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Efecto de Glomus intraradices para mejorar el desarrollo de plantulas ex vitro de
estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) durante la aclimatizacion

Tania del Carmen Villalbazo Garcia, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Los Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) establecen asociaciones simbidticas con
las plantas y mejoran la productividad de los cultivos agricolas. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto de diferentes dosis del hongo (Glomus intraradices) sobre el
desarrollo de plantulas de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) durante la etapa de
aclimatizacién. Se inocularon plantulas de estevia obtenidas in vitro con dosis (0 (control),
50, 150, 300 y 450 esporas por plantula) de G. intraradices. Después de 60 dias de
aclimatizacion, se midieron los porcentajes de colonizacién y supervivencia, el desarrollo
de las plantulas (altura de la plantula, nimero de hojas, nimero de raices por plantula,
longitud de la raiz y porcentaje de materia fresca), los contenidos de materia seca,
clorofila, carotenoides y macro y micronutrimentos. Ademas, las micorrizas se
caracterizaron mediante microscopia de campo claro. Se encontré un efecto de las
micorrizas sobre las diferentes variables registradas. La dosis de 150 esporas por
plantula, con un 34% de colonizacién, logré una interaccién simbiética eficiente, mientras
gue las dosis de 0 y 450 esporas por plantula, con 0 y 44% de colonizacion, fueron las
de menor porcentaje de supervivencia y escaso el desarrollo. La asociacion simbidtica
entre G. intraradices y S. rebaudiana se confirmd por microscopia. Se concluye, que la
aplicacién temprana (60 dias) de dosis adecuadas de G. intraradices en plantulas de
estevia favorece la supervivencia y el desarrollo vegetal; asi mismo la simbiosis hongo-
plantula representa una ventaja de acondicionamiento previo al trasplante para el

establecimiento del cultivo de estevia en campo.

Palabras clave: colonizacion; clorofila; Glomus intraradices; microscopia; nutrimentos.



Effect of Glomus intraradices to improves the development ex vitro plantlets of
stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) during acclimatization

Tania del Carmen Villalbazo Garcia, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) establish symbiotic associations with plants and
improve the productivity of agricultural crops. This study aimed to assess the effect of
different doses of Glomus intraradices on the development of stevia (Stevia rebaudiana
Bertoni) plantlets during the acclimatization stage. Stevia plantlets obtained in vitro were
inoculated with doses (0 (control), 50, 150, 300 and 450 spores per plantlet) of G.
intraradices. After 60 days of acclimatization, the colonization and survival percentages,
plant development (plantlet height, number of leaves, roots per plantlet, root length, fresh
weight), dry matter, chlorophyll, carotenoid, and macro- and micronutrient contents were
analyzed. In addition, mycorrhizae were characterized by bright field microscopy. The
effect of mycorrhizae on the different variables was determined. The dose of 150 spores
per plantlet, with 34% colonization, achieved an efficient symbiotic interaction, whereas,
at a dose of 0 and 450 spores per plantlet, with 0 and 44% colonization, the percentage
was lower survival rate and poor plant development. The symbiotic association between
G. intraradices and S. rebaudiana was demonstrated by microscopy. It is concluded, that
the early application of adequate doses of G. intraradices on stevia plantlets favors
survival and plant development; so, fungus-plant symbiosis could represent a pre-

transplant conditioning advantage for stevia crop establishment in the field.

Key words: colonization; chlorophyll; Glomus intraradices; microscopy; nutrients.
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I. INTRODUCCION

El cambio climético es uno de los mayores desafios que enfrenta el mundo en la
actualidad, genera incertidumbre en la actividad agricola, por los cambios en las
variables agrocliméaticas como la temperatura y la precipitacion, que son importantes para

el desarrollo de cualquier cultivo (Casanova-Pérez et al., 2018).

De igual manera, los modelos de produccion industrial han contribuido al cambio
climatico, al promover el uso de fertilizantes quimicos y plaguicidas, responsables de la
acidificacion del suelo y la generacion de Gases de Efecto Invernadero (GEI);
particularmente el 6xido nitroso (N20) a través de la desnitrificacion de los ecosistemas,
tiene el potencial de incrementar las emisiones de GEI en una magnitud 300 veces mayor
gue el CO2 (De Oliveira et al., 2013; Dorich et al., 2020).

De acuerdo al Panel Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC,
por sus siglas en inglés) el sector agricola es, a nivel mundial, la principal fuente de GEI
(20% de las emisiones globales), responsable del 78.6% de las emisiones de N20 y del
39.1% de las emisiones de metano (CH4) (IPCC, 2018; Dorich et al., 2020). El uso
desmedido y la alta intensidad con que se aplican los agroquimicos en los
agroecosistemas, influye no solo en la seguridad del entorno ecoldgico, sino en la
produccién agricola, seguridad alimentaria, salud humana y el desarrollo agricola
sostenible (Xing y Zhu, 2000; Lai et al., 2009; Fischer et al., 2010).

En la medida que los sistemas de produccion agropecuaria agravan el problema del
cambio climatico, existe la necesidad de nuevas estrategias de manejo que involucren
practicas de agricultura regenerativa y sustentable que respalden el futuro de este sector
y, en consecuencia, mitiguen la contaminacion agricola, aumenten la rentabilidad de los
cultivos, reduzcan las emisiones de GEI y garanticen la seguridad alimentaria y ambiental
(Shugin y Fang, 2018). En este sentido, durante la Ultima década, los biofertilizantes han
sido propuestos como una solucidn sostenible para la reduccién del uso de fertilizantes

guimicos.



En afios recientes, la utilizacion de Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) ha
demostrado ser una opcién viable, de bajo costo y ambientalmente compatible para
mejorar la produccion mundial de alimentos (Cavagnaro et al., 2015; Dhawal et al., 2016).
Se ha demostrado que la inoculacion de plantas con HMA, mejora la absorcién de fosforo
(P), ya que aumenta su disponibilidad en suelos acidos tropicales (Pérez-Velasco et al.,
2019). EI P es un elemento con una alta capacidad de fijacion, lo que ocasiona su baja
movilidad en el suelo, motivo por el cual, las plantas no son capaces de aprovecharlo
(Sanchez y Uehara, 1980; Cordell y White, 2011); su disponibilidad en el suelo es limitada

a razoén de ~0.05 - 0.1% de contenido de P total del suelo (Sharma et al., 2013).

De esta forma, los HMA reducen la dependencia de los cultivos a los fertilizantes,
facilitando la absorcion de este macronutrimento, mismo que desempefia un papel critico
durante la produccion primaria en cultivos agricolas, principalmente en suelos tropicales.
Asi, el uso de estos microorganismos es de interés en los agroecosistemas donde las
practicas convencionales son cada vez mas nocivas para el ambiente (Felféldi et al.,
2022). La simbiosis planta-HMA puede tener un gran impacto en el rendimiento de las
plantas y el funcionamiento del ecosistema, beneficios que han sido reconocidos por su
valor potencial en los agroecosistemas sostenibles (Choi et al., 2018). Por otro lado, a
diferencia de otros cultivos edulcorantes tradicionales, como la cafia de azucar, el cultivo
de estevia reduce los insumos agronémicos, incluidos los nutrimentos, el agua y la

energia (Clemente et al., 2021).

Los HMA son biétrofos obligados que establecen asociaciones simbioticas con algunas
plantas y tienen efectos fisiologicos sobre el desarrollo vegetal (Luo et al., 2022). En
plantas, estos microorganismos fangicos inciden en su crecimiento, diferenciacion,
fotosintesis, absorcion de agua y absorcion de nutrimentos, contribuyendo a una mayor
capacidad de supervivencia (Pinos et al., 2019; Liu et al., 2021). Ademas, los HMA
desarrollan mecanismos de tolerancia en las plantas que les permite persistir o prosperar
bajo estrés ambiental (Branco et al., 2022). Los efectos positivos de los HMA han sido
demostrados en cultivos agroalimentarios como: cafia gigante (Arundo donax L.) (Tauler
y Baraza, 2015), crisantemo (Chrysanthemum morifolium) (Wang et al., 2018), maiz (Zea
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mays L.) (Fasusi et al., 2021), chile poblano (Capsicum annum) (Almaraz-Suarez et al.,
2021), lechuga (Lactuca sativa L.) (Rasouli et al., 2022) y tomate (Solanum lycopersicum
L.) (Molinari et al., 2022).

La estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) es una planta de tipo semi-arbustiva perenne
nativa de América del Sur (Paraguay) que pertenece a la familia Asteraceae (Janah et
al., 2021). Su cultivo se realiza en regiones tropicales y subtropicales de diversos paises
del mundo (Castafieda-Sucedo et al., 2020; Buyuk et al., 2022). Esta planta, es de
importancia econdémica debido a sus usos como aditivo alimentario, cosmético,
farmacéutico y su alto contenido de glucésidos de esteviol. Este glucésido es capaz de
reducir la ingesta cal6rica de alimentos, conservando su dulzura (Tavarini et al., 2018).
Sin embargo, el cultivo de estevia tiene grandes retos en materia de produccion y
competitividad debido a los métodos de propagacion convencional. Su propagacion a
partir de semillas, muestra una baja tasa de germinacion (Castafieda-Sucedo et al.,
2020), mientras que la propagacion vegetativa por mini-esquejes, restringe la cantidad
de individuos a obtener y existen riesgos de contaminacion por plagas y enfermedades

(Vazquez-Baxcajay et al., 2014; Ghose et al., 2022).

La biotecnologia vegetal y microbiana ofrecen alternativas para el mejoramiento de los
cultivos agricolas. Por un lado, mediante micropropagacion y utilizando técnicas de
cultivo de tejidos vegetales, es posible obtener plantulas de manera constante, en
espacios reducidos, y con alta calidad genética y fitosanitaria (Vazquez-Baxcajay et al.,
2014; Bayraktar, 2019); y, por otra parte, la microbiologia utiliza microorganismos con
potencial como biofertilizantes, que permiten a la planta presentar un mejor desempefio
(Elnahal et al., 2022). La combinacion de estas biotecnologias puede ser empleada para
el proceso de aclimatizacion de plantulas, fase final de la micropropagacion. La
aclimatizacion consiste en transferir plantulas o brotes in vitro a condiciones ex vitro, con
cambios en la humedad relativa, temperatura e irradiancia con el objetivo de mantener
altos porcentajes de supervivencia ex vitro (Gomez-Kosky et al., 2021; Jagietto-Kubiec
et al., 2021). Algunos estudios han demostrado que los HMA ayudan a las plantulas a

superar el estrés del trasplante durante la aclimatizacion y mejoran el crecimiento de las
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plantulas micropropagadas (Pandino et al., 2022). La utilizacion de HMA en fase de
aclimatizacion ha sido estudiado en especies como lirio (Gloriosa superba L.) (Yadav et
al., 2012), manzano de hojas de ciruelo (Malus prunifolia) (Dalla et al., 2021), cardo
(Cynara cardunculus) (Pandino et al., 2022) y cafia de azUcar (Saccharum spp.) (Moreno-
Hernandez et al., 2022). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto
de diferentes dosis del hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices) sobre el

desarrollo ex vitro de plantulas de Stevia rebaudiana Bertoni durante la aclimatizacion.
Il. REVISION DE LITERATURA

El crecimiento exponencial de la poblacion humana, la urbanizacion y la industrializacion
han tenido un impacto negativo en el ambiente. Desde la revolucién verde, la agricultura
intensiva introdujo el uso de diferentes fertilizantes quimicos y plaguicidas que han
aumentado la emisién de GEI (Kumari et al., 2022). Dentro de este contexo, uno de los
mayores retos de la industria agroalimentaria es proporcionar alimentos de calidad
nutricional y en forma sustentable, de modo que sean suficientes para abastecer la
demanda creciente. Una alternativa sustentable en el ambito agricola es el uso de HMA
como biofertilizantes, los cuales pueden brindar beneficios durante el proceso de
aclimatizacion de plantulas provenientes del cultivo in vitro, asi como la mejora en la
productividad del cultivo. La importancia del uso de plantulas obtenidas in vitro, cobra
cada vez mas interés, debido a las condiciones de cambio climatico que se presentan en
la actualidad (Nahuelcura et al., 2022). En este sentido, los HMA mejoran la fertilidad del
suelo, aumentan el rendimiento de los cultivos y permiten el equilibrio de los ciclos de
nutrimentos (Tahat et al., 2020), ademas de contribuir a reducir las emisiones de GEI
(Levis et al., 2011).

Por otro lado, existe una demanda cada vez mayor de plantas de estevia por parte de la
industria agroalimentaria. Se considera que es un cultivo rentable, novedoso, y de gran
potencial para México, debido a su uso como edulcorante natural no calérico, que puede
ser consumido sin riesgo para la salud por personas diabéticas (Ruiz-Ruiz et al., 2015).
No obstante, los métodos convencionales de propagacion de estevia, son poco eficientes
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para cubrir la demanda del mercado. Por lo general, S. rebaudiana se propaga por
semillas y por esquejes, en ambos casos con una tasa de propagacion baja. Ademas, se
tiene una alta demanda de mano de obra, numero limitado de individuos por planta, y la
presencia potencial de patégenos en los tejidos de las plantas (Al-Taweel et al., 2021).
En afios recientes, la micropropagacion vegetal (cultivos de tejidos) ofrece la posibilidad
de producir de manera constante un gran numero de plantulas genotipicamente
uniformes, de alta calidad genética y fitosanitaria en espacios reducidos (Vazquez-
Baxcajay et al., 2014; Castafieda-Sucedo et al., 2020; Ghose et al., 2022).

Si bien, la propagacion de S. rebaudiana mediante cultivo in vitro presenta una ventana
de oportunidad, una de las limitantes observadas durante el proceso de aclimatizacién
(fase final de la micropropagacion), se relaciona con el hecho de que las plantulas in vitro
al ser trasladadas a invernaderos, son vulnerables a condiciones ambientales
(temperatura, irradiancia, humedad relativa) que pueden afectar la tasa de supervivencia
ex vitro. De tal manera que la fase de aclimatizacion sigue representando un reto, ya que
usualmente se registran altas mortalidades en plantulas que presentan sistemas

radiculares poco desarrollados, o bien, son victimas de la presencia de fitopatégenos.

La aclimatizacion es uno de los pasos mas importantes en la adaptacion estructural y
fisiologica durante la preparacion de las plantulas. Esta fase es el comienzo de la
existencia autotrofa de la planta, con el inicio de los procesos fisioldégicos necesarios para
la supervivencia. Las plantulas micropropagadas estan libres de enfermedades, pero
también carecen de HMA. La inoculacion de plantulas micropropagadas con HMA
durante la etapa de aclimatizacion puede contribuir a altas tasas de colonizacion a través
de efectos positivos de simbiosis micorrizica sobre la actividad de la raiz. Los HMA al
colonizar las raices, aumentan el vigor de las plantas al incrementar la absorcion del
agua y nutrimentos minerales, especialmente P, y el establecimiento de plantulas en
condiciones adversas del suelo y climéticas. Ademas, los HMA producen hifas
extrarradicales densas y largas para proteger a las plantas hospedantes de los
patdgenos de las raices y mitigar los efectos de las variaciones extremas de temperatura,

pH y estrés hidrico (Verdin et al., 2006). El uso de especies de HMA promueve un
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aumento de la materia fresca y seca, lo cual se refleja en el rapido crecimiento y altura
de la planta (Yano-Melo et al., 1999; Yadav et al., 2013).

2.1 Teoria General de Sistemas (TGS)

La Teoria General de Sistemas (TGS) fue expuesta por el bidlogo Ludwig Von Bertalanffy
en 1950. Esta teoria se representa como una forma sistematica y cientifica de acercarse
y representar la realidad y, al mismo tiempo, como una orientacion hacia formas de
trabajo transdisciplinario para resolver problemas complejos (Vilaboa, 2013; Casanova-
Pérez, 2018; Martinez-Davila 2018). Su premisa béasica es que exista una correlacion de
elementos relacionados entre si, que conforman un todo, y bajo esa concepcion uno de
sus principios es que ‘el todo es mas que la suma de sus partes”y, desde su perspectiva
integradora, es aplicable a cualquier sistema (Vanegas et al., 2007). La TGS indica que
cualquier actividad, como la agricultura, no puede separar sus elementos, y que la
sintesis, es el resultado de una totalidad mayor (la regién, cuenca o estado). Lo anterior
demuestra que los sistemas permiten conocer agroecosistemas en sus aspectos
biologicos, fisicos, sociales, econdmicos y politicos, en donde los problemas o
situaciones seran transformados por la aplicacion de la investigacion cientifica y

tecnologia a partir de una vision compleja y holistica (Garcia, 2007).

