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RESUMEN

Las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni producen metabolitos secundarios. El esteviosido
(Stv) y rebaudidsido-A (Reb-A) le brindan una propiedad edulcorante Unica sin calorias, por
lo que, ha crecido su demanda en el pais, pero se conoce relativamente poco de su manejo en
el estado. Es indispensable la busqueda de alternativas sostenibles que aumenten el
rendimiento agronomico y fitoquimico de las plantas, una alternativa es el uso hongos
arbusculares (HMA) en combinacion con fertilizantes clave que permita potencializar su
nutricion y concentracién de metabolitos de importancia econémica. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar consorcios de HMA nativos en combinacion con niveles de fésforo,
para mejorar el crecimiento, aumentar el rendimiento y expresion de genes asociados a la
concentracion de Stv y Reb-A en hojas de S. rebaudiana. Se obtuvieron inéculos con esporas
viables de HMA de diferentes localidades del estado de Yucatan, se evalud el efecto de cada
uno sobre la productividad y concentracion de Stv y Reb-A en condiciones protegidas y en
condiciones de cielo abierto el efecto del consorcio sobresaliente, ademaés, se determind los
niveles de expresién de los genes KO y UGT74G1 y UGT76GL1 involucrados en la ruta de
biosintesis de Stv y Reb-A. La fertilizacion con fdosforo afectd significativamente la
colonizacion de los consorcios micorricicos. En condiciones protegidas el crecimiento
vegetativo de S. rebaudiana variedad Morita 11 se promovié por la inoculacion de todos los
consorcios HMA, sin embargo, el consorcio “RC” integrado por Funneliformis geosporum,
Claroideoglomus claroideum y Glomus ambisporum en combinacion con 25% de fosforo
aumento el fosforo a nivel foliar, mejoro la fotosintesis y la concentracion de Stv y Reb-A.
En condiciones de cielo abierto se encontré colonizacion micorricica del consorcio RC, sin
embargo, la concentracion de Stv y Reb-A en la variedad Ch"ujuk de S. rebaudiana estuvo
mayormente influenciada por el 25% de fosforo y no por la inoculacion del consorcio, lo que
fue consistente con el analisis de expresion génica de KO, UGT74G1y UGT76GL1.

Palabras clave: Hojas, edulcorante, micorrizas, fosfato, metabolitos, genes
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ABSTRACT

Stevia rebaudiana Bertoni leaves produce secondary metabolites. Stevioside (Stv) and
rebaudioside-A (Reb-A) provide a unique calorie-free sweetening property, which is why
their demand has grown in the country, but relatively little is known about their management
in the state. It is essential to search for sustainable alternatives that increase the agronomic
and phytochemical performance of plants. An alternative is the use of arbuscular fungi
(AMF) in combination with key fertilizers that can enhance their nutrition and concentration
of metabolites of economic importance. The objective of this research was to evaluate
consortia of native AMF in combination with phosphorus levels, to improve growth, increase
yield and expression of genes associated with the concentration of Stv and Reb-A in S.
rebaudiana leaves. Inoculation with viable AMF spores were obtained from different
locations in the state of Yucatén, the effect of each one on the productivity and concentration
of Stv and Reb-A was evaluated in protected conditions and in open air conditions the effect
of the outstanding consortium, in addition, the expression levels of the KO and UGT74G1
and UGT76G1 genes involved in the Stv and Reb-A biosynthesis pathway were determined.
Phosphorus fertilization significantly affected the colonization of mycorrhizal consortia.
Under protected conditions, the vegetative growth of S. rebaudiana variety Morita Il was
promoted by the inoculation of all AMF consortia, however, the “RC” consortium composed
of Funneliformis geosporum, Claroideoglomus Claroideum and Glomus ambisporum in
combination with 25% phosphorus increased Phosphorus at the foliar level improved
photosynthesis and the concentration of Stv and Reb-A. Under open air conditions,
mycorrhizal colonization of the RC consortium was found; however, the concentration of Stv
and Reb-A in the Ch'ujuk variety of S. rebaudiana was mostly influenced by 25% phosphorus
and not by the inoculation of the consortium, which was consistent with the gene expression
analysis of KO, UGT74G1 and UGT76G1.

Keywords: leaves, sweetener, mycorrhizae, phosphate, metabolites, genes
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I. CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

1.1. INTRODUCCION

La Stevia rebaudiana Bertoni, también conocida como hierba dulce, hoja de caramelo
y hoja de miel (Lemus-Mondaca et al., 2012), es un arbusto perenne perteneciente a la familia
Asteraceae (antes Compositae). Es originaria de América del sur en la region tropical de
Paraguay (Alonzo-Torres, 2007). Sus hojas acumulan compuestos Ilamados glucosidos de
esteviol que tienen entre 100 y 300 veces el dulzor de la sacarosa. Los glucosidos de esteviol
que se han encontrado son: estevidsido, esteviolbiosido, rebaudiésido-A, B, C, D y
dulcosido-A (Huang et al., 2010; Lemus-Mondaca et al., 2012). Sin embargo, el estevidsido
y rebaudiosido-A son los mas importantes, su mayor contenido en las hojas le brinda a la

planta el sabor dulce (Brandle y Telmer, 2007).

