, la coltivazione della stevia
viene garantita in maniera prolungata grazie all’utilizzo degli ambienti protetti, i quali le
conferiscono le condizioni ottimali per uno sviluppo perennante (European
Commission, 1999). Il perche di questa sua rapida espansione nelle coltivazioni agricole

mondiali  racchiuso nella sua capacit™ di produrre;i@itrno delle sue foglie, e in
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minor modo anche nel fusto, dei glicosidi diterpenici noti anche come glicosidi
steviolici, ovvero delle sostanze dolcificanti a bassissimo potere calorico ma che
risultano essere 300 volte pie dolci del saccarosio (Bramedleelmer, 2007). Oltre a
queste propriet” le sostanze appena descritte risultano possedere propriet™ antiossidanti
e attivit” antibiotica e antifungina. Inoltre nelle foglie sono stati riscontrati anche ali
livelli di acido folico, vitamine C e molti ammoacidi essenziali ad eccezione del
triptofano. Per queste sue caratteristiche la stevia sta prendendo sempre pie piede nel
mercato mondiale soprattutto per quella fetta di mercato legata ai prodotti dietetici
naturali e a basso contenuto calorico (Ghahtl., 2007).

La stevia * una pianta che si adatta bene ad essere coltivata in modo intensivo grazie al
suo vigore e con le pratiche agronomiche tradizionali * in grado di produrre una elevata
resa (Shock, 1982). Si adatta anche a molti tipi di tersghe se questi risultano
essere poveri di sostanze nutritive, a patto che ci siano adeguate disponibilit™ di acqua
poiche le foglie e gli steli possono appassire rapidamente. La stevia, nelle regioni
temperate e tropicali caratterizzate da temperatuide calalta umidit”, si comporta
come una pianta perenne e la sua produzione pu~ durare anche otto anni se viene
sfalciata solo la parte aerea. Essa puo garantire all’incirca sei sfalci nell’arco di un anno

grazie al suo veloce ritmo di crescita. La quarditfoglie che possono essere raccolte
varia in media da 15 a 35 g di sostanza secca per pianta (Mtshlra2010). Secondo

Serio (2010), un ettaro di stevia « in grado di produrre tra i 1000 e i 1200 kg di foglie
secche, che corrispondono ad una preazhe di circa 6070 kg di steviosidi. A
confronto con le produzioni di zucchero proveniente dalla barbabietola o dalla canna la
produzione della stevia sembra irrisoria ma, tenendo conto che il potere dolcificante
degli steviosidi » di 300 volte superio saccarosio, si pu” ottenere un rendimento
equivalente a 21000 kg di zucchero per ettaro.

La coltivazione inizia dalla propagazione delle piante che pu™ avvenire con la semina
oppure per via vegetativa. Nel primo caso si parte, ovviamente, da semevehavdr
superato la fase di dormienza. In caso contrario si pu” ricorrere alla vernalizzazione che
consiste nel far superare al seme la dormienza primaria, ponendolo in cella frigorifera a
4 iC per 34 settimane. Quindi il seme pu™ essere posto a germiaaR5 jC per
ottenere la germinazione vera e propria (Randi e Felippe, 1981; Felippe e Randi, 1984).
In queste condizioni si ottiene una germinazione ci circa il 90% e, per completare il
processo, sono necessarie all’incirca 100 ore (Takahashi et al, 199%). Dopo 6 o 7

settimane le giovani plantule possono venire trapiantate in campo o in ambiente protetto
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(Lester, 1999). La propagazione vegetativa invece pu” avvenire sostanzialmente in due
metodi ovvero il taleaggio e la micropropagazione. Il primo pteué&sportazione,

dalla pianta madre, di alcuni germogli che poi vengono fatti radicare in un substrato
(Tirtoboma, 1988). Il risultato migliore si ottiene prelevando la porzione terminale del
germoglio principale della lunghezza di quattro internodi aibncirca 8 - 15 cm e
preservando dalle due alle tre paia di foglie (Zubeekal, 1991a; Carvalhet al,

1995). Maggiore ¢ la lunghezza della talea maggiore « la velocit” e la capacit™ di questa
di emettere radici, ci” « dovuto alla pie elevata quiéindi sostanze come carboidrati e
composti fenolici conservati all’interno (Stolz, 1968). Successivamente le talee vengono
bagnate nella parte tagliata con ormoni, quali IAA o IBA, allo scopo di stimolare la
radicazione, dopodiché vengono poste all’interno di vasi contenenti torba (Chalapathi

al., 2001). L’uso degli ormoni deve essere attentamente modulato in quanto si possono
verificare diversi problemi. A concentrazioni troppo basse, ovvero 500 ppm, non
attivano la radicazione mentre dosi eccessigee 1000 ppm possono inibire la
radicazione poiche al livello del taglio si pu™ formare un callo (Shin e Lee, 1979). Per
avere una ottimale radicazione della talea bisogna effettuare frequenti e periodici
immersioni del taglio in una soluzione di 50 ppmiBIA (Zubenkoet al, 1991b). E’

stato inoltre accertato che immergere le talee nel paclobutrazolo a concentrazione di 50
— 100 ppm stimola la radicazione in maniera molto piu vigorosa rispetto all’utilizzo
del’IBA o dell’TAA (Chalapathi et al, 2001). @n questa tecnica Gvasaliya e
collaboratori (1990) hanno dimostrato di poter far radicare quasi tutte le talee utilizzate
ed, inoltre, si riesce ad avere una produzione molto piu uniforme rispetto all’utilizzo dei

semi sia per quanto riguarda la crescéfledpiante ma soprattutto come concentrazione

di steviosidi presenti all’interno dei tessuti vegetativi (Truong e Valicek, 1999).

La micropropagazione (Fig. 5)  una tecnica di propagazione, esclusivamente effettuata
in laboratorio, che consiste nel crealei cloni partendo da piccole porzioni di tessuto
meristematico coltivato in degli appositi substrati. Di solito si pu™ utilizzare come
materiale di partenza foglie, gemme radicali, meristemi apicali e tessuti internodali
(Handroet al, 1977; Yang e Ging 1979; Miyagawat al 1986; Ferreira e Handro
1987; BespalholFilho et al, 1992; Swansoat al, 1992; Bespalhokilho et al, 1993;

Akita et al, 1994; Kornilova e Kalashnikova, 1996; Constantinovici e Cachita, 1997). |
substrati utilizzati di solitthanno una media concentrazione di-2[, dai 2 ai 5 mg/L
(SalimUddinet al,, 2006).
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Il periodo migliore per effettuare la semina oppure il trapianto delle talee ¢ la primavera,
pie precisamente marzaprile per la semina e magegiugno per il taleagio (Leeet

al., 1979). La micropropagazione, essendo effettuata in laboratorio, non ¢ influenzata
dall’ambiente esterno.

La riproduzione vegetativa, pur avendo grandi vantaggi dal punto di vista produttivo
spesso, risulta essere troppo costosa e déffatd realizzare e per questo motivo viene
utilizzata solo su produzioni di piccola scala (Fredeetal, 1996). Il trapianto di
piantine a radice nuda ¢ un processo molto delicato perche le giovani piante tendono a
subire un forte stress soprattuttodegalla rottura degli apparati radicali. Per evitare tali
problemi si preferisce far germinare i semi in contenitori alveolati in maniera che la
giovane plantula venga trapiantata assieme alla sua pan di terra riducendo enormemente
le eventuali rotture dicali (McKee, 1981).

La densit” di trapianto ¢ influenzata molto dalla condizioni ambientali poiche la pianta
puo modificare di conseguenza le sue strutture. Tendenzialmente tra una pianta e 1’altra

si tengono 60 cm nell’interfila e 20 cm lungo la fila (Murayamaet al., 1980), in questo
modo siamo in grado di ospitare dalle 80.000 alle 100.000 piante per ettaro (Donalisio
et al, 1982).

La stevia, essendo una pianta ad accrescimento indeterminato, presenta gemme apicali
che inibiscono lo sviluppo e lockiudersi delle gemme sottostanti attraverso
I’imposizione di una forte dominanza apicale; questo effetto ¢ stimolato anche dalle
disponibilit”™ nutritive per la pianta (Lang, 1990). Alcuni studi, volti a ricercare una
maggiore resa produttiva per questdtwea, hanno evidenziato che la cimatura, in
aggiunta ad una concimazione pie abbondante, stimola il rapido schiudersi delle gemme
sottostanti portando alla pianta un aumento della produzione di foglie pari ad un 20%
rispetto ai testimoni non trattati € si traduce in una maggiore resa produttiva (Cline,
1994). Questa maggiore resa produttiva, per”, ¢ riferita solo alla biomassa in quanto la
cimatura non comporta segni di alterazione sui livelli di concentrazione delle

biomolecole, come gli steviosigiresenti nella stevia (Pat al, 2013).
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3.5IRRIGAZIONE

!

La stevia ¢ una pianta che necessit” sempre di un buon rifornimento idrico; nel suo
habitat naturale i suoli presentano spesso delle falde freatiche molto supezfitiali
terreno, di conseguenza, ha una buona umidit” (Shock, 1982). Negli altri ambienti la
stevia non necessita di frequenti irrigazioni se il terreno dispone di una buona ritenzione
idrica, ma se questa non dovesse esserci ’irrigazione ¢ una pratica tanto utile quanto
necessaria (Donalisiet al., 1982). La buona qualita dell’acqua ¢ fondamentale poiche

la pianta, previlegiando i terreni salgidi, eventuali acque troppo ricche di carbonati o

di sali potrebbe ridurre la disponibillit™ di micronutrientirpa pianta causando stress
nutrizionali (Shock, 1982). La quantit” di acqua nel terreno sufficiente per lo sviluppo
della pianta corrisponde a circa il-43% del totale, ovvero ad un fabbisogno idrico
medio giornaliero pari a 2,33 mm di acqua per pig@aenadi, 1983). | maggiori
fabbisogni idrici si hanno in corrispondenza del trapianto e sia prima che dopo lo sfalcio
per la raccolta delle foglie; in questo modo si sostiene la pianta ad una rapida ripresa
vegetativa (Andolfiet al, 2002). | consumi ideci, comunque, si mantengono alti
durante tutto il ciclo di sviluppo della pianta poichZ questa ha un elevato coefficiente di
evapotraspirazione e consuma, in media, 5,75 mm di acqua al giorno (Fronza e
Folegatti, 2002a).

Per quanto riguarda il ristagndirico si * visto negli ambienti asiatici, dove sono
presenti frequenti fenomeni monsonici, la pianta mal sopporta queste condizioni a causa
dell’ambiente piu asfittico e della piu bassa disponibilita di nutrienti. In questo modo la

stevia risponde con uanticipo della fase di senescenza (Pariiaal, 2010). Per
guesto motivo ¢ opportuno, in certe condizioni dove sono previsti forti allagamenti,
dotare del terreno di opportuni sistemi di drenaggio delle acque in eccesso oppure
installare dei sistemi ddrotezione come serre o tunnel (Sirgghal, 1996; Ahlawat e
Gangaiah, 2010).

3.6 CONCIMAZIONE

La stevia, essendo una pianta adatta agli aridi e poveri terreni del Paraguay, non richiede
importanti apporti di concime. Tuttavia oggi, per sottostdte sempre pie forti
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esigenze del mercato e per il fatto che la sua produzione principale sono le foglie,
I’aspetto nutrizionale diventa assai fondamentale (Donalisio et al, 1982; Goenadi,
1985). Difatti la pianta * proprio nelle produzione di foglie chiene facilmente
penalizzata da condizioni di stress con il rischio di abassare le concentrazioni di
steviosidi all’interno del tessuto e quindi le rese produttive ed economiche. La scarsa
quantit™ di azoto e potassio si traduce in un rapido ingiallimédbare e fenomeni di
clorosi, mentre per quanto riguarda la carenza di fosforo i sintomi principali sono
I’acquisizione di un colore caratteristico verde scuro delle foglie (Utumi et al, 1999).

Per quanto riguarda le dosi di nutrienti da impiegare $& $eno molto variabili:
Sheelavantar (1973) sostiene che il livello ottimale di azoto si aggira intorno ai 40 kg
per ettaro, e dosaggi pie elevati non modificherebbero sostanzialmente le rese
produttive rispetto a quelle ottenute con il dosaggio ottinRéenachandra (1982), nei
suoi studi condotti in Cina, dice invece che il livello ottimale « di 120 kg di azoto e di
60 kg di BOs per ettaro, dosi queste che permetterebbero di incrementare di molto tutti
i principale indici di crescita della pianta. Kawaat e collaboratori (1980) si pongono
invece in una via di mezzo dicendo che la concimazione migliora sicuramente le rese
produttive rispetto alla non concimazione, ma come diceva anche Ramachandra, questa
non deve essere esagerata perche i sovradosaggsembrano essere sfruttati dalla
pianta in modo ottimale e quindi sarebbero solo degli sprechi. Alcuni autori dicono che,
sulla base della composizione della pianta, i livelli ottimali sono di 105 kg azoto, 23 kg
fosforo e 180 kg potassio per una produoeimormale di biomassa pari a 7500 kg/ha nei
suoli canadesi (Brandkt al, 1998).

Se ci riferiamo a 5 cicli produttivi nell’arco di un anno le dosi ottimali sono circa 400 kg

di azoto, 150 kg di #s e 200 kg di KO per ettaro (Aladakatet al, 2012).Questo
livello di azoto, se distribuito frazionando la dose tra un raccolto ¢ I’altro, sembrerebbe
incrementare la crescita delle pianta e la velocit™ di ripresa vegetativa, oltre allo
sviluppo di germogli e quindi di foglie. Anche il fosforo a questiadmg partecipa
attivamente assieme all’azoto allo sviluppo della pianta; diversamente il potassio non
sembra svolgere un ruolo attivo durante la fase vegetativa, infatti livelli differenti non
portano ad una sostanziale variazione nella biomassa proéltattaKattiet al, 2012).