El objetivo principal de la TGS, es el unificar métodos y conceptos de diversos rubros de
la ciencia y que estos funcionen como principios de validez general (Vanegas et al.,
2007). La TGS busca formular principios validos para sistemas en general (antes
llamados objetos), sea cual fuere la naturaleza de sus componentes y las fuerzas
interactivas o de organizacion presentes en ellas (Bohérquez, 1993). Para Johansen
(1993), un sistema es un grupo de partes y objetos que interactian y que forman un todo
0 que se encuentran bajo la influencia de fuerzas con alguna relacién definida. De
acuerdo a Hart (1985), los sistemas tienen como elementos: la materia prima, la
interaccion de los componentes, entradas, salidas y limites. Sin embargo, Herrscher
(2003) argumenta que la funcion de un sistema es determinada por criterios de
productividad, eficiencia y variabilidad, y gracias a la percepcion del ser humano decide



ver a los sistemas como un conjunto que posee propiedades. Ademas, argumenta que

los objetos no son sistemas, sino hay objetos que tratamos como sistemas.
2.2 Concepto de Agroecosistemay su relacién con la TGS

El Agroecosistema (AES) es una representacion o modelo de un corte de la realidad
agricola, manejado por un controlador cibernético (agricultor o campesino) para producir
y satisfacer de manera 6ptima las necesidades y demandas sociales del mercado. Se
conceptualiza como una totalidad organizada en la que los elementos no son separables

y, por tanto, no deben ser estudiados de forma independiente (Martinez-Davila, 2018).

El AES constituye el eslabon de inicio y determinante en toda cadena de alimentacion y
consumo agroalimentario. Los sistemas de produccion primaria se ven abastecidos por
el AES para continuar con procesos de distribucion que permiten el consumo a diferentes
niveles (local, regional, nacional o internacional), permitiendo la supervivencia del ser
humano. Se constituye asi la responsabilidad social del AES (sistema superior) que es
alimentar a la sociedad (Martinez-Davila y Casanova-Pérez, 2018). En el AES se activa
el primer nivel de oferta de abastecimiento de la produccién agricola (en fresco o con
valor agregado) y los procesos de distribucion comienzan a satisfacer la demanda
estimada, del mercado regional, nacional o internacional y por tanto del consumo. En
este proceso aparente y simple ocurre el fenbmeno mas importante de la reproduccion
social: el consumo-para vivir- depende ineludiblemente del AES y éste también depende
del consumo (familiar y social) para sobrevivir. Esto constituye a lo que el sistema
superior del AES puede estar comprometido por su responsabilidad social: alimentar a
la sociedad (Martinez-Davila y Casanova-Pérez, 2018).

El AES tiene sus bases en el enfoque de sistemas y la Teoria General de Sistemas
propuesta por Bertalanffy (1976). EI AES aborda el problema de la complejidad a través
de una forma de pensamiento basada en la totalidad y sus propiedades. En el AES no
hay unidades aisladas; todas sus partes actian con una misma orientacion y finalidad,
ya gque es necesario el funcionamiento correcto de los elementos que lo integran para el

eficiente desempefio del todo en su conjunto, facilitando la unificacion de varios campos
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del conocimiento de las ciencias fisicas, ecoldgicas, bioldgicas y sociales (Vilaboa, 2013;
Platas-Rosado et al., 2017).

2.2.1 Conceptualizacion del agroecosistema estevia

El agroecosistema se considera como un sistema abierto que tiene relacion permanente
con su entorno, mediante el intercambio de energia, materia, informacion e interaccion
constante entre el sistema y el ambiente. Presenta estructura, componentes, limites,
funcién e interaccién entre componentes, entradas, salidas y una retroalimentacion,
funcionando como un proceso sinérgico para lograr un objetivo definido (Vilaboa, 2013).
Los AES son sistemas complejos con componentes bioldgicos que han sido distribuidos
en el tiempo y el espacio interactuando con componentes socioculturales
(racionalidades, conocimientos y cultura de los agricultores) (Sarandon, 2002). En el
sistema se establecen relaciones o interacciones entre los componentes que deben
entenderse y ser consideradas al analizar el sistema en su conjunto. El ser humano es
guien limita a los sistemas de acuerdo a sus fines, establece fines arbitrariamente, ya
gue el agroecosistema se modifica en relaciébn con el objeto de estudio, materiales y
recursos financieros disponibles, delimita su area de estudio con la finalidad de hacer
eficiente el uso de sus recursos en funcion del tiempo, espacio y dinero disponible para
investigar. El objetivo del agroecosistema coincide con los productos de salida:
alimentos, materias primas y servicios (Vilaboa, 2013). En la Figura 1 se conceptualiza
el agroecosistema estevia. Este agroecosistema se ve influenciado por aspectos
climaticos, ecoldgicos, tecnoldgicos, economicos y sociales. En las entradas hay factores
climaticos-ecolégicos (clima, altitud, precipitacion, luz, temperatura, suelo, viento),
insumos agricolas (fertilizantes, herbicidas, plaguicidas), abonos organicos,
biofertilizantes y subproductos, mano de obra, maquinaria y equipo, energia, dinero e
informacion; mientras que en las salidas encontramos rendimiento de la calidad de la
hoja, lixiviacién de agroquimicos e informacién. En el aspecto econémico, por ejemplo,
en China, el cultivo se distribuye en el mercado nacional e internacional como un
potencial edulcorante. En México, la estevia puede ser un cultivo innovador y rentable,

presentando condiciones promisoras del mercado interno y del externo (Lozano-
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Contreras y Ramirez-Jaramillo, 2022). ElI consumo puede ser como hierba o como
productos industrializados. Sin embargo, existe un gran desconocimiento acerca del

buen manejo del agroecosistema estevia.
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Figura 1. Esquema del agroecosistema con estevia (Stevia rebaudiana). Fuente: Modificado de
Martinez-Davila, 2020.

2.3 Relacién con los Objetivos de Desarrollo Sustentable (ODS)

En el afio 2015, la ONU aprobé 17 Objetivos y 169 metas como parte de la Agenda 2030
para el Desarrollo Sostenible, con el fin de proponer acciones para el fin de la pobreza,
proteccion del ambiente y mejorar la calidad de vida del ser humano, asi como las
perspectivas de las personas a nivel mundial. La presente investigacion se relaciona
directa o indirectamente con los objetivos 2, 3, 12 y 13, mismos que implican acciones
para la seguridad alimentaria, la agricultura sostenible y la produccién y el consumo
responsable, asi como las acciones climaticas. A continuacion, se describe la relacion
del agroecosistema estevia con algunos ODS en particular, y se describe su incidencia
en la centralidad del cuidado del ambiente y la salud integral hacia otro paradigma de

sostenibilidad de la vida.



En el Objetivo 2. Hambre cero. A pesar de que la actividad agricola representa la mayor
fuente de empleo a nivel mundial con un aporte econémico primordial (40%), y constituye
el sector de mayor ingresos/empleos en zonas rurales pobres del mundo, el hambre y la
seguridad alimentaria, continuan siendo los principales retos a solventar. Por lo cual, este
objetivo busca erradicar el hambre y garantizar la seguridad alimentaria mediante el
acceso universal a suficientes alimentos inocuos y nutritivos, a través de la promocion

de una agricultura sostenible.

Para mitigar estas amenazas, principalmente en poblaciones vulnerables, se deben
adoptar medidas y acciones que permitan responder a la demanda creciente de
alimentos, como p. ej. optimizar la produccién agricola sostenible mediante cambios en
los modelos de produccion y de consumo. En este sentido, el nuevo paradigma de la
Bioeconomia Circular busca fortalecer las cadenas de valor y de suministros de
alimentos, siendo menos dependientes de la importancién de materias primas y uso de
fertilizantes quimicos; y por el contrario basarse en practicas sustentables y modelos
productivos que impliquen bioinsumos agricolas como los biofertilizantes (HMA). El reto
es satisfacer las demandas de los consumidores, mediante biotecnologias que permitan
proteger la salud del suelo e incrementar su productividad, promoviendo la reutilizacion
y reciclado de los nutrimentos del suelo. De tal forma que es prioritario asegurar la
sostenibilidad de los agroecosistemas, mediante practicas agricolas resilientes que
incremente la productividad, contribuyan al mantenimiento de los ecosistemas y la
biodiversidad, fortalezcan la capacidad de adaptacion al cambio climético, a fenomenos
meteoroldgicos extremos, sequias, y mejoren progresivamente la calidad del suelo
(ONU, 2020).

En el agroecosistema, el subsistema suelo realiza diversas funciones, mismas que a su
vez, son desarrolladas por la diversidad de organismos que habitan en él y que
interactian con el medio fisico y quimico del suelo. Asi, la salud del suelo del
agroecosistema sustenta la productividad de plantas, animales, y permite la vivienda de
los humanos (USDA-NTCS, 2012; Levard, Mathieu y Masse, 2019). Por su parte, la

fertilidad del suelo se refiere a la capacidad del suelo para proporcionar los nutrimentos
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requeridos para el crecimiento de las plantas de interés, como nitrogeno (N), P, potasio
(K) y micronutrimentos (Osman, 2013). Al respecto, la fertilidad del suelo tropical puede
ser limitada por factores como el bajo contenido de nutrimentos, estrés por humedad,
erosion, alta fijacion de P, alta acidez por toxicidad de aluminio y baja biodiversidad del
suelo. Esta fragilidad del suelo limita la produccion de alimentos en los sistemas de

cultivo anual.

En este sentido, las funciones que desempefa el suelo en un agroecosistema estan
relacionadas con la conservacion de la estructura fisica del suelo, la descomposicion de
la materia organica (MO), el reciclaje de nutrimentos y el control de patdgenos y
enfermedades, mediante procesos biolégicos complejos basado en la biodiversidad del
suelo, que permiten disminuir la susceptibilidad de las plantas hacia plagas, patégenos
y enfermedades. Un suelo sano y de calidad se considera fértil, con buena estructura y

biologicamente activo (Havlicek, 2012).

Con relacién a los HMA, juegan un papel importante en los agroecosistemas en la mejora
de calidad fisica (a través de las hifas externas), quimica (a través de una mayor
absorcién de nutrimentos) y biolégica a traves de la red alimentaria del suelo (Cardoso y
Kuyper, 2006). Este tipo de microorganismos benéficos mantiene y mejora la estructura
del suelo. Ademas, eficientizan el uso de macro y micronutrimentos relativamente
inmdéviles, incidiendo en su cantidad, a través de la solubilizacion de éstos y permitiendo
su biodisponibilidad para las plantas del agroecosistema, evitando asi las limitaciones
guimicas que pudieran existir en el suelo. Los HMA participan en el reciclaje de
nutrimentos y flujos de energia dentro de la cadena tréfica y la liberacion de nutrimentos.
De esta forma, el reciclaje de nutrimentos, define la conservacion y disponibilidad de
estos, en la produccion de cultivos como parte del agroecosistema (Levard, Mathieu y
Masse, 2019). Otra ventaja del uso de los HMA, es la funcion que desempefian en las
plantas, con respecto a la disminucién de la toxicidad de elementos, como el alumnio y

manganeso, Yy la proteccion contra los patdgenos.
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Objetivo 3. Salud y Bienestar. Este objetivo se refiere a la promocion de la salud y del
binenestar del ser humano. Se enfoca en la buena salud, y los estilos de vida saludables,
medidas preventivas y una atenciéon médica moderna y eficiente para todos. Una de sus
metas para el 2030, es reducir en un tercio, las mortalidades por enfermedades no
transmisibles, como la diabetes. Actualmente, mas de 2 000 millones de personas en
todo el mundo presentan sobrepeso o son obesas (ONU, 2020). Por lo que el obtener
materias primas, que puedan ser utilizadas para la elaboracion de educorantes herbales
sin contenido caldrico, a traves del cultivo de estevia, podria coadyuvar a la problematica
de obesidad y disminuir la incidencia de enfermedades cronico degenerativas como la
diabetes. Hoy en dia, la estevia se comercializa mundialmente como sustituto de la
sacarosa o bien através de diversos productos alimenticios endulzados con estevia que
son consumidos por diabéticos sin incrementar el indice glicémico. De esta forma, la
estevia es un cultivo, valorado por ser libre de calorias, y que ayuda a reducir la ingesta
de energiay el azlcar afiadido en los alimentos. También, se le considera la mejor fuente
alternativa de azucar, especialmente para pacientes diabéticos y obesos. Sus beneficios
incluyen acciones antihiperglucémicas pero también como antihipertensivas,
antiinflamatorias, antitumorales, antidiarreicas, antibacterianas, diuréticas, antisépticas,
antiinflamatorias. El uso de estevia previene la hipertension, actia como un agente

bactericida y estimula la produccién y utilizacion de insulina (Jawad et al., 2022).

Objetivo 12. Producciéon y consumo responsables. A nivel mundial los sistemas
agricolas se han caracterizado por el manejo intensido de la tierra, perturbando el
subsistema suelo de los agroecosistemas y causando el deterioro de la calidad y
fertilidad del mismo (Jaurixje et al., 2013), disminuyendo asi su capacidad para
suministrar alimentos. Ademas, las diversas actividades agroindustriales y alimentarias,
han contribuido con el 22% del total de las emisiones de GEl, por lo que una de las metas
de este objetivo es lograr la gestion sostenible y el uso eficiente de los recursos naturales,
a traves de la gestion racional de productos quimicos y reduciendo significativamente su
liberacion a la atmosfera, agua y suelo para minimizar sus efectos adversos sobre la

salud humana y el ambiente.
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El consumo y la produccion sostenibles tienen como premisa la desvinculacion del
crecimiento econémico de la degradacion ambiental, incrementando la eficiencia de los
recursos y promoviendo estilos de vida sostenibles, y contribuyendo a la mitigacion de la
pobreza y la transicidon hacia economias verdes, caracteristicas de baja emision de C. El
uso de biofertilizantes como los HMA es de importancia en la agricultura sostenible y
para la conservacion y regeneracion de los suelos, representando asi una alternativa

dentro de la produccion responsable de los agroecosistemas.

Objetivo 13. Accidn por el clima. El cambio climético esta afectando a nivel global a
las naciones, alterando las economias nacionales y afectando a las poblaciones
humanas y biodiversidad en general. Los sistemas metereoroldgicos muestran
alteracion, al igual que el nivel del mar, y surgen eventos climaticos cada vez mas
extremos. Por lo que se requiere de medidas para abordar la emergencia climatica, con
el fin de salvaguardar vidas y los medios de subsistencia. En 2018, los desastres
naturales afectaron a mas de 39 millones de personas, a través incendios forestales
masivos, sequias, huracanes e inundaciones. Este objetivo se puede cumplir
fortaleciendo la resiliencia y la capacidad de adaptacion a los riesgos climaticos y los

desastres naturales a nivel mundial (ONU, 2020).

Por otra parte, el cambio climatico amenaza la capacidad de alcanzar la seguridad
alimentaria mundial, eliminar la pobreza y lograr el desarrollo sostenible. De acuerdo
con Jerbi (2022), el estres abidtico, se han vuelto mas comun debido al cambio climatico,
por ejemplo la sequia se considera uno de los principales factores que disminuyen la
productividad de los cultivos, y amenazan la seguridad alimentaria. Esta perjudica
diversos procesos fisiolégicos de los tejidos vegetales y causa cambios en los

metabolitos primarios y secundarios.

En este sentido, el uso de HMA representa un papel benéfico en la mitigacion de los
efectos adversos de la sequia, coadyuvando a que los sistemas sean mas sostenibles.
La interaccion simbidtica entre plantas y HMA, presenta una estrategia sostenible para
aumentar el rendimiento y la productividad de las plantas, incluso bajo estrés debido al
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cambio climéatico (Sangiorgio et al., 2020). La promocion de estas comunidades
microbioldgicas del suelo ofrece nuevas oportunidades para crear sistemas agricolas
sostenibles. A través de la red fungica, los HMA proporcionan nutrimentos adicionales
del suelo natural con el potencial de reducir las entradas de fertilizantes quimicos (Fehr,
2021). Ademés, como se ha comentado previamente, los HMA incrementan la
disponibilidad de P en el suelo para las plantas huésped, debido a que el suelo puede
presentar una cantidad abundante de P pero su biodisponibilidad es muy baja para los
cultivos. El uso de los fertilizantes a base de P es una preocupacion ambiental

relacionada con la eutrofizacién de los cuerpos de agua dulce.

Por otro parte, se sabe que el aumento de la temperatura media del aire se atribuye a la
mayor concentracion de GEI en la atmosfera, en particular, del CO2, que representa el
76% del efecto invernadero global. Sin embargo, los microorganismos del suelo, como
los HMA, mejoran la tasa de captura del C del suelo, asimilandolo a traves de sus hifas
(Malyan et al., 2019).

El oxido nitroso (N20), es otro gas de importancia por su efecto invernadero que
acrecienta el calentamiento global. En este sentido, los HMA forman asociaciones
mutualistas con la mayoria de las plantas terrestres, lo que puede ayudar a la reduccién
de emisiones de N (Cui et al., 2021).