Dado que el esteviésido y rebaudidsido-A son 143 y 320 veces méas dulce que la
sacarosa, en su orden, con pocas calorias (Lemus-Mondaca et al., 2012) son usados como
agentes edulcorantes y suplementos dietéticos por la industria alimenticia y farmacéutica de
varios paises, para atender la creciente demanda de sustituir edulcorantes sintéticos
perjudiciales para la salud (Kim et al., 2010). Actualmente, los mercados mas grandes para
S. rebaudiana, son Japon y Corea. Sin embargo, el mayor productor en el mundo es China,
de donde se exporta alrededor del 80% de su produccion mundial (Gonzalez-Moralejo, 2011;
Pal et al., 2013). La creciente demanda de esteviosido y rebaudidsido-A, requiere de un
cultivo intensivo de S. rebaudiana para aumentar su produccion, sin embargo, los estudios
revelan que el contenido de los glucésidos de esteviol depende del crecimiento de las plantas,
de la biomasa total producida y eficiencia en la absorcién de fésforo, que a su vez depende

del manejo agronémico del cultivo (Geuns, 2003; Sarmiento-Ldpez et al., 2020).

Por lo tanto, se han realizado esfuerzos para mejorar la concentracion de glucésidos
de esteviol en S. rebaudiana, particularmente de estevidsido y rebaudidsido-A (Das et al.,
2008), los investigadores han adoptado técnicas modernas, como la gestion del agua (Fronza
y Folngatti, 2003), gestion del fotoperiodo (Mamta et al., 2010), cultivo de tejidos (Madan
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et al., 2010) y la aplicacién de sales (Gupta et al., 2014). Sin embargo, estas técnicas, suelen
ser costosas y de baja practicabilidad en campo (Gupta et al., 2014). La simbiosis entre
hongos micorricicos arbusculares (HMA) y las plantas, es una asociacion mutualista que
resulta atil en el cultivo de plantas de importancia agricola (Sharma et al., 2016). Esta
simbiosis mejora el crecimiento de las plantas, la fotosintesis, la absorcion de nutrientes,

principalmente de fosforo y el contenido de fitoquimicos (Adolfsson et al., 2015).

Los HMA son microorganismos rizosféricos del suelo, capaces de establecer una
endosimbiosis mutualista con el 80% de las plantas (Sharma et al., 2016). La simbiosis
estimula la produccién de biomasa y confiere resistencia a las plantas frente a fitopatégenos
(Smith y Read, 2010). Estos microorganismos son Utiles para la agricultura sostenible
(Gianinazzi et al., 2010; Zen et al., 2013) y pueden ser una alternativa para aumentar la
concentracion de estevidsido y rebaudidsido-A en S. rebaudiana (Cauich-Cauich et al.,
2022).

En los Gltimos afios, los estudios han reportado aumentos inducidos por HMA en la
concentracion de metabolitos secundarios en varias plantas medicinales (Kapoor et al., 2007;
Copetta et al., 2006; Khaosaad et al., 2006; Toussaint et al., 2007; Zubek et al., 2012).
También se han reportado aumentos en S. rebaudiana (Mandal et al., 2013; Tavarini et al.,
2018), sin embargo, estos estudios en su mayoria se centran en la inoculacion de una sola
especie, que por lo general es Rhizophagus intraradices (Giovannini et al., 2020), no se ha
reportado el efecto de un consorcio de HMA nativos asociados al cultivo de S. rebaudiana y

su efecto en la productividad y acumulacién de fitoquimicos.

La acumulacion de esteviosido y rebaudiosido-A en S. rebaudiana esta relacionado
con una mejor nutricion de fésforo, la cual se puede ver favorecida por la interaccion con
HMA (Kapoor et al., 2007; Zubek et al., 2012). En este contexto, Mandal et al. (2013)
encontraron que la simbiosis de HMA con S. rebaudiana y la adicion de fésforo con 50 mg
kg™ suelo, mejord la produccion de estevidsido y rebaudidsido-A en plantas inoculadas e
involucr6 mecanismos nutricionales y no nutricionales como la fotosintesis. Ademas,
observaron que los HMA son capaces de regular la tasa transcripcion de once genes

involucrados en la biosintesis de glucésidos de esteviol como consecuencia de la mejora del
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estado de nutricion y el aumento de la fotosintesis en la planta de S. rebaudiana (Mandal et
al., 2015). Este resultado sugirio la importancia del fosforo en la simbiosis de HMA y S.
rebaudiana, sin embargo, se desconoce el nivel de fésforo que pueda actuar en sinergia con
HMA. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad de consorcios de
HMA nativos en interaccion con niveles de fosforo en la produccion de biomasa y

concentracion de esteviosido y rebaudidsido-A en S. rebaudiana.

1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Potencial fitoquimico de Stevia rebaudiana Bertoni en el mercado mundial

Los beneficios de la S. rebaudiana son conocidos y usados desde tiempos ancestrales
por las tribus guaranis, quienes la usaban como edulcorante y planta medicinal (Alonzo-
Torres, 2007). Actualmente, mas de 200 especies de estevia estan presentes en todo el mundo,
pero S. rebaudiana, es la Unica con propiedades edulcorantes (Shivanna et al., 2013). Por
esta razon, esta especie se cultiva en muchas regiones de Asia, Europa 'y América del Norte,
donde sus hojas se usan como sustituto del aztcar (Abbas Momtazi-Borojeni et al., 2017).
Su verdadera importancia radica en gue sus hojas contienen estevidsido y rebaudiosido-A,
glucésidos de esteviol que han captado la atencién de diversos sectores, debido a que tienen
propiedades funcionales y sensoriales superiores a otros edulcorantes de alto poder de
dulzura, que probablemente seran sustituidos en un futuro por estos metabolitos en el

creciente mercado de alimentos naturales (Goyal et al., 2010).