La quantit™ di azoto fornito dalle concimazioni comunque deve essere maggiore
all’inizio del ciclo e poi man mano piu basso a seguito della riduzione della biomassa

prodotta dalla pianta (Chalapattial, 1999).
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E’ stato inoltre verificato come tra 1’azoto e il fosforo ci sia una stretta correlazione, in

quanto in assenza di fosforo gli effetti apportati dall’azoto si annullano quasi
completamente (Sarkaet al, 1989), mentre con aumenti della dose di fosforo si
incrementa anahla quantit” di biomassa prodotta dalla pianta (Singh e Prasad, 1976).
Al contrario, il potassio non sembra avvantaggiarsi delle crescenti dosi di azoto e
fosforo, ma con alti livelli di azoto I’assorbimento del potassio viene ridotto. E’
comunque imporige la sua presenza soprattutto perché migliora I’assorbimento sia
dell’azoto che del fosforo e permette di incrementare la produzione di semi nella stevia

oltre che la produzione di steviosidi (Dagtgal.,, 2007).

Anche gli altri nutrienti secondari somen meno importanti difatti ridotte dosi di zolfo,
magnesio e calcio comportano una forte riduzione dell’espansione radicale e
dell’allungamento dei germogli. Dosaggi ottimali si aggirano attorno a 15,8 kg/ha per il

calcio e 3,9 kg/ha per lo zolfo e il gr@esio (Soret al,, 1997; Utumiet al,, 1999).

In media, per una produzione di una tonnellata di foglie secche, e richiesto un apporto
ad ettaro di terreno pari a 64,6 kg di azoto, 7,6 kg di fosforo, 56,1 kg di potassio, 15,8
kg di calcio, 3,6 kg di magnese 3,6 kg di zolfo (Chalapatret al, 1997a). La
concimazione azotata poiche interagisce maggiormente con la produzione di biomassa
aumenta il contenuto di steviosidi e rebaudiosidi all’interno delle foglie; anche il
potassio e il calcio favorisconolilaro produzione (Utumet al, 1999).

Per la produzione di semi invece le richieste di macronutrienti sale in maniera
importante rispetto alla produzione delle sole foglie stimandosi a 130 kg di azoto, 18,8
kg di fosforo, 31,5 kg di potassio, 43,7 kg dicea, 8,3 kg di magnesio e 9,7 kg di zolfo

per una tonnellata di semi prodotta (Seh al, 1997). Per quanto riguarda i
micronutrienti la stevia ¢ una pianta che ama maggiormente i terreni con una certa
acidit”, che gli permettono di avere una considelewgorta dei principali nutrienti che

si trovano disponibili in forma solubilizzata solo a pH acido. Il molibdeno, boro e |l
ferro sono i micronutrienti pie importanti per la pianta poiche svolgono un ruolo
essenziale nella crescita vegetativa e delleirankl processo di fioritura e nei processi
enzimatici e di biosintesi; le dosi ottimali per la produzione di una tonnellata di foglie
secche si aggira attorno a 89 g di boro, 638 g di ferro e 207 g di manganese, ovviamente
come per i macronutrienti leodi di micronutrienti per la produzione dei semi aumenta
notevolmente (Sheet al, 1987; Filhoet al, 1997). Condizioni di stress di questi
micronutrienti possono ridurre notevolmente la concentrazione di steviosidi nelle foglie.

Sfortunatamento le distruzioni dei micronutrienti nel terreno non risulta una pratica
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appropriata perchZ spesso questi interagiscono con le sostanze presenti nel suolo come
colloidi, argille o sostanze organiche che ne riducono la disponibilita e 1’assorbimento

da parte delle ipnte. Per evitare questi problemi, ed aumentare 1’efficienza di
assorbimento di questi prodotti, viene utilizzata la concimazione fogliare. | dosaggi che
vengono utilizzati possono variare di molto in funzione dello stadio di sviluppo della
pianta e delleondizioni ambientali; « sempre meglio distribuire questi prodotti prima
che la pianta entri nella fase riproduttiva perche altrimenti il trattamento non sarebbe
efficace in quanto questi micronutrienti verrebbero traslocati tutti all’interno dei semi e

non nelle foglie. In media le dosi consigliate son@ &/L di nitrato di potassio,,d6

g/L di nitrato di calcio, D g/L di solfato di rame e,Q g/L di molibdato di ammonio
(Bondarewet al, 2003a; Ibrahinet al, 2008). Questi trattamenti fogliari hammostato

una forte influenza positiva sull’ indice di area fogliare (LAI) e sul tasso di crescita

della coltura (CGR) delle piante trattate, mentre il tasso di assimilazione netta (NAR)
viene penalizzato (Ladygiet al, 2008). L’applicazione di questi microelementi ¢ una
condizione fondamentale per avere una maggiore produzione di biomolecole, ma Il
modo con cui vengono somministrate alle piante non modifica in maniera importante le
loro concentrazioni nelle foglie. Si ¢ visto quindi che distribuire inomutrienti per via
fogliare, anziche per via radicale, modifica solo le rese della biomassa ma non incide
significamente sulla produzione di steviosidi. Per quanto riguarda la concimazione
organica la stevia ¢ una pianta che si avvantaggia bene di quatta. Come si sa, la
maggiore presenza di sostanza organica nel terreno migliora la sua struttura ed aumenta
la carica microbica al suo interno, in questo modo ¢ maggiore la disponibilit”™ di
elementi nutritivi come il fosforo e il potassio. La steviag dn natura ¢ una pianta
perenne, ¢ in grado di sfruttare nel modo pie efficiente questa risorsa organica
riducendo di conseguenza la necessit” di eseguire ulteriori concimazioni chimiche. Si ¢
visto che la concimazione organica tende ad aumentare 1’accrescimento radicale nella

fase post trapianto permettendo il rapido recupero della pianta dallo stress che ne deriva,
inoltre viene aumentata la produzione di biomassa e il contenuto di steviosidi nelle
foglie (Xueyunet al.,, 2001).

L’applicazione frequente di concimi chimici a pronto effetto da un lato supporta pie
velocemente la pianta dal punto di vista nutrizionale ma allo stesso tempo va ad
impoverire il suolo di sostanza organica modificando il suo equilibrio biochimico. In
questo modo si riduce la gta nutrizionale a lungo effetto del terreno (Liu e Shi, 2012).

In alcune prove, sempre condotte su stevia, € stata verificata anche I’efficacia dei
b 9
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biofertilizzanti (Vesicular ArbusculatMycorrhiza (VAM) Phosphorus solubilizing
bacteria (PSB) eAzospirilum) come alternativa alla tradizionale concimazione, i
risultati sono stati molteplici ma in diversi casi ’esito € stato positivo. Si ¢ visto che
I’impiego di piu biofertilizzanti applicati assieme incrementano la disponibilita di
nutrienti nella soluzine circolante del suolo e aumentano la fissazione dell’azoto ¢ la
disponibilita dei fosfati. Inoltre stimolando 1’attivita microbica si accresce il livello di
carbonio organico migliorando la struttura e la porosit™ del suolo, ed ¢ stato accertato
che I’azione dei biofertilizzanti « maggiore se agiscono assieme in modo sinergico. Ci~
ha portato non solo ad un aumento della biomassa costituita ma anche ad una maggiore
concentrazione di steviosidi nelle fogliBgs e Dang, 2010Alcuni studi condotti da
Buara (1989) sui livelli di accrescimeto della pianta, hanno dimostrato che 1’altezza

della pianta non mostra una significativa correlazione con la quantit™ prodotta di foglie,
germogli o fusti. Inoltre non < verificata una relezione fra la quantit” di steliios
prodotti e la quantit” di foglie o germogli presenti nella pianta (Brandle e Rosa, 1992).
La produzione di sostanza secca invece e influenzata dalla dimensione della pianta,
numero, dimensione e spessore delle foglie. Quest’ultimo parametro incide
notevolmente sulla produzione di rebaudiosidi A presenti nella pianta (Shyu, 1994). Per
quanto riguarda gli steviosidi questi sono influenzati dalla dimesione delle foglie e dal
numero delle radici, ma queste influiscono solo limitatamente (Trebalg 1999.

3.7RACCOLTA

!

L’ottimale periodo per la raccolta dipende dalla cultivar utilizzata e dalle condizioni
climatiche in cui la pianta viene coltivata. Le foglie, in media, vengono raccolte 4 mesi
dopo il trapianto tagliando la pianta a circA®cm dal ¢rreno(Donalisioet al, 1982)
Siccome la pianta * molto sensibile alle basse temperature * bene effettuare il raccolto
prima che sopraggiunga I’inverno per evitare danni alla pianta (Columbus, 1997)
Durante la fioritura allo stesso modo vi ¢ un cala eetenuti di steviosidi all’interno

delle foglie perche la pianta gli utilizza per la formazione dei s@ian, 1981; Hoyle,
1992) Di conseguenza, la raccolta dovr” essere fatta prima anche della fioritura o
guando si iniziano a scorgere i primi bodciborali (Dwivedi, 1999). Il periodo

ottimale del raccolto ¢ all’inizi di settembre quando le piante hanno accumulato in
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media sui 35 g di steviosidi per metro quadrato. Se si fanno piu sfalci nell’arco di un

anno, ¢ consigliabile farli tutti durante pleriodo estivo, da luglio a settembre, perche in
autunno la produzione di biomassa e di foglie subisce un importante decremento
(Brandle e Rosa, 1992; Kinghorn, 2002; Ramestsal,, 2006).

3.8INDIRIZZO DEL MIGLIORAMENTO GENETICO

!

Come gi” anticipato, l&oltivazione della stevia « motivata, soprattutto, per la presenza
all’interno delle sue foglie di un elevato contenuto di glicosidi diterpenici che le
conferiscono il suo caratteristico sapore dolce (Prakasdl., 2008). Di tutte le 230
specie di sted presenti nel mondo solo due contengono queste sostanze e possono
essere usati per fini agronomici, ovveroSeevia rebaudian@ la Stevia phlebophylla
(Brandle e Telmer, 2007). Su queste specie, per migliorare le rese produttive e la qualit”
del prodotd agrario utile, nel corso degli anni sono state selezionati vari incroci tra i
diversi genotipi di stevia esistenti. Ibridi come I’RSIT 94-1306 o I’RSIT 95-166-1 ad
esempio sono stati selezionati per la loro capacit™ di produrre elevate concentrazioni di
particolari tipi di glicosidi. Ibridi poliploidi invece sono stati selezionati perchZ meglio
adattabili ai diversi ambienti e caratterizzati da cellule e organuli cellulari pie ingranditi.
Inoltre, la selezione di individui tetrapliodi, che rappresentategoltivati, ha prodotto

piante che possiedono foglie molto allargate e per questo in grado di produrre una
quantit”™ di biomassa e di resa produttiva pie elevata rispetto ai naturali individui
diploidi (Ashok et al, 2010). Oggigiorno si sta cercandangee pie di utilizzare i
metodi di miglioramento genetico per favorire 1’incremento produttivo e qualitativo di

questa coltura. Passi in avanti verso questa direzione sono stati la identificazione e la
marcatura dei loci genetici collegati alla espressiwigebaudiosidi A e la creazione di
ibridi OGM che sovra esprimono questi caratteri genetici (Astadd., 2010). Difatti,

0ggi la selezione ¢ incentrata per lo pie su ibridi in grado di produrre una maggiore
quantit” di rebaudiosidi A rispetto agli siesidi (Shu, 1989; Huangt al, 1995),
questo perche a confronto i rebaudiosidi hanno delle caratteristiche organolettiche e
chimicofisiche che meglio si adattano alle esigenze del mercato, come la maggiore
solubilit™ in acqua, la bassa percezione atguil maggiore potere dolcificante (Ahmed

e Dobberstein, 1982; Crammer e lkan, 1986; Huerad, 1995).
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3.91 GLICOSIDI STEVIOLICI

Dopo la classificazione botanica, avvenuta nel 1899, la pianta venne intensamente
studiata e ailizzata portando nel 1931 all’estrazione degli steviosidi ovvero le
molecole costituenti deiligosidi dierpenici. Gli steviosidi sono deilgbsidi composti

da tre molecole di glucosio attaccate ad un aglicone detto stigmasterolo o 3 sitosterolo

(Fig. 6).

B - Gle(3-1)

0— B- Glc- - Gle(2-1) 0— B- Glc- B- Gle(2-1)

H3C ;’(l::O
0—B-Glc

Stevioside

Isosteviol Dihydroisosteviol

Figura 6. Strutture chimiche dello stevioside e i suoi relativi composti
(Fonte: Chatsudthipong e Muoprasat, 2009)

Queste sostanze sono sintetizzate nei plastidi attraverso la pathway del MEP
(methylerythritol 4phosphate) e dell’acido scichimico che si verificano durante la
differenzazione del cloroplasto (Totf al, 2000; Ladygiret al, 2008). Mlla pianta

gueste sostanze costituiscono una buona fonte di carbonio, tuttavia a causa della loro
limitata disponibilit”, queste non vengono utilizzate nei processi biochimici (Feretresi

al., 1985; De Guzman, 2010). Per questo motivo non si conosagaala reale
funzione di queste sostanze anche se alcune ricerche ipotizzavano un ruolo di protezione

della pianta contro gli insetti erbivori (Metivier e Viana, 1979), poi confutate da
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osservazioni pie accurate in campo (Fuente, 2001), oppure come sosegutatrici

della biosintesi di acido gibberellico (Smith e Vatadin, 1992). Nel 1970 altri
composti vennero isolati dalla stevia e tra i pie importanti ¢ stato individuato il
rebaudioside A (Fig. 6), che risult™ essere una molecola con un poterdicdolis
addirittura maggiore dello stevioside (Barriocaeiahl, 2008). Le potenzialit” di queste
molecole sono racchiuse nel loro potere dolcificante che ¢ stato definito di circa 300
volte superiore del saccarosio, ma avendo un apporto calorico nmastw lmueste
sostanze sono particolarmente indicate per chi soffre di obesit”, diabete e problemi
cardiaci o dentali (Ghantat al, 2007). Se confrontiamo pie attentamente il potere
dolcificante delle sostanze contenute nella stevia a confronto col doteifecante del
saccarosio, che ¢ pari a 1, notiamo che gli steviosidi hanno un potere dolcificante che va
da 250300 i rebaudioside A pari a 385H0 (Crammer e lkan, 1986).