De esta forma, los HMA, constituyen una herramienta que contribuye a la regulacion del
clima, la proteccion de los servicios ecosistémicos del suelo y la biodiversidad de los

agroecosistemas.
2.4 Relacion con los PRONACES

Los Programas Nacionales Estratégicos (PRONACES) son la iniciativa prioritaria del
CONACYyT. Se conciben como un medio para organizar los esfuerzos de investigacion
en torno a problemas nacionales concretos que, por su importancia estratégica,
requieren de atencion y solucion general (PRONACES-CONACYyT, 2022). El objetivo de
los PRONACES es investigar las causas de esos problemas y buscar soluciones. A

continuacion se presentan los 10 PRONACES (Figura 2).
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Figura 2. Los 10 Pronaces del CONACyT. Fuente: CONACyt, 2022.

En particular, el Pronaces- Salud es un programa de apoyo a la investigacién en la salud,
gue otorga finaciamiento a proyectos con enfoques transdisciplinarios e integrales,
dirigidos a aportar conocimiento, evidencias y acciones para la solucion de los principales
retos y la promocion de la salud en México. El objetivo de este programa es generar
conocimiento y acciones estratégicas que contribuyan a la prevencion, diagnostico,
manejo y control de los principales problemas de salud de la poblacion (Salud-
CONACYyT, 2022).

El consumo de azucar y edulcorantes se ha asociado con la obesidad y diabetes, que
son problemas de salud publica en México. En el afio de 1994 se incremento en el pais
las importaciones de edulcorantes para la elaboracién de alimentos y bebidas (Unar-
Munguia et al., 2019). Reemplazar la sacarosa por edulcorantes no cal6ricos y naturales
puede contribuir a disminuir la obesidad y el desarrollo de diabetes. La estevia es un
edulcorante herbal, utilizada en muchos paises como sustituto del azucar porque es de
200 a 300 veces mas dulce que la sacarosa, no se ha mostrado un impacto negativo en

la salud humana y no tiene valor cal6rico (Yildiz y Karhan, 2021).

El Programa Nacional Estratégico en Sistemas Socioecolégicos y Sustentabilidad
(Pronaces-SSyS) tiene como objetivo impulsar la co-produccién de conocimiento a nivel
técnico-cientifico, institucional y comunicativo en donde se lleven a cabo acciones de

conservacion, restauracion, uso y aprovechamiento de los ecosistemas, de los recursos
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naturales y de la biodiversidad mediante una perspectiva de sustentabilidad y de justicia
social. Por lo que se adopta un enfoque socioecoldgico que posibilita explorar y entender
sistemas complejos, dinamicos y evolutivos, integrados por una gama amplia de
fendmenos biofisicos, socioeconomicos, politicos y culturales que se interrelacionan a
distintas escalas espaciales y temporales (CONACyt- Sistemas Socioecologicos y
Sustentabilidad, 2022)

Mediante proyectos que aseguren la sostenibilidad de los agroecosistemas a través de
practicas agricolas resilientes que incrementen la productividad, mantenga la
biodiversidad y la capacidad de adaptarse al cambio climético, sequias, y el suelo
mantenga su fertilidad (ONU, 2020). El agroecosistema estevia utilizando biofertilizantes
puede caracterizarse como un sistema socioecologico y sustentable, por la eficiente
asimilacion de nutrimentos atraves de las hifas de los HMA hacia la planta, reduciendo
los fertilizantes aplicados y manteneniendo la fertilidad del suelo. Ademas, este cultivo
se comercializa como sustituto de la sacarosa, consumido por diabéticos sin incrementar

el indice glicémico ((Jawad et al., 2022).
2.5 Origen y produccién de estevia a nivel mundial y nacional

Stevia rebaudiana fue descrita por primera vez en 1905 por Moisés Santiago Bertoni, un
botanico-naturalista de origen italiano-suizo que emigré a Paraguay en 1882 (Soejarto,
2001). Es una planta herbacea perteneciente a la familia Asteraceae, originaria de la
region noreste de América del Sur, aunque en la actualidad se cultiva en muchos
regiones tropicales y subtropicales del mundo, incluyendo Europa y América del Norte
(Khiraoui et al., 2017; Soejarto et al., 2019; Ahmad et al., 2020).

2.5.1 Produccion mundial

A nivel mudial, la estevia es cultivada en una superficie cercana a las 32 000 ha. De
estas, China posee el 75% del area. Otros paises dedicados a su cultivo a gran escala
son Japén, Taiwan, Tailandia, Corea, Brasil, Malasia y Paraguay. El cultivo y uso de
estevia se ha extendido en muchas regiones del mundo, incluyendo Brasil, Paraguay,

México, Rusia, Indonesia, Corea, Estados Unidos, Canada y Argentina.
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A nivel de produccion, las ventas globales de edulcorantes a base de estevia aumentaron
de 2013 a 2017 en un 285%. Asi, la produccion anual pas6 de 3 500 t a 10 000 t,
respectivamente (Anchal et al., 2021; Termsung et al., 2021; Yildiz y Karhan, 2021). En
Japon se estima que el valor de mercado total del edulcorante de estevia es de alrededor
de 15 500 a 23 500 millones de délares (Castafieda- Saucedo et al., 2020).

Tradicionalmente, en algunos paises de América del Sur, Europa, Asia, China y Japon,
la estevia se ha utilizado como edulcorante de bajo contenido cal6rico durante décadas.
Su forma de consumo varia de acuerdo con el pais. Por ejemplo, en la India se utiliza la
hoja seca, cruda o el edulcorante procesado; en los estados unidos se utilizan las hojas
de estevia en polvo y extractos refinados de hojas y se utiliza como suplemento dietético;
mientras que en Brasil, Corea y Japon, se consumen las hojas de estevia y los extractos

altamente refinados (Gasmalla et al., 2014; Ahmad et al., 2020).

Desde el 2011, el uso de los glucésidos de esteviol altamente purificado ha sido aprobado
como aditivo alimentario (E960) en la Union Europea (Kunova et al., 2014). Después de
Ameérica del Norte, Europa es el segundo mercado mas grande de sustitutos de azlcar.
El mercado europeo esta segmentado geograficamente, donde un nimero creciente de
empresas, particularmente en el Reino Unido, Alemania, Francia, Espafia, Rusia e Italia

fabrican productos que contienen glucésidos de esteviol (Tavarini et al., 2018).
2.5.2 Produccion en México

La produccién de estevia en México se ha registrado desde el afio 2012. En la Figura 3
se muestran los valores de produccién de estevia desde 2012. Durante el 2014, la
superficie de siembra fue de 57 ha bajo condiciones de riego, siendo Nayarit (24 ha) y
Campeche (21 ha) los principales estados productores, junto con Quintana Roo (10 ha)
(SIAP, 2016; Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras, 2017). De 2015 a 2018, se duplico
el volumen de produccién de afios anteriores; decayendo en 2019, y repuntando en 2020

con el mayor volumen de produccion obtenido hasta esa fecha.
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Figura 3. Produccidn de estevia en México (SIAP, 2020).

El cultivo de estevia se desarrolla en ocho estados del pais, de los cuales, Nayarit tiene
una produccién de 316 t (47.3%), Sonora 153 t (22.8%), Quintana Roo 100t (16.5%) y
Chiapas 20 t (3%) (Olmos, 2022). Estos tres estados representan el 86. 7% de la

produccion nacional (Figura 4).
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Figura 4. Produccion de estevia en Nayarit, Sonora y Quintana Roo en el afio 2020 (Olmos,
2022).
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En cuanto a la superficie cosechada para los estados de Sonora, Nayarit y Quintana Roo
fue de 29, 25y 9 ha, respectivamente. Mientras que los rendimientos promedio para
Chiapas, Nayarit y Quintana Roo fueron de 13.2, 12.8 y 12.3 t ha'%, respectivamente. En
cuanto a los valores de produccion, en los estados de Sonora, Nayarit y Quintana Roo
se generaron 7, 5 y 3 millones de pesos, respectivamente, con un valor total de
producciéon en México de estevia de 17 millones de pesos (Olmos, 2022). En el 2020 la
superficie destinada para el cultivo de estevia fue de 81 ha, para una produccion total de
668 t y un rendimiento promedio de 8.7 t ha't, alcanzando un precio por tonelada de $ 1
350 ddlares (Cuadro 1).

Cuadro 1. Estadisticas de la produccion de estevia en México.

Parametros Valores

Produccion 668 t
Superficie sembrada 81 ha

Rendimiento 8.3that
Precio medio $ US (1) 1 350 délares

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2020).
2.6 Principales usos de la estevia

La estevia es cultivada comercialmente para la extraccién de glucésidos de esteviol. Las
hojas son la principal fuente de diterpenos de glucésidos, tales como los estevidsidos,
rebaudidsidos Ay C, y el dulcosido A, los cuales le confieren un dulzor intenso en una
escala de 210, 242, 30 y 30 veces mayor que la sacarosa, respectivamente (Bayraktar,
2019). Estos glucésidos se caracterizan, ademas, por no mostrar efectos secundarios
toxicos, ni cancerigenos (Lemus-Mondaca et al., 2012). Cabe destacar que la estevia,
ademas de su uso en la industria como edulcorante no calérico y potenciador alimentario,
se utiliza en muchos paises como medicamento. Diversos estudios han demostrado que
posee propiedades como antidiabético, antiobesidad, antitumoral, antihipertensivo,
antimicrobiano, anticaries y exhibe propiedades antioxidantes (Ahmad et al., 2020; Ryan,
2021; Hernandez et al., 2022).
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En el afio 2010, el Comité Mixto FAO/OMS de expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA)
otorgd a la planta la certificacion de alimento seguro (Cauich-Cauich et al., 2022). Desde
entonces, ha sido considerado un cultivo con alto potencial econémico y, en la actualidad,
se ubica como el segundo edulcorante natural a nivel mundial (Cauich-Cauich et al.,
2022). A partir del 2017, las hojas de estevia se pueden utilizar para infusiones de
hierbas, frutas y té, y el valor nutracéutico de la biomasa podria ser una oportunidad para
el mercado de las hojas secas de estevia (Tavarini et al., 2018). Se considera un cultivo
rentable novedoso, de gran potencial para México, ya que la prevalencia de la diabetes
y la obesidad seguird aumentando. Entre 2000 y 2018, la prevalencia de obesidad
aumentd un 42% especialmente entre las mujeres y las personas mayores de 50 afios
(Meza et al., 2015; Barquera et al.,, 2018). De este modo, el uso de estevia como
edulcorante natural no caldrico, representa una alternativa valiosa, ya que pueden ser

consumido sin riesgo para la salud por personas diabéticas (Ruiz-Ruiz et al., 2015).
2.7 Descripcion y clasificacion taxon6mica de S. rebaudiana

Stevia rebaudiana, es uno de los 950 géneros de plantas que pertenecen a la familia
Asteraceae. Esta especie esta representada por un grupo de hierbas, subarbustos y
arbustos anuales, y perennes que se encuentran en regiones montafiosas, bosques
abiertos, margenes de rios y valles secos (Yadav et al., 2011). Su primera descripcion
botanica se atribuye a Moisés Santiago de Bertoni (Soejarto et al., 2019) en el afio de
1899. La planta fue nombrada inicialmente como Eupatorium rebaudianum (Ahmad et
al., 2022) en honor a Ovidio Rebaudi, quien fue el primer quimico que estudio las
caracteristicas quimicas de las sustancias extraidas en 1900. Posteriormente, su nhombre
cambio por el actual S. rebaudiana Bertoni en 1995 (Khiraoui et al., 2017). Al principio,
la estevia fue empleada exclusivamente para la produccion de alimentos, pero, debido a
las propiedades curativas que se le atribuian, se empez6 a utilizar con fines medicinales
(Khiraoui et al., 2017; Ahmad et al., 2022).

De las 230 especies existentes de estevia, Unicamente S. phlebophylla y S. rebaudiana
producen componentes con sabor dulce (Németh y Janosi, 2019). S. rebaudiana se
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describe como un arbusto perenne con un extenso sistema radicular, tallos quebradizos,
hojas pequefas y elipticas (Ruiz-Ruiz et al., 2017). Alcanza una altura desde 60 a 100
cm, y durante su desarrollo inicial no posee ramificaciones. No presenta una raiz principal
ni profunda, sino que se distribuye cerca de la superficie (Lozano-Contreras y Ramirez-
Jaramillo, 2022). La flor es pequefia y blanquecina. El fruto es aquenio, contiene una sola
semilla que se disemina por el viento; si la semilla es oscura, es fértil y si es clara es
estéril (Lozano-Contreras y Ramirez-Jaramillo, 2022). EI Cuadro 2 muestra la

clasificacion taxondmica de la estevia.

Con el fin de generar mayores rendimientos de esteviosidos, se han creado nuevas
variedades de estevia para su siembra comercial. En la actualida, existen mas de 200
variedades de estevia reportadas en el mundo (Lozano-Contreras y Ramirez-Jaramillo,
2022).

Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de Stevia rebaudiana.

Taxones Clasificacion
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivisién Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Grupo Monochlamydae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Asteroideae
Tribu Eupatorieae
Género Stevia
Especie rebaudiana

Fuente: Yadav et al., 2011.

La siembra en México se inici6 con la variedad Morita Il, procedente de Japon (Martinez-
Cruz, 2015). Esta variedad se caracteriza por contener una alta concentracion de
glucésidos; destacando el contenido de Rebaudidsido A que oscila de 7 al 13%, mientras

gue el contenido de Esteviosido varia de 1.2 al 5%. No obstante, al no ser una variedad
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de origen tropical, presenta algunos inconvenientes para su desarrollo comercial, como:
mayor demanda de nutrimentos que las variedades criollas (provenientes de Paraguay),
guebrantamiento de tallos primarios y secundarios, lo cual dificulta su rebrote, ademas
de ser una variedad susceptible al hongo Fusarium, que puede generar pérdidas de

hasta un 30% en la produccion (Jarma, 2008).
2.8 Manejo del cultivo de estevia 'y requerimientos edafoclimaticos

La densidad de siembra generalmente se considera de 80,000 a 100, 000 plantas ha,
con una distancia entre plantas de 16 cm y entre lineas de 45 a 65 cm (Ramirez, 2011).
Se requiere de riegos superficiales constantes para evitar que la planta sufra estrés
hidrico. El tipo de riego que se recomienda es por goteo, y se aprovecha para realizar la
aplicacion de algun fertilizante (Flores-Gonzalez, 2019). Por otra parte, las principales
podas son la de formacion, sanitaria o de renovacion (Flores-Gonzalez, 2019). Segun
Ramirez-Jaramillo y Lozano-Contreras (2017), la mas importante es la de formacion, la
cual se realiza a los ocho dias después de la plantacion en campo. En esta poda se corta
el 4pice de la plantula, dejando de tres a cuatro pares de hoja con el propdsito de
estimular la brotacion de las ramas laterales. La poda sanitaria consiste en eliminar las
ramas que han sufrido dafio mecanico o cuando se presenta mucha floraciéon. Se
recomienda podar toda la planta a unos 25 cm del suelo, con el fin de estimular el

crecimiento vegetativo (Ramirez, 2011).

En cuanto a la fertilizacién, se deben realizar analisis de suelo para establecer un
programa de nutricion. Flores-Gonzalez (2019) encontr6 que para producir 2.5 t* de hoja
seca, se requieren 162 kg de N,19 kg de P, 140 kg de K, 40 kg de calcio (Ca) y 9 kg de
magnesio (Mg). La recomendacién general es aplicar por hectarea las siguientes
mezclas fisicas: 100 kg de la formulacion 15-15-15 + 50 kg de cloruro de potasio y 15 kg
de urea. Mientras que, Hashimoto Pinto (2016) reportdé que para obtener una tonelada
de hoja seca por hectarea en Brasil se requieren 130 kg de N, 18.8 kg de P, 131.5 kg de
K, 47.3 kg de Ca, 8.3 kg de Mg y 9.7 kg de azufre (S).
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Es importante tener en cuenta las condiciones edafocliméaticas Optimas para la
produccion de estevia. EI Cuadro 3 muestra las condiciones optimas y sub-6ptimas para
cultivar estevia. Stevia rebaudiana crecen preferentemente en regiones tropicales y
subtropicales, en un rango de temperatura de 20 a 30 °C y, a una altitud entre los 0 a
600 msnm, con precipitaciones pluviales que oscilan entre los 1400 a 1800 mm. De
acuerdo a Ramirez et al. (2011), la humedad relativa debe ser menor a 85%, pero mayor
a 75% para evitar la incidencia de enfermedades. El pH del suelo debe mantener entre

5.5 - 7.0, siempre que no sea salino.
2.9 Estevia criollo (nativo) y variedad Morita Il

El material de estevia principalmente es criollo proveniente de Paraguay; al realizar las
siembras con este material, las plantas presentan diferencias morfolégicas y fenolégicas,
por tanto, hay variabilidad en sus componentes de rendimiento como altura de la planta,
longitud y ancho de la hojas, floracion y cosecha (Ramirez, 2011). Esta variedad es la
mas utilizada en el mundo; presenta un ciclo precoz de 2 a 2.5 meses, y se puede
cosechar hasta el 3% de rebaudiosido Ay 7% de esteviosido. Tiene un rendimiento de 1
000 a 1 200 kg ha por afio bajo condiciones de temporal, y de 3 000 a 4 000 ha! por
afio bajo condiciones de riego (Daza et al., 2015). En la actualidad se pueden encontrar
variedades mejoradas en el mercado (Ramirez, 2011). Por ejemplo, la variedad Morita Il
fue generada por Toyosigue Morita, agrénomo y fitomejorador japonés. Esta variedad
tiene un mayor rendimiento y calidad del producto final que los materiales criollos.
Presenta una altura de hasta 90 cm; ciclo de 3 a 3.5 meses; tolerante a septoria
(enfermedad fungosa de la hoja); contiene hasta el 12% de rebaudiésido A y hasta el
3% de esteviosido. Presenta rendimiento de 1 000 a 1 500 kg ha? por afio bajo
condiciones de temporada y de 4 000 a 8000 ha por afio bajo condiciones de riego
(Espitia et al., 2009; Hernandez et al., 2016). La variedad Morita Il es la mas demandada

por su mayor contenido de glucdésidos de esteviol.
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Cuadro 3. Condiciones edafoclimaticas para la produccion de estevia.