Ademaés de la presencia de glucdsidos de esteviol, S. rebaudiana también es fuente
de compuestos bioactivos beneficiosos para la salud, como diterpenos de labdano no
glucosidicos, flavonoides, compuestos fendlicos, fibra cruda, fitoesteroles, acidos
clorogénicos, triterpenos, hidrocarburos (Wolwer-Rieck, 2012), acido cafeico, alcaloides,
taninos, saponinas y quinonas (Lemus-Mondaca et al., 2016). Varios estudios han informado
gue estos compuestos presentes en las hojas no han resultado ser teratogénicos, cancerigenos
ni mutagénicos, y no causan toxicidad (Ahmad et al., 2020). Por el contrario, S. rebaudiana

tiene aplicaciones en el mercado de la salud (Hossain et al., 2017), ya que esta gama de
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fitoquimicos posee potencial terapéutico contra enfermedades como la diabetes mellitus,
candidiasis, obesidad, hipertension arterial y cancer (Abbas Momtazi-Borojeni et al., 2017;
Lemus-Mondaca et al., 2018), ademas, tiene propiedad antimicrobiana, anticaries y
antioxidante (Ruiz-Ruiz et al., 2015).

Debido a estas propiedades, las hojas se procesan y muelen para su uso natural.
También se utilizan como colorante, potenciador del sabor, edulcorante en café, ensaladas y
frutas (Hossain et al., 2017). El uso en bebidas es mayor que su uso en alimentos, aunque, se
usa en productos lacteos como: helados, yogurt, leche saborizada, cereales y panaderia
(Ahmed et al., 2011). La presencia tanto de esteviosido como rebaudiosido-A y bioactivos
pertenecientes a grupos fendlicos y flavonoides en las hojas, justifican sus propiedades
medicinales y su aplicacion en la industria alimenticia, nutracéutica y farmacéutica (Ahmad
et al., 2020). En los ultimos afios, S. rebaudiana ha ganado un mayor interés industrial y
cientifico, como una alternativa nutricional frente a edulcorantes artificiales (Kovacevi¢ et
al., 2018).

El esteviosido y rebaudiésido-A son los glucdsidos de esteviol que se encuentran en
mayor proporcion en las hojas de S. rebaudiana, son estables en solucion acuosa y en un
amplio rango de temperatura y pH, lo cual ha fomentado su comercializacion a nivel mundial
(Abou-Arab y Abu-Salem, 2010). Estos metabolitos tienen propiedades organolépticas

distintivas.

El estevidsido es 143 veces méas dulce que la sacarosa en peso, pero el rebaudiosido-
A es 242 veces mas dulce, es decir, la calidad del sabor del rebaudidsido-A es mejor que la
del esteviosido, porque es mas dulce y menos amargo, sin embargo, ambos comparten una
misma ruta de biosintesis (Brandle y Telmer, 2007). Por lo que, en la tarea del quehacer
cientifico, se buscan alternativas para aumentar la concentracion de estos dos metabolitos en

la planta y potencializar su valor en el mercado.



1.2.2. Biosintesis de esteviosido y rebaudidsido-A

La biosintesis de los glucosidos de esteviol tiene lugar en las hojas de S. rebaudiana
(La biosintesis de los glucosidos de esteviol tiene lugar en las hojas de S. rebaudiana
(Brandle et al., 1998), en un proceso de diecisiete pasos que se pueden clasificar en tres
etapas. Comienza con la conversion de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato a isopentil
difosfato y dimetilalil difosfato en ocho reacciones secuenciales que forman la via 2-C-metil-
D-eritritol-4-fosfato (via MEP) (McGarvey y Croteau, 1995; Wanke et al., 2001). La 1-
desoxi-D xilulosa 5-fosfato sintasa y la 1-desoxi-D-xilulosa 5 fosfato reductoisomerasa
juegan un papel central en la regulacién de la via MEP, por tanto, es de gran importancia la
absorcion de fésforo en la planta (Cordoba et al., 2009). Estas enzimas catalizan la
condensacion de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato en MEP (Takahasi et al., 1998;
Kuzuyama et al., 2000). El 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa es un punto de
control importante en la biosintesis de glucdsidos de esteviol (Kumar et al., 2012) ya que
podria unirse a intermedios de la via y controlar el flujo de metabolitos por regulacion de

retroalimentacion (Kemp et al., 2005).

La segunda etapa comienza con una reaccion de condensacion catalizada por una
importante ramificacién de la enzima geranil geranil difosfato sintasa para formar geranil
geranil difosfato, que es un precursor comdn para la biosintesis de varios diterpenoides
(Okada et al., 2007). El geranil geranil difosfato se convierte en esteviol por accion
consecutiva de 4 enzimas, a saber, copatil difosfato sintasa, kaureno sintasa, kaureno oxidasa
e hidroxilasa de acido kaurenoico (Brandle y Telmer, 2007). Las vias de biosintesis de
glucdsidos de esteviol y giberelinas comparten el mismo precursor kaurenoide y geranil
geranil difosfato sintasa, copatil difosfato sintasa, kaureno sintasa y kaureno oxidasa estan
involucrados en la biosintesis de giberelinas y glucosidos de esteviol (Richman et al., 2005;
Kumar et al., 2012). Dado que, la copatil difosfato sintasa es crucial para la conversion de
geranil geranil difosfato a copatil difosfato, se cree que es un punto de control para el flujo
de metabolitos (Silverstone et al., 1997). El kaureno se produce a partir de copatil difosfato
en una ciclacion dependiente de ionizacion por kaureno sintasa (Brandle y Telmer, 2007). Es
importante para la sintesis de glucésidos de esteviol ya que kaureno sintasa esta presente en
duplicados solo en S. rebaudiana (Richman et al., 1999). El kaureno oxidasa cataliza la
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oxidacion del kaureno para formar &cido kaurenoico (Humphrey et al., 2006). La divergencia
de la biosintesis de esteviol de la biosintesis de giberelina ocurre con la hidroxilacion del
acido kaurenoico en esteviol catalizada por acido kaurenoico (Hanson y White, 1968; Kim
et al., 1996). Este es el primer paso especifico hacia la biosintesis de los glucésidos de
esteviol (Brandle y Telmer, 2007).

