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RESUMEN

La creciente demanda de Stevia rebaudiana Bertoni
como edulcorante natural, exige la busqueda de sistemas
de produccién mas sostenibles. El fésforo es indispensable
en este cultivo, al estar involucrado en procesos de trans-
formacion de energia y biosintesis de fitoquimicos; su poca
disponibilidad afecta la produccién y retarda el crecimiento
de las plantas. La simbiosis con hongos micorricicos arbus-
culares (HMA) representa una via sostenible para aumentar
la produccién de los cultivos, gracias a una mejor absorcién
de nutrientes, particularmente fésforo. El objetivo de este
estudio fue evaluar el efecto de consorcios de HMA nativos,
provenientes de las localidades: Reserva Cuxtal (RC), Tizimin
(TZ) y Colonia Yucatan (CY) pertenecientes al estado de Yu-
catan, en interaccion con porcentajes de fésforo en base a su
requerimiento nutricional, sobre pardmetros de crecimiento
y fotosintesis en S. rebaudiana a nivel invernadero. Se utilizd
un diseilo completamente al azar con arreglo bifactorial 4 X
5. Los resultados indicaron que, a bajas concentraciones de
fésforo, hay mayor colonizacién micorricica. Los tratamientos
RC+25 % P y CY+25 % P aumentaron el crecimiento, mejo-
raron la arquitectura aérea de las plantas y la produccion de
biomasa, derivado de un mayor contenido de clorofila y me-
jor tasa fotosintética con respecto a plantas no inoculadas.
Palabras clave: hierba dulce; edulcorante natural; asocia-
cién; colonizacién; fosfato.

ABSTRACT

The growing demand for Stevia rebaudiana Bertoni as
a natural sweetener requires the search for more sustainable
production systems. Phosphorus is essential in this crop,
as it is involved in processes of energy transformation and
biosynthesis of phytochemicals; its low availability affects
production and retards plant growth. Symbiosis with arbus-
cular mycorrhizal fungi (AMF) represents a sustainable way
to increase crop production, thanks to a better absorption of
nutrients, particularly phosphorus. The objective of this stu-
dy was to evaluate the effect of native AMF consortia, from
the locations: Reserva Cuxtal (RC), Tizimin (TZ) and Colonia
Yucatan (CY) belonging to the state of Yucatan, with percen-
tages of phosphorus based on to its nutritional requirement,
on growth parameters and photosynthesis in S. rebaudiana
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at the greenhouse level. A completely randomized design
with a 4X5 bifactorial arrangement was used. The results
indicated that, at low concentrations of phosphorus, there is
greater mycorrhizal colonization. The RC+25 % P and CY+25
% P treatments increased growth, improved the aerial archi-
tecture of the plants and biomass production, derived from a
higher chlorophyll content and a better photosynthetic rate
compared to non-inoculated plants.

Keywords: sweet grass; natural sweetener; association; colo-
nization; phosphate.

INTRODUCCION

La creciente demanda por edulcorantes naturales sin
calorias situa la planta de S. rebaudiana como cultivo poten-
cial en el mercado alimentario y farmacéutico (Ahmad et al.,
2020). Las hojas de S. rebaudiana son una parte importante
en la planta, presentan una composicién unica de glucésidos
que son bioldgica y econdémicamente importantes, su poder
edulcorante es mayor a la sacarosa (Tavarini et al., 2015). El
rendimiento del cultivo depende en gran medida del creci-
miento de las plantas y su produccion de hojas (Mandal et
al., 2013; Ucar et al., 2018), que, a su vez depende de la efi-
ciencia en la absorcién de nutrientes con baja disponibilidad
y movilidad en el suelo (Vafadar et al., 2014). El fésforo es un
nutriente esencial en la nutricién de la planta (Abdel-Fattah
et al., 2014), interviene en procesos de transporte, almace-
namiento y transformacion de energia, en la fotosintesis,
respiracion, divisién y elongacion celular (Dissanayaka et al.,
2021). Ademas, estimula la formacion de 6rganos en las plan-
tas, el crecimiento radicular y la formacion de brotes. Sin em-
bargo, en la mayoria de los suelos agricolas, su disponibilidad
es limitada y la produccion de los cultivos se ve seriamente
restringida (Richardson, 2001).

En las plantas, existen dos formas de absorcion de
fésforo; una es por medio de los propios transportadores de
la planta y la otra ocurre a través de la simbiosis de hongos
micorricicos arbusculares (HMA) (Sarmiento-Lépez et al.,
2020). La simbiosis entre HMA y las plantas es una asociacién
de tipo mutualista, ya que ambos simbiontes se benefician
(Waller et al., 2018). Los HMA obtienen fotosintatos de la
planta, a cambio, forman un sistema ramificado de hifas
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extraradicales capaces de explorar el suelo mas alla de la
zona de influencia de las raices, esta condicion en el suelo
favorece la traslocacion de agua y nutrientes para la planta
(particularmente de fésforo) y mejora la tasa fotosintética,
al regular la conductancia estomatica, lo que promueve la
produccion de los cultivos (Nouri et al., 2014; Adolfsson et al.,
2015; Tekaya et al., 2017; Kothe y Turnau, 2018). Los HMA re-
presentan una herramienta util en la agricultura moderna, ya
que puede reducir los insumos quimicos, asi como el impacto
en el medio ambiente (Giovannini et al., 2020). En los ultimos
anos, los HMA se han utilizado para promover el aumento de
la produccién en cultivos de importancia econémica (Qui-
Aones-Aguilar et al., 2014; Alvarado Carrillo et al., 2014; Diaz
Franco et al., 2015). También se han reportado aumentos en
la productividad de S. rebaudiana por efecto de la simbiosis
micorricica. Por ejemplo; Tedone et al. (2020) reportaron que
la inoculacion de HMA en S. rebaudiana influyé significativa-
mente en la produccién de biomasa seca aérea. Asimismo,
Aguirre-Medina et al. (2020) observaron un aumento en el
area foliar y en el nimero de hojas de S. rebaudiana a los 90
dias después de la inoculacién con Rhizophagus intraradices.
Los beneficios sinérgicos de la inoculacion de HMA en S.
rebaudiana también han mejorado significativamente el
crecimiento de brotes y longitud de raiz (Vafadar et al., 2014).
Por su parte, Sarmiento-Lépez et al. (2020) observaron un
aumento en el peso fresco de hojas y raices en plantas de
S. rebaudiana inoculadas con R. irregularis y fertilizadas con
200 uM de fésforo. Adicionalmente, Mandal et al. (2013) des-
criben que la mejora en los aumentos en la producciéon de
los cultivos, involucra mecanismos tanto nutricionales como
no nutricionales, estos resultados sugieren la importancia
del papel del fésforo en la simbiosis de HMA y S. rebaudiana,
ya que el fésforo puede inhibir la colonizaciéon micorricica
(Tavarini et al., 2018). En este contexto, se desconoce el nivel
de fosforo optimo que permita el desarrollo de la simbiosis
de los HMA nativos de suelos de Yucatan con S. rebaudiana.
Por otro lado, la mayoria de las especies de HMA utilizados
en los sistemas agricolas corresponden a cepas no nativas, la
mayoria de los productos comerciales se centran en una sola
especie, lo que limita su efectividad por el hecho de competir
con la microbiota local (Kouadio et al., 2017; Giovannini et al.,
2020). Se sabe que, la eficiencia de los HMA en las plantas,
depende de la riqueza y composicién de las especies inocu-
ladas, sin embargo, diferentes cepas de HMA, incluso nativas,
pueden tener un efecto diferencial en distintas especies de
plantas (Trejo et al., 2011; Vosatka et al., 2012). Por lo tanto,
el uso de consorcios nativos de HMA ha demostrado una
mayor eficiencia en términos de aumentar el crecimiento
y la productividad de las plantas hospederas (Douds et al.,
2012; Eun-Hwa et al.,, 2013; Reyes-Ramirez et al., 2014). Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad
de consorcios nativos de HMA en interaccion con niveles de
fésforo en la promocidon del crecimiento y tasa fotosintética
de S. rebaudiana en condiciones de invernadero.