Condiciones Condicién éptima Condicién sub-6ptima
Region Tropical y subtropical Templada
Altitud 0 a 600 msnm 500 a 1200 msm
Suelos Suelo areno-arcilloso o franco- -

arcilloso con regular a alta
proporcién de materia orgénica

Drenaje Alta Regular
Temperatura 20a30°C 15a18°C
30a43°C
Precipitaciones Durante todo el afio entre 1400- 500 a 1000 mm
1800 mm Mayor a 2000
Humedad relativa 75% a 85%
pH 55a7.0 7.1a75
4ab
Salinidad Baja o nula salinidad Media
Fotoperiodo Dias largos con una alta Evitar la exposicion
intensidad solar (T Max: 43 °C). prolongada de luz
Fotoperiodo critico: 12 a 13 h produce dafos y fallas

en el enraizado

Fuente: Ramirez et al., 2011; Yaday et al., 2011; Gutiérrez y Bermejo, 2015; Carrascal, 2016;
Barberd, 2017; Lozano-Contreras y Ramirez-Jaramillo, 2017.

2.10 Tipos de propagacion de estevia

La reproduccién de estevia es por via sexual y asexual. Sin embargo, la reproduccién
sexual se ve afectada por el bajo porcentaje de germinacion de las semillas (10-38%)
(Paredes-Suarez, et al., 2021). Por lo que este método no es recomendable para fines
comerciales. En la propagaciéon asexual se conservan las caracteristicas fenotipicas de
la planta progenitora y se asegura la homogenidad en las plantas, lo cual es importante
en la reproduccion a nivel comercial (Tamura et al., 1984). La propagacion por esquejes
es conveniente para escala comercial y es importante tener una planta madre de donde
se obtenga el material vegetativo (Oliva et al., 2009). Otro método de propagacion
asexual, es la micropropagacion, que permite el incremento acelerado del nimero de
plantas derivadas de un genotipo seleccionado, reduccion de tiempo de multiplicacion,
la obtencion de grandes cantidades de plantas en una superficie reducida, a bajo costo

y mayor control de sanidad del vegetal que se propaga (Orozco, 2004; Levitus, 2010).
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2.11 El calentamiento global y el cambio climético

El Panel Intergubernamental de expertos sobre el Cambio climatico (IPCC) indica que el
calentamiento global es inequivoco, por ser evidente a apartir de las observaciones de
aumentos en el promedio mundial de las temperaturas del aire, derretimiento
generalizado de los glaciares y aumento del nivel promedio del mar, y el aumento de las
concentraciones de GEI (IPCC, 2013).

El cambio climético es la variacion en el clima de cualquier area durante un largo periodo
de tiempo ( Cheny Chen, 2013). La emision de GEI es una de las principales causas del
calentamiento global y del cambio climatico (Kumari et al., 2022). Los ciclos solares, las
erupciones volcanicas, la deriva continental, los gases atmosféricos son procesos
internos naturales que también contribuyen al cambio climatico. Sin embargo, son
diversas las actividades humanas como la industrializacion, urbanizacion, agricultura
(25% de las emisiones), las responsables del drastico cambio climatico que esta

afectando al planeta hoy en dia (Kumari et al., 2022).

En los dltimos 50 afios la concentracion de GEI ha aumentado considerablemente,
afectando a todas las regiones del mundo con eventos climaticos extremos, incluidas
olas de calor, fuertes precipitaciones, sequias y ciclones tropicales (Feliciano et al.,
2022). Esto contribuye a cambios rapidos y a gran escala en los ecosistemas. Se prevé
gue el calentamiento global en 1.5 °C a 2 °C sea superado durante el siglo XXI a menos
gue se reduzcan drasticamente las emisiones de diéxido de carbono (CO2) (Feliciano et
al., 2022).

2.11.1 El cambio climético y la produccién agricola

Dentro de la actividad agricola, el cambio climatico esta impactando sobre los sistemas
de produccién como consecuencia del aumento en la frecuencia y la gravedad de los
eventos extremos (Zubelzu et al., 2022). La produccion agricola en cualquier pais
depende en gran medida de las condiciones climaticas, y en el escenario actual, el
aumento de la temperatura, la escasez de agua, la disminucién de la fertilidad del suelo

y el aumento de la salinidad genera un desafio importante para la seguridad y soberania
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alimentaria de muchos paises del mundo. Por lo tanto, la reduccion en los rendimientos
de produccion de los cultivos, esta influenciada en gran medidad por el estrés abidtico
causado por la limitacién de agua, temperaturas altas, frio extremo, acidez y salinidad
del suelo; y por el estrés bidtico ocasinado por patdgenos, insectos, malezas (Wang,
2013) La evidencia indica que el estrés bidtico puede causar una pérdida del 28.2% en
el trigo, un 37.4 % en el arroz, un 31.2% en maiz, un 40.3% en papas y un 28.8% en el
algodon (Oerke, 2006).

Las principales limitaciones ambientales para el manejo agricola y la produccion de
cultivos, son las altas tasas de evapotranspiracion, el aumento de la variabilidad de las
precipitaciones y la intensa sequia en verano (Clemente et al., 2021). En tales
condiciones, las practicas agricolas sostenibles puedan diversificar los sistemas de
cultivo y mitigar el cambio climético. Por ejemplo, los cultivos perennes reducen la
erosion del suelo, minimizan la lixiviacion de nutrimentos, capturan mas carbono (C) en
los suelos, protegen los recursos hidricos, crean una mejor tolerancia a las plagas y
proporcionan un hébitat continuo para la vida silvestre (Zhang et al., 2011). Ademas,
dichas especies requieren menos uso de equipos agricolas que los cultivos anuales, asi
como menor cantidad de fertilizantes y herbicidas (Schmer et al., 2008; Zhang et al.,
2011). En este sentido, S. rebaudiana es una especie que se cultiva con éxito en una
amplia gama de ambientes agroecoldgicos, desde zonas semihimedas, subtropicales
hasta templadas (Clemente et al., 2021). Asimismo, requiere menores aportes de tierra,
agua y energia para producir la misma cantidad de dulzura que se encuentra en otros
edulcorantes naturales. Por ejemplo, la huella hidrica de la estevia fue un 92% mas baja
gue la del azucar de remolacha y un 95% mas baja que en cafia de azucar (Ashwell,
2015).

Los enfoques biotecnoldgicos desempefian un papel importante en la adaptacion y
mitigacion del cambio climéatico. El uso de HMA ayuda a restaurar el ecosistema dafiado
y resolver diferentes problemas ambientales para mitigar el cambio climatico. Diversos
estudios han demostrado que los HMA causan un efecto positivo en la relacién entre el

suelo y la planta (Kumari et al., 2022).

26



2.11.2 Condiciones ambientales y su efecto sobre los hongos micorrizicos

Las condiciones ambientales estresantes estdn muy extendidas y afectan a todos los
microorganismos. Sin embargo, al igual que otros organismos, los HMA desarrollan
mecanismos de estrés que les permiten persistir o incluso prosperar bajo estrés
ambiental, controlar dafios, y activar procesos de reparacion. Dichos mecanismos
pueden proteger a sus socios vegetales, lo que contribuye a su salud y supervivencia en
condiciones hostiles. Los HMA pueden moldear fuertemente no solo su fisiologia y la de

las plantas, sino tambien su ecologia y evolucion (Branco et al., 2022).

A pesar de la abundante evidencia relacionada con los efectos del estrés en HMA y su
capacidad para soportar condiciones estresantes, multiples aspectos de estos procesos
siguen sin estar claros, asi como tampoco esta claro como el estrés afecta el ciclo de

vida de los hongos (Branco et al., 2022).

Los HMA ademas de mejorar la quimica y biologia del suelo, pueden proteger a las
plantas de ambientes hostiles al influir en las respuestas de estrés y la salud de las
plantas, pero también pueden desempeiiar un papel importante en la configuracion de la

adaptacion ambiental de las plantas ( Rodriguez et al., 2004).
2.12 Micorrizas: interacciones simbidticas

El término micorriza fue expuesto por primera vez por Albert Bernard Frank en 1885, para
definir a la asociacién simbidtica mutualista que existe entre las raices de las plantas vy
ciertos tipos de hongos del suelo (Siddiqui y Pichtel, 2008). Su nombre proviene de los
términos griegos “mikos” que significa hongos y “rhiza” que significa raiz. Esta asociacion
es esencial para uno o ambos socios y ocurre en un organo especializado de la planta
donde el contacto intimo resulta del desarrollo sincronizado de la raiz de una planta viva
y el hongo. Esta simbiosis micorrizica puede ser mutualista 0 no, dependiendo de si el
flujo de nutrimentos entre el hongo y la planta es balanceado o explotador,
respectivamente (Brundrett, 2004). La mayoria de las micorrizas se consideran
asociaciones mutualistas equilibradas en donde el hongo favorece la asimilacion de P,

agua y micronutrimentos [Mg, calcio (Ca), hierro (Fe)], al aumentar la superficie de la
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raiz, y la planta proporciona a éste, productos fotosintéticos necesarios para su
crecimiento y supervivencia (Brundrett, 2004; Pathan et al., 2020). Sin embargo, las
micorrizas no pueden clasificarse universalmente como asociaciones mutualistas porque
los beneficios para los hongos en asociaciones con plantas micoheterétrofas son poco

plausibles y aparentemente sélo benefician a las plantas (Brundrett, 2004).

Por otro parte, las asociaciones patogénicas implican un contacto intimo entre la planta
y el hongo, pero se diferencian de las micorrizas porque carecen de la transferencia de
nutrimentos del hongo a la planta y son perjudiciales para las plantas hospedantes, lo
gue provoca sintomas de enfermedad (Brundrett, 2004). Los hongos micorrizicos
también se comportan como enddfitos, necrétrofos y antagonistas de las plantas
hospedantes o no hospedantes, con funciones que varian durante la vida de sus
asociaciones (Brundrett, 2004). Las asociaciones de micorrizas representan diversos

grados de interdependencia y especializacion morfolégica como se muestra en la Figura

5.
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Figura 5. Diagrama comparativo de los tipos de micorrizas (beneficios para la planta) y otras
interacciones planta-hongo (dafios para la planta). Fuente: Adaptado de Brundrett, 2004.
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2.12.1 Clasificacién de las micorrizas

Las micorrizas son asociaciones multiples que comprenden diversas categorias
morfolédgicas, funcionales y evolutivas (Smith y Read, 1997). Cuando las micorrizas
establecen interacciones, los hongos por lo general modifican la morfologia de la raiz,
desarrollando nuevas estructuras que caracterizan a los diferentes tipos de micorrizas
(Panwar et al., 2008; Allen y Allen, 1991). Ciertos tipos de micorrizas son semejantes y
comparten linajes de plantas, mientras que otras tienen caracteristicas anatomicas muy
distintas e historias evolutivas separadas. En la Figura 6 se describen los cuatro grupos
de micorrizas: a) ectomicorriza, b) micorriza arbuscular, c¢) micorriza orquidoide y d)

micorriza ericoide.
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Figura 6. Tipos de micorrizas. Fuente: Adaptado de Selosse y Le Tacon, 1998.
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a) Ectomicorriza (ECM). Estas micorrizas prefieren asociarse con plantas lefiosas y
arboles de zonas templadas, siendo especialmente caracteristico en hayas, pinos, robles
y eucaliptus (Allen y Allen, 1991). Los hongos pertenecen a los grupos Ascomycetes,
Basidiomicetes y Phycomycetes. Se caracteriza por tener un manto hifal y una estructura
compleja altamente ramificada llamada red de Hartig. EI hongo no penetra mas alla de

los espacios intercelulares de la corteza por lo que no entra a la célula.

b) Micorriza Arbuscular (MA). También conocida como Micorriza Vesicular Arbuscular,
(MVA) o micorriza glomeromicota, es la asociacion de hongo-raiz mas extendida y
comun. Se presenta en mas del 85% de las especies vegetales de importancia agricola
(Allen y Allen, 1991). Se le conoce también como endomicorriza, no forma un manto
externo que se pueda observar a simple vista. Las hifas se introducen inicialmente entre
las células epidérmicas de la raiz, pero luego penetran en el interior de éstas, formando
vesiculas alimenticias y arbusculos (Allen y Allen, 1991). Dentro de la raiz, el hongo
coloniza las células de la corteza, pero no alcanza la endodermis (Figura 6). Existen seis
géneros de hongos que son responsables de esta colonizacion generalizada, siendo:
Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora, Glomus, Sclerocytis y Scutellospora (Blee et
al., 1997; Kumar et al., 2008).

c) Micorriza orquideoide. Forma asociaciones con el grupo de las orquideas, siendo
imprescindibles para su desarrollo y vida juvenil. Presenta haustorio sin ramificacion u
ovillos espirales dentro de las células. Su micelio es casi incoloro y el manto hifal esta
ausente. En estado adulto, la planta puede llegar a independizarse, en algunos casos.
La principal caracteristica de esta micorriza es la formacion de pelotones dentro de las
células de la planta. Los hongos de este tipo de micorriza se incluyen en la division

Basidiomycetes (Allen y Allen, 1991).

d) Micorriza ericoide. Es el tipo mas sencillo y simple. El hongo penetra en las células
para formar ovillos y no presenta manto externo. Pertenece a la division de hongos

Ascomycetes y Basidiomycetes (Allen y Allen, 1991).
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2.12.2 Micorrizas arbusculares

Este tipo de hongos es el mas abundante en horticultura, pertenece a la division
Glomeromycota y son simbiontes forzados (Vosatka y Albrechtova, 2009). Los HMA
tienen diferentes estructuras particulares como hifas, vesiculas y arbusculos. Las hifas
son estructuras principales y se pueden clasificar en: i) ineficaces, las que inician la
colonizacion y establecen contacto con las raices; ii) absorbentes, las que exploran el
suelo e intercambian nutrimentos y iii) fértiles, las encargadas de la produccion asexual

de esporas (Camarena- Gutiérrez, 2012).

Durante el proceso de la simbiosis micorrizica arbuscular, una espora de HMA germina
para posteriormente ramificarse en multiples trayectorias con el fin de establecer
contacto y comunicacién bioquimica con las raices de la planta circundante. Compuestos
guimicos como los flavonoides y los elicitores (mdleculas capaces de inducir cualquier
tipo de defensa en la planta) identifican y reconocen al simbionte esta primera etapa de
la simbiosis (Cauich-Cauich et al., 2022). Al mismo tiempo, se producen enzimas
(catalasas y peroxidasas), aparece el apresorio (estructura simbiotica inicial) y el hongo
penetra finalmente la raiz. Posteriormente, se inician cambios morfogenéticos para el
proceso de colonizacion de las raices, estableciendose una asociacion mutualista entre
el hongo y la planta, donde ambos son beneficiados de esta relacion (Cauich-Cauich et
al., 2022).

2.13 Importancia de los HMA en las plantas

Los HMA presentes en el suelo, establecen relaciones mutualistas con las plantas y son
elementos indispensables del ecosistema con un papel importante en la nutricion de las
plantas, al proporcionar acceso a los nutrimentos derivados del suelo. De manera natural,
se observa una asociacion intima entre las raices de las plantas y los HMA. Este tipo de
hongos establecen asociaciones simbioticas con mas del 80% de las plantas terrestres,
y la tasa de colonizacion depende particularmente del tipo de hongo, la especie de planta

y los factores ambientales (Bhantana et al., 2021).
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La colonizacion de HMA tiene un gran potencial en las interacciones entre plantas
leguminosas y ecosistemas del suelo, debido a sus caracteristicas biologicas Yy
fisiologicas (El-Sawah et al., 2021). Su asociacion promueve el estado de nutrimentos de
las plantas hospederas, al facilitar la adquisicion de N, P, K, Ca, Cu, Mg, Mn, Fey Zn, en
particular los de movilidad limitada, como el Py Zn (Yadav et al., 2013). Ademas, se tiene
un gran potencial en la absorcion de agua, el biocontrol de patdgenos, la sintesis de
hormonas de crecimiento y el establecimiento de plantulas en condiciones adversas de

suelo y climaticas (Yadav et al., 2013).