Oggigiorno I’'importanza della stevia si espande a macchia d’olio tra i paesi pi®
sviluppati perche ha incuriosito scienziati di tutto il mondo per le sue presunte propriet”
terapeutiche. Il Giappone e stato il primo paese del mondo ad adottare la stevia come
dolcificante negli alimenti comuni, tanto che oggi quasi tutto il sud esgicasutilizza
liberamente la stevia come dolcificante naturale (Chatsudthipong e Muanprasat, 2009).
Si presuppone che 1’azione combinata degli steviosidi e dei rebaudiosidi possa ridurre i
problemi causati dall’iperglicemia, dall’ipertensione, con azioni antiinflammatorie e anti
tumorali (Chatsudthipong e Muanprasat, 2009). Si pensa che la stevia diventer” il
prodotto dolcificante principale per gli alimenti del futuro (Gowl al, 2010).
Nonostante queste sostanze siano riconosciute come agenti mutageohe pie
recenti sembrano confutare questi effetti negativi per la salute; le molecole non
sembrano avere effetti teratogeni o carcinomici e non sono stati manifestati fenomeno di
allergenicit™ (Hohnovitet al., 2007). Le principali organizzazioni ternazionali per
I’alimentazione e per la sicurezza degli alimenti come la FAO e I’EFSA, hanno
dichiarato che gli steviosidi estratti dalla stevia sono sicuri e possono essere utilizzati
come dolcificanti per le persone affette da diabete (JECFA, 200%,E2830).

Gli steviosidi sono in grado di sviluppare solo 2,7 kcal per grammo e questo gli
conferisce lo stato di un prodotto dietetico, per questo motivo oggi molte aziende
puntano sull’utilizzo della stevia come idonea alternativa ai precedenti dolcificanti
artificiali come acesulfame k e 1’aspartame (Savita et al, 2004) oltre che del comune
saccarosio (Robinson, 1930; Soejatal, 1982; Soejartet al, 1983; Lyakhoukiret

al., 1993; Matsui, 1996; Megegt al, 2005; Sekaraat al, 2007). Questperche molte
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ricerche mediche hanno mostrato nel corso degli ultimi anni che i prodotti edulcoranti
artificiali come appunto aspartame e acetasulfame, comunemente utilizzati nei prodotti
alimentari cosidetti “light” ovvero a bassa apporto calorico, potrebbero essere dannosi

per la salute umana (Ja&onget al, 2011). Negli Stati Uniti la polvere delle foglie di
stevia ¢ utilizzata come supplemento nelle diete dal 1995 (Geuns, 2003).

All’interno della pianta gli steviosidi hanno una concentrazione che va dal 4 al 20 % del

peso secco delle foglie e sono maggiormente concentrate in questi organi, mentre i
rebaudiosidi presenti anche loro nelle foglie, hanno una concentrazione pie bassa e pie
precisamente di-2% e 12% rispettivamente per rebaudioside A ebaudioside C
(Makapugayet al, 1984). | rebaudiosidi B, D, E e F sono presenti anche loro negli
estratti fogliari ma la loro concentrazione « molto modesta (Geuns, 2003). Nakamura e
Tamura (1985) hanno riportato che i livelli di steviosidi e dulcosidogpositivamente
correlati tra loro, mentre i livelli di steviosidi e di rebaudiosidi A sono negativamente
correlati tra loro. La presenza di questi glucosidi riguarda un p~ tutta la pianta ad
esclusione delle radici ma ¢ pie concentrata nelle foglie Ipoicengono sintetizzati nei
cloroplasti e quindi nei tessuti vegetativi maggiormente in grado di eseguire la
fotosintesi (Brandlet al, 1992; Wenget al, 1996; Singh e Rao, 2005; Braz de Oliveira

et al, 2011). Spesso le concentrazioni di queste sastaelte foglie sono influenzate
dalla variet™ (Giraldoet al, 2005). La loro concentrazione ¢ influenzata dallo stadio di
crescita della pianta, dal tipo di coltivazione e dalle pratiche agronomiche applicate
(Nepovimet al, 1998; Geuns, 2003). Propri@mle condizioni climatiche, infatti, le
variet” di stevia che vengono coltivate in Cina contengono solo-6#b %li molecole
steviosidiche, mentre quelle indiane un 9,08%. Se le confrontiamo con le variet®
autoctone del Paraguay vediamo subito che le cwraoni aumento notevolmente
fissandosi ad una valore del 13% (Ashwini, 1996; Chalapathi, 1996). L’accumulo di
steviosidi dipende anche dall’eta ontogenetica della pianta, le foglie piu vecchie e

quindi basali sono spesso quelle che presentano maggiacemtrazioni di queste
sostanze mentre le folgie pie giovani e apicali hanno concentrazioni leggermente pie
modeste (Bondaregt al, 2003). Se guardiamo i fusti e i fiori le concentrazioni sono
proprio molto limitate (Singh e Rao, 2005).

Alcuni ricercabri hanno confermato che alcune sostanze presenti negli estratti fogliari,
come i rebaudiosidi B, non siano molecole della pianta vera e propria ma si formano a
seguito del processo di idrolisi che avviene durante 1’estrazione (Kennelly, 2002).

Queste moleole, dal punto di vista chimico, sono molto stabili nelle soluzioni acquose
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sia alle alte temperature che ai cambiamenti di pH, per questo motivo si riescono bene
ad utilizzare assieme a molti alimenti perchZ riescono a superare il processo produttivo
(Virendra e Kalpagam, 2008; Abduab et al, 2010).

L’estrazione degli steviosidi e dei rebaudiosidi dalle foglie della stevia ¢ un processo

veloce e pratico. Essendo queste sostanze solubili in acqua ¢ possibile estrarle
sfruttando questo semplice procesBer prima cosa le foglie devono essere seccate e
sbriciolate al fine di ottenere una polvere fine; si immerge la polvere in acqué® 50

iC in modo da creare una soluzione acquosa e dopo alcuni minuti si elimina la parte
solida della pianta attraversa flocculazione dei suoi componenti. La soluzione viene
successivamente filtrata attraverso un filtro resinoso in modo da concentrare i glucosidi
steviosidici e separarli dalle altre sostanze. Questi glucosidi vengono successivamente
diluiti in una soluzime acquosa contenente metanolo o etanolo (Wood, 1955;
Giovanetto, 1990; Payzaset al, 1999; Abelyaret al, 2006; Jonnal&t al, 2006). La
presenza dell’alcool permette la cristallizzazione delle moleole dolcificanti, pur
rimanendo all’interno della soluzione acquosa. L’etanolo ¢ spesso 1’alcool piu usato

percheé permette di incrementare il contenuto di rebaudiosidi estratti. L’ultima fase del
processo prevede la purificazione della sostanza, ovvero la filtrazione delle sostanze
cristallizzate dalla soluane acquosa e poi la loro essicazione per eliminare 1’acqua
(Jacksonret al, 2006; Magomett al, 2007; Prakaslket al, 2007a). Questi composti
sono facili da conservare, difatti la polvere delle foglie pu™ essere conservata integra a
temperatura ambieamtanche per diversi anni se non viene esposta ad una intensa
umidit”. In soluzione rimane stabile a temperatura ambiente mentre si degrada con
I’esposizione ad elevate temperature per lungo tempo. Viceversa i processi ad elevata
temperatura che hanno una¥e durata non sembrano intaccare la molecola. Per questo
motivo gli steviosidi si adattano bene anche all’utilizzo per la produzione di prodotti da

forno come dolci oppure per i prodotti pastorizzati come lo yogurt (Pragaskh,
2007b). Oggi si possaortrovare frequentemente nei succhi di frutta (Geyall., 2010),

dolci, biscotti e salse. Inoltre i diterpeni steviosilici hanno rimpiazzato il saccarosio nei
muesli dei cereali (Wallin, 2007), caramelle e prodotti ittici (Gastahl, 2010). Nel
confrontare le sostanze presenti nella stevia con i comuni dolcificanti si nota che dal
punto di vista del potere dolcificante queste molecole si assomigliano molto se
confrontati con il saccarosio (DuBogt al, 1991). Tuttavia si * notato che ad elevate
conentrazioni gli steviosidi tendono a notarsi molto all’interno degli alimenti a seguito

del loro retrogusto amaro molto simile a quello della liquerizia. Ci" pu™ comportare
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un’alterazione delle caratteristiche organolettiche degli alimenti in cui gli steviosidi
vengono applicati (Young e Wilkens, 2007a). Per questo motivo spesso gli steviosidi
vengono miscelati assieme ad altre sostanze edulcoranti come aspartame, acetasulfame
oppure alcoli del saccarosio come lo xilitoso o il sorbitolo dal gusto moltoesanil
quello del normale zucchero. Applicati in proporzione di 80% steviosidi e 20%
sorbitolo si riesce a mascherare il gusto amaro dei glucosidi steviosidici rendendoli
impercettibili e allo stesso tempo ridurre 1’apporto calori dell’alimento (Prakash et al,

2007c). Il loro gusto dolce tuttavia ha una elevata persistenza e questo permette di poter
sfruttare questo effetto in alcuni alimenti dove la persistenza del gusto ¢ da favorirsi
come i chewing gum (Young e Wilkens, 2007b). Oggi, * possibile trovanearte
comunemente nei mercati la polvere di foglie di stevia come additivo dolcificante per
gli alimenti. La si pu” trovare come polvere verde derivante direttamente dalla
frammentazione delle foglie (Mishet al, 2010), oppure come polvere bianca ottanu

dal processo di depigmentazione della polvere verde (Brahdle 1992).

3.10ALTRI EFFETTI BENEFICI DELLA STEVIA

La stevia ¢ da tantissimo tempo che viene utilizzata per scopi terapeutici e per la
prevenzione verso particolari rischi per la salumana. Recenti studi hanno dimostrato
che gli effeti benefici di questa pianta sono legati alla sua composizione.

Gli estratti della stevia presentano una buona quantit™ di proteine, fibre, minerali e
amminoacidi (AbotArab et al, 2010). Tra le pie inportanti sostanze, inoltre, ci sono i
polifenoli che giocano un ruolo fondamentale nell’attivita antiossidante che la stevia ¢

in grado di svolgere nell’organismo umano (Vani et al, 1997; Chatsudthipong e
Muanprasat, 2009; Ahmaat al., 2010).

Per quantaiguarda gli aspetti nutrizionali le foglie della stevia contengono una buona
parte di carboidrati circa 362 grammi su 100 grammi di materia secca2Q@@rammi

di proteine su 100 grammi di materia secca -d8%rammi su 100 grammi di materia
secca dfibre vegetali (Abou Arab et al, 2010; Mishreet al, 2010; Goyakt al, 2012;
Lemus- Mondaceet al., 2012).

Importante ¢ anche la concentrazione di fruttooligosaccaride, ovvero di un polisaccaride

delle piante con importanti propriet” antibiotichentidiabetiche e responsabile del
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controllo del metabolismo dei lipidi (Braz de Oliveirat al, 2011). Questi
fruttooligossacaridi sono estratti soprattutto dalle radici (4,6%) e dalle foglie (0,46%) e
ci” da la possibilit”™ di utilizzare gli estratti ditevia come supplementi per le diete (Braz

de Oliveiraet al, 2011). Altri importanti nutrienti presenti nelle foglie sono le proteine,

le quali, sono essenziali nell’organismo di tutti gli esseri viventi per la corretta attivita
cellulare (Tab. 1). Nelldoglie di stevia sono stati trovati ben 17 amminoacidi tra
essenziali e non essenziali compresi tirosina e cisteina, solo il triptofano « presente in
quantit” limitate (Tabb. 2 e 3). Ci” permette di utilizzare i resti delle foglie derivanti
dall’estrazione degli steviosidi come importante riserva di amminoacidi per la salute
umana (WHO, 2007).

Anche gli elementi minerali hanno una importante funzione nel corpo umano per fini
metabolici e per garantire il giusto funzionamento del nostro organismo (L&20a#),

Tra i pie importanti minerali nella stevia troviamo il sodio, magnesio, fosforo, calcio,
potassio, ferro e zinco (Szefer e Nriagu, 2007; Adategl, 2009) (Tab. 4). Queste
sostanze giocano un ruolo fondamentale nell’accrescimento, nella riproduzione e nella
formazione degli organi e tessuti (Szefer e Nriagu, 2007). L’azione dello zinco e del

ferro ¢ legata all’aumento dell’attivita antiossidante all’interno delle cellule (Wu et al,

2005), inoltre il ferro, presente in grande quantit”, permettenaggior trasporto di
ossigeno nel sangue e per questo pu” aiutare le persone che soffrono di anemia o di
basso contenuto di emoglobina (Abatabet al, 2010).