(
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MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental

La investigacion se realizé dentro de una estructura
protegida en el area de investigacion del Instituto Tecno-
l6gico de Conkal, Yucatan, ubicado en Av. Tecnolégico s/n
Conkal, Yucatén, al noreste de Mérida a 21°04'N y 89° 31’0,
a una altitud de 8 m, el clima predominante es Awo (x) (i) g
(Méardero etal., 2012).

Consorcios de HMA

Se evaluaron tres consorcios nativos de HMA, que
fueron nombrados seguin su lugar de origen, los cuales
provenian de localidades diferentes del estado de Yucatan,
en suelos donde predominan comunidades vegetales
de selva baja caducifolia tropical y suelo de tipo Leptosol
(Duran Garcia y Garcia Contreras, 2010). Los consorcios se
determinaron como: 1) Reserva Cuxtal (RC); (integrado por
Glomus ambisporum G.S.Sm. y N.C. Schenck, G. pustulatum
Koske, Friese,C. Walker y Dalp, Claroideoglomus claroideum
C.Walkery A. Schussler, Funneliformis geosporum 'y Ambispora
gerdemannii C. Walker) identificado a nivel morfolégico por
Herrera-Parra et al. (2021); 2) Tizimin (TZ) (sin identificar) y 3)
Colonia Yucatan (CY) (sin identificar). Ademads, se incluyé un
tratamiento testigo sin inocular.

Propagacion y extraccion de HMA

Los consorcios de HMA se propagaron por la técnica
de cultivo trampa (Sieverding, 1990), se utilizaron macetas
de 10 kg de capacidad con suelo tamizado y mezclado con
arena estéril (1:1 v/v) donde se sembraron semillas de sorgo
cv. Criollo (Sorghum bicolor L.) y maiz (Zea mays L.) como
macetas de propagacion (Herrera-Parra et al., 2021). El cultivo
trampa se monitored y mantuvo en un vivero a una tempe-
ratura de 22 -38 °Cy h: 42 % en las instalaciones del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP)-C.E. Mococha. Después de 55 dias, las plantas tram-
pa se retiraron de la maceta de propagacién y se removié el
sustrato con las raices colonizadas, posteriormente, se sem-
braron nuevas semillas y reinicié el ciclo. Se realizaron riegos
a capacidad de campo, después de 80 d se suspendié el riego
con el fin de estimular la esporulacion de los HMA. Después
de 112 d se tomd una muestra de 100 g de cada maceta de
propagacion y se extrajeron los HMA siguiendo el método
de tamizado y decantacion en humedo por centrifugacion
(Gerdemann y Nicolson,1963). El suelo se homogenizd en
agua y se agitd, la solucién se filtré a través de una serie de
tamices con apertura de mallas de 600, 425,90y 25 pm, y de
las fracciones retenidas se extrajeron las esporas de los HMA
mediante filtracion a vacio.

Obtencion del inéculo

Para la obtencién del indculo, se desinfectaron las
esporas adicionando Tween 20 a 0.05 %, se centrifugaron a
500 rpm por 1 minuto, después se eliminé el sobrenadante
y se adicion6 Cloramina T al 2 %, se centrifugé a 500 rpm
durante 15 min, estos dos procedimientos se repitieron en
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dos ocasiones, finalmente, se retird el sobrenadante (Bécard
y Piché, 1992). Cada consorcio contenia 110 esporas mL" con
un promedio de cuatro morfoespecies presentes. Los indcu-
los se mantuvieron a 4 °C hasta su aplicacion.

Material vegetal

Se utilizaron plantas de Stevia rebaudiana Bertoni va-
riedad Morita Il, propagadas por esqueje, a partir de plantas
cultivadas con seis meses de edad. El material vegetal fue
proporcionado por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), C.E. Mococha.

Establecimiento del experimento

El trasplante se realizé el 9 de marzo de 2021, cuando
las plantulas alcanzaron una altura de 15 cm en promedio. Se
utilizaron bolsas de vivero con capacidad de 7 L. Las bolsas
se distribuyeron dentro de un invernadero a una distancia
de 0.30 y 1.0 m entre plantas e hileras, respectivamente. Se
aplicé riego por goteo con el 80 % de la evapotranspiracion
de referencia, calculado en mm dia”, para ello se utilizaron
los registros diarios de la evaporacién de un tanque evapori-
metro tipo A, instalado dentro del area experimental (Cauich-
Cauich et al., 2018). Las temperaturas promedio registradas,
en la temporada de crecimiento fueron de 38.8 °C como
maxima y 22.5 °C como minima, mientras que la humedad
relativa oscilé entre 26 - 91 %.

Propiedades fisicoquimicas del sustrato

El andlisis fisicoquimico del sustrato (Tabla 1), se
realizd en el laboratorio de analisis de suelos, plantas y agua
(LASPA) de la Universidad Auténoma de Yucatan. La muestra
correspondidé a 1 kg del sustrato compuesto de una mezcla de
suelo y bagazo viejo de henequén (2:1 v/v). Se realizaron los
siguientes métodos: Textura (Hidrémetro de Bouyucos), pH
(Potenciometro), Conductividad Eléctrica (Conductémetro),
Nitrogeno total (Micro-Kjeldahl), Fosforo disponible (Olsen;
extraccion con bicarbonato de sodio), Potasio intercam-
biable (Extraido con acetato de amonio, por el método de
cobaltonitrito), Materia organica (Walkley-Black). El sustrato
se esterilizo por flujo de vapor a 126 °C durante 7 h utilizando
una caldera generadora de vapor (Sioux corporation, Beres-
ford, USA).

Manejo del cultivo

Se realizaron dos podas de formacién al cultivo, la pri-
mera se realizé a los 10 dias después del trasplante (ddt) con
la finalidad de eliminar la dominancia apical e inducir brotes
y la segunda se realizd a los 20 ddt para eliminar la floracién

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del sustrato utilizado en el experimento.

del cultivo, la cual no es recomendable por que disminuye el
tamano de la hoja. La cosecha de hojas se llevé a cabo a los
120 ddt al final de la evaluacion (Cauich-Cauich et al., 2018).
A partir de 30 ddt se suministro fertilizacion nitrogenada y
potdsica via Drench (con 4.09 g N como nitrato de amonio
y 4.50 g K como nitrato de potasio por planta respectiva-
mente), se realizaron aplicaciones foliares a punto de rocio
de productos organicos: Fungicida BioEquus; 3 mL L e in-
secticida Neem Higuer; 5 mL L para el control preventivo de
plagas y enfermedades.