Un adecuado manejo de nutrimentos promueve el eficiente contenido de clorofila y la
eficiencia fotosintética en hojas, por lo tanto, mejora el crecimiento, rendimiento y calidad
de los cultivos (Wu et al., 2021). Las clorofilas y los carotenoides son responsables de la
absorcion de luz que impulsa la fotosintesis. El fotosistema | (PSI), el fotosistema 1l (PSII)
y la reaccion oscura de las plantas se ven afectados negativamente por el estrés a altas
temperaturas, lo que resulta en una menor actividad fotosintética de transporte de
electrones. Estudios previos han indicado que el contenido de clorofila es mayor en las
plantas micorrizadas con HMA que en las plantas no micorrizadas bajo estrés por

temperatura (Yan et al., 2021).

Autores como Clapperton y Read (1992); Shumway y Koide (1995) sefialan que la
productividad (rendimiento) de la planta hospedante esta correlacionada con el grado de
colonizacion de los hongos micorrizicos. Por su parte, Evans y Miller (1988); Sidhu y
Chakravarty (1990); Thomson et al. (1996); Soulas et al. (1997) sefalaron que la
productividad de las plantas es baja cuando los factores del suelo (fungicidas, pH,
salinidad, anegacion, temperatura, entre otros) inhiben el desarrollo de los hongos
micorrizicos. Respecto a la productividad del hongo, disminuye por factores que dafian
a las plantas como los herbicidas, contaminacion, perturbacion, entre otros

(Termorshuizen y Schaffers, 1987).

Burgess et al. (1994) y Dickson et al. (1999) enfatizan que los flujos de nutrimentos o las
respuestas de crecimiento de las plantas son proporcionales al area de la interfaz
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simbidtica. Asi, el desarrollo de las hifas en el suelo esta en funcion del crecimiento de
las plantas o de los requerimientos de nutrimentos (Miller y Kling, 2000; Wallander et al.,
2001), y la acumulacién de nutrimentos en las plantas puede explicarse por la fenologia
de las micorrizas (Newton, 1991; Lapointe y Molard, 1997). En este sentido, las raices
de las plantas son més eficientes en la formacion de micorrizas para la absorcion directa

de nutrimentos (Wilson y Hartnett, 1998; Siqueira y Saggin-Janior, 2001).

La mayoria de los hongos micorrizicos son simbiontes obligados (Brundrett et al.,1996;
Smith y Read, 1997) de manera que el crecimiento radicular es necesario para la
formacion micorrizica (Hepper, 1985). Por ende, la absorcibn de nutrimentos se
sincroniza con la formacion micorrizica y la actividad hifal del suelo (Fitter, 1995;
Wallander et al.,, 2001). En el Cuadro 4 se indican los efectos de las micorrizas

arbusculares en cultivos agroalimentarios.

Cuadro 4. Efectos de HMA en cultivos agroalimentarios.

Cultivo Efecto positivo Referencia
Cafa de azucar A dosis de 50 y 100 esporas por plantula, Moreno-
(Saccharum spp.) encontraron un incremento en el contenido de  Hernandez et al.,

Mg (12%) y Ca (8%) en las hojas 2022
Melén Incremento de biomasa (peso seco de brotes Meddich et al.,
(Cucumis melo L.) 9-12%); altura de brotes (12%); bioguimica 2021
(azucares solubles 103%, clorofila total 174%)
Cafia de azucar Incremento del crecimiento vegetal (8%) Fors et al., 2020
(Saccharum spp.)
Tomate Modulacion de la absorcion de nutrimentos: P Di Martino et al.,
(Lycopersicon (180%), K (44%), Ca (55%), Fe (212%), Zn 2019
esculentum L.) (180%) y Mn (100%) en las hojas; y P (126%),

K (47.8 %), Ca (75%), Fe (183%), Zn (200%),
Mn (100%) en raiz

Chile morrén Incremento de la altura de las plantas (36%); Pérez-Velasco et
(Capsicum annuum)  didmetro de tallo (40%); peso de fruto (132.5%) al., 2019

Agave Incremento de la biomasa seca total de las  Trinidad-Cruz et
(Agave cupreata) plantas (239%) al., 2017

2.14 Uso HMA en plantulas ex vitro
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La aplicacion de hongos micorrizicos en plantulas ex vitro, permite una mejor
supervivencia al momento de su aclimatizacién en invernadero (De Souza et al., 2020).
La aclimatizacion es la etapa mas delicada de la micropropagacion, lo que dificulta la
obtencion de nuevas plantulas. En este sentido, el uso de sustratos adecuados
asociados con HMA ha sido una alternativa para el crecimiento y desarrollo de plantulas.
Di Martino et al. (2019); Brunetto et al. (2019); Al-Karaki y Williams (2021) mencionan
gue los HMA establecen asociaciones mutualistas simbidticas con la mayoria de las
plantulas, suministrando a las raices nutrimentos y agua. Diversos estudios indican que
en cultivos agricolas como la soja (Glycine max), tomate (Lycopersicon esculentum), uva
(Vitis vinifera), cafia de azucar (Saccharum spp.), la inoculacién con HMA aumento el
crecimiento y mejor6 la absorcion de nutrimentos (Brunetto et al., 2019; Di Martino et al.,
2019; Al-Karaki y Williams 2021). Los HMA también optimizan las relaciones con el agua,
es decir, las plantas presentan mayor disponibilidad de sobrevivir el estrés por sequia,
salinidad o por variacion de la temperatura (Dalla et al., 2021; Meddich et al.,2021; Sales
et al., 2021). En virtud de lo anterior, el uso de HMA en el campo podrian favorecer el
ahorro en el uso de fertilizantes solubles, y coadyuvar a una agricultura sustentable y con
menor impacto en el ambiente, obteniendo mayores rendimientos en produccion de hoja
seca en el agroecosistema estevia, mejorando la calidad del suelo (fisica, quimica y

biologica).
2.15 Efecto de los HMA en la biomasa y nutrimentos de las plantas

Con respecto al contenido nutrimental de la estevia, el Cuadro 5 indica la composicion
bioquimica por cada 100 g de hoja seca. El componente principal de las hojas de estevia
son los carbohidratos, aunque también presenta contenidos altos de proteina y fibra
dietética. S. rebaudiana presenta compuestos fenodlicos y un contenido de vitaminas C
y B, semejante a otras frutas y hortalizas de consumo frecuente, tales como platano,
manzana, pifia, calabaza, berenjena, entre otros (Johnston et al., 2007; Arroyo et al.,
2018).
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Cuadro 5. Contenido bioquimico de la hoja de S. rebaudiana en 100 g de hoja seca.

Compuesto Contenido (g)

Proteinas 11.2-16
Carbohidratos 61.9

Lipidos 1.9-3.73

Fibra dietética 6.8- 15.2

Fendlicos (polifenoles y flavonoides) 4.6

Vitamina C 0.014

Vitamina B 0.00043

Fuente: Peteliuk et al., 2021.

Ademas, la planta contiene macro y microelementos como Zn, Fe, Ca, K, Na, Mg y otros
minerales que son esenciales para la salud humana (Cuadro 6). Ejemplo en 100 gramos
de hoja seca el contenido de potasio varia de 17.3 y 21.15 mg y el calcio entre 8.20 y
17.7 mg.

Cuadro 6. Contenido de minerales en hojas secas de S. rebaudiana (mg/ 100 g de

hoja seca).

Minerales mg mg
Potasio (K) 21.15 17.30

Calcio (Ca) 17.70 8.20

Sodio (Na) 14.93 0.70

Magnesio (Mg) 3.26 2.40

Cobre (Cu) 0.73 6.00
Manganeso (Mn) 2.89 30.00
Hierro (Fe) 5.89 366.00
Zinc (Zn) 1.26 20.00

Fuente: Abou- Arab et al., 2010; Atteh et al., 2011.

2.16 Efectos benéficos de la simbiosis micorrizica-arbuscular en plantas de

estevia

Los beneficios de la simbiosis para las plantas cultivadas se han reportado en términos
de supervivencia, morfoldgicos y productivos (Nanjundappa et al., 2019). Los HMA son
capaces de mejorar las condiciones fisioldgicas de las plantas, en condiciones, como la
tension del suelo causada por metales pesados, compactacion del suelo, salinidad y
sequia (Atakan et al., 2018). Ademas, se ha evidenciado la mejora en el crecimiento y
productividad de las plantas cultivadas (Mbarki et al., 2018). S. rebaudiana es altamente
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susceptible a la colonizacién por HMA vy la diversidad de estos microorganismos en el
suelo tiene un efecto diferencial en el hospedero.

La mejora en la nutricion mineral, es el principal beneficio que los HMA aportan a las
plantas micorrizadas. Sin embargo, este beneficio tambien desencadena un aumento en
las concentraciones de clorofila que, a su vez modifican la tasa fotosintetica, resultando

en una mayor productividad fisioldgica.

La inoculacion con HMA en S. rebaudiana sin duda ha mostrado resultados positivos, en
primer lugar, porque conduce a una mayor produccion de biomasa, aspecto comercial
de este cultivo (Da Silva et al., 2021). En este contexto la inoculaciéon de Glomus
intraradices, estimula la altura, numero de hojas, longitud de raices y produccion de
biomasa que se relacionan con un mayor contenido de clorofila, que se atribuye a una
mejora en el estado nutricional de la planta, como resultado de la extensa red de hifas
de HMA (Cauich-Cauich et al., 2022). Esta red cubre una mayor area de suelo, con el fin
de absorber agua y nutrimentos de baja disponibilidad y movilidad. La asociacién
micorrizica modifica la calidad de S. rebaudiana, mejorando su crecimiento (Tavarini et
al., 2018).

2.17 El sueloy su fertilidad

El suelo y los cultivos agricolas son vulnerables al estrés ambiental, y en consecuencia,
al cambio climético. En los agroecosistemas, la biodiversidad del suelo y los servicios
ecosistémicos proporcionados por el suelo estdn amenazados por una variedad de
factores naturales y humanos (Sofo et al., 2022). Los suelos agricolas frecuentemente
estan sujetos a practicas agronémicas que alteran las redes troficas del suelo y hacen
gue los suelos sean menos productivos a largo plazo. En este contexto, el uso sostenible
del suelo destinado a mejorar su estado, crecimiento y desarrollo de las plantas/raices,
juega un papel crucial para mejorar la capacidad biolégica de los suelos agricolas (Sofo
et al., 2022).

La fertilidad del suelo se define como se sefial6 en el apartado conceptualizacién en los

ODS, como la capacidad de un suelo para proporcionar nutrimentos de manera oportuna
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y en cantidad adecuada al cultivo que se encuentra creciendo en €l (Salgado-Garcia et
al., 2016). Los principales factores que limitan la fertilidad del suelo en zonas tropicales
y para la agricultura sostenible son: i) bajo contenido de nutrimentos; ii) estrés por
humedad; ii) erosion; iv) alta fijacion de P; v) alta acidez con toxicidad por aluminio; y vi)
baja biodiversidad del suelo (Sanchez y Logan, 1992; Gruhn et al., 2000; Cardoso y
Kuyper, 2006). De esta forma, la fragilidad de los suelos limita la produccion de alimentos

en los sistemas productivos de cultivo anual.

La mayoria de las especies de plantas, incluidos los principales cultivos tropicales,
forman asociaciones beneficiosas con HMA, impulsado la produccion de alimentos, y
reduciendo el uso de fertilizantes quimicos convencionales (lgiehon and Babalola, 2007).
Estas asociaciones fungicas, permiten restaurar la salud del suelo, mejorar le crecimiento
de las plantas y el rendimiento de los cultivos, y hacer frente al estrés abiotico
(Vishwakarma et al., 2022). Es por ello, que los HMA, se consideran el recurso mas
importante  y poco conocido para la adquisicion de nutrimentos (macro Yy
micronutrimentos) y el crecimiento de las plantas en la agricultura. De tal forma que los

HMA mejoran la calidad fisica, quimica y biolégica del suelo (Cardoso y Kuyper, 2006).

Por otra parte, la humedad del suelo es un componente importante para el crecimiento
de los hongos, siendo influenciado por el porcentaje de humedad. Su disminucion puede
limitar directamente la disponibilidad de materia organica para los hongos, de modo que
la tasa de degradacién puede disminuir y el crecimiento de hongos del suelo puede
limitarse. Asimismo, la humedad controla la temperatura del suelo y el flujo de calor
(Cardoso y Kuyper, 2006). Lenoir et al. (2016) sefialan que la baja humedad del suelo
afecta el alargamiento de las hifas de HMA y disminuye la germinacién de las esporas.
A continuacion se mencionan las principales funciones de los macronutrimentos en

plantas.
2.18 Macronutrimentos

2.18.1 Nitrogeno
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El N es un macroelemento esencial que promueve el desarrollo de las plantas, el
rendimiento y la calidad de los cultivos. Es esencial en la biosintesis de clorofila, &cidos
nucleicos, aminoacidos y enzimas (Wang, 2020). La MO vy el nitrogeno total son dos
propiedades fundamentales para evaluar la fertilidad del suelo (Jarquin-Sanchez et al.,
2011). Es importante la materia érganica en el suelo porque regula los procesos
quimicos, influye en sus caracteristicas y la actividad bioldgica. El n esta involucrado en
diversos procesos vitales, y su deficiencia afecta el crecimiento de la planta. Las plantas
absorben el N a través de las raices del suelo, como iones disueltos de nitrato y amonio.
El ciclo global del N se constituye por las interacciones del suelo, organismos y la
atmosfera. EI N presente en los agroecosistemas procede de los restos de plantas,
abonos, estiércol, fertilizantes, nitratos liberados por las lluvias y la fijacion de N por

microorganismos (Benimeli et al., 2019).
2.18.2 Fosforo (P)

El P es un elemento esencial en los agroecosistemas para la produccion de alimentos.
Este elemento fue descubierto por Hennig Brand, un farmacéutico y alquimista aleman.
Justus Von Liebig en 1840 fue la primera persona en comprobar la importancia del P y
N para mejorar los rendimientos agricolas (Ashley et al., 2011). Desde ese momento
comenzé a utlizarse de forma rutinaria como fertilizante mineral. Antes del uso
generalizado de fertilizantes comerciales, la produccién de los cultivos dependia de los
niveles naturales de P en el suelo provenientes de la adicién de estiércol del ganado, las
inundaciones, cultivos migratorios y residuos de cultivos (Ashley et al., 2011). Un siglo
después, la agricultura industrial alteré drasticamente el ciclo biogeoquimico natural, que
recicla el P de regreso al suelo, a través de la materia vegetal en descomposiciéon
(Schipanski y Bennett, 2021). De tal forma que el P proveniente de los fertilizantes
sintéticos al fijarse en el suelo se inmoviliza y la planta no lo aprovecha. Sin este
nutrimento, el cultivo ya no tendrd un buen rendimiento vegetal ni una buena
productividad (Sinclair y Vadez, 2002). Existen diversos factores que hacen que el P no

esté disponible en el suelo, tales como: i) un bajo pH (<4) (Bordeleau et al., 1994); ii)
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presencia de aluminio (Al), Fe, Mg, silicio (Si), Ca, materia organica (MO); iii) la actividad

de los microorganismos.

En suelos acidos tropicales, existen estrategias para incrementar la disponibilidad de P
con una alta capacidad de fijacion del mismo. Una de ellas, consiste en aplicar altas
cantidades de fertilizantes fosféricos (Cordell y White, 2011). Sin embargo, esta practica
resulta insostenible, debido a que los fertilizantes presentan grandes costos y existe,
como se ha comentado, una baja eficiencia de aprovechamiento por parte de la planta
(Cordell y White, 2011). Cerca del 95% del P que se aplica en los campos agricolas se
inmoviliza, generando riesgos ambientales, y uUnicamente entre 5%-10% es
aprovechado. No obstante, el uso de inoculantes microbianos resulta una alternativa
sencilla y de facil aplicacion que mejora el uso eficiente de P, ademas de permitir la
sostenibilidad y la preservacion del ambiente. Los microorganismos juegan un papel
importante en el ciclo biogeoquimico y también hacen disponible este elemento para las
plantas. Para el caso del P, los microorganismos solubilizadores de este nutrimento
participan activamente en procesos de mineralizacién a partir de una fuente organica
(disolucion del P), en donde los HMA, especificamente ayudan a que exista una mejor

absorcion de este nutrimento (Cordell y White, 2011).
2.18.3 Potasio

Cada afio se extraen casi 32.2 x 10%? g de K de la corteza terrestre. Los depésitos de K
se encuentran principalmente en minerales evaporiticos, especialmente la silvita y halita.
También se encuentra en una variedad de minerales primarios, especialmente la
ortoclasa (feldespato), biotita y moscovita, de los cuales se libera por meteorizacion
guimica (Schlesinger, 2021). Se considera un nutriente esencial para el crecimiento y
metabolismo de las plantas y contribuye en gran medida a la supervivencia de éstas,
sobre todo bajo situaciones de estrés bidtico y abiotico, siendo importante para la
produccion y calidad de los cultivos (Wang, 2013). En plantas, asi como en los animales,
el K participa en el equilibrio osmético e idnico (Schlesinger, 2021). Los movimientos de
K son el principal determinante de la funcién estomatica en las plantas. En los seres
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humanos, el K controla el equilibrio electrolitico de la sangre y controla la contraccién de

los musculos.