Anche i lipidi nell’organismo sono importanti attori nelle funzioni biologiche, nei
segnali nuscolari e come componenti di particolari gruppi di membrane (Betrsdl,

2011). | lipidi sono costituiti dagli acidi grassi, ovvero acidi carbossilici con una
ramificata catena alifatica che pu™ essere satura o insatura. Nelle foglie della stevia sono
stati individuati sei differenti acidi grassi (Tab. 5), tra questi 1’acido palmitico presente

in maggiore concentrazione mentre I’acido stearico ¢ il piu limitato (Tadhani e Subhash,

2006a). Tuttavia ¢ 1’acido linolenico quello di maggior importanza per il metabolismo
umano, perche permette di prevenire i casi di problemi alle coronarie, di inflammazione
e di ipertensione (Bernat al, 2011). Questo acido grasso presente in grande quantit”
nella stevia assieme all’acido linoleico sono cosiderati dei lipidi essenziali per la salute
umana. Gli altri grassi insaturi sono importanti per il funzionamente delle membrane e
per la biosintesi delle prostaglandine. Nelle diete questi lipidi aiutano anche
I’assorbimento delle vitamine liposolubili come la vitamina A, D, E e K e ci” permette

di limitare 1’innalzamento del colesterolo (Pinazo-Durfnet al, 2008).
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L’utimo elemento nutritivo di rilevante importanza riscontrato nella stevia sono le
vitamine (Tab. 6). Kim e collaboratori (2011) hanno riscontrato che nsght di
foglie di stevia ¢ presente un contenuto di acido folico e vitamine C e B2 molto alto. Le
vitamine nell’organismo umano vengono assorbite in piccole quantita ma sono
comunque molto importanti per il metabolismo. Giocano un ruolo principale come
regolatori ormonali e nella differenziazione e accrescimento delle cellule (Latham,
2002). Altre svolgono una azione antiossidante e come cofattori per diversi enzimi
(Bernalet al, 2011).

Tabella 1: Analisi della composizione delle foglie secche diast@ su 100 g di peso
secco).

Componenti Mishra Goyal Serio Savita Abou- Tadhanie Kaushik
et al, etal, (2010) etal, Arabet Subhash etal,

(2010) (2010) (2004) al., (2006) (2010)
(2010)
Umidit” 7 4,65 ND 7 5,37 ND 7,7
Proteine 10 11,2 11,2 9,8 11,4 20,4 12
Grassi 3 1,9 5,6 2,5 3,73 4,34 2,7
Ceneri 11 6,3 ND 10,5 7,41 13,1 8,4
Carboidrati 52 ND 53 52 61,9 35,2 ND
Fibre 18 15,2 15 18,5 15,5 ND ND

Tabella 2: Composizione amminoacidica delle foglie di stevia (fonte: Avah
et al, 2010)

Ammin oacidi essenziali g/100 g d.r Amminoacidi non essenziali g/100 g d.r

Arginina 0,45 Aspartato 0,37
Lisina 0,70  Serina 0,46
Istidina 1,13  Glutamina 0,43
Fenilalanina 0,77  Prolina 0,17
Leucina 0,98 Gilicine 0,25
Metionina 1,45 alanine 0,56
Valina 0,64 Cisteine 0,40
Treonina 1,13 Tirosine 1,08
Isoleucina 0,42

Totale 7,67 Totale 3,72
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Tabella 3: Riassunto degli amminoacidi richiesti nella dieta di un adulto (WHO, 2007)

Amminoacidi indispensabili Dati del 2.002 Dati del 1.985
mg/kg al giorno mg/kg al giorno
Istidina 10 12
Isoleucina 20 10
Leucina 39 14
Lisina 30 12
Metionina + Cisteina 15 13
Fenilalanina + Tirosina 25 14
Treonina 15 7
Triptofano 4 3,5
Valina 26 10
Totale 184 93,5

Tabella 4: Minerali contenuti all’interno delle foglie secche di stevia (mg/100g)

Minerali Mishra et Goyalet Serio Tadhani e Kaushik et  Abou-Arab
al. (2010) al. (2010) (2010) Subhash (2006a al. (2010) et al (2010)
Calcio 464.,4 544 600 1550 722 17,7
Fosforo 11,4 318 318 350 ND ND
Sodio 190 89,2 ND 160 32,7 14,93
Potassio 1800 1780 1800 2510 839 21,15
Ferro 55,3 3,9 3,9 363 31,1 5,89
Megnesic 349 349 500 ND ND 3,26
Zinco 15 15 ND 6,39 ND 1,26

Tabella 5: Acidi grassi contenuti all’interno dell’olio di foglie
di stevia (Tadhani e Subhash, 2006a).

Acidi grassi g/100g
Acido Palmitico 27,5
Acido Palmitoleico 1,27
Acido Stearico 1,18
Acido Oleico 4,36
Acido Linoleico 12,4
Acido Linolenico 21,6

Tabella 6: Vitamine idrosolubili estratte dalle foglie e dai calli

di stevia (mg/100g di estratto seccopket al, 2011)

Vitamine Foglie Callo

Vitamina C 14,98 £ 0,07 1,64 +0,02
Vitamina B2 0,43+0,02 0,23+0,02
Vitamina B6 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Acido Folico 52,18 + 0,21 0,09 +0,01
Niacina 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00
Tiamina 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
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La stevia grazie alle sue composizioni nutrizionali particolari ¢ entrata negli anni in
guelle categorie di piante dalle cui foglie si riescono a ricavare principi attivi naturali
con funzione anti microbica. Questa propriet” ¢ presente anche in divitlses@ecie
grazie alla presenza di tannini e flavonoidi presenti negli oli essenziali e nei composti
aromatici di queste piante. Le molecole vengono sintetizzate senza limiti dalla pianta
proprio perché anche all’interno di questa svolgono un ruolo protettivo verso le
infezioni. Jayaraman e collaboratori (2008) hanno riscontrato che ’azione di queste
sostanze naturali possono prevenire molte tipologie di tumori come quello alla
mammella e alla pelle. Questo effetto deriva dalla capacit™ di ritardaréllpze delle

cellule cancerose e di inibire le infiammazioni indotte dall’enzima TPA
(tetradecanoylphorbel3-acetatg, responsabile dell’insorgenza di molti carcinomi
(Mizushinaet al, 2005). L’enzima TPA ¢ ad esempio conosciuto per dare insorgenza di

tumori nelle cellule mammarie (Nakamueaial, 1995). La stevia ¢ in grado inoltre di
inibire lo sviluppo di alcuni batteri (streptococchi) e infezioni responsabili della febbre o
del rafreddore (Patiét al, 1996; Sivaram e Mukundam, 2003). Ci~ « statondstrato

dalla minore insorgenza di infezioni batteriche, su gli individui che consumano
giornalmente sostanze provenienti dalla stevia rispetto a quelli che consumano
saccarosio (Debnath, 2008). In alcuni studi I’attivita anti microbica degli estratti di

stevia ¢ stata confermata nei microorganismi co8emonella typhi, Aeromonas
hydrophila, Vibro Cholerae, Bacillus subtilis, Staphylococcus aur€imdhani e
Subhash, 2006b; Debnath, 2008; Gheshal, 2008; Jayaramaet al, 2008; Seema,
2010). Tomita eollaboratori (1997) hanno riscontrato un effetto inibente sullo sviluppo
del batterio enteroemorragidéscherichia colie altri patogeni che si sviluppano nel
cibo. Gli steviosidi, negli Stati Uniti, vengono utilizzati anche per I’igene dentale perche

* stato verificato che queste sostanze sono in grado di limitare lo sviluppo del batterio
Streptococcus mutangsponsabile delle carie dentali. La stevia riuscendo a ridurre
I’insorgenza di patogeni all’interno dell’organismo umano si ¢ dimostrata efficace anche

verso i problemi gastrici e intestinali come la diarrea. Questa patologia causa un
incremento della quantita di acqua presente all’interno delle feci (Binder, 1990), dovuta

nella maggior parte dei casi ad una infezione intestinale causata da buittesi @etri

et al, 2008). Questa malattia molto seria pu™ portare, se non curata, danni al nostro
intestino ed inoltre pud indurre ad una disidratazione molto importante dell’organismo
(Binder, 1990). | rimedi classici per la cura di questo problema soa terapia di

reidratazione e una cura antibiotica. La difficolta nell’eseguire correttamente la cura si
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presenta quando esiste una resistenza da parte dai patogeni verso I’antibiotico. La stevia
riducendo lo sviluppo di batteri come I’E. coli e di retovirus responsabili di frequenti
gastroenteriti nei bambini, ¢ importante per limitare ulteriormente questo problema
(Takahashiet al, 2001). Gli steviosidi hanno anche degli effetti inibitori sulle
contrazioni intestinali che normalmente vengono increéatenin caso di diarrea
(Shiozakiet al, 2006). Il meccanismo inibitorio si crea quando gli steviosidi bloccano il
trasporto dello ione GAall’interno dei muscoli intestinali.

Abbiamo pie volte anticipato che dagli estratti fogliari ottenuti dalla istenltre ad

avere una funzione benefica e positiva su molti processi metabolici, permette di
contrastare e neutralizzare ’effetto dei radicali liberi (Devasagayam et al, 2004).
Questa capacit”™ pu” interferire con il processo ossidativo che si origitea ptaélsenza

dei radicali liberi oppure dai metalli chelati o dagli ossigeni spaiati che si trovano nei
cloroplasti (Buyukokurogluet al, 2001). | composti antiossidanti naturali come i
flavonoidi o i fenoli riscontrati in molte piante edibili sono staeentemente introdotte
come additivi alimentari (Seorgj al, 2004). Questi composti sono privi di tossicit™ per
I’uomo e permettono di creare una alternativa di utilizzo ai piu vecchi antiossidanti di

sintesi come il BHA Qutylated hydroxyanisojeo il BHT (butylated hydroxytoluenge
ritenuti non pie sicuri (Schuler, 1990). Per quanto riguarda la stevia, ad esempio, gli
estratti fogliari presentano una elevata attivit™ antiossidante in grado di inibire la
formazione di idroperossidi nell’olio delle sardine con una potenza superiore ai
tocoferoli estratti dal t* verde. Shukla e collaboratori (2009) hanno indicato la stevia
come una importante pianta avente un elevato potenziale antioossidante naturale. Per
quanto riguarda 1’azione degli steviodisi nel corpo umano e interessante notare che
gueste sostanze possono modificare il livello di glucosio presente nel sangue tramite la
conseguente modulazione della secrezione di insulina che regola la quantit™ di glucosio
nel plasma. Ci” determina un efficace funzicm#idiabetica per quelle persone affette

da questa grave patologia. Recenti studi hanno dimostrato che gli estratti di stevia
somministrati per via orale (2,76 g di ss/day) svolgono una azione vasodilatatoria e
riducono il volume del plasma sanguigno (e Sainati, 1991a, 1991b; Melis, 1995).

| primi effetti non si verificano velocemente ma sono necessari dai 40 ai 60 giorni dalla
somministrazione (Melis, 1996). Grazie a questa capacit” si presuppone che la polvere
di questa pianta sia in grado diufek I’ipertensione, ma allo stesso tempo si sono
verificati casi di ipotensione e di brachicardia su soggetti che consumavano

qguotidianamente per un mese infusi di stevia (Boeckh e Humboldt, 1981).
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| risultati riscontrati sulla somministrazione a lungontme degli estratti di stevia
hanno mostrato una significativa riduzione della pressione sanguigna senza alterazioni
dei lipidi e degli zuccheri nel sangue (Chetnal,, 2000). In questo modo la stevia pu”
essere utilizzata come utile terapia per i pazipertesi.

Nel corso del tempo da quando la stevia e i suoi estratti sono stati scoperti molti
ricercatori hanno condotto studi per verificare la loro idoneit™ per il consumo umano.
Questi studi erano soprattutto incentrati nel valutare 1’effetto mutageno degli steviosidi

e dei rebaudiosidi. Analisi condotte su geni di batteri hanno confermato che queste
sostanze non sono mutagene (Pezetital, 1985; Pezzutet al, 1986; Suttajiet al,

1993; Matsuiet al, 1996; Klongpanichpakt al, 1997). Tuttaia, in alcuni casi questa
ipotesi rimase inconclusa, ad esempio, gli steviosidi mostrarono una tossicit™ genetica
dopo la loro trasformazione avvenuta nel fagato (Pezeutd., 1985; Matsuiet al,

1989; Matsuiet al, 1996; Temcharoeat al, 1998; Teraet al, 2002). Inoltre, studi
condotti suE. Coli in una coltura di cellule mammarie ha mostrato che gli steviosidi
possono produrre delle lesioni in grado di peggiorare in tumori (Metsali, 1996). A
seguito di questi risultati molti studi ed espeenti sono stati condotti ed hanno portato

a dire con sicurezza che dosaggi giornalieri sui 5 mg/kg di peso vivo hon promuovono
insorgenze di tumori o di mutazione delle sostanze in questione (JECFA, 2006). Grazie
a questi studi la comunit™ europea il 1évembre 2011 dopo un concilio svoltosi
proprio per parlare di questa nuova pianta e delle sue potenzialita, ha sancito I’utilizzo e

la libera commercializzazione della stevia e dei suoi prodotti. Pur conoscendo i limiti di
sicurezza imposti dall’agenzia internazionale per la sicurezza e la qualit” degli alimenti
(JEFCA), che sono di-2 mg/kg di peso vivo al giorno per gli steviosidi « d6ng/kg

di peso vivo al giorno per i rebaudiosidi (JECFA, 2007a), la commissione europea alla
fine ha autorizzato 1’uso e la vendita dei glicosidi steviosilici come dolcificanti naturali
non calorici in tutti i mercati europei. Inoltre ¢ stata conferita a queste sostanze il

denominativo E960 come additivo alimentare (www.preparedfoods.com).