Disefo experimental

El experimento se establecié bajo un disefio comple-
tamente al azar con arreglo bifactorial (4X3) para evaluar el
efecto de la interaccién entre consorcios nativos de HMA y
niveles de fosforo. El factor A correspondié a; consorcios
nativos de HMA (RC, TZ, CY mas un testigo sin inocular (T))
y como factor B; cinco niveles de fésforo (0, 25, 50, 75y 100
%) suministrado al inicio de la prueba como; 0, 79, 158, 237
y 316 mg de P,0, kg suelo respectivamente, en funcién de
su exigencia nutricional (19 kg ha™ ciclo) (Ramirez-Jaramillo
y Lozano-contreras, 2017). Los consorcios de HMA se apli-
caron directamente en la zona radicular con 110 esporas
al momento del trasplante. La interaccion de los factores
totalizd 20 tratamientos, con 4 repeticiones y 80 unidades
experimentales.

Determinacion de la colonizacion micorricica

A los 120 ddt se estimé el porcentaje de colonizacién
por HMA, las raices se lavaron con agua de la llave, se trans-
portaron al laboratorio y se tifileron con azul de tripano 0.05
%, siguiendo la técnica de Phillips y Hayman (1970). Con las
raices tefiidas se realizaron preparaciones permanentes para
observar las estructuras de HMA que indicaban colonizacion
(micelio, esporas, vesiculas, arbusculos y enrollamientos). La
colonizacién micorricica total se calculé segun el método de
interseccion de lineas (Giovannetti y Mosse, 1980). Para cada
tratamiento, se evaluaron 100 segmentos de raices de cinco
plantas.

Parametros del crecimiento vegetativo

Al final del experimento (120 ddt) se evaluo6 el creci-
miento de la planta mediante las variables; altura final de
la planta (cm), medida con un flexémetro desde la base del
tallo hasta el ultimo apice foliar, diametro del tallo (mm), me-
dido con un vernier digital colocado a 3 cm de la superficie
del suelo, nimero de ramas (n planta™), longitud de la raiz
(cm) con un flexdmetro, volumen de raiz (cm?3) con base en el

Table 1. Physico-chemical characteristics of the substrate used in the experiment.

Arena Limo Arcilla Clase textural xa;:'c: H C.E. (o[ Tohtlal P Disponible K intercambiable
%) (%) (%) 3% A PR (dsm" (meq/100g) %) (mg kg) (meq/100g)
57.32 14 2868  Franco arcillo-arenoso 9.58 6.3 0.007 121.23 0.83 74335 0.19

C.E: Conductividad eléctrica, CIC: Capacidad de intercambio catiénico, N: Nitrégeno, P: Fésforo, K: Potasio
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principio de Arquimedes, usando una balanza de precisiéony
un vaso de precipitados con agua, al sumergir las raices en el
agua, sin tocar las paredes del vaso, se registra un aumento
de peso en el sistema (medido en g) que equivale al volumen
de la raiz en cm?, y area foliar (cm?), con un integrador elec-
tronico de area modelo LICOR LI300 (LI-COR, Inc. Lincoln, NE).
Adicionalmente se calcul6 el indice morfoldgico; relacion
raiz a brote (materia seca de raiz / materia seca aérea (tallos
y hojas) como indicador de la calidad de la planta (Arizaleta
y Pire, 2008).

Se determind la produccion y distribucion de biomasa
seca (g planta”), para ello se separaron los érganos de la
planta (raiz, tallo y hojas), los cuales se depositaron en bolsas
de papel y se secaron en una estufa de aire forzado a 70 °C
por 72 h hasta peso constante, posteriormente se pesaron en
una balanza analitica.

Determinacion de parametros fisiologicos

El valor relativo de clorofila como indice SPAD, se
midié con un medidor de clorofila portatil SPAD-502 plus
Minolta segun la metodologia de Markwell et al. (1995).
El intercambio de gases; tasa de asimilacion neta de CO,
(fotosintesis), conductancia estomatica, transpiracién vy
uso eficiente del agua a escala foliar, se midieron con un
analizador de gases en infrarrojo (LICOR LI-6400, Nebraska,
Estados Unidos). Las mediciones de clorofila e intercambio
de gases, se realizaron a los 120 ddt en cuatro hojas jévenes
totalmente expandidas ubicadas en el estrato alto de tres
plantas por tratamiento, entre las 12:00 y 13:00 horas cuando
ocurria la mayor densidad de flujo de fotones (1000 umol m
s (Garruna-Hernandez et al., 2014).

100

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos de las variables, se realizaron
andlisis de varianza y para el caso de los datos relacionados
con la colonizacién de los HMA (porcentaje de colonizacion
total) que no cumplieron con los supuestos de distribucién
normal, fueron transformados para homogenizar varianzas
mediante la funcién de arco seno; y = arcsin (sqrt (coloni-
zacion)). Se aplic6 como comparador de medias el método
de Tukey (P < 0.05) mediante el paquete estadistico InfoStat
versién 2014 (Universidad Nacional de Cérdova, Argentina).

RESULTADOS Y DISCUSION
Colonizacion micorricica total en S. rebaudiana

Los consorcios nativos de HMA utilizados en el estu-
dio, colonizaron las raices de S. rebaudiana a los 120 ddt. La
fertilizacion con fosforo afectd significativamente (P < 0.05)
la colonizacién de los consorcios micorricicos RC, TZ y CY. El
porcentaje de colonizacidn total mostré un comportamiento
inversamente proporcional a la concentracion de fésforo, es
decir, mientras mayor fue la concentracién de fosforo aplica-
do, menor fue el porcentaje de colonizacidn. La interaccion
entre RC+0 y RC+79 mg de P,0, kg suelo, fue superior en el
porcentaje de colonizacion total observada de los consorcios
de HMA en S. rebaudiana (80.6 y 74.6% respectivamente),
sin embargo, RC+79 mg de P.0, kg™ suelo no se diferencié
estadisticamente (P < 0.05) de TZ y CY con la misma concen-
tracion de fésforo (62.2 y 58.8 % respectivamente) (Figura 1).
Por el contrario, el porcentaje de colonizacién total disminu-
y6 en los consorcios CY, RC'y TZ cuando se fertiliz6 con 316
mg de P,0, kg™ suelo, registrando 30.4, 26.4 y 23.8 % respec-
tivamente, sin embargo, esta disminuciéon no obstaculizé el

Colonizacion (%)

RCTZCY TRCTZCY TRCTZCY TRCTZCY T/ RCTZCY T

0 25

50 75 100

Tratamiento

Figura 1. Porcentaje de la colonizacién micorricica total en raices de S. rebaudiana con consorcios nativos de HMA
y niveles de fosforo a los 120 ddt. nd: no detectado. Las letras distintas indican diferencias significativas (P < 0.05,

prueba de Tukey), n = 5.