En latercera etapa se produce la glucosilacion de esteviol a rebaudiosido-A por cuatro
glicosiltransferasas dependientes de uridina difosfato especificas (UGT). Sin embargo, en S.
rebaudiana solo se han identificado tres hasta ahora, a saber, UGT85C2, UGT74G1 y
UGT76G1 (Brandle y Telmer, 2007). Estos UGT transfieren las moléculas de azlcar de un
donante activado a una molécula aceptora y, por lo tanto, la concentracién de azucar influye
en la glucosilacion del entureceurinico que forma los glucésidos de esteviol (Richman et al.,
2005). Se sugirio que la glucosilacion de esteviol por UGT85C2 es un paso limitante de la
velocidad (Mohamed et al., 2011). Tanto UGT74G1 como UGT76G1 son necesarios para la

sintesis de esteviosido y rebaudidsido-A, respectivamente (Humphrey et al., 2006).

1.2.3. El cultivo de S. rebaudiana en México

La S. rebaudiana fue introducida en México en 2010 a través del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) para estudiar su adaptacion y
potencialidad, que representa una gran oportunidad econdmica para el sector agricola
(Ramirez-Jaramillo et al., 2021). No obstante, desde 1970 en algunos paises asiaticos ya se
explotaba este cultivo. En 2011, en México donde se sembrd S. rebaudiana por primera vez,
fueron en los estados de: Yucatan y Quintana Roo con 25y 11 ha, respectivamente. En 2013
se reportan 2 ha en Chiapas y 1 ha en Veracruz (Ramirez-Jaramillo et al., 2021).

Actualmente, estados como Nayarit cuentan con una extension de cultivo importante,
su produccion en 2017 fue de 324 toneladas, que representaron el 64.7% del total de la
produccién a nivel nacional (SIACON NG, 2017). Sin embargo, en México existen otras
zonas con condiciones agroecoldgicas éptimas para producir S. rebaudiana, como, el estado

de Sinaloa, donde su latitud norte (22°-27” N) coincide con la latitud sur de la region de
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donde es nativa la S. rebaudiana, por lo tanto, tiene condiciones agroecoldgicas adecuadas

para el establecimiento y crecimiento del cultivo (CEDRSSA, 2018).

En el 2018 la superficie sembrada reportada para este cultivo en México fue de 40.55
ha, con 34.55 ha cosechadas y un rendimiento de 10.73 ton ha* (SIACON NG, 2018). Para
2019 se reportaron 76.20 ha y un rendimiento de 206.62 ton por afio (SIACON NG, 2019) y,
en 2020 ya se contaba con 880.53 ha con rendimientos de 668 ton por afio (SIACON NG,
2020). Segun el INIFAP, México cuenta con 4,487,902 ha de superficie potencial para
extender el cultivo, y el estado de Yucatan con 360,779 ha de superficie con condiciones
Optimas para producir de S. rebaudiana (CEDRSSA, 2018).

1.2.4. Alternativa sostenible para la produccion de esteviosido y rebaudioésido-A en

S. rebaudiana.

Identificar los principales factores previos a la cosecha que afectan la concentracion
de estevidsido y rebaudiosido-A en la S. rebaudiana es clave para mejorar su productividad
y las cantidades de compuestos activos beneficiosos en sus hojas (Tavarini et al., 2018). En
consecuencia, se han realizado esfuerzos para aumentar la concentracion de estos glucosidos
de esteviol. Se sabe que la disponibilidad de fosforo en el suelo y la capacidad de la planta
en la toma de este importante nutriente afectan significativamente la concentracion tanto del
estevidsido como del rebaudidsido-A (Mandal et al., 2013; Tavarini et al., 2018; Sarmiento-
Lopez et al., 2020).

En las plantas, existen dos modos de absorcién del fésforo; uno por medio de las
propias proteinas transportadoras que se encuentran en la membrana de la epidermis de las
raices, pero que estan limitadas por la disponibilidad y movilidad del fésforo, y el otro modo
ocurre a traves de la simbiosis de hongos micorricicos arbusculares (HMA) a traves de
transportadores de fosfato especificos de micorrizas y tiene lugar en los arbusculos
(Sarmiento-Lopez et al., 2020). Los HMA son microorganismos benéficos del suelo que
translocan fosforo a las plantas (Nouri et al., 2015). En su condicion de biotrofos obligados,

su ciclo de vida no puede completarse en ausencia de plantas hospedantes, es asi como,
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establecen una asociacion simbiotica y mutualista con las raices de las plantas, demas, juegan
un papel clave en el mantenimiento de la fertilidad del suelo a largo plazo (Giovannini et al.,
2020).

Los HMA pertenecen al filo Glomeromycota constituido con diez familias;
Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Archaesporacea, Claroidoglomeraceae,
Diversisporaceae, Gigasporaceae, Pacisporaceae, Paraglomeraceae y Sacculosporaceae y
323 especies (Redecker et al., 2013), aunque, solo unas pocas como Rhizophagus irregularis
y Funneliformis mosseae han sido investigadas por su diversidad funcional y presencia en la
mayoria de los suelos agricolas y condiciones climaticas, con el fin de seleccionar los mejores

aislados para su uso en la agricultura (Giovannini et al., 2020).