3.11SCOPO DEL LAVORO

Nonogante la stevia sia conosciuta da moltissimo tempo per le sue propriet”

dolcificanti, solo da qualche anno * stapresarealmente in considerazione il suo
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sfruttamento a livello agnomicoper la produzione di foglia in polvere (impiegabile
direttamente @me dolcificante) o per ’estrazione dei principali dolcificanti. Poiche le
informazioni a disposizioni non sono sempre esaustive, i presente lavoro ha voluto
valutare la risposta della pianta a dosi crescenti di azoto, fosforo e patassio
termini di produzione di biomassa, sia nei riguardi della produzione di sostanze

dolcificanti.
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4. MATERIALI E METODI

4.1 UBICAZIONE DELLA PROVA.

La sede della prova, svoltasi nel periodo che va da maggio a dicembre 2013, ¢ stata il
Dipartimento di Ayronomia Animali Alimenti Risorse naturali e Ambiente
dell’Universita di Padova, situato nel complesso universitario di Agripolis a Legnaro
(Padova). La fase di coltivazione della pianta ¢ avvenuta in unatsemal di 25 m di
lunghezza, 12 m di larghezz35 m di altezza alla gronda e 6 m al colmo con copertura

in polietilene, con aperture di colmo a doppia ala e laterali a tendina e un set point di
temperatura per I’apertura automatica fissato a 24 °C e per la chiusura a 20 °C. La
seconda parte dellarqva, che ha riguardato 1’analisi dei tessuti vegetali, ¢ avvenuta

presso i laboratori dello stesso dipartimento.

4.2 SVOLGIMENTO DELLA PROVA.

In data 24 maggio 2013 e iniziata la preparazione dei vasi che avrebbero ospitato le
piante diStevia rebaudiaa. | vasi di polipropilene utilizzati per la prova avevano un
diametro e un’altezza di 16 cm, per un volume di 3 L, sono stati puliti esternamente per
permettere I’applicazione delle etichette riportanti le indicazioni dei trattamenti applicati

e del numeo del blocco di appartenenza. Sempre nella stessa giornata i vasi sono stati
riempiti di substratoll substrato utilizzato (TORFKULTURSUBSTRAT 1 Hawita

Flor, Vechta, Germania) ¢ caratterizzato da una struttura rggdssolana (&5) con

argilla espars (10%:; 40 kg/i), pH in acqua di @; 1 kg/n? di PGMix (1416-18 +
microelementi), addizionato di bagnante (AgE@w ) e microelementi chelati
(Radigen).

Il 27 maggionei vasi sono stati trapiantatsemenzali di stevid vasi sono quindi stati
collocati a terra nella sertnnel costituendo 4 blocchi, ognuno di 162 vasi, per un
totale di 648 piante.

Per due settiman dal 27 maggio al 10 giugno, le piante sono state solamente irrigate

manualmente, a doccia, al fine di facilitat’affrancamento.
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Le 27 tesi di concimazioni studiate sono derivate dalla combinazione fattoriale di:

- 3 dosi di azoto: @, 02 e Q3 mg di N per litro di soluzione nutritiva e una
somministrazione settimanale di 500 ml. Le tesi saranno indicate da qui in avanti con le
sigle di N1, N2 e N3, rispettivamente;

- 3 dosi di fosforo: (b, 1,0 e 1,5 mg/vaso di FOs in due interventi, uno poco dopo
I’impianto e il secondo dopo il primo taglio. Le tesi saranno indicate da qui in avanti

con le sigle di P1, P2 e P3, rispettivamente;

- 3 dosi di potassio,®, 30 e 45 mg/vaso di KO in due interventi, uno poco dopo
I’impianto e il secondo dopo il primo taglio. Le tesi saranno indicate da qui in avanti

con le sigle di K1, K2 e K3, rispettivamente;

Il fosforo ed il potassio sono stati mministrati con concime minerale ovvero con
perfosfato triplo (titolo 46%) e solfato di potassio (titolo 50%), in data 11 giugno e 30
luglio; i concimi granulari sono stati distribuiti sopra il substrato e leggermente e
gentilmente incorporati.

A partiredal 19 giugno, e con cadenza settimanale, sono incominciate le concimazioni
azotate tramite somministrazione di una soluzione nutritiva a partire da urea (titolo
46%). | trattamenti sono stati applicati, nei quattro blocchi, secondo un disegno
sperimentalea splitplot con le dosi di azoto nei parcelloni, quelle di fosforo nelle
parcelle e quelle di potassio nelle qudrcelle, come riportato in figura 7. Per ogni
combinazione di N°-K e bloao sono stati considerati 6 piante. Inizialmente le piante
sono shte postead unadensit” di 15piantém?® e sono statiin un secondo momento
allargatea 9piantem?.

Per quanto riguarda ’irrigazione, essa ¢ stata eseguita, a partire dallo stesso giorno del
trapianto fino alla fine della prova, manualmente con doacaconda delle esigenze
evapetraspitarive della coltura. Nell’irrigazione, ad ogni pianta ¢ stata somministrata
I’acqua secondo le proprie esigenze adottando la metodologia “Look and Feel”
(Niederholzer e Long, 1998; Raviv e Lieth, 2007) e, a causa aledleemperature che

si manifestavano nella sertannel e delle alte esigenze idriche della coltura, gli
interventi sono stati eseguiti una o due volte al giorno.

In data 26 giugno sono stati distribuiti insieme alla concimazione azotata anche due
prodoti fungicidi per il controllo del mal del piede e del colletto delle piante. | prodotti
utilizzati sono stati lo Sportak (p.a. Procloraz) in dose 0,8 ml/L e il Proplant (p.a.
Propamocarb) in dose 1,5 ml/L. Questi fungicidi sono stati miscelati con gdi stes

quantitativi di acqua che venivano impiegati normalmente per la concimazione.
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Figura 7 Disegno sperimentakdottato nella prova.

In data 8 agosto sono stati somministrati alle piante oltre alle normali concimazioni
anche importanti micronutrienfier evitare carenze nutrizionali durante il periodo pie
caldo. Le dosi e le concentrazione dei micronutrienti sono state di 0,18 g/L per i chelati
di ferro (EDDHA, 6% di Fe), 0,5 g/L per il Solfato di Magnesio, 1,546 mg/L di acido
borico, 0,575 mg/Ldi so#ito di zinco, 0,338 mg/L di solfato di manganese e 0,126 mg/L
di solfato di rame.

| trattamenti insetticidi fatti durante la prova sono stati due, il primo effettuato in data
10 luglio con Confidor (Imidocloprid) spray alla dose di 0,75 ml/L per il colatagli

afidi, il secondo eseguito assieme alla concimazione ureica e di micronutrienti 1’8

agosto con Actara (Thiametothoxam) in dose 0,3 g/L per il controllo degli aleurodidi.

4.3 RILIEVI EFFETTUATI

Nel corso della prova sono stati fatti due taglilel piante, uno il 24 luglio, a due mesi
dal trapianto, e I'ultimo il 18 settembre a circa due mesi di distanza dal primo. Al
momento del taglio le piante avevano raggiunto la maturit”™ agronomica, ovvero Si

presentavano all’inizio della fioritura. A questi rilievi le piante sono state tagliate ad una
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altezza di circa 5 cm dalla superficie del dtdi®. || materiale raccolto dalke piante

per trattamento ¢ stato portato velocemente in laboratorio dove le foglie sono state
separate dai fusti. Entrambi soquoindi stati pesati prima e dopo essicazione in stufa a

65 jC per 3 giorni. | pesi freschi e secchi sono serviti a determinare anche la percentuale
di sostanza secca delle due parti di pianta e la ripartizione della sostanza secca. Quindi
foglie e fusti @&llo stesso campione sono stati riuniti e macinati 0,2 mm per le

successive analisi.

4.4 ANALISI CHIMICHE

4.4.1 Determinazione dell’azoto
!
Per la determinazione delle concentrazioni di questo elemento e stata seguita la
metodologia Kjeldahl. Infeve,sono stati pesati circa 0,7 g di campione (@4 g) e
posti in provettoni, aggiungendo una pastiglia di Kieltabs (catalizzatore a base dji CuSO
e KxSOy) e 20 ml di acido solforico concentrato (96%). Quindi i provettoni sono stati
collocati nel digesta alla temperatura di 450 jC e fatti bollire per 2 ore. Dopo un
periodo di raffreddamento sono stati aggiunti circa 50 ml di acqua deionizzata e di
seguito i provettoni sono stati agitati manualmente. Dopo un secondo periodo di
raffreddamento la soluziorestata trasferita in matracci da 250 ml e quindi portata a
volume con acqua deionizzata.
La lettura dell’azoto ¢ stata eseguita tramite lo strumento FIA STAR 5000 della Foss
Italia spa che prevede I’adozione di una curva di taratura con soluzioni a concentrazioni
note di azoto (0; 0,25; 1,0; 2,0; 5,0 M) e la titolazione con NaOH 0,01 M.
La determinazione della concentrazione di azoto nel campione « stata quindi calcolata
applicando la formula:

N% = (L - D -10)/P
dove:
- L ¢ la lettura dell’analizzatore in mg/l;
- D e il fattore di diluizione (025 L);

- P « il peso del campione (Dg).
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4.4.2 Determinazione del fosforo e del potassio

Per la determinazione delle concentrazioni di questi due elementi * stata adottata la
metodica di Zancan e collaboratori (&). In breve, una aliquota di 1 g di campione
stato posto in muffola, a 550 jC, previa bruciatura iniziale in fornellino per evitare la
dispersione del materiale al momento della combustione in muffola, per altre 6 ore. Le
ceneri sono state successivaeesolubilizzate in 5 ml di acido cloridrico super puro e
diluito con acqua demineralizzata fino ad ottenere un volume finale di 45 ml. Infine i
campioni sono stati analizzati con spettrofotometro ad emissiorAESP(Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spettroscopy) SPECTRO CIROS (della Spettro
Italia S.r.1).

Sulla base delle concentrazioni di N, P e K nei tessuti vegetali, sulla base della
produzione di biomassa aerea della pianta, ¢ stato possibile calcolare le rispettive

asportazioni.

4.4.3Determinazione degli steviosidi

Per la determinazione di stevioside e rebaudioside A sono state utilizzate le metodiche
indicate da Fuet al (2012) e Gardanat al (2012) con opportuni aggiustamenti per
adattare le metodiche al materiale da utilizzBex. queste analisi sono stati pesati circa
0,200 g di materiale e posti in un bicchiere di vetro con 50 ml di acqua demineralizzata.
La sospensione e stata fatta bollire per 10 minuti in modo da creare un infuso e poi
riportata a volume (50 ml) con alteequa demineralizzata. L’infuso prodotto ¢ stato

filtrato con carta da filtro. Quindi sono stati prelevati 3 ml di soluzione ai quali sono
stati aggiunti 7 ml di acetonitrile per la solubilizzazione dei composti apolari. La
soluzione ¢ stata mescolata bengoi filtrata con filtri di cellulosa da 0,20 pm e messa
nelle vaials per le analisi con ’'HPLC.

La separazione di stevioside e rebaudioside A ¢ avvenuta utilizzando la colonna
Hypersil APS2 (150 x 46 mm, 5 pm) termostatata a 25 jC. La fase mobitestituita

da acetonitrile/acqua 70:30 (v/v) e ’eluizione ¢ avvenuta con velocita di flusso di 1
mL/min. Per I’identificazione di stevioside e rebaudioside A ¢ stata utilizzata la
lunghezza d’onda di massimo assorbimento dei composti, 205 nm. La quantificazione *

avvenuta mediante curva di calibrazione. Gli standard per la curva di calibrazione sono
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stati sono stati sciolti in acetonitrile/acqua 70:30 (v/v) e la curva di calibrazione « stata

costruita mediante diluizioni seriali della soluzione di partéremage 5066 mg/L).

4.5 ELABORAZIONE DEI DATI

Tutti 1 dati raccolti sono stati sottoposti ad analisilalelarianza (ANOVA) e le
differenze tra le medisaggiata con il test di Tukey. Prima della elaborazione i dati

percentuali sono stati trasformagi rispettivi valori angolari.
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5. RISULTATI

5.1 PRODUZIONE DI BIOMASSA

La elaborazione dei dati raccolti ha spesso indicato un effetto significativo dei diversi
fattori allo studio e di alcune interazioni tra questi, per diversi dei parametsiti.

Per quanto riguarda il peso secco delle foglie al primo, al secondo taglio e nel totale, gli
effetti principali dei livelli di azoto sono risultati significativi all’analisi della varianza

(Tab. 7).

Tabella 7. Effetti principali e d’interazione delle diverse concimazioni sui i pesi secchi
delle foglie, fusti e dell’intera chioma nei due tagli e nel totale.

Effetto principale Interazione
N P K NxP NxK PxK NXxPxK
Primo taglio
foglie (g) ol ns ns ns ns ns ns
fusti (9) *rk ns * ns ns ns ns
totale (g) rx ns * ns ns ns ns
Secondo taglio
foglie (g) *kk * *kk ns *kk *kk *
fusti (9) *kk ns * ns ns ns *
totale () ok ns ns ns ¥k xRk ns
Totale
foglie (g) Fkk ns Frk ns ** * ns
fusti (9) *kk ns ns ns ns ns *
totale (g) Frx ns ns ns * o ns

otk ek x (per P<0,05; P<0,01; P<0,001, rispettivamente) ns = non significativo

Come si puo vedere nella figura 8, all’aumentare della dose di azoto si ¢ assistito ad un
aumento progressivo e significativo del peso secco delle foglie. Questi aumenti, per i
primo taglio, sono stati pari all’11,2% se consideriamo il passaggio dalla dose da N1 a
N2 e del 28,5% se consideriamo I’aumento da N1 a N3. Nel secondo taglio, gli

incrementi sono stati pie elevati, aumentando del 19,2% nel passaggio dalla prima alla
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seconda dose e del 36,8% tra la prima e 1’ultima. Nel totale, derivante dalla somma dei

primi due tagli, con N1 si sono ottenuti 36,5 g di peso secco delle foglie, e ’aumento a

N2 e N3 ha comportato un incremento di 5,5 g e di 12,0 g, rispettivamente.