Figure 1. Percentage of total mycorrhizal colonization in roots of S. rebaudiana with native AMF consortia and
phosphorus levels at 120 dat. nd: not detected. Distinct letters indicate significant differences (P < 0.05, Tukey Test),

n=>5.
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efecto que los HMA pudieron tener sobre otras variables. Por
otro lado, no se detecté colonizacién en plantas testigo. Se
observaron hifas extra e intraradicales, vesiculas y esporas
y arbusculos bajo microscopio compuesto a 10, 40 y 100 X
en muestras representativas de cada consorcio con 79 mg
de P,0, kg suelo (Figura 2). Al respecto, la disponibilidad
del fésforo puede influir en la simbiosis HMA-planta y, en
consecuencia, en la biomasa de la raiz (Balzergue et al., 2013).
Smithetal. (2011) obtuvieron resultados similares, al observar
una reduccion significativa en el porcentaje de colonizacion,
asociada con aumentos en las dosis de fésforo en el suelo.
También son congruentes con los resultados de Mandal et
al. (2013), quienes obtuvieron 87 % de colonizacién total en
plantas de S. rebaudiana inoculadas con Rhizophagus fasci-
culatus, y una reduccién al 74 % cuando se aplicé 50 mg de
P.0, kg™ suelo. Por su parte, Tavarini et al. (2018) confirmaron
que S. rebaudiana es susceptible a la colonizaciéon por HMA
observando un porcentaje de colonizacion del 87.6 %; sin
embargo, adicionando 50 mg de P,0, kg™ suelo, obtuvieron
75.8 % de raices colonizadas. Al respecto, se ha reportado
que, la presencia de estrigolactonas (hormonas vegetales
involucradas en la etapa presimbidtica) se correlaciona
negativamente con la concentracion de fésforo. Es decir, au-
mentan en condiciones deficientes de fosforo, favoreciendo
la colonizacién micorricica (Lépez-Raez et al., 2011; Lopez-

Figura 2. Raices de S. rebaudiana colonizadas con consorcios nativos de
HMA. A) raices colonizadas con B) raices colonizadas con TZ, y C) raices co-
lonizadas con CY, hifas extraradicales (a) (10X), vesiculas e hifas intraradica-
les (b) (40X), arbusculo (c) (100X), con 25 % de fertilizacién con fésforo.
Figure 2. S. rebaudiana roots colonized with native AMF consortia. A) roots
colonized with RC, B) roots colonized with TZ, and C) roots colonized with
CY, extraradical hyphae (a) (10X), vesicles and intraradical hyphae (b) (40X),
arbuscule (c) (100X), with 25 % phosphorus fertilization.

Raez y Pozo, 2013). En contexto con los hallazgos previos, los
consorcios nativos de HMA evaluados en este estudio (RC, TZ
y CY), mostraron potencial para colonizar de 65 a 74.8 % las
raices de S. rebaudiana actuando en sinergia con 79 mg de
P.,0.kg™ suelo.

Efecto en el crecimiento vegetativo de S. rebaudiana

La respuesta de las plantas de S. rebaudiana en el
crecimiento vegetativo, se determiné a los 120 ddt. El efecto
principal de los consorcios de HMA, presenté diferencias sig-
nificativas (P < 0.05) en las variables: nUmero de ramas, area
foliar, volumen de raiz y en la relacién raiz/brote. El efecto
de los niveles de fésforo presentd significancia (P < 0.05)
en las variables: area foliar y volumen de raiz, mientras que,
la interaccién entre los consorcios de HMA y los niveles de
fésforo tuvo efectos significativos (P < 0.05) en la altura final,
diametro del tallo y longitud de raiz.

Las plantas mas altas se registraron en los tratamien-
tos CY, TZy RC en interaccién con 158 mg de P.0, kg™ suelo,
alcanzando una altura final de 31.6, 31.5 y 31.2 cm respec-
tivamente, teniendo un efecto estadisticamente igual (P <
0.05) entre si, junto con RCy TZ con 79 mg de P,0, kg™ suelo
(29.8 y 30.3 respectivamente), pero diferente con el trata-
miento T+316 mg de P,0, kg™ suelo (26.8 cm) que representa
la fertilizacién convencional (Tabla 2). Las plantas inoculadas
con consorcios nativos de HMA mejoraron la altura incluso
sin fertilizacion con fésforo en comparacion con plantas tes-
tigo, probablemente a que tuvieron un mayor porcentaje de
colonizacién. Este resultado pone en evidencia la diferencia
significativa (P < 0.05) del uso de HMA junto a niveles de fés-
foro menores a la fertilizacién convencional, sobre la mejora
en altura de las plantas en S. rebaudiana.

Diversos estudios destacan la capacidad de los con-
sorcios de HMA para promover el crecimiento de hortalizas
de importancia econémica como chile serrano y jalapefo
(Leos-Escobedo et al., 2022). Por otro lado, Quifiones-Aguilar
et al. (2014) reportaron un efecto similar en la dinamica de
crecimiento de Carica papaya L., observando mayor altura
con niveles bajos de fosforo junto a la inoculacion de Glomus
spp. Resultados semejantes que involucran fertilizacion
con fosforo fueron los de Alarcén y Ferrera-Cerrato (2003)
quienes registraron la mayor altura en plantas de Citrus volka-
meriana Tan & Pasq., cuando se inocularon con un consorcio
micorricico integrado por tres especies del género Glomus 'y
fertilizadas con 20 mg de P_0, kg™ suelo. Los HMA son utiles
para promover el crecimiento de las plantas sin la necesidad
de utilizar altas dosis de fertilizantes (Vafadar et al., 2014).

El didmetro de la base del tallo en las plantas de S.
rebaudiana fue mayor en los tratamientos CY y RC junto a 79
mg de P,0, kg™ suelo, manteniendo un espesor de 3.8 y 3.7
mm respectivamente, estos valores fueron significativamen-
te diferentes (P < 0.05) a los obtenidos con T+316 mg de P.0,
kg suelo (manejo convencional) en un 32 %. En este sentido,
el didmetro del tallo, representa un parametro indispensable
en el crecimiento y rendimiento de las plantas, a mayor gro-
sor del tallo, mayor es el drea del parénquima vascular, lo que

)
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Tabla 2. Efecto de la inoculaciéon de consorcios nativos de HMA y la aplicacion de fésforo sobre altura final de la planta, didmetro del
tallo, nimero de ramificaciones y area foliar de S. rebaudiana a los 120 ddt.

Table 2. Effect of the inoculation of native AMF consortia and the application of phosphorus, on the final height of the plant, stem
diameter, number of branches and leaf area of S. rebaudiana at 120 dat.

. P(mgdeP_0 Consorcio de HMA
Variable B 29 " A
kg suelo) RC TZ cy Testigo Media
0 273+2.1ab 253+1.0b 284 +1.0ab 19.9+04cd 252 B
59 298+ 19a 303+13a 27.5+2.0ab 208+ 08¢ 27.1 AB
Altura (cm) 158 304+1.7a 280+ 1.6ab 28.5+0.8ab 17.7+£05e 26.1B
237 31.3+0.7a 315€1.7a 316+09a 224+1.1c¢ 29.2A
316 298+ 14a 282+ 1.3 ab 28.0+ 1.3 ab 269+09b 282A
Media 29.7 A 28.7 A 28.8A 21.6B
Significancia: HMAxP= *; HMA= *¥; p=*
0 29+0.2 bc 32+02b 3.0+ 0.1 bc 23+0.1c¢ 2.8B
» 59 37+02a 32+0.1b 38+0.1a 22+0.1e 32A
:"3:;“” deltallo 158 33+01b 2.7 0.2 bed 32+0.1b 20+0.1e 288
237 3.1+0.1bc 33+0.2ab 3.1+0.1b 25+0.7¢ 3.0A
316 34+0.1ab 34+£0.1b 31+02b 26+0.2c 31A
Media 33A 3.1A 3.2A 23B
Significancia: HMAxP= *; HMA= **; P=*
0 126+£23 17.0+£3.7 11.1+£13 8.1+£0.7 12.2B
Niéimero de 59 21.9+£1.9 20.8+0.8 233+33 10.0+0.5 19.0A
ramificaciones 158 16.8+ 1.6 139+1.9 179+1.4 6.8+1.1 13.9B
(N° planta™) 237 159+1.4 14.8+0.8 183+£0.9 6.7+£1.0 139B
316 13.8+3.7 140+3.9 13.5+34 8.6+22 125B
Media 16.2A 16.1 A 16.8 A 8.0B
Significancia: HMAxP= ns; HMA= **; p=*
0 608.9 + 127.9 579.9 + 168.8 625.0 +£67.5 401.9+424 55398
59 850.4+42.6 561.3+97.6 7459 +£31.1 281235 609.7 B
Area foliar (cm?) 158 839.2+105.3 778.8 £ 96.4 891.5 +120.6 193.2 +30.0 675.7 B
237 1125.4 £ 104.9 1045.7 £ 152.5 12455+ 101.8 393.9+94.1 9526 A
316 1071.6 £ 80.4 1003.4+113.6 1117.6 £ 289.5 7388+ 1254 9829 A
Media 899.1 A 793.8A 9.25.1A 401.8B