1.2.5. Capacidad de colonizacion de los HMA en la simbiosis con las plantas

La capacidad de colonizacion se refiere a la capacidad del hongo de una répida y
extensa colonizacion de raices (Giovannetti, 2000). Comienza con una fase asimbidtica,
donde las esporas que se encuentran en el suelo germinan en respuesta a factores fisicos como
la humedad, la temperatura y el pH, produciendo hifas con vida util limitada (Giovannetti y
Avio, 2002). En presencia de exudados radicales de las plantas, se produce una morfogénesis
hifal diferencial, con hifas germinantes que reorientan la direccion de elongacion e inician
un patrén de ramificacion diferencial (Sbrana y Giovannetti, 2005), esta fase presimbiética
es seguida por el contacto fisico entre las hifas de los HMA y las raices de la planta
hospedante para la diferenciacion de apresorios. Esta es la primera indicacion del

reconocimiento entre el hongo y la planta (Giovannetti et al., 2010).

Los apresorios dan lugar a hifas que crecen intercelularmente dentro de la corteza de
la raiz, penetrando eventualmente en las células y produciendo estructuras hifales
ramificadas, similares a arboles (arbusculos). Los arbusculos son estructuras donde tiene
lugar el intercambio de nutrientes entre los simbiontes (Kiers et al., 2011; Luginbuehl et al.,
2017).



La mayoria de los estudios realizados sobre HMA en suelos agricolas, han detectado
una colonizacion de tipo “Arum” (Smith y Read, 2010), en la cual, el HMA se propaga
intercelularmente entre las células de la raiz cortical, formando arbdsculos terminales en las
ramas de las hifas intracelulares (Smith y Smith, 1997). Ademaés de los arbusculos, varias
especies de HMA producen vesiculas intrarradicales, que son estructuras de almacenamiento

similares a esporas que contienen lipidos.

Después de recibir carbono de la planta hospedante, el HMA puede crecer
extrarradicalmente en el suelo, absorber nutrientes minerales para transferirlos a la planta
hospedante, interactuar con los microorganismos del suelo, colonizar las raices de otras
plantas, incluso diferentes a su hospedante y translocar nutrientes de un hospedante a otro
(Giovannetti et al., 2004). El ciclo de vida se cierra con la formacion de esporas asexuales
por hifas extrarradicales (Mikkelsen et al., 2008).

1.2.6. Contribucion de los HMA en el cultivo de S. rebaudiana.

La micorriza se considera como un compartir muto entre el simbionte y el hospedante.
El hongo es el principal socio de la planta, tiene el deber de suministrar nutrientes minerales,
particularmente fosfato inorganico, hormonas de crecimiento y proteccion a la raiz contra
patdgenos. A cambio, reciben carbono organico de la plana hospedante (Alizadeh, 2011).
Los HMA son componentes clave en la biota del suelo, representan alrededor del 25% de la
biomasa microbiana y juegan un papel importante para influir en las propiedades fisicas del

suelo y la nutricion de las plantas (Montafio et al., 2012).

Los efectos de los HMA sobre el crecimiento, produccion de biomasa y modulacion
fisiologica en las plantas, se han estudiado ampliamente en muchas especies, incluida S.
rebaudiana (Tavarini et al., 2018; Sarmiento-L06pez et al., 2020). La simbiosis de HMA que
es importante en la produccién de cultivos, es una estrategia biotecnoldgica para mejorar la
sintesis de fitoquimicos (Alizadeh, 2011). En S. rebaudiana, la inoculacién de HMA, mejora
los pardmetros de crecimiento y la absorcion de nutrientes importantes como el nitrogeno y

el fosforo en comparacion a plantas sin HMA (Mandal et al., 2013). Esta estimulacion del
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crecimiento esta relacionada con el hecho de que los HMA extienden la red de absorcion mas
alla de las zonas de agotamiento de nutrientes de la rizosfera, lo que permite el acceso a un
mayor volumen de suelo (Smith y Smith, 2011). Ademas, las hifas fingicas son mucho mas
delgadas que las raices y pueden penetrar poros mas pequefios y absorber mas nutrientes y
agua (Ruth et al., 2011). Los HMA contribuyen aproximadamente en un 20% en la absorcion
total de agua por las plantas, por lo que, mejoran significativamente su crecimiento y
metabolismo (Ruth et al., 2011).

Estudios mostraron que los HMA también aumentan la biomasa vegetal en cultivos
econdémicamente importantes, como Solanum lycopersicum (Cervantes-Gamez et al., 2016)
y Zea mays (Real-Santillan et al., 2019). En este sentido, S. rebaudiana ha respondido con
éxito a la colonizacion de HMA. Sarmiento-Lopez et al. (2020) reportaron que las plantas
colonizadas con R. irregularis presentaron un aumento en el crecimiento de 2.6 veces en
comparacion con plantas no colonizadas. Asi mismo, mostraron una mejora significativa en
la adquisicion de nutrientes, produccion de biomasa y densidad de tricomas glandulares. En
otros casos, la simbiosis de HMA indujeron cambios en los perfiles de metabolitos
secundarios de las plantas, provocando la acumulacién de glucésidos de esteviol (Zubek et
al., 2015; Hazzoumi et al., 2017).

La colonizacion de Rhizophagus spp. en plantas de S. rebaudiana, no solo mejoré el
rendimiento de biomasa seca de hoja (Mandal et al., 2013), y la eficiencia del uso de agua
(Cauich-Cauich et al., 2018), también la concentracion de esteviésido y rebaudiésido-A
(Mandal et al., 2015). Ademas, mejoré la produccién de otros fitoquimicos como terpenos,

flavonoides y compuestos fenolicos (Mandal et al., 2013; Spatafora et al., 2016).