Mentre nel primo taglio, sempre per il peso secco delle foglie, solo gli effetti principali
dell’azoto sono stati significativi, nel secondo anche la concimazione fosfatica ha avuto

effetti significativi (Tab. 7): ’aumento delle dosi di concime ha prodotto un aumento

del 1,2% del parametro, nel passaggio tra la prima dose e la seconda, e non sono state
riscontrate particolari differenze di peso tra il dosaggio intermedio e quello massimo
(Fig. 9). Tuttavia, nel complesso dei due tagli, nuovamente non soncostaevate
differenze.

L’effetto principale del potassio ¢ risultato significativo sia nel secondo taglio che per il

totale (Tab. 7). L’effetto di questo concime sul peso secco delle foglie (Fig. 10), al

secondo taglio, * stato uguale a quello appena itesper il fosforo con un aumento

dal 7,8% del parametro tra la concimazione K1 e K2 e senza nessun ulteriore aumento
passando da K2 a K3. Nella somma dei due tagli, con la seconda e terza dose di potassio
si « prodotto, in media, il 5,5% in pie di sostzensecca di foglie (Fig. 10).

Infine, si pu™ notare dalla tabella 7 che, sempre nel secondo taglio e nel totale, si sono
riscontrati anche importanti interazioni tra le varie concimazioni. Considerando
I’interazione “N x K”, all’aumentare della concimazione azotata si ¢ assistito ad un
progressivo aumento del peso secco delle foglie, indipendentemente dal dosaggio del
potassio. Tuttavia, questo aumento si « notato maggiormente con la seconda e terza dose
di potassio, dove in corrispondenza delle diverse dioazoto si sono ottenute maggiori
differenze tra i valori estremi (Figg. 11 e 12).

Per la seconda interazione individuata, ovvero “P x K”, si puo vedere nelle figure 13 e

14 che 1’aumentare della dose di fosforo ha comportato un incremento della produzione
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di sostanza secca delle foglie, ma solo alle medio basse concentrazioni di potassio.

Per il peso secco dei fusti, sia nel primo taglio che nel secondo, gli effetti principali
dell’azoto e del potassio sono gli unici ad essere risultati significativi all’analisi della
varianza mentre, nel totale ¢ risultato significativo solo I’effetto dell’azoto (Tab. 7). La

figura 15, relativa alla concimazione azotata, mostra molto bene il progressivo
incremento del peso secco dei fusti all’aumentare della dose di azoto distribuito, ci™ si «
riflesso allo stesso modo anche nel secondo taglio e nel totale. Nel primo taglio, gli
incrementi del dosaggio da N1 a N2 hanno portato ad un aumento di 2,7 ge di 2,9 g da
N2 a N3. Nel secondo taglio e nel totale invece, guastementi sono stati di 8,15 g e
10,9 g per la dose intermedia e di solo 2,2 g e 5,2 per I’ultima dose.

La figura 16 invece, mostra gli effetti della concimazione potassica. Si pu™ osservare
come nel primo taglio le dosi pie elevate di questo nutrieatd®iano incrementato
significativamente del 6,44% 1’accrescimento di questo organo rispetto alla dose
minima. Nel secondo taglio invece, I’incremento dalla prima dose alla seconda ha
mostrato un effetto di decremento significativo del peso se€;4506) nentre nella
terza dose non ci sono stati significativi cambiamenti di peso rispetto alle altre (Fig. 16).
Analizzando il peso secco totale di tutta la parte aerea della pianta, 1’analisi della
varianza (Tab. 7) ha evidenziato che, come per le foglie stii fuesi separatamente,
all’aumentare dei livelli di azoto, il peso secco totale della chioma sia aumentato in
maniera progressiva in entrambi 1 tagli. E’ da rilevare che al primo taglio ’aumento

della dose da N1 a N2 e da N2 ad N3 ha causato un aursest@nziale della
produzione (15,9 e 17,1%), rispettivamente, mentre al secondo taglio con la seconda
dose si ¢ ottenuto un incremento pie importante rispetto a quanto ottenuto con la prima,
ovvero del 30,3%. Passando da N2 ad N3 invece, I’incremento ¢ stato pie contenuto

(11%) (Fig. 18).
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Al primo taglio il peso secco totale « stato influenzato significativamente anche dal
potassio. Dalla figura 18 si pu™ vedere che il parametro oggetto di studio ha mostrato
leggeri, ma significativi, incrementi con I’aumentare dei livelli del concime (+ 4,34%

tra K1 a K2). Questo effetto positivo non si ¢ riscontrato al secondo taglio ed ¢ rimasto
mascherato nel totale.

Diversamente dal primo taglio, nel secondo e nel totale per il peso secco della parte
aerea sono statedividuate delle interazioni significative: nel secondo taglio e nel totale
significativa ¢ stata quella “N x K” che evidenzia come la produzione di sostanza secca

sia stata via via maggiore con I’aumentare delle dosi di N indipendentemente dalla
concimazone potassica; questo aumento, inoltre,  stato maggiore con le dosi K2 e K3,
rispetto a K1 (al secondo taglio in media +52,7% vs +32,1%, e nel totale 44,2% vs
34,1% ) (Figg. 19 e 20). Relativamente all’interazione “P x K”, per il secondo taglio e

per il totale non si ¢ rilevata una sostanziale differenza tra i diversi dosaggi di fosforo
alle dosi elevate di potassio mentre, a quella inferiore, la dose P2 ha permesso di

ottenere incrementi significativi di produzione (Figg. 21 e 22).

5.2 CONCENTRAZIONE DI SOSTANZA SECCA

Analizzando nuovamente 1’apparato vegetativo, ma in questo caso nella loro
percentuale di sostanza secca, si pud notare dall’analisi della varianza (Tab. 8) che la
percentuale di sostanza secca delle foglie in tutti e due i tagli esegaitiotale, « stata
influenzata significativamente dall’effetto principale dell’azoto. La figura 23 mostra
come nel primo taglio I'incremento dei livelli di azoto distribuiti, abbia ridotto
significativamente la percentuale di sostanza secca presefdefogdie da 24,7% a

22,8% tra il primo e il secondo intervento di concimazione, alla terza dose di azoto gli
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effetti non si discostano in modo significativo dalla precedente concimazione.

Anche il potassio e risultato significativo nel parametro alla&iwnei due tagli, mentre

nel totale non sono state osservate differenze significative; nessuna differenza
significativa « stata inoltre ottenuta per il fosforo al primo taglio (Tab. 8).

Al primo taglio, I’aumento della dose di potassio ha determinato una contenuta, ma
significativa, diminuzione della percentuale di sostanza secca delle {eigie24) Per

il secondo taglio tutte le interazioni di primo ordine sono risultate significative.

Tabella 8. Effetti principali e d’interazione delle diverse concimazioni sulle
concentrazioni di sostanza secca presenti nelle foglie, fusti e nell’intera chioma nei due
tagli e nel totale.

Effetto principale Interazione
N P K NxP NxK PxK NXxPxK
Primo taglio
foglie (%) ** ns * ns ns ns ns
fusti (%) ns ns *rk ns ns ns ns
totale (%) ** ns rx ns ns ns ns
Secondo taglio
foglle (%) *k%k *kk *k%k *% *k% ns ns
fUStI (%) *% *kk *k%k *% *k% ns *
totale (%) *k% *kk *k%k *% *k%k ns ns

*Hk kx Gk (per P<0,05; P<0,01; P<0,001, rispettivamente) ns = non significativo

Analizzandole in dettaglio si riesce a notare che nella prima, ovvero “ N x P’ I’aumento

della dose di azoto ha comportato un decremento progressivo del parametro allo studio
per tutti e tre i livelli di concimazione fosfatica. Gli effettiaggiori dell’azoto sul
parametro si sono riscontrati con i due dosaggi pie alti di fosforo: la dose minima di
azoto ha permesso di ottenere concentrazioni di sostanza secca superiori di 5,25 e 5,41
punti percentuali rispetto a N2 e N3 alla dose P2 e HSstliro, mentre I’aumento ¢

stato di solo 2,50 punti con P1 (Fig. 25). Relativamente all’ interazione “N x K” (Fig.

26), sempre sulla percentuale di sostanza secca nelle foglie, anche in questo caso

I’incremento della dose di azoto diminuisce il parametro indipendentemente dalla

a7



concimazione potassica. Diversamente da quanto osservato per il fosforo, qui la
maggiore diminuzione si ¢ registrata alle dosi piu alte di potassio. L ultima interazione

di questo parametro ¢ “P x K” (Fig. 27). Questa interazione mette in evidenza che
I’aumento della dose di fosforo ha determinato, nel primo livello di potassio, un
incremento significativo del parametro solo nella dose intermedia (+2,15 punti
percentuali rispetto alla prima dose). Nel secondo livello di potassiprsisentato un
aumento di 2,39 punti percentuali tra la dose P2 e la dose P3 mentre tra la P1 e la P2
non si sono verificate variazioni significative. Nel terzo e ultimo livello di potassio si ¢
assistito ad un lieve incremento (+1,03 punti percentuaosiianza secca) tra la prima

e la seconda dose di fosforo, quest’ultima si ¢ mantenuta simile nella terza.

Analizzando anche la percentuale di sostanza secca ottenuta nei fusti si pu”™ vedere che
in questo caso I’effetto principale delle tre concimazioni e delle interazioni “N x P” e

“N x K” sono risultate essere sempre significative per il secondo taglio e per il totale

mentre, nel primo taglio, solo I’effetto principale del potassio risulta essere stato
significativo (Tab.8). Partendo da quest’ultimo dato (Fig. 28), solo il dosaggio pie
elevato di potassio ha comportato un leggero decremento del 3,17% del parametro in
questione rispetto alle altre due dosi. Per il secondo taglio l’interazioni “N x P”,
mostrata nella figura 29, evidenzia in primo luogomeall’aumentare della dose di

azoto si sono avuti iniziali aumenti di sostanza secca seguita da una diminuzione alla
dose pie elevata, mentre P2 e P3 hanno equamente diminuito i valori di questo
parametro rispetto a P1. Inoltre, nel primo livello di corazione fosfatica le prime due

dosi di azoto non hanno determinato significative variazioni, al contrario, il passaggio
dalla seconda alla terza dose di azoto hanno prodotto un decremento di oltre 2,18 punti
percentuali del parametro. Nel secondo e takadld le differenze sono state minime o

assenti.
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La seconda interazione, “N x K” (Fig. 30) ha mostrato, in generale, che le dosi K2 e K3

hanno prodotto una diminuzione della percentuale di sostanza secca dei fusti ed, inoltre,
I’aumento dalla prima alla seconda dose di azoto ha causato un decremento di 2,0 punti
percentuali del parametro che rimane uguale anche nella terza concimazione azotata,
questo solo nel primo livello di concimazione potassica. Per le ulteriori due dosi di
potassio ¢ la seconda dosie azoto a indurre le maggiori concentrazioni di sostanza
secca.

Considerando, infine, la concentrazione di sostanza secca della chioma nel suo
complesso (Tab. 8), per il secondo tutti gli effetti principali e le interazioni “N x P” ¢ “N

x K”, sono risultate significative mentre, nel primo taglio il fosforo ¢ stato 1’unico
nutriente che non ha determinato variazioni al parametro allo studio. Considerando
appunto il primo taglio i livelli di azoto, incrementando, hanno ridotto di conseguenza il
contenuto dsostanza secca presente nella chioma, mostrando con N2 una riduzione del
parametro di 1,33 punti percentuali rispetto alla dose N1 e con N3 una riduzione del
2,05 (Fig. 31).

Per i livelli di potassio, allo stesso modo, si » avuta una riduzione deltzectrazione

di sostanza secca totale ma in questo caso solo con il livello pie alto di potassio
distribuito. Tra il livello pie basso e quello pie alto di concimazione si ¢ passati da una
concentrazione di 23,4% ad una di 22,7% (Fig. 32).

Per il secondoaglio invece, sia I’aumento di N, che di P ¢ K hanno determinato una

generale diminuzione della concentrazione di sostanza secca. L’interazione “N x P” ha
dimostrato, inoltre, che in generale applicando le dosi P1 e P2 la percentuale di sostanza
secca ¢ dininuita progressivamente, mentre alla dose P3, la diminuzione e stata
osservata solamente passando dalla dose minore a quella intermedia (Fig. 33).

L’interazione “N x K” mostra come, nei primi due livelli di concimazione potassica,
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I’incremento della dose di azoto dal livello pie basso a quello intermedio abbia portato
ad un abbassamento della percentuale di sostanza secca nella chioma che poi si ¢
mantenuta in corrispondenza della terza concimazione azotata. Con la terza dose di
potassio invece, il passdggdalla dose N1 alla N2 non ha determinato alcuna

variazione e il decremento * stato osservato solamente alla dose pie alta (Fig. 34).

5.3 CONCENTRAZIONE DEI MACRONUTRIENTI E RELATIVE
ASPORTAZIONI

Analizzando la concentrazione di nutrienti all’interno dell’intera pianta, I’analisi della
varianza indica che la concentrazione di azoto nei tessuti ¢ stata influenzata solamente

dalla dose di azoto somministrata (Tab. 9).

Tabella 9. Effetti principali e d’interazione delle diverse concimazioni sul contenuto
totale di azoto, fosforo e potassio nell’intera parte aerea dalla pianta e loro asportazioni.

Effetto principale Interazione
N P K NxP NxK PxK NxPxK

Concentrazioni (%)

Azoto Fhk ns ns ns ns ns ns

Fosforo ns Fhk ns ns ns ns ns

Potassio xok ns bl ns bl ns ns
Asportazioni

Azoto Fhk ns ns ns ns ns ns

Fosforo ** xhk ns ns ns ns ns

Potassio i ns Fokx * Fokx ns ns

oAk ek x (per P<0,05; P<0,01; P<0,001, rispettivamente) ns = non significativo.