Significancia: HMAxP= ns; HMA= **; P=*

Medias (n = 4) + desviacion estandar. Letras minusculas indican el efecto de la interacciéon (HMA*P). Letras mayusculas en la fila
indican el efecto de consorcios (HMA). Letras mayusculas en la columna indican el efecto de niveles de fésforo (P). La significancia se
indica como: ns: no significativo, *: significativo a P < 0.05, **: significativo a P < 0.01, ***: significativo a P < 0.001.

Means (n = 4) + standard deviation. Lower case letters indicate the effect of the interaction (HMA*P). Capital letters in the row indi-
cate the consortium effect (HMA). Capital letters in the column indicate the effect of phosphorus (P) levels. Significance is indicated
as: ns: not significant, *: significant at P < 0.05, **: significant at P < 0.01, ***: significant at P < 0.001.

implica mayor reserva de asimilados, asi como, mayor area
de xilema que posibilita un mayor transporte de agua y nu-
trientes (Holbrook y Zwieniecki, 2011). Los tratamientos RC y
TZ+316 mg de P,0, kg™ suelo, junto con TZ+237 mg de P_0,
kg’ suelo, superaron en efecto al resto de los tratamientos,
incluso con niveles mas bajos de fésforo (Tabla 2). Asimismo,
de manera similar a la variable altura, se observé un aumento
significativo en el grosor del tallo de las plantas inoculadas
sin fertilizacién con fosforo, comparadas con plantas testigo
con las mismas condiciones. Tanto en la altura final como en
el didametro del tallo, la inoculacidon de los consorcios nativos
RC y TZ con fésforo, generéd mejores resultados frente al
efecto de la sola inoculacién y la sola fertilizacion con fosforo,
es decir, la sinergia de los factores fue indispensable para
promover mayor altura y didmetro en S. rebaudiana.

En el nimero de ramificaciones por planta, no se
encontré diferencias significativas (P < 0.05) por efecto de
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la interacciéon de los factores (HMA*P), pero si por efecto
individual tanto de los de los consorcios HMA como de los
niveles de fésforo. El efecto de RC, TZ, CY estimulo la forma-
cién de 16.9, 16.2 y 16.1 ramificaciones por planta respecti-
vamente, no existiendo diferencias estadisticas entre ellos,
pero contrastando su efecto frente a plantas no inoculadas,
las cuales registraron en promedio 8.1 ramificaciones por
planta, detectando un aumento aproximado del 50 % en
plantas inoculadas: Por parte del efecto del factor fésforo, la
fertilizacion con 79 mg de P,0, kg™ suelo, promovi6 el mayor
numero de ramificaciones por planta en promedio (19 n
planta’) en comparacion al resto de los niveles evaluados
(Tabla 2). Los efectos beneficiosos de la simbiosis de HMA
sobre el aumento de ramas y adecuada formacion de la parte
aérea de la planta (hojas y tallos) han sido bien reportados
en la familia Asteracea de donde pertenece S. rebaudiana
(Rapparini et al., 2008; Aroca et al., 2013). Segun Mandal et
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al. (2015), en S. rebaudiana, la simbiosis de HMA induce un
cambio en el flujo de metabolitos hacia la biosintesis de
glucésidos de esteviol, en este sentido, la biosintesis de glu-
cosidos de esteviol y giberelinas (hormonas de crecimiento
vegetal) comparten una misma ruta de sintesis (Brandle y
Telmer, 2007; Ceunen y Geuns, 2013; Guleria y Yadav, 2013),
en relaciéon con eso, las giberelinas estan involucradas en la
modulacién de la ramificacion de brotes y el control de la
arquitectura aérea de la planta (hojas y tallos) (Rameau et al.,
2015) (Ni et al., 2015), lo que podria explicar el aumento del
numero de ramificaciones observado en las plantas micorri-
zadas. Por otro lado, aun cuando no se observaron efectos
significativos (P < 0.05) de la interacciéon HMA*P, aplicar 25 %
de P de lafertilizacién convencional para la region fue idéneo
para mejorar el numero de ramificaciones en S. rebaudiana.
Es bien sabido que la fertilizacion quimica podria mejorar el
crecimiento de las plantas (altura de las plantas, asi como el
numero de ramas) debido al papel del P como componente
esencial de los compuestos de fosfoproteinas y energia
(Mostafa, 2019). Sin embargo, lograr esa mejora con dosis
menores a las recomendadas, reduce el impacto econdmico
y ambiental de los fertilizantes quimicos.

El area foliar a los 120 ddt presenté diferencias signifi-
cativas (P < 0.05) solo cuando los factores en estudio (HMA 'y
fésforo) se analizaron por separado. A pesar de no encontrar-
se un efecto significativo de la interaccion HMA*P, el andlisis
de varianza mostré evidencia del efecto individual de cada
factor. Asimismo, los consorcios HMA tuvieron diferencias
significativas en comparacion con plantas testigo, siendo CY
y RC los consorcios que marcaron un incremento de 57 y 44
% el area foliar respectivamente. Por su parte, el consorcio
TZ tuvo un efecto estadisticamente igual a los anteriores. Sin
embargo, los tres consorcios superaron a plantas testigo sin

inocular, que generd en promedio 401.8 cm? (Tabla 2). Estos
resultados son similares a los reportados por Aguirre-Medina
etal.(2020) alos 90 ddt en plantas de S. rebaudianainoculadas
con la especie R. intraradices y afiadidura de estiércol bovino
como biofertilizante. En el caso de los niveles del factor fésfo-
ro, se observé una tendencia directamente proporcional a la
concentracion de fésforo suministrado, mientras mayor fue
el nivel de fosforo aplicado, el area foliar aumenté (Figura 3).
Por lo tanto, este parametro de crecimiento esta directamen-
te relacionado con la capacidad de la planta en la absorcion
de fésforo (Maniruzzaman et al., 2017). Estos resultados de-
muestran la influencia de la simbiosis de HMA para expandir
la [dmina foliar, como se reporté por Sarmiento-Lépez et al.
(2021), lo que incrementa el area de captaciéon de luz para la
fotosintesis (Tavarini et al., 2015).