Algunas plantas y bacterias del suelo acceden activamente al K de los minerales
primarios a través de la liberacion de acidos organicos. A medida que el K se lixivia de
los ecosistemas terrestres en la escorrentia, eventualmente se incorpora al mar, donde
se acumula en depdésitos de evaporita y minerales arcillosos secundarios, incluida la illita
(Schlesinger, 2021). La meteorizacién quimica proporciona el 11% de la absorcion anual
de K por parte de las plantas, frente al 1% de la deposicion atmosférica, tanto en lluvia
como en sequia. Las particulas que contienen K se pierden de las hojas de las plantas,
formando aerosoles organicos. El K se lixivia facilmente del follaje de las plantas y
comunmente es el elemento mas concentrado en las precipitaciones, debajo del dosel

de un bosque (Schlesinger, 2021).

2.19 Biotecnologia Vegetal

La Biotecnologia es una herramienta que utiliza sistemas biolégicos y organismos vivos
0 sus derivados para crear o modificar productos, con fines de mejoramiento de las
plantas, animales, o procesos para usos especificos (Convenio de Diversidad Biologica,
2022). Al hablar de agentes biolégicos o derivados bioldgicos, se refiere principalmente
a microorganismos, células de animales y plantas, enzimas, material genético aislado y
clonado (Sasson, 1989; Roca y Ramirez, 2000). La biotecnologia comprende un conjunto
de técnicas aplicables a diversas actividades de la sociedad y es multidisciplinaria e
interdisciplinaria, cuya base se fundamenta en la biologia, la quimica y la fisica.
Metddicamente y propositivamente se integra en la ingenieria, medicina, la informéatica e
incluso en las ciencias y tecnologias blandas de la economia, sociologia y la psicologia

(Hernandez-Zarate y Zamora-Castro, 2018).

La Biotecnologia presenta una interface en cada uno de estos campos y hay diferentes
categorias de la Biotecnologia, por ejemplo; la Biotecnologia de Plantas (Biotecnologia
Verde), se refiere a la relacion con las plantas, es aquella que impacta a los sectores

agricolas, ganadero y forestal. Su interés es la obtencion de nuevas variedades de
40



plantas, produccion de biofertilizantes, clonacién, asi como el cultivo in vitro y la
micropropagacion de especies horticolas, leguminosas, arboles y plantas en peligro de
extincion (Hernandez-Zéarate y Zamora-Castro, 2018). Esta biotecnologia comprende
técnicas de cultivo de tejidos in vitro que utilizan plantas, partes de las plantas o entidades
subcelulares, asi como procesos bioldgicos, para las industrias de fabricacion y servicio
(Etienne et al., 1999).

2.19.1 Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) y sus aplicaciones

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) es un conjunto de técnicas que permiten el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una
célula hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales, axénicas y controladas
(Pérez et al., 1999; Phillips y Garda, 2019). El objetivo es conseguir que las células
expresen su totipotencia, es decir, la capacidad que tienen las células vegetales de
regenerar una planta completa, tejidos, 6rganos o incluso plantas completamente

diferenciadas, cuando son separadas de un organismo de origen (Mitalipov y Wolf, 2009).

Existen dos principales vias para la regeneracion de plantas in vitro: la embriogénesis
somatica y la organogénesis. La organogénesis, se aboca a la producciéon de 6rganos
vegetales como raices o brotes y la embriogénesis somatica consiste en la formacién de
embriones a partir de células soméaticas (Pérez et al., 1999). Tanto la organogénesis
como la embriogénesis somatica se originan directamente a partir de los tejidos
parentales o indirectamente a través de la formacion de un callo, y se ven principalmente
afectadas por el tipo de explante (fragmento de la planta) y procesos de sefializacion
mediante reguladores de crecimiento de la planta (Loyola y Ochoa, 2018). Los cultivos
resultantes pueden usarse posteriormente para la produccibn masiva de plantas

micropropagadas (Espinosa-Leal et al., 2018).
2.19.2 Micropropagacion

La micropropagacion o clonacion in vitro es la propagacion asexual de plantas utilizando

técnicas de CTV (Pérez et al., 1999). Es una herramienta biotecnoldgica fiable que ha
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mostrado ventajas en comparacion con otros sistemas convencionales de propagacion.
Permite producir plantas a gran escala que son genéticamente idénticas a la planta
madre en poco tiempo, produce plantulas libres de enfermedades y de alta calidad. Otros
beneficios del CTV, es que la produccién de las plantulas de interés puede realizarse de
forma no estacional y se facilita el comercio o intercambio internacional (Pérez et al.,
1999; Malakar et al., 2022). Roca et al. (1991) argumentan, que se tiene la posibilidad de
multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie reducida, a bajos costos y
en tiempos econdmicamente costeables, exhibiendo un mayor control sobre la sanidad
del material que se propaga y la posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de
la cual sélo existan pocos individuos. Estas ventajas hacen a la propagacion in vitro una
practica comercial rentable con alto valor agregado. En la Figura 7, se muestra el proceso
de micropropagacion de cualquier especie vegetal consta de cinco etapas basicas (Pérez
et al., 1999).
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Figura 7. Esquema general de la micropropagacion y sus fases de cultivo. Fuente: elaboracion
propia.

Las etapas del proceso de micropropagacion son descritas de acuerdo con Pérez et al.
(1999) como:
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Etapa 0. Seleccion de planta madre: en esta fase se seleccionan y acondicionan las
plantas madre para asegurar el éxito de la micropropagacién, partiendo de una planta
con caracteristicas agronémicamente deseables y vigorosas. El objetivo de esta etapa

es garantizar la eficiencia en el establecimiento y desarrollo de los cultivos in vitro.

Etapa |. Establecimiento in vitro: consiste en la eleccion del tipo de explante y la
esterilizacion de éste, para iniciar el cultivo axénico. La eleccion del explante depende
de lo que se quiera generar en la etapa 2. En esta etapa el porcentaje de éxito puede ser
bajo por los problemas de adaptacion y contaminantes que la planta puede presentar.
Sin embargo, es muy poco el material vegetal que se necesita para iniciar la siguiente

etapa.

Etapa II. Multiplicacion de tejido: se realiza de manera concreta la micropropagacion
donde se obtiene un gran nimero de brotes nuevos a partir de los explantes establecidos.

Etapa lll. Elongacién y enraizamiento: se pretende que los brotes generados en la
multiplicacion crezcan y desarrollen un sistema radical para hacer mas facil su manejo y

adaptacion a un ambiente ex vitro.

Etapa IV. Aclimatizacidn: su objetivo principal es lograr la adaptacion de las plantulas al
momento del trasplante y el inicio del crecimiento ex vitro. En esta etapa las plantulas in
vitro pasan a condiciones externas, para la cual deben tomarse en cuenta caracteristicas
importantes; humedad relativa, incremento paulatino en la intensidad luminosa, trabajar

bajo condiciones higiénicas para el control de microorganismos.
[l OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes dosis del hongo micorrizico arbuscular (Glomus
intraradices) sobre el desarrollo ex vitro de plantulas de Stevia rebaudiana Bertoni

durante la aclimatizacion.
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3.2 Objetivos especificos

1. Medir el desarrollo ex vitro de las plantulas de estevia bajo diferentes dosis de HMA.

2. Analizar el contenido de clorofila y carotenoides en plantulas ex vitro de estevia bajo
diferentes dosis de HMA.

3. Determinar la cantidad de macro y micronutrimentos absorbidos en las plantulas ex
vitro de estevia inoculadas con diferentes dosis de HMA.

4. Medir la colonizacién micorrizica de estevia por microscopia éptica de campo claro.

IV HIPOTESIS
4.1 Hipotesis general

La aplicacion de hongos micorrizicos arbusculares (Glomus intraradices) inoculados al
sustrato, tendrd un efecto positivo sobre la supervivencia, colonizacién, desarrollo y
fisiologia en plantulas ex vitro de Stevia rebaudiana Bertoni durante la etapa de

aclimatizacion.
4.2 Hipoétesis especificas

1. La endomicorriza (G. intraradices) adicionada al sustrato, tienen un efecto positivo en
las variables de porcentaje de supervivencia de las plantulas, longitud de la plantula y
raiz, nimero de ramas y raices, numero de hojas por rama, longitud de las ramas, peso

fresco y seco de la plantula y raiz.

2. La aplicacion de la endomicorriza (G. intraradices) incrementa el contenido de clorofila

y carotenoides en plantulas ex vitro de estevia.

3. Eluso de G. intraradices aumenta el contenido de nutrimentos en plantulas de estevia

micorrizadas durante la aclimatizacion.
4. G. intraradices coloniza las raices de estevia durante la aclimatizacién ex vitro.

V MATERIALES Y METODOS
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El trabajo experimental fue desarrollado en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
del Colegio de Posgraduados Campus Cordoba en el periodo de octubre de 2021 a
agosto de 2022. El tipo de estudio de esta investigacion es experimental, se basa en el

meétodo hipotético-deductivo.
5.1 Tratamientos y Disefio experimental

El estudio fue realizado bajo un disefio completamente al azar utilizando 32 plantulas por
tratamiento. Todos los experimentos (tratamientos) fueron realizados por triplicado. De
cada tratamiento se tomaron 10 plantulas de forma aleatoria.

5.2 Variables a evaluar

Se tomaron datos de supervivencia, altura de la planta, nUmero de hojas, nimero de
raices, longitud de la raiz. Ademas, se registr6 el porcentaje de materia fresca y seca, y
porcentaje de colonizacion. En el andlisis foliar se determiné Nitrogeno (N), Fosforo (P),
Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Hierro (Fe), Cobre (Cu), Zinc (Zn), Manganeso

(Mn) y Boro (B). También se analiz6 el contenido de clorofila y carotenoides en las hojas.
5.3 Material vegetal y establecimiento in vitro

Se utilizaron plantulas jévenes de Stevia rebaudiana Bertoni cultivar Morita Il de tres
meses de edad. Para el establecimiento in vitro, los explantes fueron esquejes de 2 cm
de longitud con dos yemas axilares cada uno. Los esquejes se desinfectaron con jabén
comercial Axion® (Mission Hills, S.A. de C.V., San José Iturbide, Gto, MX) y se lavaron
con flujo lento de agua corriente durante 10 min. Posteriormente, en campana de flujo
laminar, se sumergieron en etanol al 70% (v/v) durante 1 min y posteriormente en una
solucion al 15% (v/v) de cloro comercial Cloralex™ (Industrias Alen, S.A. de C.V., Santa
Catarina, N.L, MX) (5% de i.a.) con dos gotas de Tween 20® (Sigma-Aldrich® Chemical
Company, MO, USA) por cada 100 mL de agua durante 10 min. Finalmente, los esquejes
se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Los explantes se sembraron en
tubos de ensayo (22 x 150 mm) que contenian 10 mL de medio de cultivo Murashige and

Skoog (1962) (MS) suplementado con 1 mg L~ de 6-Bencilaminopurina (BAP, Sigma-
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Aldrich®). El pH del medio se ajustd a 5.8 y se afiadieron 2.5 g L= de Phytagel ™ (Sigma-
Aldrich®) como agente gelificante. Se esteriliz6 en autoclave durante 15 min a 120 °C y
115 kPa. Los explantes se incubaron a 24 + 2 °C, bajo irradiancia de 40 + 5 ymol m™2 s™'
y un fotoperiodo de 16 h luz: 8 h oscuridad. Después de un mes de cultivo, los brotes
obtenidos se cortaron en segmentos axilares de 2 cm de longitud y se transfirieron a
frascos de 500 mL conteniendo 40 mL de medio de cultivo MS suplementado con 2 mg

L~" BAP. Los cultivos se incubaron bajo las condiciones antes mencionadas.
5.4 Inoculacién de hongos micorrizicos y condiciones del cultivo

La inoculacion con HMA se llevé a cabo en condiciones ex vitro bajo invernadero
utilizando brotes obtenidos en la fase de multiplicacién, con 2 cm de longitud, dos hojas
y sin sistema radical. Los HMA utilizados fueron de la especie Glomus intraradices
(Biofertilizante INIFAP®, Chiapas, MX). La asociacion planta-hongo (micorriza) se llevd
en charolas de polipropileno de 32 cavidades con un sustrato conformado por composta,
turba y agrolita (2:1:1 v/v). El sustrato fue esterilizado previamente en autoclave durante
30 min a 120 °C y 115 kPa. Posteriormente, los brotes de estevia se inocularon con G.
intraradices a diferentes dosis (0, 50, 150, 300 y 450 esporas por plantula). Los brotes
inoculados de estevia se cubrieron con un domo translicido para controlar las
condiciones de humedad. Las plantulas inoculadas se mantuvieron en condiciones de
invernadero con 60% sombra a 30 £ 2 °C, humedad relativa del 60 £ 10% y luz natural a
una irradiancia de 80 + 10 ymol m™ s™' durante 4 semanas. Posteriormente, a las
plantulas se les retir6 el domo y se mantuvieron en condiciones de invernadero a una
temperatura de 35 £ 2 °C, humedad relativa del 30% y luz natural a una irradiancia de
150 + 10 umol m=2 s™" durante un mes. A lo largo del experimento, se le aplicé riego con
agua de osmosis cada tercer dia durante 60 dias. Transcurridos 60 dias de
aclimatizacion en invernadero, se evalud el porcentaje de supervivencia, altura de la
plantula y raiz, niumero de hojas y raices, longitud de la raiz y peso fresco y seco de la
plantula. El peso seco se determind utilizando un horno de secado (Felisa, FE292, JAL,
MX) a una temperatura de 75 °C durante 72 h. El contenido de materia seca se calculd

utilizando el peso seco/peso fresco x 100. También, se evalud el porcentaje de
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colonizacion, contenido de clorofila total, carotenoides y el contenido de
macronutrimentos (N, P, K, Ca y Mg) y micronutrimentos (Fe, Cu, Zn, Mn y B).

5.5 Caracterizacion micorrizica y porcentaje de colonizacion

Caracterizacion de la micorriza. Para visualizar el efecto de las diferentes dosis de HMA
se tomaron 10 muestras de segmentos de las raices de 1 cm de longitud. Las muestras
de raiz se lavaron tres veces con agua corriente para eliminar la tierra, y luego se
sumergieron en KOH (hidréxido de potasio) (Avantor™ Performance Materials, S.A de
C.V., Ecatepec de Morelos, Edo. de Méx. MX) al 10% durante 90 min a 90 °C. Se elimind
el sobrenadante y se lavaron con agua corriente. Se sumergieron en HCI (4cido
clorhidrico) (Productos Quimicos Monterrey S.A. de C.V., Monterrey, N.L, MX) al 2% por
5 min a temperatura ambiente. Finalmente, se tifieron con azul de metileno al 0.05% por
10 min a temperatura ambiente (25 °C). Las muestras se observaron bajo un microscopio
compuesto VE-M5LCD (Velab Co, Texas, USA) usando el objetivo 40X/0.65. El registro
de imagenes se realizé a través del software ZEN 3.4 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Munich, Baviera, DEU).

Porcentaje de colonizacién. Para determinar el porcentaje de colonizacion de HMA se
utilizaron diez segmentos de raices de un cm por tratamiento. A partir de las
observaciones microscopicas, los porcentajes de colonizacion se realizaron mediante la
siguiente formula: Porcentaje de colonizacion de la raiz (%) = (No. de segmentos de
raices infectadas/No. de segmentos de raiz examinados) x 100. Posteriormente, se
tomaron muestras de 1 cm de raiz y se observaron en el microscopio compuesto VE-
M5LCD.