Dalla figura 35 possiamo vedetke 1’incremento della dose di azoto ha portato ad un
progressivo aumento nel contenuto di questo nutriente. Nel dettaglio, passando dalla

dose N1 alla N2 si ¢ rilevato un aumento dall’1,0 al 1,35% di N mentre il passaggio
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dalla prima dose all’ultima I’aumento di N ¢ stato di 0,62 punti percentuali.

Come per ’azoto appena descritto, anche per la concentrazione di fosforo nella pianta la
concimazione del suddetto nutriente ¢ stata quella che ha determinato le uniche
variazioni significativg(Tab. 9) Dallafigura 36 si puo vedere che I’aumento della dose

ha determinato un aumento significativo (+0,02 punti percentuali), ma solo con
I’incremento dalla prima alla seconda dose. Con I’ulteriore incremento dei dosaggi,

invece, non si « verificata alcuna variazeé

Per la concentrazione di potassio nei tessuti vegetali, dalla tabella 9 emerge che, a
differenza dei nutrienti precedentemente descritti, oltre alla concimazione del medesimo
elemento, anche la sua interazione con 1’azoto ¢ risultata significativa (Tab. 9).
Analizzando direttamente questa (Fig. 37), si evince, in primo luogo, che all’aumentare

della dose di K sono aumentate anche le concentrazioni di questo nutriente nei tessuti
pero, mentre nelle sue due dosi piu basse, I’aumento della dose di N ha determina una
tendenziale diminuzione delle concentrazioni di K, nella sua dose maggiore il fenomeno
Si « invertito.

Per quanto riguarda le asportazioni dei tre principali macronutrienti, quelle di azoto
sono influenzate solamente dalla dose dell’azoto stesso (Tab. 9). La figura 38 evidenzia

che al crescere della dose di azoto sono cresciute in modo importante e progressivo le
sue asportazioni, tanto che, con la terza dose I’incremento ¢ stato superiore al 125%

rispetto alla prima. Per il fosforo invece, datibella 9 si puo vedere che sia 1’effetto
principale della dose di fosforo, ma anche quella di azoto, hanno influenzato
significativamente le asportazioni di questo nutriente. Analizzando per primo I’effetto
dell’azoto si puo notare, dalla figura 39, che I’aumento delle sue dosi ha determinato un
progressivo incremento del parametro; in dettaglio il passaggio dalla dose N1 alla N2 ha

comportato un aumento di 20,1 mg di P asportato, e con N3 le asportazioni da N2 sono
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salite di altri 21,1 mg. Per I’effetto della dose di fosforo si ¢ osservato che solo
I’aumento dalla prima alla seconda dose ha portato ad una aumento delle asportazioni

(129 vs 107 mg P), mentre, con la dose massima 1’aumento osservato non ¢ risultato
significativo (Fig. 40).

L’ultimo parametro analizzato relativamente alle asportazioni riguarda il potassio. Dalla
tabella 9 emerge che sia la concimazione azotata che quella potassica hanno influenzato
le sue asportazioni e, oltre a queste, anche le interazioni “P x N” e “K x N” sono
risultate $gnificative. Dalla figura 41 emerge che all’aumentare della dose di N, cosi

come quella di K, si ¢ avuto un aumento delle asportazioni di quest’ultimo nutriente.
L’aumento delle asportazioni di K all’aumentare della dose di azoto, comunque, ¢ piu
importarte alle dosi elevate di K (+53,8% tra N3 e N1, con K3) piuttosto che a quelle
basse (es. +22,1% tra N3 e N1, con K1). Analogamente a quanto appena Vvisto,
I’interazione “P x N” denota che, le asportazioni di K, sono anche da mettere in
relazione con la comm@azione fosfatica: a basse dosi di P, ’aumento delle asportazioni

legate all’aumento della dose di azoto € piu limitato rispetto a quanto € emerso con le

dosi pie elevate (es. +32,8% tra N3 e N1, con P1 contro il +48,7% tra N3 e N1, con P3)

(Fig. 42).

5.4 CONCENTRAZIONI E PRODUZIONI DI GLICOSIDI STEVIOLICI

Per la concentrazione di stevioside e rebaudioside A nella parte aerea della stevia, nei
due i tagli effettuati, I’analisi della varianza (Tab. 10) ha dimostrato che solo I’effetto
principale delle dosi di azoto stato significativo. Le concimazioni con fosforo e
potassio non hanno, invece, influenzato la formazione delle biomolecole all’interno

della pianta. Analizzando in dettaglio la concentrazione dello stevioside nei tessuti al
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primo taglio (Fig. 43), i valdrsono diminuiti con I’aumentare della dose di azoto
distribuito. Pie precisamente, la maggiore diminuzione si ¢ ottenuta con la dose
intermedia di azoto, rispetto alla pie bassa (6,97% vs 6,44%). La distribuzione della
dose massima non ha comportato patéri variazioni rispetto al secondo dosaggio.
Parlando del rebaudioside A, nel primo taglio, anche in questo caso 1’aumento della dosi

di azoto distribuito ha comportato una progressiva diminuzione delle concentrazioni e,
con la dose pie elevata, si *tenuta una diminuzione della concentrazione di ben 0,70
punti percentuali rispetto alla prima dose che risulta essere la pie efficacie (4,53%) (Fig.

44).

Tabella 10. Effetti principali e d’interazione delle diverse concimazioni sul contenuto di
steviosidee rebaudioside A e loro produzioni totali nei due tagli e nel totale.

Effetto principale Interazione
N P K NxP NxK PxK NxPxK
Primo taglio
Stevioside (%) ok ns ns ns ns ns ns
Rebaudioside A (%) * ns ns ns ns ns ns
Steviosidi totali (g) ** . ns ns ns ns ns ns
Rebaudiosidi A totali (g) * ns ns ns ns ns ns
Secondo taglio
Stevioside (%) ¥k ns ns ns ns ns ns
Rebaudioside A (%) ns ns ns ns ns ns ns
Steviosidi totali (g) ok ns ns ns * ns ns
Rebaudiosidi A totali (g)  ** ns ns ns ns ns ns
Totale ! ! I ! ! !
Steviosidi totali (g) ok ns ns ns ns ns ns
Rebaudiosidi A totali (g)  * ns ns ns ns ns ns

otk ek x (per P<0,05; P<0,01; P<0,001, rispettivamente) ns = non significativo
[

Similmente a quanto visto nel primo taglio, nel secondo, la maggiore disponibilit™ di
azoto non ha favorito la concentrazione dello stevioside nella pianta. Infatti si
verificato un calo dei valori di circa 1,37 punti percentuali tra la dose minima (9,33%) e
la dose massima (7,96%; Fig. 45). Nessuno dei fattori allo studio ha influito, invece,

sulla concentrazione del rebaudioside A al secondo taglio (Tab. 10) che, in snedia,
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aggirata sul 2,6%.

Le produzioni totali dello stevioside al primo taglio, hanno visto, in generale, un
importante aumento di questa biomolecola con la massima dose di azoto distribuito. In
questo caso 1’aumento ¢ stato notevole ed ha comportato un incremento da 2044 g,
ottenuti con la dose minima, a 2548 g ottenuti con la dose massima (Fig. 46). Nel
secondo taglio (Fig. 46) la produzione « aumentata dalla dose minima di azoto a quella
intermedia (+682 g di stevioside), con la dose massima si ¢ aftanutulteriore
aumento che, per”, non ¢ risultato significativo.

La produzione totale del rebaudioside A, allo stesso modo dello stevioside, ¢ stata
favorita dalla maggiore dose di azoto che, rispetto alla minore, ha permesso di
incrementare la produziondel 17,4% (Fig. 47). Nel secondo taglio, invece, la
produzione e incrementata in modo progressivo e, la dose massima, ha comportato un
aumento del 18,8% rispetto alla dose minima (Fig. 47).

Sommando la produzione dei due tagli, le rese dello steeiest®l rebaudoside A, con

la dose minore di azoto impiegata sono state di 5747 e 2431 g per vaso, rispettivamente;
per lo stevioside, con N2 si  ottenuto un incremento significativo della produzione che
poi * rimasto stabile con la dose massima. Nelaghtt I’incremento che si ¢ ottenuto ¢

stato del 16,1%. Per il rebaudioside A, infine, I’aumento ¢ stato progressivo e con la

dose massima distribuita si « avuta una produzione di un 24,7% in pie rispetto a quanto

ottenuto da quella minima (Figg. 46 e 47).
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6. DISCUSSIONE

| risultati ottenuti in questa prova hanno evidenziato, in primo luogo, la grande
importanza della concimazione azotata. L’aumento della sua dose ha, infatti favorito
I’accrescimento delle piante in tutti i Swoi aspetti: peso secco teffoglie e dei fusti sia

nel primo che nel secondo taglio. Nel caso dei fusti, I’incremento ottenuto con N3
rispetto ad N1 ¢ stato dell’ordine del 45,83%e del 52,05%nel primo e nel secondo
taglio, rispettivamente. L’effetto positivo ¢ stato perd maggiore nel caso delle foglie
(organo pie importante della pianta) che, al primo taglio, ¢ stato 2864%e al
secondo deB6,75%

Gli stessi effetti di progressivo incremento si sono riscontrati anche nello studio delle
concentrazioni e delle asportazionii deutrienti presenti nei tessuti della pianta. |
risultati pie evidenti si sono ottenuti con la concentrazione diapei tessuti fogliari,
rispetto all’intera biomassa chee aumentata del 62%, e ancora pie considerevole ¢ stato
I’incremento delle asportazioni di questo elemento che, con la dose massima, sono
risultate superiori del 125% rispetto alla dose minirR&r quanto riguarda le
asportazioni’azoto ¢ risultato interferire positivamente determinando un accrescimento
progressivo per tutti i nutri¢inallo studio.

Tuttavia, pergli altri parametri allo studio, come la concentrazione di sostanza secca
nelle foglie, nei fusti e nell’intera chioma, in entrambi i tagli il crescente dosaggio di
azoto distribuito, non ¢ sempre stato conveniente ma hsataulei cali notevoli sui
parametri. Nelle foglie al primo taglio ad esempio, i massimi cali si sono riscontrati gi”
con la dose intermedia di concime mentre al secondo taglio * la dose massima ad aver
causato i cali maggiori. E’ ovvio che, la minor concentrazione di sostanza secca ¢ da
attribuire ad un maggior lussureggiamento della pianta che, trovandosi nelle condizioni
ottimali per I’accrescimento vegetativo, aumenta il suo peso anche grazie ad un maggior
contenuto di acqua che, per contro, diluisceolstanza seec

Se si analizzano i risultati dello stevioside e rebaudoside A, si nota che 1’azoto svolge

un ruolo essenziale nell’aumentare le produzioni totali di queste due biomolecole, in
entrambi i tagli.

Diversamente da quanto espresso da Uturalleboratori (1999), I’azoto nella presente

prova ha determinato un calo della concentrazione dello stevioside e del rebaudioside A.
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Al primo taglio la massima distribuzione di azoto ha determinato un calo della
concentrazione di stevioside pari al 9,6%nine nel secondo taglio ¢ risultata pari al
14,6%. Anche per il rebaudioside A solo, ma solo nel primo taglio, le dosi crescenti di
azoto sono state sfavorevoli determinando un progressivo calo del parametro.
Nonostante queste diminuzioni delle concentiazigrazie al cospicuo aumento della
biomassa prodotta si ¢ avuto un significativo aumento delle produzioni totali di queste
sostanze. Relativamente allo stevioside, 1’effetto dell’azoto ¢ stato piu evidente al
secondo taglio poiche gi" la distribuzioneelth dose intermedia ha permesso di
incrementare del 35% questo parametro rispetto alla dose minima, al primo taglio
invece solo la dose massima ha incrementato significativamente la produzione dello
stevioside. Per le produzioni di rebaudioside A siapni@ho che nel secondo taglio gli
effetti della concimazione massima sastat quelli pie importante ad accrescere questo
dato comportando un aumento del 18,8% del parametro rispetto alla dose minima.

Per quanto riguarda il fosforo, « emerso che, al priaglio, questo nutriente ¢ stato
importante solo per quanto riguarda la concentrazione e le asportazioni del medesimo
elemento nei tessuti della pianta. Nel secondo taglio, invece, oltre che influenzare le sua
concentrazione ed asportazione nei tessaticdndizionato anche il peso secco delle
foglie, la concentrazione di sostanza secca delle foglie, dei fusti e del totale della
chioma. Pie precisamente nelle foglie sia per il peso che per la concentrazione di
sostanza secca si ¢ assistito ad un incremeet valori coincidenti con le dosi medio

alte (4,90% e 3,54%, rispettivamente). Con la concentrazione di sostanza secca dei fusti
e dell’intera chioma 1 maggiori dosaggi hanno comportato una riduzione che ¢ risultata
massima con il dosaggio intermedio’akmento delle dosi di fosforo, inoltre, ha
ovviamente aumentato i contenuti e le asportazioni totali dell’elemento.

Lo scarso effetto del fosforo nei riguardi della gimione di stevia ppare in antitesi

con quanto oeinuto da Singh e Prasad (1976) chehidrarono che gli aumenti del
dosaggio di fosforo partecipano attivamente all’aumento della biomassa della pianta.