El factor de interaccion entre consorcios de HMA y
niveles de fosforo mostré diferencias significativas (P < 0.05)
sobre lalongitud de raiz. Los tratamientos CY+158 mg de PO,
kg suelo y TZ+237 mg de P,0, kg™ suelo, promocionaron la
mayor longitud de raiz a los 120 ddt, alcanzando promedios
de 12.11 y 11.67 cm respectivamente (Tabla 3). Estos resul-
tados son similares a los reportados por Cauich-Cauich et al.
(2018) quienes inocularon una sola especie (R. intraradices)
en plantas de S. rebaudiana, por tanto, la inculaciéon de un
consorcio micorricico no causé mayor efecto en la promocién
del alargamiento radicular. En cambio, la interaccién HMA*P
no fue significativa (P < 0.05) sobre el volumen de raiz, sin
embargo, los consorcios de HMA y niveles de fosforo por se-
parado, mostraron diferencias estadisticas (P < 0.05). El volu-
men radicular de las plantas no inoculadas fue en promedio
0.56 cm?, mientras que en las plantas inoculadas con RC, TZ y
CY, el volumen de raiz aumenté mas del 50 %. Una adecuada
arquitectura del sistema radicular en las plantas inoculadas
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Figura 3. indice relativo del contenido de clorofila en plantas de S. rebaudiana inoculadas con consorcios de HMA (RC, TZ, CY
yT)y fertilizadas con niveles de fésforo (0, 79, 158,237 y 316 mg de P,0, kg™ suelo) a los 120 ddt. Las letras distintas indican

diferencias significativas (P < 0.05, prueba de Tukey), n = 4.

Figure 3. Relative index of chlorophyll content in S. rebaudiana plants inoculated with AMF consortia (RC, TZ, CY and T) and
fertilized with phosphorus levels (0, 79, 158, 237 and 316 mg of P,0, kg™ soil) at 120 dat. Different letters indicate significant

differences (P < 0.05, Tukey's test), n = 4.
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Tabla 3. Efecto de la inoculacién de consorcios nativos de HMA y la aplicacion de fésforo, sobre el crecimiento radicular de S. rebaudiana a los 120 ddt.
Table 3. Effect of the inoculation of native AMF consortia and the application of phosphorus, on the root growth of S. rebaudiana at 120 dat.

A P (mg de P,0 kg Consorcio de HMA : :
suelo) RC TZ cy Testigo Media
0 9.78+0.97 b 9.48 +0.70 bc 9.13+0.11 bc 7.29+0.77 d 8.92 BC
79 9.90+£0.63 b 10.53 +0.84 ab 10.63+£0.26 b 6.91+0.62 d 9.49 B
Longitud de raiz (cm) 158 10.97 £0.35 ab 10.21+£0.82 b 12.11+£0.32 a 6.87+1.02d 10.04 B
237 10.87 +0.52 ab 11.67 043 a 9.27 £0.57 bc 6.91+0.88 d 9.68 B
316 11.26+0.19 ab 10.46+0.20 b 10.79 +£0.56 ab 10.97 £ 0.42 ab 10.87 A
Media 10.56 A 1047 A 1039 A 7.79 B
Significancia: HMAxP= *; HMA= ***; p=*
0 0.73+£0.28 0.94 £0.23 0.84 £ 0.05 0.23 £0.02 0.69 C
79 1.87£0.14 1.76 £0.13 1.39 £ 0.41 0.92+0.14 148 A
Volumen de raiz (cm?) 158 1.33+0.12 1.02+0.10 1.24+0.07 0.65 = 0.08 1.06 B
237 1.31+£0.13 1.10£0.12 1.09£0.12 0.47 £0.10 1.01 B
316 1.20+0.11 1.31+£0.22 1.13£0.15 0.56 +0.14 1.05 B
Media 1.29 A 123 A 1.14 A 0.56 B
Significancia: HMAxP= ns; HMA= ***; p= **
0 0.10 +£0.03 0.14+0.03 0.08 = 0.01 0.06 = 0.03
» . 79 0.12 £0.01 0.12 £0.01 0.10 £ 0.01 0.21 £0.05
?gezca':g _rf)"Z/ brote 158 0.14+0.01 0.12£0.01 0.10+0.01 0.20+0.07
237 0.11+0.02 0.07 £ 0.01 0.10 £ 0.02 0.07 £ 0.01
316 0.12+£0.03 0.11 £0.03 0.07 £ 0.00 0.19 £ 0.01
Media 0.12 B 012 B 0.09C 0.15 A

Significancia: HMAxP= ns; HMA= *; P=ns

Medias (n = 4) + desviacion estandar. Letras minusculas indican el efecto de la interaccién (HMA*P). Letras mayusculas en la fila indican el efecto de consor-
cios (HMA). Letras mayusculas en la columna indican el efecto de niveles de fésforo (P). La significancia se indica como: ns: no significativo, *: significativo a P

< 0.05, **: significativo a P < 0.01, ***: significativo a P < 0.001.

Means (n = 4) + standard deviation. Lower case letters indicate the effect of the interaction (HMA*P). Capital letters in the row indicate the consortium effect
(HMA). Capital letters in the column indicate the effect of phosphorus (P) levels. Significance is indicated as: ns: not significant, *: significant at P < 0.05, **:

significant at P < 0.01, ***: significant at P < 0.001.

con HMA estd relacionada por un estado nutricional favoreci-
do por la simbiosis micorricica y el estimulo de fitohormonas
(Oliveira et al., 2016) aunque, también involucra mecanismos
no nutricionales como la capacidad de asimilacion de CO,
en la fotosintesis (Pan et al., 2020). En cuanto a los niveles de
fosforo, la aplicacion de 59 mg de P,0_kg™" suelo, generd el
mayor volumen de raiz con 1.48 cm? (Tabla 3). Por tanto, la
inoculacién de consorcios de HMA permite usar dosis de fos-
foro menores a la convencional y obtener los mismos resul-
tados. Segun Smith et al. (2011), la produccion de biomasa,
también depende de la capacidad de la planta para generar
volumen radicular y tener una adecuada absorcién de agua
y nutrientes. Sin embargo, la simbiosis de HMA no siempre
favorece el crecimiento radicular en las plantas, depende
de las especies utilizadas y la planta hospedera. Al respecto,
Yao et al. (2009) observaron que las especies de HMA Glomus
mosseae y G. caledonium redujeron significativamente el
crecimiento radicular en plantas de Poncirus trifoliata L. pero,
Gigaspora margaritay G. versiforme influyeron positivamente.
Este estudio sugiere que tal comportamiento, se atribuye a
los mecanismos que las plantas pueden tener sobre la regu-
lacién de fitohormonas (Jiang, 2007), sin embargo, también
estd involucrada la capacidad y eficiencia de la colonizacion
entre los simbiontes (Giovannini et al., 2020).
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Para evaluar la proporcién de biomasa por encima
y por debajo del suelo en las plantas de S. rebaudiana, se
evalué la relacién raiz/brote, la cual mostré que las plantas
inoculadas con consorcios de HMA se diferenciaron (P < 0.05)
de las plantas testigo por tener valores bajos en este indice
(Tabla 3), lo cual indica, que la simbiosis propicié una pro-
porcién significativamente mayor de brotes en la parte aérea
(hojas y tallo) que de raices. Al respecto, Smith et al. (2011)
observaron que las plantas colonizadas por HMA poseen una
relacién raiz/brote mas baja. Por el contrario, el aumento de
la relacion raiz/brote en las plantas no inoculadas, sugiere el
rechazo de la hipétesis de que las plantas con una mayor pro-
porcién de raiz tienen mas posibilidad de obtener el mayor
beneficio de crecimiento (Maherali, 2014). Es decir, ain con
una menor relacién raiz/brote, con la ayuda de los HMA, las
plantas podrian absorber los nutrientes del suelo de manera
mas eficiente, ahorrar energia y carbono para aumentar al
mismo tiempo el crecimiento de los brotes (Zhu et al., 2017).