5.6 Contenido de clorofila total y carotenoides

El contenido de clorofila total se determin6 de acuerdo con Harborne (1973). Para cada
muestra, se macero 1 g de materia fresca con acetona al 80% y se dejo reposar a -4 °C
por 24 h. Después, la mezcla se filtr6é con papel filtro No. 41, se ajustd a un volumen de
25 mL con acetona al 80%. Se utilizaron 2 mL por muestra y se leyeron a una

absorbancia de 663 y 645 nm para clorofila a y b, respectivamente. Las lecturas se
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realizaron en un espectrofotometro (Genesys 10 S, Thermo Scientific; MA, USA).
Mientras que, el contenido de carotenoides (B—caroteno) se determind por el método

propuesto por Biehler et al. (2010) a una absorbancia de 450 nm.
5.7 Contenido de macro y micronutrimentos

Para determinar el contenido de nutrimentos, las muestras se secaron a 70 °C en un
horno de secado (Felisa) durante 72 h y se pulverizaron las hojas en un minimolino de
tejido vegetal (Oster 6832, Wisconsin, USA). Las muestras fueron sometidas a digestion
hameda en una mezcla de acidos perclérico y nitrico en una proporcion de 2:1 (v/v),
segun el protocolo descrito por Alcantar y Sandoval (1999). Para determinar las
concentraciones de macronutrimentos (N, P, K, Ca y Mg) y micronutrimentos (Fe, Cu,
Zn, Mn y B), los extractos se analizaron utilizando un espectrometro de emisién éptica
de induccion de plasma acoplado (ICP-OES, Varian 725-ES, Agilent; Mulgrave, Victoria,
AUS). La concentracion de N se determiné por el método semi-microkjeldahl de acuerdo

con el protocolo descrito por Bremner (1965).
5.8 Anélisis estadistico

Se realiz6 una prueba estadistica de analisis de varianza (comparacion de medias)
seguido de una prueba de Tukey (nivel de significancia p < 0.05) utilizando el software
estadistico SPSS Statistics V22.0 (Windows). Los datos porcentuales se transformaron

con la férmula Y = arcoseno (V (x / 100)), donde x es el valor porcentual.
VI RESULTADO

6.1 Porcentaje de supervivenciay colonizacion micorrizica
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Los resultados en este estudio muestran un efecto positivo de los HMA sobre el
porcentaje de colonizacion de esporas y supervivencia de las plantulas ex vitro (Figura 8
a y b). La mayor colonizacién de esporas se obtuvo en las dosis de 450 esporas por
plantula; y la menor con en el tratamiento control (Figura 8a). Respecto a la
supervivencia, el mayor porcentaje se obtuvo en la dosis de 150 esporas por plantula
que es el 96. 6%; mientras que el menor porcentaje de supervivencia se registré con el
tratamiento control y con la dosis de 450 esporas por plantula; 76.6 y 73.3%,
respectivamente. La diferencia fue significativa (Figura 8b). Una colonizacién mayor al

36 % es nociva (afecta a supervivencia) para las plantulas.
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Figura 8. Efecto del hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices) sobre a) colonizaciéon y
b) supervivencia evaluados a los 60 dias de cultivo ex vitro de estevia (Stevia rebaudiana
Bertoni). Se realiz6 una prueba estadistica de andlisis de varianza (ANDEVA). Las barras

representan la media = error estdndar. Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (Tukey, p < 0.05).
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En la Figura 9 se muestra la colonizacion de esporas de G. intraradices en raices de
plantulas de S. rebaudiana.
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Figura 9. Colonizacion por Glomus intraradices en raices de plantulas de estevia (Stevia
rebaudiana Bertoni) ex vitro a los 60 dias después de la inoculacién con esporas: a) plantulas no
micorrizadas; b) 50 esporas por plantula; c) 150 esporas por plantula; d) 300 esporas por plantula;
y e) 450 esporas por plantula. Estructuras tipicas de hongos, como hifas intracelulares (ih);
esporas (sp). Barras negras = 100 pm.

6.2 Efecto micorrizico sobre el desarrollo ex vitro

Al medir el efecto de G. intraradices sobre las variables de desarrollo en plantulas de S.
rebaudiana, se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los diferentes
tratamientos de dosis de esporas por plantula (Cuadro 7 y Figura 10). Para la variable
altura, las plantulas de mayor altura se obtuvieron con el tratamiento de 150 esporas por
plantula; y la menor altura con el control. Respecto a la variable nimero de hojas, la
mayor cantidad se encontrd en los tratamientos con 50 y 150 esporas por plantula; y el
menor niumero de hojas con el tratamiento control. En cuanto al nimero de raices por
plantula, la mayor cantidad se obtuvo en la aplicacion de 150 esporas por plantula;
mientras que la menor cantidad de raices se observo en el control. La longitud de la raiz
fue significativamente mayor en los tratamientos donde se aplicaron HMA (50, 150, 300
y 450 esporas por plantula), respecto al tratamiento control (plantulas no micorrizadas)

gue mostré la menor longitud de raiz (Figura 11).
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En cuanto a las variables de biomasa, los mayores pesos frescos y secos se tuvieron en
las dosis de 50 y 150 esporas por plantula; mientras que el menor peso fresco y seco se
obtuvo con el tratamiento control. En ambas variables, los valores fueron
significativamente mayores en todos los tratamientos donde se aplicaron HMA (50, 150,
300 y 450 esporas por plantula), respecto al tratamiento control. EI mayor desarrollo de
S. rebaudiana, se logré con la dosis 6ptima de 150 esporas por plantula, logrando mayor
altura, mayor numero de hojas y raices, en relacion a los otros tratamientos y el control,

mientras que los tratamientos micorrizados mostraron la mayor longitud de raices.

Cuadro 7. Efecto del hongo micorrizicos arbuscular (G. intraradices) sobre variables de
desarrollo en plantulas de estevia (S. rebaudiana Bertoni) durante la etapa de aclimatizacion.

Dosis Altura No. de No. de raices  Longitud de Peso Peso seco
HMA (cm) hojas por plantula la raiz fresco (g) (9)
(esporas/ (cm)
plantula)
0 10.9+0.5° 234+ 1.4° 9.3+0.5° 10.9+05° 3.6+0.3° 0.4=%0.0°
50 13.8+0.5° 36.0+1.3? 12.3+0.8° 148+05* 79+06% 11+0.12
150 16.5+0.42 38.7+2.0? 14.6 £0.52 15.7+05* 83+x04* 1.1+0.12
300 154 +0.5% 29.6+14°> 12.9+0.4® 15.7+0.5* 6.6+0.3% 0.8=+0.1°
450 14.4+05° 299+ 14° 12.0 £ 0.4° 147+04% 6.1+04°> 0.8+0.1°
Los valores representan la media * error estdndar. Medias con letras diferentes son

significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).
En esta etapa de aclimatizacion la dosis que mejor respondio al cultivo estevia fue a dosis
de 150 esporas por plantula, lo que podria deberse al efecto beneficioso de la micorriza
al proporcionar mayor absorcién de agua y nutrimentos ayudando a las plantulas a
adaptarse mejor al estrés del trasplante y a los patdgenos de las raices (Parkash et al.,
2011). A dosis de 300 y 450 esporas por plantula, tuvieron efectos negativos sobre la
supervivencia, de acuerdo a Wu et al, (2021) determinaron que a dosis altas de
inoculante micorrizico no son apropiadas para el establecimiento de una interaccion
simbidtica entre los HMA y las raices de las plantulas debido a un efecto toxico del hongo

sobre la planta que puede afectar la supervivencia y desarrollo.
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Figura 10. Efecto del hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices) sobre variables de
desarrollo en plantula de estevia (S. rebaudiana Bertoni) durante la etapa de aclimatizacion. a)
peso seco y fresco de la plantula, b) nimero de hojas y raices por plantula, y c) altura de la
plantula y longitud de la raiz.
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Figura 11. Efecto de hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices) sobre el desarrollo ex
vitro de plantulas de estevia (S. rebaudiana Bertoni) durante la etapa de aclimatizacion. a)
plantulas no micorrizadas; b) 50 esporas por plantula; c) 150 esporas por plantula; d) 300 esporas
por plantula; y e) 450 esporas por plantula. Barras blancas = 5 cm.

6.3 Clorofila total y carotenoides

Al analizar el efecto de G. intraradices sobre el contenido de clorofila total y carotenoides
de S. rebaudiana se encontraron diferencias entre tratamientos (Figura 12). EI mayor
contenido de clorofila se determiné con los tratamientos de 150, 300 y 450 esporas por
plantula; y la menor concentracion en el tratamiento control (Figura 12a). Para el
contenido de carotenoides, el valor mas alto se determiné en los tratamientos de 150,
300 y 450 esporas por plantula; mientras que los valores significativamente menores se

tuvieron en los tratamientos de 0 y 50 esporas por plantula (Figura 12b).

53



Clorofila total (mg g~ ' PF)

1.6 1 a) 16 1 b)
L
a a a o o a a a
1.2 1 ab = 124 p ] = =
I £ B e 5 T
= ()]
0.8 A E 8 -
o
C
2
0.4 o 4 -
©
Q@
(o}
0 0
0 50 150 300 450 0 50 150 300 450
Dosis (esporas/plantula) Dosis (esporas/plantula)

Figura 12. Efecto del HMA (Glomus intraradices) sobre el contenido de: a) clorofila total; y b) B-
caroteno de plantulas de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) durante la etapa de aclimatizacion.
Las barras representan la media + error estandar. Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

6.4 Contenido de macro y micronutrimentos

Se registré un efecto de los HMA sobre el contenido de nutrimentos, a excepcion del By
K (Cuadro 8). Para los macronutrimentos N y P, el mayor contenido se encontr6 en los
tratamientos con 50 y 150 esporas por plantula. EI menor contenido de N se determiné
en el tratamiento control; mientras en P el menor contenido se tuvo en el tratamiento
control, y en los tratamientos con 300 y 450 esporas por plantula. El K mostré diferencias
estadisticas significativas entre el control y todos los tratamientos con micorrizas (50,
150, 300 y 450 esporas). El valor mas alto se presento en el tratamiento control, y el valor
mas bajo con 450 esporas por plantula. Para el caso de Ca, los contenidos mas altos se
obtuvieron en los tratamientos con 50 y 150 esporas por plantula; mientras que el menor
contenido se tuvo en la dosis de 450 esporas por plantula. Las concentraciones de Mg
oscilaron entre 3.04 mg kg peso seco y 4.56 mg kg peso seco. El mayor contenido se
tuvo en el tratamiento de 150 esporas por plantula, y el menor en el tratamiento control.
Respecto a los micronutrimentos, los contenidos de Fe y Zn en los tratamientos con
micorrizas fueron significativamente mayores (p < 0.05) a los obtenidos en el tratamiento
control. Para el Cu, las concentraciones mas altas se encontraron en los tratamientos
con 0, 50y 150 esporas por plantula, siendo estos valores significativamente mayores (p
< 0.05) que los obtenidos en 300 y 450 esporas por plantula. Para el caso de Mn, el
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mayor contenido se obtuvo en las dosis de 50 y 150 esporas por plantula; mientras que
el menor contenido de este nutrimento se obtuvo en el tratamiento control. El B fue el
unico nutrimento que no mostro diferencias significativas entre tratamientos. A dosis de
50 esporas (HMA) por plantula los macronutrimentos de N, P, Cay Mn en las hojas fueron
mayores. En plantulas inoculadas con HMA, los micronutrimentos de Fe y Zn fueron
mayores. EI Mg aumenta en las hojas a dosis mayor e igual de 150 esporas por plantula.
El Cu es mayor en el control y en a dosis de 50 y 150 esporas de HMA por plantula. ElI K
dismuye en las hojas cuando las pantulas son inoculadas con HMA. El B no tuvo

diferencia entre el control y tratamientos con HMA.

Cuadro 8. Efecto del hongo micorrizico arbuscular (Glomus intraradices) sobre el contenido
de macronutrimentos y micronutrimentos de plantulas de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni)
ex vitro durante la etapa de aclimatizacién a los 60 dias de cultivo.

HMA Macronutrimentos (g kg™ peso seco)
(esporas/ N
plantula) P K Ca Mg
0 25.86 £ 0.90° 2.89+0.11° 16.44 +1.108 4.39+0.12° 3.04+0.11°
50 42.68 +1.50* 4.10+0.162 11.46+1.32° 4.99 +0.08% 3.59 + 0.23"
150 44.65 + 1.042 4.44 = 0.242 8.93+1.10° 5.04+0.13? 4.56 = 0.202
300 32.09+1.07° 3.03x0.17° 8.21+0.21° 4.06 + 0.07" 4.13 £ 0.312
450 32.94+1.08" 2.84+0.12° 5.13+0.33° 3.91+0.12° 4.15 + 0.28%
Micronutrimentos (mg kg~ peso seco)
Fe Cu Zn Mn B
0 67.12 + 3.13° 9.88+0.90% 45.85+1.93" 48.44+1.96° 37.92+1.812
50 86.60 + 2.522 9.70+£0.52* 60.80+2.81* 90.66+5.88* 31.83+1.45%
150 89.42+4.20*° 10.30+0.76* 61.89+2.05* 96.14+4.25% 37.28+1.89°
300 83.82 + 2.952 6.85+0.16° 57.85+2.04% 67.74+299> 31.53+1.892
450 95.33 £ 2.522 7.15+0.27° 56.36+2.87* 70.20+3.52° 31.06 + 1.502

Los valores representan la media = error estandar.
significativamente diferentes (Tukey, p <0.05).

Medias con letras diferentes son

VII DISCUSION

7.1 Efecto de las micorrizas sobre el desarrollo ex vitro

Los resultados obtenidos demuestran el efecto de diferentes dosis de micorrizas sobre

las variables de desarrollo evaluadas. La dosis recomendada por plantula es de 150

esporas. El efecto positivo de esta dosis sobre el desarrollo podria deberse a que con el

34% de colonizacion se logra una adecuada interaccion simbi6tica, lo que pudo favorecer

procesos fisiolégicos de la planta como la eficiencia fotosintética y la absorcién de
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nutrimentos. Esta condicion permitid un crecimiento adecuado de la plantula en sus
primeras etapas de desarrollo y demostro un efecto sobre la supervivencia.

Los efectos fisiologicos positivos y de supervivencia en plantas inoculadas con HMA han
sido reportados en especies como cafa gigante (Arundo donax L.) (Tauler y Baraza,
2015), maiz (Zea mays L.) (Fasusi et al., 2021), estevia (Stevia rebaudiana) (Zewalil et
al., 2021), chile poblano (Capsicum annum) (Almaraz-Suarez et al., 2021) y lechuga
(Lactuca sativa L.) (Rasouli et al., 2022). Sin embargo, los efectos de las micorrizas en
el desarrollo dependen de la especie del hongo, la dosis de HMA y la especie de planta
huésped (Wang et al.,, 2020; De Oliveira et al., 2022). Tauler y Baraza (2015)
encontraron, en plantas de A. donax inoculadas con Glomus intraradices y Glomus
mosseae (dosis de 125 esporas por planta) un aumento del crecimiento y la
supervivencia del 100% durante la etapa de aclimatizacion. Almaraz-Suarez et al. (2021)
observaron un aumento significativo de la biomasa seca en plantas C. annum inoculadas
con un consorcio de HMA (Funneliformis geosporum y Claroideoglomus sp.) a una dosis
de 477 esporas por planta. Rasouli et al. (2022) obtuvieron en plantas de L. sativa
inoculadas con Glomus mossae y Ascophyllum nodosum, un mayor nimero de hojas,
peso fresco y seco de raices y peso seco de hojas, en comparacion con el testigo. Hijri
(2016) en papa (Solanum tuberosum) obtuvo un aumento en el rendimiento al inocular
con Rhizophagus irregularis a una dosis de 70 esporas por semilla. En este sentido,
Sales et al. (2018) sefialan que la inoculacion de HMA influye en la acumulacion de
biomasa aérea y radicular.

Recientemente, Moreno-Hernandez et al. (2022) mencionan que el efecto negativo sobre
el desarrollo a las dosis mas altas de micorriza podria deberse a una interrupcion de la
simbiosis ocasionada por la colonizacion excesiva en la raiz. Harrison (2005) menciona
gue los HMA son biétrofos obligados que viven simbidticamente en las raices de las
plantas; habitan en las células corticoides de la raiz y obtienen carbono (C) de la planta
huésped. Los HMA transfieren nutrimentos del suelo a la raiz de las plantas, promueven
la conduccion de agua, contribuyen a un aumento en la tasa fotosintética, fortalecen el
sistema de defensa contra agentes patdégenos, aumentan el indice de tolerancia al estrés

abidtico y promueve la sintesis de hormonas de crecimiento del tipo auxinas, citoquininas
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y giberelinas (Khalil et al., 2011; Giovannetti et al., 2015; Tauler y Baraza, 2015; Diagne
et al., 2020).