Va comunque rilevato che tra fosforo ed azoto ci sono stati spesso fenomeni di
interazione, come riscontrato anche da altri autori (Sarkal, 1989). Quest’ultimo
fenomeno si ¢ osservatdall’interazione fra i due elementi sulla concentrazione di
sostanza secca delle foglie, dei fusti e dell’intera parte aerea al secondo taglio. Per le

foglie e l’intera chioma, ad esempio, all’aumentare dell’azoto la concentrazione di
sostanza secca ¢ diminuieaquesta diluizione « stata maggiore alle dosi pie elevate di

fosforo. Anche la dose di potassio ha avuto forti influenze sui vari parametri rilevati.
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Infatti anche per questo concime la distribmaaelle maggiori dosi hanno permesso di
incrementare la biomassa secca e, nel particolare, il peso secco delle foglie al secondo
taglio e anche quello dei fusti al primo e al secondo taglio, ed inoltre la concentrazione
di sostanza secca di tutte le vaprti della chioma in entrambi i tagli. Prendendo ad
esempio le foglie, al secondo taglio con la dose massinpatdssio il peso secco
aumentatocirca del 9,52%rispetto ai valori ottenuti con la dose minima. Per la
concentrazione di sostanza seccaeg®/ al primo taglio le crescenti dosi non hanno
modificato in maniera sostanziale i valori. Per la concentrazione di sostanza secca nei
fusti in entrambi i tagli si * avuto che la dose minima di potassio * risultata quella pie
favorevole all’incremento dei parametro, quando la dose  auméatavalori sono
invece diminuiti progressivamente. Quam@merso dalla prova ¢ in antitesi con quanto
sostenuto da Aladakatti e collaboratori (2012) i qunalyano un ruolo attivo di questo
elemento sulla risposta Itk pianta in termini di produzione di biomassa. Se
consideriamo D’effetto di questo elemento sulla costruzione delle biomolecole, cosi

come per il fosforo, il potassio non sembra giocare un ruolo rilevante. Probabilmente
perchZ, come appunto riferito diegfiudi di Aladakatti e dei suoi collaboratori (2012), il
potassio * maggiormente attivo durante la fase riproduttiva e non in quella vegetativa.
Anche il patassio ha interagito con gli altri nutrienti nel condizionare la risposta delle
piante. Per quantdguarda le interazioni con ’azoto gli effetti sono stati visti sui pesi

secchi delle foglie al secondo taglio dove si » osservato che alle dosi-aitdidi
potassio, I’incremento che si ¢ ottenuto aumentando la dose di azoto ¢ maggiore.
Risultati analghi si sono ottenuti pet peso secco dell’intera chioma: infatti i maggiori
dosaggi di potassio hanno fatto incrementare gli effetti positivi indotti dalla maggiore
distribuzione di azoto, pari a circa ad un +42%. Nei riguardi della concentrazione di
sodanza secca nelle foglie al secondo taglio si * notato che con le maggiori si sono
verificati 1 maggiori decrementi di percentuale di biomassa. Sull’intera chioma, invece,
I’interazione azoto x potassio ha evidenziato che nei primi livelli di potassio i dosaggi
mediobassi di azoto hanno determinato un progressivo abbassamento dei valori, mentre
con la dose pie elevata di potassio solamente la dose maggiore di azoto ha determinato
un decremento significativo. Visto che azoto e potassio sontiatisu fattori pie
importanti rello stimolare il lussureggiamento della pianta, questo effetto di riduzione
della concentrazione di sostanza secca era in qualche modo previsto.

Infine le concentrazioni di potassio nei tessuti sono tendenzialmente diminuite

all’aumentare della dose di azoto, ma solo alle dosi médisse, mentre alla dose
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maggiore di potassio la concentrazione dello stesso elemento ¢« aumentata fissando il
parametro nella media del 2,06%zoto e potassio hanno interagito nel determinare le
asportaziondi questultimo elemento e, infatti, all’aumentare della dose di potassio

sono aumentati gli incrementi di potassio asportato all’aumentare della dose di azoto.
Analogamente a quanto visto per la concentrazione di sostanza secca, la diluizione dei
nutrienti osservata all’aumentare della dose ¢ dovuta alla diluizione dei nutrienti
assorbiti dalla pianta, mentre gli assorbimenti totali sono aumentati come testimoniato
dalle maggiori asportazioni.

Nelle interazioni fra il potassio e il fosforo, infine, wedrate nei riguardi del peso
secco delle foglie al secondo taglio, si ¢ osservato che all’aumentare della dose di

fosforo sono aumentati i valori solo alle medio basse dosi di potassio.

Nel presente lavoro, in definitiva, il potassio non ha favorito mdon particolare
I’assorbimento di fosforo e potassio e si pone quindi in antitesi, con quanto sostenuto da

da Dang e collaboratori (2007).

NZ fosforo nZ potassio hanno influito sulla produzione dello stevioside e del
rebaudioside A, sia in termini di comteazione delle due sostanze nei tessuti, sia in
quelli di produzione totale. Anche in questo caso, quindi, i risultati sono in contrasto da
quanto riportato in bibliografia (Dareg al, 2007).

Dal punto di vista della produzione di totale di biomassagliori risultati, nella prova,

sono stati ottenuti con la massima dose di azoto e, in apparenza, le diverse dosi di
fosforo e potassio hanno poco migliorato la produzione. Se si prende invece in
considerazione la produzione delle sole fodiparte dellapianta con le maggiori
concentrazioni di steviosidi Brandé al, 1992; Wenget al, 1996; Singh e Rao, 2005;

Braz de Oliveiraet al, 2011) le dosi intermedie di fosforo e potassio sono risultate le

pie efficaci. Con la formula di concimazione N&-K2 (2,4-1,0-3,0g di N, BOs e

K,0 per pianta) si sono ottenute produzioni di 94,9 g di s.s. t(jtakte aerea della
pianta)di cui 48,1 g sono relative alle foglie. Questi valori sono superiori, a quelli del
testimone N1P1-K1, rispettivamente del 43 e 47,9%pie bassi Se consideriamo
anche il contenuto di nutrienti del substrato, la migliore tesi ha apportato 2,8, 1,5e 3,59
di N, POs e KO, rispettivamente. Con questa formula di concimazidae
concentrazioni di nutrienti all’interno dei tessuti (corrette per esprimerle in No®s e

K>0) sono state 1,60, 0.33 e 2,18% (0,92, 0,29 e 1.88 % nel caso della tesi testimone).

Ne risulta quindi che il rapporto tra N e K della migliore tesi appare appropriato mentre,
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probabilmente la somministrazione disforo ¢ stata eccessiva. Questo pu~ almeno in
parte spiegare le scarse risposte ottenute con le diverse dosi di questo elemento.
Inoltre, considerando le asportazioni della pianta (1,50, 0,31 e 2,0M,¢PdDs e K,0)
I’efficienza di recupero dei nutrienti * stata, rispettivamente, del 53,6, 20,9 e 58,3%.

Va tenuto presente che, soprattutéi miguardi dell’azoto, spesso si ¢ rilevato un
aumento, o diminuzione, dei valori dei vari parametro in modo graduale e progressivo
con I’aumento della dose. Rimane quindi il dubbio che la dose ottimale di azoto possa
anche essere superiore a quelle da noi studiat

Ben consci che i risultati ottenuti con la coltivazione in ambiente protetto e in vaso sono
difficilmente traslabili a quelli ottenibili in pieno campad esempio il volume di
substrato esplorato dalle radici « molto ridotto, esiste una diversa disponibilit”™ dei
nutrienti oltre che una pie facile lisciviazione degli stessi), ipotizzando una investimento
di 90.000 piante/ha(stessa densit” di coltivazioneisata nella presente prova
compatibile con le densit” di coltivazione suggerite da Donalisio e collaboratori (1982)),
la migliore tesi prevestebbe la distribuzione @16,90 e 270 kg/ha di N, Bs e K;O.

Prove condotte da Brandle e collaboratori 1999, hanno evidenziato che le
somministrazioni di nutrienti ritenute ottimall@5, 23 e 18&g/ha di N, BOs e K;0)

hanno fatto ottenenena produzione di circa 750Ky/hadi biomassall nostro dosaggio
ottimale e risultato superiore ma cam rapporto sinle tra i nutrienti e ha permesso,
comunae, di ottenere una produzione maggi@e50 lg/hadi biomassa

Le nostreconcimazionisono infine non molto diverse da quanto ottenut&dalap#hi

e collaboratori (1997) cheer wna tonnella di foglie secce/tannoimpiegab 64,6 kg

di N, 7,6kg di P,Os e 56,1 kg dK,O, ovvero il 25,7% in pie di N, meno della met” di
P,Os esolo il 7,1% in pie di KO.

In definitiva possiamo dire che la pianta dal punto di vista della biomassa risponde
molto bene ai costantncrementi delle concimazioni senza manifestare squilibri o

antagonismi fra i vari concimi.
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7. CONCLUSIONI

| risultati ottenuti hanno estenziab come 1’azoto sia il nutriente principale su cui far

leva per incrmentare le rese di biomassa. freduzioni, sia di foglie che di fusti, sono
inoltre aumentate in modo progressivo con la dose, tanto che ¢ ipotizzabile che la dose
ottimale per 1’accrescimento della pianta possa addirittura essere superiore a quelle
testate’azoto pero non si ¢ limitato solo ad incrementare la biomassa ma e riuscito ad
aumentare anche ’accumulo dei pit importanti macronutrienti all’interno dei tessuti
vegetativi.Il lussureggiamento della pianta indotto dall’aumento della dose di azoto ha
portato ad una dimuzione dde concentrazioniidglicosidi steviolici (es. stevioside e
rabaudioside A) ma questa diminuzione ¢ stata piu contenuta dell’aumento di
produzione indotto per cui la produzione totate di queste sostanze ¢ stata anch’essa
favorita.

Relativamenteal fosforo, I’aumento della dose ha influito in modo contenuto sugli
accrescimemtdella pianta(es. maggiore produzione di sostanza secca delle foglie al
secondo taglio). Pie rilevante, e positivo, ¢ stafaulnento della biomassa favorita
dall’applicazione di dosi crescenti dpotassio anche se in modo pie contenuto rispetto
all’azoto. Le interazimi positivetra azoto e potassio, che spesesao state riscontrate,
hanno evidenziato come le maggiori produzioni ottenute con I’incremento della dose di
azoto siano udriormente migliorate a seguito delle desedio elevatedi potassio.
Fosforo e potassio, infine, non hanno mostrato un effetto dvailieel favorire la

produzionadelle sostanze dolcificanti
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Figura 9.Effetto principaledelle dosidi fosforo sul peso secco delle foglie nei due
tagli enel loro complesso/ HWWHUH GLYHUVH LQGLFDQR YDORUL Gl
Tukey).
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Tukey).
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Figura 23 Effetto principaledelle dosidi azoto sulla concentrazione di sostanza secca
nelle foglie al primo tagio/ HWWHUH GLYHUVH LQGLFDQR YDORUL G
Tukey).
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Figura 24 Effetto principaledelle dosi di potassio sulla concentrazione di sostanza
secca nelle foglie al primo tagidHWWHUH GLYHUVH LQGLFDQR YDORI
(Test di Tukey).
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Figura 28. Effetto principaledelle dosi di potassio sulla concentrazione di sostanza
secca nei fusti al primo tagidHWWHUH GLYHUVH LQGLFDQR YDORUL
di Tukey).
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Figura31l. Effetto principaledelle dosidi azoto sulla concentrazione di sostanza secca
Q H O O phrgeveetdddD primo taglio. Lettere diverse indicano valori diversi per
3" 7THVW GL 7XNH\
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Figura 32 Effetto principaledelle tredosidi potassio sulla concentrazione di sostanza
VHFFD Q Harie fdréaVpiinid Eaglio.Lettere diverse indicano valori diversi per
3" THVW GL 7XNH\
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Figura 35 Effetto principaledelle dosidi azoto sulla concentrazione totale di azoto
nella piantanella somma dedue tagli. Lettere diverse indicano valori diversi per
3" THVWyYGL 7XNH
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Figura 36 Effetto principaledelle tredosi di fosforo sulla concentrazione totale di
fosforo nella piantanella somma dailue tagli.Lettere diverse indicano valori diversi
SHU 37 THVW GL 7XNH\
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Figura38. Effetto principaledelle tredosidi azoto sulle asportazioni totali di azoto
nella piantanella somma dedue tagli. Lettere diverse indicano valori diversi per
3" 7THVW GL 7XNH\
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Figura39. Effetto principaledelle tredosidi azoto sulle asportazioni totali di fosforo
nella piantanella somma dedue tagli. Lettere diverse indicanvalori diversi per
3" 7THVW GL 7XNH\
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Figura40. Effetto principaledelle tredosidi fosforo sulle asportazioni totali di fosforo
nella piantanella somma dedue tagli. Lettere diverse indicano valori diversi per
3" THVW GL 7XNH\
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Figura 43. Effetto principale delle tre dosi di azoto sulla concentrazione dello
stevioside nella pianta al primo taglibettere diverse indicano k@i diversi per
37 7THVW GL 7XNH\
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Figura 44. Effetto principale delle tre dosi di azoto sulla concentrazione del
rebaudioside A nella pianta al primo tagli@ttere diverse indicano valori diversi per
3" 7THVW GL 7XNH\

Concentrazione dello stevioside al secondo taglio (%)
18 i 2 ab
8 - b
7 a
6 a
5 4
4 -
3 4
2 a
1 a
0 |
N2 N3
Livelli di azoto

Figura 4. Effetto principale delle tre dosi di azoto sulla concentrazione dello
stevioside nella pianta al secondo tagliettere diverse indicano valori diversi per
37 7THVW GL 7XNH\
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Figura 46. Effetto principaledelle tre dosi di azoto sulla produzione totale dello
stevioside nella pianta nei due taglinel loro complessd_ettere diverse indicano
YDORUL GLYHUVL SHU 3" THVW GL 7XNH\
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Figura 47. Effetto principaledelle tre dosi di azoto sulla produzione totale del
rebaudioside A nella pianta nei due taglinel loro complessolettere diverse
LQGLFDQR YDORUL GLYHUVL SHU 3” 7THVW GL 7XNH\