Produccion de biomasa

La respuesta de las plantas de S. rebaudiana en la pro-
duccién de biomasa seca, se determind alos 120 ddt. El efecto
individual de los consorcios nativos de HMA y los niveles de
fésforo presentaron diferencias estadisticas (P < 0.05) en la
biomasa seca de hojas y de raiz, mientras que, la interaccion
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entre los dos factores (HMA*P) produjo diferencias (P < 0.05)
en la biomasa seca del tallo y total. El consorcio RC incre-
mentoé la biomasa seca de hoja en un 60 % en comparacién
a plantas testigo, registrando en promedio 21.62 contra 8.60
g planta'respectivamente. En cuanto a los niveles de fosforo,
la fertilizacion con 79 mg de P.0, kg' suelo causé valores
ligeramente altos, sin embargo, estadisticamente el efecto
fue igual que con 237 y 316 mg de P,0, kg suelo (Tabla 4).
La biomasa seca del tallo fue mayor en los tratamientos TZ y
CY con 79 mg de P,0, kg suelo que produjeron 9.81y 9.46
g planta’ respectivamente, aunque, estadisticamente, no
fueron diferentes con RC 'y TZ+237 mg de P,0, kg" suelo y
con CY+316 mg de P,0, kg™ suelo, pero si marcaron diferen-
cia frente al Testigo+0 y Testigo+79 mg de P.0, kg" suelo,
que solo generaron 1.50 y 1.89 g planta™ respectivamente
(Tabla 4). Independientemente del nivel de fésforo aplicado,

la simbiosis de los HMA impulsé la respuesta en esta variable.
En S. rebaudiana, la biomasa de la parte aérea (hojas y tallo)
es la parte mas importante en el cultivo, ya que es donde se
concentra la mayor cantidad de estevidsido y rebaudiosido-
A, que le dan la propiedad dulce a la planta (Wolwer-Rieck,
2012). En ese contexto, el uso de HMA se ha relacionado con
el aumento de biomasa, y se atribuye a una mejor respuesta
al transporte de nutrientes y agua desde lugares donde la
raiz no puede explorar (Tarraf et al., 2015). Ademas, Tavarini
etal. (2018) subrayan que, en S. rebaudiana, los HMA y niveles
bajos de fésforo crean un ambiente idoneo que beneficia la
produccién de biomasa, por lo que, los resultados de este es-
tudio pueden ser considerados en estrategias de produccion
de S. rebaudiana.

La biomasa seca de raiz fue modulada en gran me-
dida por los consorcios RC, TZ y CY, que mostraron efectos

Tabla 4. Efecto de consorcios nativos de HMA y fertilizacién con fosforo sobre la produccién y distribucion de biomasa seca de S. rebaudiana a los 120 ddt.
Table 4. Effect of native AMF consortia and phosphorus fertilization, on the production and distribution of dry biomass of S. rebaudiana at 120 dat.

Biomasa seca P (mgdeP,0, kg Consorcios de HMA
(g planta™) suelo) RC TZ cY Testigo Media
0 11.60 + 3.97 12.96 +3.98 15.63 £ 1.82 455 +1.05 1119 C
79 2768 +£2.15 25.85+2.46 2713 +£3.77 5.05 £0.85 2143 A
Hoja 158 19.65 + 2.54 14.44 +2.25 21.08 £1.58 1098 + 3.14 16.54 AB
237 23.59+4.04 2422 +3.19 18.34 +2.55 1048 +1.74 19.16 A
316 25.57 £2.37 16.84 + 1.36 20.21+2.40 11.94 +3.03 18.64 A
Media 21.62 A 18.86 A 2048 A 8.60 B
Significancia: HMAXP = ns; HMA = **¥; p = **
0 4.62 +1.36 abc 458 +1.14 abc 5.41 +0.65 abc 1.50+0.28 e
79 722+0.77 a 9.81+1.13 a 9.46+2.11 a 1.89+0.20 e
Tallo 158 8.17+1.00 a 4.42 +0.85 abc 8.10+0.49 a 3.58 + 0.88 abcd
237 834+1.59 a 9.01+1.83 a 7.10£0.99 a 4.47 +1.33 abc
316 7.28+£0.51 ab 5.41+1.06 abc 7.13+£098 a 3.98 £ 1.09 abc
Media 713 A 6.64 A 7.44 A 3.08 B
Significancia: HMAXP = **; HMA = ***; P = ns
0 1.26 £0.29 2.10+0.49 1.62+0.10 0.58 + 0.09 1.39 C
79 4,04 +0.26 411049 3.92 +0.86 1.38+0.25 336 A
Raiz 158 3.79£0.26 2.43 £0.55 2.90 £ 0.06 0.97£0.13 2.52 AB
237 3.14+0.23 2.63+0.14 2.27 +0.38 1.07 £0.26 2.28 AB
316 4,01 +1.27 298 +0.61 1.84+0.24 2.95+0.75 295 A
Media 325 A 285 A 251 A 139 B
Significancia: HMAXP = ns; HMA = **¥; p = **
0 17.47 +558 b 19.63+5.58 b 22.66+239 b 701 +137d 16.69 C
79 3839+2091 a 42,16 £3.97 a 41.05+6.62 a 832 + 1.04d 3248 A
Total 158 31.61+3.80 ab 21.29+353 b 32.08 +2.03 ab 15.13 + 2.83 bc 25.03 AB
237 35.07£5.63 a 38.97 £4.60 a 27.71 £3.56 ab 16.02 + 4.44 bc 2944 A
316 36.86+3.29 a 2523+2.18 b 29.18 £ 3.59 ab 18.87 + 486 b 27.54 A
Media 31.88 A 29.46 A 30.54 A 13.07 B

Significancia: HMAXP = *; HMA = **¥; P = *

Medias (n = 4) + desviacion estandar. Letras minusculas indican el efecto de la interaccion (HMA*P). Letras mayusculas en la fila indican el efecto de consor-
cios (HMA). Letras mayusculas en la columna indican el efecto de niveles de fosforo (P). La significancia se indica como: ns: no significativo, *: significativo a P

< 0.05, **: significativo a P < 0.01, ***: significativo a P < 0.001.

Means (n = 4) + standard deviation. Lower case letters indicate the effect of the interaction (HMA*P). Capital letters in the row indicate the consortium effect
(HMA). Capital letters in the column indicate the effect of phosphorus (P) levels. Significance is indicated as: ns: not significant, *: significant at P < 0.05, **:

significant at P < 0.01, ***: significant at P < 0.001.
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similares sobre la variable, pero aumentaron el peso seco de
raiz 58 % con respecto a plantas sin HMA (Tabla 4). Por otro
lado, el efecto individual del factor fésforo mostré el mayor
peso seco de raiz con 316 mg de P,0_kg™ suelo, no obstante,
este resultado no fue significativamente diferente al reducir
el nivel de fésforo a 79 mg de P,0, kg™ suelo.