Otros resultados indican que, la simbiosis de HMA también aumentd la transcripcién
de once genes involucrados en la biosintesis de glucésidos de esteviol en S. rebaudiana,
como consecuencia de una mejora en el estado nutricional y el aumento de la fotosintesis en
la planta (Mandal et al., 2015). La fertilizacion con 25 mg de P2Os kg de suelo en asociacion
con la inoculacién de R. irregulare mejord el rendimiento de glucésidos de esteviol, la

absorcion de fosforo y la eficiencia del uso de nutrientes (Tavarini et al., 2018). Este
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resultado resalta la importancia de la nutricion con fosforo y la simbiosis de HMA para influir

en la concentracion de esteviosido y rebaudiosido-A (Sarmiento-Lopez et al., 2020).

1.2.7. Papel del fésforo en la simbiosis HMA - planta

La principal funcién de los HMA es proveer las necesidades de fosforo a la planta,
debido a que éste nutriente es extremadamente inmovil en el suelo (Smith y Read, 2010). En
la rizosfera, el fosfato inorganico generalmente se agota, porque, las tasas de absorcion
exceden las de reemplazo en el suelo (Ezawa y Saito, 2018). Ademas, las formas existentes
del fosforo en el suelo son poco solubles en agua, por lo tanto, su concentracion es muy
pequefia en la solucién del suelo, sin embargo, los HMA son capaces de acceder al fosfato
mas alla de la zona de agotamiento a través de redes de hifas extrarradicales y entregar fosfato
inorganico a la planta hospedante (Ezawa y Saito, 2018). En S. rebaudiana, el fosforo es un
elemento esencial para su crecimiento y metabolismo, ya que interviene en los procesos
bioquimicos vegetales mas importantes como la biosintesis de fitoquimicos y forma parte de
la estructura quimica de las enzimas involucradas en la sintesis de glucésidos de esteviol
(Cordoba et al., 2009).

La traslocacion y exportacion del fosfato desde la solucion del suelo hacia la planta,
se presenta cuando el fosfato es captado por las hifas extraradicales del HMA y es traslocado
por medio de trasportadores de fosfato especificos de micorrizas (Harrison et al., 2002). Las
hifas extrarradicales de los HMA transfieren fosfato a las raices desde varios centimetros de
distancia. Sin embargo, se ha demostrado, que la supresion de la transpiracion en las plantas
desacelera la transferencia de fosfato por HMA, lo que sugiere, que existe un mecanismo de

transporte de fosfato impulsado por la transpiracion (Kikuchi et al., 2016).

Los transportadores de fosfato se consideran marcadores generales de la simbiosis en
diferentes plantas modelo y son una caracteristica clave de la simbiosis micorricica (Bucher,
2007; Becquer et al., 2014). El fosfato es transferido hacia el citoplasma, o bien, es

acumulado en las vacuolas en forma de granulos de polifosfato, donde es impulsado a traves
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de las hifas intraradicales hacia los arbusculos, en donde la polifosfato es degradado y el ion

fosforo es transferido a la célula hospedadora vegetal (Ezawa y Saito, 2018).

El nivel de fosforo en la solucion del suelo esta directamente relacionado con la
capacidad de colonizacién de los HMA, es decir, a bajas concentraciones de fosforo en el
suelo, habra bajos niveles de fosfolipidos en la membrana vegetal de la raiz, lo que conduce

a una mayor exudacion radicular y estimulacion en la germinacién y colonizacion del HMA.

Al encontrarse altas concentraciones de fosforo, se interfiere la simbiosis y se inhibe
la colonizacion (Bagyaraj et al., 2015). La simbiosis entre S. rebaudiana y R. irregularis se
vio afectada por concentraciones de fosfato. Una baja concentracion de fosfato indujo a un
alto porcentaje de colonizacion (Sarmiento-Lopez et al., 2020). La adicion de bajas dosis de
fertilizante fosfatado es compatible, e incluso beneficia la capacidad y eficiencia del
porcentaje de colonizacion. Sin embargo, las diferentes especies de HMA muestran distintos
grados de resistencia a la aplicacion de fertilizantes fosfatados y productos fitosanitarios
(Guerra-Sierra, 2008).

1.3. HIPOTESIS

Los consorcios de hongos micorricicos arbusculares nativos en interaccién con el
25% de fdsforo del recomendado en Stevia rebaudiana Bertoni, mejoran la produccion de
biomasa, el rendimiento y la concentracion de estevidsido y rebaudiosido-A en comparacion
con la fertilizacion convencional, al aumentar el nivel de transcripcion de genes clave en la

biosintesis de glucosidos de esteviol.
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. General

Evaluar consorcios de hongos micorricicos arbusculares nativos, en interaccion con
niveles de fosforo, para promover el crecimiento, aumentar la produccion de biomasa y la
expresion de genes clave que estimulan la concentracion de estevidsido y rebaudidsido-A en

plantas de Stevia rebaudiana Bertoni.

1.4.2. Especificos

Obtener consorcios de hongos micorricicos arbusculares nativos provenientes de

suelos del estado de Yucatan.

Evaluar el efecto de consorcios de hongos micorricicos arbusculares nativos en
interaccion con niveles de fdésforo en la promocion del crecimiento, biomasa y tasa

fotosintética de S. rebaudiana en condiciones de invernadero.

Determinar la concentracion de esteviésido y rebaudiosido-A en hojas de S.

rebaudiana.