En este estudio, los brotes obtenidos in vitro se desarrollaron en condiciones de cultivo
con el medio MS, a patrtir de la adsorcidn de carbohidratos, nutrimentos y vitaminas, con
un comportamiento fotomixotrofico, pasando de condiciones heterétrofas a autotrofas
durante la etapa de aclimatizacion. Probablemente, al mejorar la capacidad de fijacion
de CO:2 a través de micorrizas, se podria facilitar el autotrofismo para contribuir a la
supervivencia y desarrollo en la fase de aclimatizacion. Los HMA pueden contribuir a un
ajuste o acoplamiento a las condiciones ambientales ex vitro. Aunado a ello, Branco et
al. (2022) mencionan que los HMA pueden conferir a las plantas mecanismos de

tolerancia al estrés, permitiéndoles prosperar bajo condiciones adversas.
7.2 Contenido de clorofila total y carotenoides

En todos los tratamientos con micorrizas presentaron un incremento en el contenido de
clorofila. La acumulacién de clorofila en plantulas inoculadas con micorrizas ha sido
reportada en varias especies como cebada (Hordeum vulgare L.) (Hajiboland et al.,
2019), maiz (Zea mays) (Sun et al., 2021), sandia (Citrullus lanatus L. cv. Qilin) (Wu et
al., 2021), lechuga (Lactuca sativa L.) (Yan et al., 2021), salvia (Salvia officinalis L.)
(Ostadi et al., 2022) y cafia de azUcar (Saccharum spp.) (Juntahum et al., 2022). En un
estudio realizado por Janah et al. (2021) en plantas de S. rebaudiana inoculadas con
Glomus sp., Sclerocystis sp. y Acaulospora sp., a una dosis de 75, 45 y 5 esporas por
planta, respectivamente, la colonizacion micorrizica aumentd la concentracion de
pigmentos fotosintéticos. De acuerdo a Wu et al. (2021) en C. lanatus observaron que,
al utilizar un consorcio de micorrizas vegetales a una dosis de 300 esporas por planta,
aumento el contenido de clorofila y la tasa fotosintética. Sun et al. (2021) demostraron
gue al inocular plantas de Z. mays con Funneliformis mosseae a una dosis de 1000
esporas por planta, aumenté el contenido de clorofila y tasa fotosintética. Juntahum et al.
(2022) al inocular plantas de Saccharum spp. con Glomus sp., Rhizophagus clarus y
Acaulospora denticulata a una dosis de 100 esporas por planta, no encontraron

diferencias en el contenido de clorofila. En este estudio, el aumento en el contenido total
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de clorofila en dosis de 150, 300 esporas por plantula podrian estar relacionado con
mayor actividad fotosintética como consecuencia de una colonizacién eficiente. De
acuerdo a Baltazar-Bernal et al. (2022) la variacién en el contenido de clorofila es un
factor importante que determina indirectamente la capacidad fotosintética y, por lo tanto,

el crecimiento de la planta.

En relacién a los carotenoides, las plantulas de estevia mostraron un aumento a
diferentes dosis de micorrizas, siendo mayor el contenido de carotenoides cuando las
plantulas fueron tratadas con micorrizas 150, 300 y 450 esporas por plantula. La
acumulacion de carotenoides en plantulas inoculadas con micorrizas ha sido reportada
en varias especies como sandia (Citrullus lanatus L.) (Ye et al., 2019) y melon (Cucumis
melo) (Meddich et al., 2021). Ye et al. (2019) encontraron que en C. lanatus inoculado
con Funneliformis mosseae a una dosis de 700 esporas por plantula, el contenido de
carotenoides aument6. Meddich et al. (2021) sefialan que en C. melo, al utilizar un
consorcio de micorrizas con Glomus sp. a una dosis de 44 esporas por planta, el
contenido de carotenoides aumenté. De acuerdo con Sun et al. (2022), los carotenoides
funcionan como captadores de luz para la fotosintesis, absorbiendo energia luminosa y
transfiriéndola a las clorofilas en un rango de absorcion de 450 a 550 nm. Segun Moreno-
Hernandez et al. (2022), un estado nutricional adecuado ocasionado por HMA promueve
un aumento en el contenido de pigmentos fotosintéticos y la eficiencia fotosintética.

7.3 Caracterizacion micorrizica

La caracterizacion de la interaccion micorriza-estevia demostré una eficiente asociacion
simbidtica entre ambos simbiontes a dosis de 150 esporas por plantula. Esta asociacion
se debe a que, en presencia de un huésped compatible, el hongo y la planta intercambian
varias sefiales que inician el proceso celular simbiético. Ademas, los HMA ofrecen a las
plantas una ventaja mutualista. Sin embargo, un exceso de hifas como resultado del
aumento de la colonizacion podria causar competencia por espacio, agua y nutrimentos.
Respecto al bajo porcentaje de colonizacion en dosis de 0 y 50 esporas por plantas pudo
ser ocasionada por una baja esporulacién y desarrollo de esporas. De acuerdo con Kiers
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et al. (2000) las diferentes especies de HMA deben influir en la supervivencia,
colonizacion y crecimiento de las diferentes especies de plantas hospederas. Liu et al.
(2021) demostré que en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) inoculadas con
Funneliformis mosseae a 200 esporas por planta, se promueve una mayor capacidad
fotosintética, un 85.2% de colonizacion radicular y aumenta la absorcion de nutrimentos
de las plantas (N, P y K). Moreno- Hernandez et al. (2022) al inocular cafia de azUcar
con Glomus intraradices a dosis de 50 y 100 esporas por plantula, obtuvieron 30% y 58%
de colonizacion, respectivamente, logrando mejorar el desarrollo de las plantulas. Sin
embargo, Wu et al. (2022) argumenta que una dosis alta de inoculante micorrizico no es
apropiada para el establecimiento de una interaccién simbiotica entre los HMA vy las
raices de las plantas debido a un efecto téxico del hongo que podria afectar la

supervivencia y desarrollo de la planta.
7.4 Contenido de macro y micronutrimentos

La inoculacion de HMA tuvo efecto sobre el contenido de macro y micronutrimentos en
las plantulas de estevia cultivadas ex vitro. Las dosis de 50 y 150 esporas por plantula
aumentaron significativamente el contenido de P y N, esto podria deberse a la adecuada
colonizacion de las raices por los HMA que absorben estos nutrimentos por las hifas
extraradicales. EI N es un macronutrimento importante para el crecimiento de las plantas
(Miransari, 2011), necesario para la sintesis de la clorofila (Shi et al., 2022), aminoacidos,
proteinas, paredes celulares, membranas y &cidos nucleicos (Guo et al., 2022). De
acuerdo con Reynolds et al. (2005) un mayor contenido de N en las plantas micorrizadas
es consecuencia de una mejor nutriciébn. Mientras que, el P es un nutrimento esencial
para el crecimiento de las plantas y metabolismo de los &cidos nucleicos. Los HMA son
capaces de secretar enzimas fosfatasas, que catalizan y liberan P para el beneficio de
las plantas (Tshibangu et al., 2020). En cuanto al K, el mayor contenido de este elemento
se obtiene en las plantulas control. De acuerdo con Pallon et al. (2007), el potasio se
acumula en cantidades significativas en las esporas de HMA. Olsson et al. (2008)
demostraron que en las hifas fungicas y las vesiculas se tiene un alto contenido de

potasio, donde estas ultimas funcionan como un érgano de almacenamiento. El K es un
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elemento esencial para la sintesis de proteinas y activas enzimas involucradas en el
metabolismo de los carbohidratos (Hasanuzzaman et al., 2018; Ali et al., 2021),
desempeiia un papel importante en diversos estreses abidticos como la sequia,
salinidad, toxicidad por metales y temperaturas altas o frias (Hasanuzzaman et al., 2018).
En cuanto al Ca y Mn, el mayor contenido se obtiene a dosis de 50 y 150 esporas por
plantula. Esto pudo deberse a una eficiente colonizacion sin afectar la interaccion
ecoldgica. Respecto al bajo contenido de Ca, en 450 esporas por plantula pudo deberse
a un exceso en la colonizacion, ocasionando competencia por este elemento. El Ca es
un elemento principal esencial para las plantas, se requiere para funciones estructurales
en la pared celular y las membranas (White y Broadley, 2003). El alto contenido Mg en
dosis de 150 esporas por plantula podria atribuirse al aumento de clorofila en este
tratamiento, que es un elemento esencial para la sintesis de clorofila. El contenido de Fe
aumenta en las plantulas micorrizadas, ya que de acuerdo con Clark y Zeto (2000), las
hifas producen sideréforos y crecen en mayores volumenes de suelo, obteniendo acceso
a mas nutrimentos. El Fe juega un papel importante en la activacion de varios sistemas
enzimaticos como el de la hidrogenasa fumarica, catalasa, oxidasa y citocromos
(Khalediyan et al., 2021). En plantulas control y dosis de 50 y 150 esporas, aumento el
contenido de Cu. De acuerdo con Hristozkova et al. (2016); Merlos et al. (2016) la
inoculacién de HMA puede dificultar la absorcion de metales pesados por las plantas. El
Cu juega una funcién importante en la asimilacion del CO2 y produccion de ATP (Marques
et al., 2018). ElI Cu constituye diversas proteinas como la plastocianina del sistema
fotosintético, y el citocromo oxidasa de la cadena de transporte de electrones (Kumar et
al., 2021). Sin embargo, este elemento en exceso, puede intoxicacion en las plantas (Fu
et al., 2022). El mayor contenido de Zn en plantulas tratadas con micorrizas se debid
probablemente a que este micronutrimento es puesto a disposicion por las micorrizas. El
Zn tiene varias funciones en las plantas, como el metabolismo de proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos, lo que compromete no solo el rendimiento sino también

a la calidad de las plantas (Bhantana et al., 2022).
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Cheng et al. (2022) al inocular naranjas Newhall navel (Citrus sinensis Osbeck cv.
Newhall) con D. versifromis y Diversispora spurca a dosis de 9 600 esporas por arbol,
observaron que la inoculacion fungica, mejoré la calidad externa de la fruta y aumento el
contenido de K, Mg y Mn con D. versifromis y el contenido de Cu, Zn, Ky Mg con D.
spurca, en comparacion con los controles no inoculados. Moreno-Herndndez et al. (2022)
al inocular cafia de azucar con G. intraradices a dosis de 50 y 150 esporas por planta,
encontraron un incremento en el contenido de Mg, Fe y Cu. De acuerdo a Allen (2011),

la extension de las hifas de los HMA, les permite obtener mayores nutrimentos del suelo.

En este estudio se observé que las diferentes dosis de HMA, tienen un efecto sobre el
contenido de macro y micronutrimentos. La deficiencia de algunos elementos en
plantulas puede explicarse por una competencia, debido a que es una asociacién
obligada para el hongo, pero no para la planta. Los resultados obtenidos en este estudio
tienen una importancia practica en la fase de aclimatizacién durante la micropropagacion.
La inoculacién de G. intraradices a diferentes dosis tienen un efecto sobre el porcentaje
de colonizacion, supervivencia, crecimiento, contenido de clorofilas, carotenoides y el
estado nutricional de las plantulas ex vitro de S. rebaudiana. La dosis de 150 esporas
por plantula de HMA, con el 34% de colonizacion, mejoro el desarrollo y las diferentes
variables fisiol6gicas evaluadas; mientras que, a dosis de 0 y 450 esporas por plantula,
con 0 y 44% de colonizacion, respectivamente, se obtuvo una menor tasa de
supervivencia y escaso desarrollo. Lo que confirma, que el efecto de los HMA sobre el
crecimiento de la planta huésped depende del porcentaje de colonizacion micorrizica
(Lotfi et al., 2019).

Normalmente la aclimatizacién requiere de 6 semanas después de trasplantar los brotes
de in vitro al invernadero. Durante este periodo, se inicia la infeccion de colonizacion de
los HMA vy los huéspedes. Aproximadamente a los 2 meses las plantulas de estevia
tienen el tamafio adecuado en la aclimatizacién para el trasplante a campo. Por otra
parte, los HMA, juegan un papel importante en la nutricibn de las plantulas vy
mantenimiento de la fertilidad del suelo en los agroecosistemas, pero su supervivencia

se puede ver afectada por diferentes practicas agricolas como el uso de productos
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quimicos agricolas (fungicidas y pesticidas) ya que pueden afectar el crecimiento y
estructuras miceliales de los HMA. Lo anterior, representaria una amenaza para las
plantulas en su establecimiento simbidtico y el mantenimiento potencial micorrizico del
suelo. Sin embargo, el empleo de los HMA en las plantulas de Stevia rebaudiana
aumenta el contenido de P, esto podria deberse a la adecuada colonizacién de las raices
por los HMA que absorben estos nutrimentos por las hifas extraradicales.

7.5 Discusion general

Se encontro que las diferentes dosis de HMA tienen efecto sobre el contenido de macro
y micronutrimentos. La deficiencia de algunos elementos en plantulas puede explicarse
debido a una posible competencia, ya que es una asociacion obligada para el hongo,
pero no para la planta. Los resultados en este estudio tienen una implicacion préactica
para la fase de aclimatizacién durante la micropropagacién debido a la importancia de la
inoculacién temprana con micorrizas en las plantulas obtenidas in vitro. La supervivencia,
colonizacion, desarrollo y fisiologia en plantulas ex vitro de Stevia rebaudiana Bertoni
durante la etapa de aclimatizacién, tienen un efecto positivo al aplicar HMA (Glomus
intraradices) al sustrato. Con la aplicacion de HMA en el agroecosistema estevia se
espera obtener plantulas vigorosas, rejuvenecidas con un adecuado sistema radicular,
un mejor aprovechamiento de la fertilizacion y mayor supervivencia en campo. En campo
se esperaria que la simbiosis de HMA represente una herramienta interesante para
aumentar la produccion y calidad del cultivo estevia; aumento en el crecimiento,
especialmente la produccion de biomasa seca de las hojas y el rendimiento de los

glucésidos de esteviol, gracias a la mejora de la absorcion de nutrimentos.

VIl CONTRASTACION DE HIPOTESIS
La primera hipétesis especifica indica que: La endomicorriza (G. intraradices) adicionada
al sustrato, tienen un efecto positivo en las variables de supervivencia de las plantulas,
longitud de la plantula y raiz, nimero de ramas y raices, numero de hojas por rama,
longitud de las ramas, peso fresco y seco de la plantula y raiz. Se encontraron diferencias

importantes entre tratamientos inoculados con HMA en comparacion con el control para

62



todas las variables. Siendo la dosis éptima de inoculacion 150 esporas de HMA por
plantula, para el porcentaje de supervivencia y variables de desarrollo. En base a lo

anterior, la primera hipotesis especifica se rechaza parcialmente.

La segunda hipotesis especifica indica que: La aplicacion de la endomicorriza (G.
intraradices) incrementa el contenido de clorofila y carotenoides en plantulas ex vitro de
estevia. Se encontraron diferencias significativas en el contenido de clorofila y
carotenoides a dosis igual o mayor a 150 esporas de HMA por plantula. Ante esta

situacion, la segunda hipotesis no se rechaza.

La tercera hipotesis especifica indica que: El uso de G. intraradices aumenta el contenido
de nutrimentos en plantulas de estevia micorrizadas durante la aclimatizacion. La
aplicacion de HMA en algunos nutrimentos favorece el contenido en las hojas. A dosis
de 50 esporas (HMA) por plantula los macronutrimentos de N, P, Ca 'y Mn en las hojas
fueron mayores. En plantulas inoculadas con HMA, los micronutrimentos de Fe y Zn
fueron mayores. El Mg aumenta en las hojas a dosis mayor e igual de 150 esporas por
plantula. EI Cu es mayor en el control y a dosis de 50 y 150 esporas de HMA por plantula.
El K dismuye en las hojas cuando las pantulas son inoculadas con HMA. El B no tuvo
diferencia entre el control y tratamientos con HMA. Ante esta situacion, la tercera

hipotesis no se rechaza parcialmente.

La cuarta hipoétesis especifica indica que: G. intraradices coloniza las raices de estevia
durante la aclimatizacién ex vitro. La aplicacion de HMA en plantulas de estevia colonizan
y aumenta su colonizacion a mayor cantidad de HMA. De acuerdo a lo anterior, la cuarta

hipotesis no se rechaza.

IX CONCLUSIONES
En los resultados se obtuvo informacion sobre la inoculacion de Glomus intraradices a
diferentes dosis sobre el porcentaje de colonizacién y supervivencia, crecimiento,
contenido de clorofilas y carotenoides, y sobre el estado nutricional de las plantulas ex
vitro de Stevia rebaudiana Bertoni durante la etapa de aclimatizacion. Los hongos

micorrizicos arbusculares a dosis de 150 esporas por plantula, con el 34% de
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colonizacion, mejoran el desarrollo de las plantulas y promovieron un incremento en el
contenido de clorofilas y carotenoides sin afectar la supervivencia durante la
aclimatizacién. Se demostré que diferentes dosis de esporas de hongos micorrizicos
arbusculares por plantula tienen un efecto sobre la absorcion de algunos nutrimentos.
Las dosis de 300 y 450 esporas por plantula, que representan el mayor porcentaje de
colonizacion, tuvieron efectos negativos sobre la supervivencia, el desarrollo y el estado
nutricional de algunos elementos. La aplicacion temprana de HMA a las plantulas de
estevia durante la aclimatizacion podria representar una ventaja de
preacondicionamiento antes del trasplante para el establecimiento en campo.

La siembra de plantulas micorrrizadas en el agroecosistema estevia, puede ser una
herramienta benéfica para el crecimiento de la planta, produccién de biomasa seca de
las hojas y el rendimiento de glucosidos de esteviol. Ademas, es necesario evaluar las
condiciones edafo-climaticas, variedad de la estevia y el manejo del cultivo en el
agroecosistema debido a que influyen en la morfologia de la planta y concentracién de
glucdsidos de esteviol.
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