Estimar el efecto del consorcio de hongos micorricicos arbusculares y niveles de
fosforo sobresalientes en invernadero, en el rendimiento de S. rebaudiana en condiciones de

cielo abierto.
Determinar los niveles de expresion de los genes kaureno oxidasa y glicotransferasas

UGT74G1y UGT76GL1 involucrados en la ruta de biosintesis de esteviosido y rebaudiosido-

A en S. rebaudiana.
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

1.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El disefio metodologico de este estudio se sintetiza en el siguiente esquema (Figura 1.1):

— Muestras de suelo —— Reserva Cuxtal, Tizimin y Colonia Yucatan|

T‘ Propi?'(a/lck’)n de —i Cultivo trampa —»  (Sieverding, 1991)

{ Etapal —

Extraccion de Tamizado en himedo y

esporas decantacion por centrifugacion

Desinfeccion del _‘ Obtencion del indculo

ﬂ inoculo infectivo

T Consorcios de HMA nativos
Etapa 2 + Niveles de fésforo

(110 esporas mL™1)

—» (Gerdemann y Nicolson, 1963)

—{ Parametros de crecimiento

Condiciones: —{ Fotosintesis A

—‘ Invernadero —+

—[ Contenido mineral m
—| Colonizacion micorricica @

Concentracion de .
StvyReb-A |

| sobresalientes en invernadero

IRGA

H-XRF

Geovannetti y Mosse, (1990)

H-RMN

IR AN BN 2

qRT-PCR

Variables de
respuesta
Consorcios HMA Condg_lolnes:
. . ielo
Etapa 3 + Niveles de fosforo — abierto

Produccion y

distribucion de biomasa

—{ Rendimiento de hoja seca

—{ Colonizacion micorricica @

' Concentracion de
Stv y Reb-A

‘ Transcripcién génica
KO, UGT74G1Y UGT76G1

Esquema general del disefio metodologico
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2.1. RESUMEN Y ABSTRACT

La creciente demanda tanto de hojas como de glucésidos de esteviol purificados de Stevia
rebaudiana Bertoni como edulcorante natural, exige la busqueda de sistemas de produccion
mas sostenibles, con el fin de garantizar la disponibilidad y calidad de las materias primas
agricolas. El fosforo es indispensable en este cultivo, al estar involucrado en procesos de
transformacion de energia y biosintesis de fitoquimicos, su poca disponibilidad retarda el
crecimiento y trae como consecuencia una baja produccion del cultivo. La simbiosis de
hongos micorricicos arbusculares (HMA) representa una via sostenible para aumentar la
produccion de los cultivos, gracias a una mejor absorcion de nutrientes, particularmente de
fosforo (P). Si bien se ha demostrado que los HMA mejoran el crecimiento y la produccion
de biomasa en varios cultivos de interés, no se ha estudiado el efecto de consorcios de HMA
nativos sobre S. rebaudiana. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de

consorcios de HMA nativos en interaccion con niveles de fosforo en S. rebaudiana, para
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promover su crecimiento y produccion de biomasa en condiciones de invernadero. Los
tratamientos consistieron en la fertilizacion con 0, 25, 50, 75 y 100 % de fésforo en base a su
requerimiento nutricional, en plantas previamente inoculadas con los consorcios nativos RC,
TZ y CY, nombrados segun su lugar de origen. Los resultados indicaron que, a bajas
concentraciones de fésforo, hay mayor colonizacion micorricica. Los tratamientos
RC+25%P y CY+25%P aumentaron el crecimiento, mejoraron la arquitectura aérea de las
plantas y la produccién de biomasa, derivado de un mayor contenido de clorofila, mejor tasa

fotosintética y mayor absorcidn de nutrientes con respecto a plantas no inoculadas.

Palabras Clave: hoja dulce, edulcorante natural, asociacion, colonizacion, fosfato.

The growing demand for both leaves and purified steviol glycosides from Stevia rebaudiana
Bertoni as a natural sweetener requires the search for more sustainable production systems,
to guarantee the availability and quality of agricultural raw materials. Phosphorus is essential
in this crop, as it is involved in processes of energy transformation and biosynthesis of
phytochemicals, its low availability retards growth and results in low crop production. The
symbiosis of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) represents a sustainable way to increase
crop production, thanks to a better absorption of nutrients, particularly phosphorus (P).
Although AMFs have been shown to improve growth and biomass production in several
crops of interest, the effect of native AMF consortia on S. rebaudiana has not been studied.
The objective of the present study was to evaluate the effect of native AMF consortia in
interaction with phosphorus levels in S. rebaudiana, to promote its growth and biomass
production under greenhouse conditions. The treatments consisted of fertilization with 0, 25,
50, 75 and 100% phosphorus based on their nutritional requirement, in plants previously
inoculated with the native consortia RC, TZ and CY, named according to their place of origin.
The results indicated that, at low phosphorus concentrations, there is greater mycorrhizal
colonization. The RC+25%P and CY+25%P treatments increased growth, improved aerial
architecture of plants and biomass production, derived from higher chlorophyll content,

better photosynthetic rate and higher nutrient absorption compared to plants not inoculated.

Keywords: sweet grass, natural sweetener, association, colonization, phosphate.
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3.1. RESUMEN Y ABSTRACT

Stevia rebaudiana produce glucoésidos de esteviol en sus hojas, el esteviosido y rebaudiésido-
A son los de mayor importancia por su propiedad edulcorante. El fésforo es un elemento
esencial en la produccion de glucosidos ya que se encuentra involucrado en la biosintesis.
Las micorrizas arbusculares pueden promover la concentracion de glucosidos por su afinidad
en la traslocacion de fésforo. Por tanto, se determind por resonancia magnética nuclear (*H-
RMN) el contenido de estevidsido y rebaudidsido-A en plantas previamente inoculadas con
consorcios de micorrizas arbusculares (consorcios RC, TZy CY) y fertilizadas con diferentes
dosis de fosforo (25, 50, 75 y 100%). Los resultados mostraron que hubo un 76% de
colonizacion micorricica con el tratamiento RC méas 25% de fosforo, donde también se
registr6 mayor cantidad de fosforo foliar y alto contenido de esteviosido y rebaudiosido-A
en mg g* de hoja seca, superando significativamente a la fertilizacion convencional. Esta
combinacion fue la méas efectiva para lograr un mayor rendimiento de estevidsido y

rebaudiosido-A en hojas de S. rebaudiana. Ademas, se destaca que el método *H-RMN se
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utiliz6 como una alternativa viable a la HPLC para cuantificar los principales glucésidos de
esteviol. Este método proporciona resultados cuantitativos en menos tiempo y con la misma

precision.

Palabras clave: metabolitos, estevia, HMA, fésforo, RMN.

Stevia rebaudiana produces steviol glycosides in its leaves, stevioside and rebaudioside-A
are the most important due to their sweetening property. Phosphorus is an essential element
in the production of glycosides since it is involved in biosynthesis. Arbuscular mycorrhizae
can promote glycoside concentration due to their affinity for phosphorus translocation.
Therefore, the content of stevioside and rebaudioside-A was determined by 1H-NMR in
plants previously inoculated with arbuscular mycorrhizal consortia (RC, TZ and CY
consortia) and fertilized with different doses of phosphorus (25, 50, 75 and 100%). The
results showed that there was 76% mycorrhizal colonization with the RC treatment plus 25%
phosphorus, where a greater amount of foliar phosphorus and high content of stevioside and
rebaudioside-A in mg g-1 of dry leaf were also recorded, significantly exceeding to
conventional fertilization. This combination was the most effective to achieve a higher yield
of stevioside and rebaudioside-A in S. rebaudiana leaves. Furthermore, it is highlighted that
the 1H-NMR method was used as a viable alternative to HPLC to quantify the main steviol
glycosides. This method provides quantitative results in less time and with the same

precision.

Keywords: metabolites, stevia, HMA, phosphorus, NMR.
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4.1. RESUMEN Y ABSTRACT

Stevia rebaudiana Bertoni produce glucésidos de esteviol; estevidsido (Stv) y
rebaudiosido-A (Reb-A) que se valoran en la industria alimentaria como edulcorantes
naturales sin calorias. La inoculacion con hongos micorricicos arbusculares (HMA) en las
plantas, puede hacer eficiente la asimilacién de fosforo y aumentar la produccion de Stv y
Reb-A en las hojas aumentando el nivel de expresion de genes, sin embargo, se sabe que altas
concentraciones de P puede afectar la colonizacion de HMA y el efecto depende de la especie
de planta. Por tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inoculacion con un
consorcio nativo de HMA junto con niveles de P en el contenido de Stv y Reb-A y el nivel
de expresion de los genes Kaureno oxidasa (KO), glucosiltransferasas UGT74G1l y
UGT76G1 involucrados en la ruta de biosintesis en plantas de S. rebaudiana, variedad
Ch’ujuk crecidas en condiciones a cielo abierto. Los resultados indicaron que la baja
concentracion de P indujo 64% de colonizacion por HMA en raices de S. rebaudiana var.
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Ch’ujuk. La transcripcion de los genes KO y UGT76G1 fue mayor en plantas fertilizadas con
25y 75% de P, la expresion de UGT74G1 fue mayor solo con 25% de P, mientras que en las
plantas colonizadas por HMA no hubo efectos significativos en los niveles de expresion
génica, lo que fue consistente con las tendencias observadas en el contenido de Stv y Reb-A.
La inoculacién de HMA en consorcio no favorecio la expresion génica en S. rebaudiana
variedad Ch’ujuk. La fertilizacion con 25% de P mejoro el contenido de Stv y Reb-A
regulando la transcripcion de los genes KO, UGT74G1 y UGT76G1 que participan en la
sintesis de Stv y Reb-A en S. rebaudiana variedad Chujuk.

Palabras clave: genes, glucésidos, estevia, HMA, fosforo.

Stevia rebaudiana Bert. produces steviol glycosides; Stevioside (Stv) and Rebaudioside-A
(Reb-A) which are valued in the food industry as natural zero-calorie sweeteners. The
inoculation of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in plants can make phosphorus
assimilation efficient and increase the production of Stv and Reb-A in the leaves by
increasing the level of expression of biosynthetic genes, however, it is known that high
concentration of P can affect AMF colonization and the effect depends on the plant species.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of inoculation with a native
AMF consortium together with P levels on the content of Stv and Reb-A and the expression
level of the genes Kaureno oxidase (KO), glucosyltransferases UGT74G1 and UGT76G1
involved in the biosynthesis pathway in S. rebaudiana Bertoni plants, variety Ch'ujuk grown
in open air conditions. The results indicated that the low concentration of P induced a high
percentage of colonization by AMF in roots of S. rebaudiana var. Ch'ujuk. The transcription
of the KO and UGT76G1 genes was higher in plants fertilized with 25 and 75% P, the
expression of UGT74G1 was higher only with 25% P, while in plants colonized by AMF
there were no significant effects on the levels of gene expression, which was consistent with
the trends observed in Stv and Reb-A content. AMF inoculation in consortium did not favor
gene expression in S. rebaudiana variety Ch'ujuk. Fertilization with 25% P improved the
content of Stv and Reb-A by regulating the transcription of the KO genes, UGT74G1 and
UGT76G1 that participate in the synthesis of Stv and Reb-A in S. rebaudiana variety
Ch'ujuk.
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