Elincremento de la biomasa seca de hoja influye sobre
el peso de la biomasa seca total. El tratamiento TZ+79 mg de
P.,0. kg™ suelo, promovi6 el mayor aumento de biomasa seca
total en un 3 % en comparacién a CY y 9 % en comparacién
a RC con el mismo nivel de fésforo, que fueron el segundo y
tercer mejor tratamiento en esta variable, respectivamente.
En conjunto, estos resultados demostraron que la simbiosis
de los consorcios nativos de HMA condujo a una produccion
mejorada de biomasa seca aérea en S. rebaudiana a los 120
ddt, por lo que, la fertilizacion convencional (316 mg de
P.,0. kg™ suelo) resulta en un alto costo de produccion y uso
desmedido de fertilizantes quimicos. En ese marco, estudios
han reportado que las aplicaciones de HMA como bioesti-
mulante, presenta incrementos de biomasa seca en cultivos
como Cucumis sativus (Reyes-Pérez et al., 2021), sin embargo,
Aguirre-Medina et al. (2020) encontraron que en S. rebaudia-
na, la inoculacion de R. intraradices aumentd la biomasa seca
total y el rendimiento de hoja seca. Por otra parte, Vafadar et
al. (2014) subrayaron la efectividad de la inoculacién de HMA
para aumentar el peso seco en S. rebaudiana. No obstante,
Mandal et al. (2013) observaron que el aumento de la bio-
masa seca en plantas inoculadas con HMA es mayor que en
plantas no inoculadas cuando se fertiliza con 50 mg de P.0,
kg' suelo, por lo que, el aumento observado se atribuye a
la capacidad de traslocacion tanto de fésforo, como de otros
nutrientes a la planta por parte de los HMA.

Parametros fisiologicosb

El contenido de clorofila (unidades SPAD) en las hojas
de S. rebaudiana, se vio influenciado principalmente por
efecto de los consorcios de HMA. La inoculacion de RC, TZ
y CY permitié el aumento de la concentracion de clorofila
en un 30% con respecto a plantas no colonizadas (Figura 3).
Estos resultados son superiores a los reportados por Mostafa
(2019) quien observé un aumento del 18 % en el contenido
de clorofila (SPAD) en plantas de S. rebaudiana, con fertili-
zacion completa de NPK. El contenido relativo de clorofila
es un indicador importante en la produccién de biomasa y
fitoquimicos en la planta, absorbe energia solar y la convierte
en energia quimica a través de la fotosintesis (Pal et al., 2015),
lo que explica la relaciéon con el aumento de biomasa en las
plantas colonizadas por HMA en este estudio. En contraste,
la baja concentracion de clorofila reduce la actividad fotosin-
tética y la produccion de biomasa de las plantas (Richardson
etal., 2002).

En el intercambio de gases, la interaccién entre con-
sorcios de HMA y niveles de fésforo, tuvo efecto significativo
(P < 0.05) sobre la tasa de asimilacion de CO, (fotosintesis).
Las plantas tratadas con RC+79 mg de P,0, kg™ suelo, regis-
traron la tasa fotosintética mas alta con 6.97 umol CO, m?s",

que estuvo por encima del tratamiento convencional (T+316
mg de P,0, kg suelo) con 0.18 pmol CO, m? s (Figura 4A).
En este contexto, el tratamiento RC+79 mg de P.0, kg suelo,
también produjo mayor biomasa seca total que T+316 mg
de P,0, kg' suelo, esto podria explicar parcialmente por
qué RC+25 % P registro una tasa fotosintética mas alta que
T+100 % P. Por otra parte, se observé una disminuciéon de la
actividad fotosintética en los tratamientos con mas del 50
% de fosforo aplicado. Es decir, los altos niveles de fosforo
limitaron la tasa de asimilacion de CO, auin con lainoculacion
deRC, TZo CY.

Estos resultados fueron superiores a los observados
por Cauich-Cauich et al. (2018) quienes reportaron 5.41 umol
CO, m? s como la tasa de asimilacion de CO, mas alta en
plantas de S. rebaudiana inoculadas con Rhizophagus intrara-
dices. En este sentido, es probable que el in6culo compuesto
de consorcios nativos de HMA, propicie beneficios multiples
en la fisiologia de las plantas. En este estudio, la optimizacion
de la fotosintesis podria estar relacionada con el area foliar
producida, que mejora la intercepcién y la utilidad de la luz
y beneficia la asimilacion fotosintética (Téth et al., 2002). La
conductancia estomética mostré una tendencia similar a la
fotosintesis, es decir, fue menor en los tratamientos con 237y
316 mg de P,0, kg™ suelo respectivamente (Figura 4B).

Los tratamientos RC+158, RC+79 y CY+79 mg de P.0,
kg' suelo con 0.14, 0.13 y 0.11 mmol H,O m? s respecti-
vamente, fueron los que reflejaron los valores mas altos de
conductancia estomatica, e incluso de traspiracién con 3.33,
3.15 y 2.92 mmol H,0 m? s respectivamente (Figura 4C).
De acuerdo con Garruna-Hernandez et al. (2014), la conduc-
tancia estomatica tiene un comportamiento directamente
proporcional a la transpiracion, por lo tanto, esto explica el
paralelismo observado entre estas dos variables fisioldgicas.
Ademds, se ha reportado que una transpiracién mas alta en
las plantas colonizadas por HMA, es consistente con las tasas
de conductancia estomatica (Abdel-Fattah et al., 2014). Por
otro lado, las plantas testigo no tuvieron relevancia en la
actividad de intercambio de gases. Por lo tanto, es evidente
que el efecto de RC+79 mg de P,0, kg™ suelo, regul¢ la aper-
tura estomdtica y la transpiracién, mejorando la utilizacién
de agua por parte de las plantas, mientras ésta, asimilaba
la mayor cantidad de CO,. Al respecto, se ha observado un
aumento significativo en el trasporte de fosforo por las hifas
hacia la planta, cuando la simbiosis de HMA altera positiva-
mente el comportamiento estomatico (Shu et al., 2014).

El uso eficiente del agua instantaneo a escala foliar
(UEA), se calculé mediante la relacion umol CO, (tasa de foto-
sintesis) / mmol H,O (tasa de transpiracion). Los tratamientos
RC+0y RC+79 mg de P,0, kg suelo, mostraron el mejor UEA
con 245y 2.25 umol CO, mmol™ H,O respectivamente (Fi-
gura 4D). Por lo tanto, resultaron con la capacidad de limitar
la pérdida de agua, mientras se mantenia la absorcion neta
de carbono en las hojas de S. rebaudiana al momento de la
medicion.

El efecto de la simbiosis sobre el UEA depende en gran
medida de la especie de HMA involucrada, sin correlacionar
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Figura 4. A) Fotosintesis, B) conductancia estomatica, C) Transpiracién y D) uso eficiente del agua (UEA), en plantas de S. rebaudiana, inoculadas con
consorcios de HMA (RC, TZ, CY y T) y fertilizadas con niveles de fosforo (0, 79, 158, 237 y 316 mg de P,0_ kg™ suelo) a los 120 ddt. Las letras distintas indican

diferencias significativas (P < 0.05, prueba de Tukey), n = 4.

Figure 4. A) Photosynthesis, B) stomatal conductance, C) Transpiration and D) efficient use of water (UEA), in S. rebaudiana plants, inoculated with AMF
consortia (RC, TZ, CY and T) and fertilized with phosphorus levels (0, 79, 158, 237 and 316 mg of P_0, kg™ soil) at 120 dat. Different letters indicate significant

differences (P < 0.05, Tukey's test), n = 4.

su porcentaje de colonizacién (Ruiz-Lozano et al., 2010); sin
embargo, hay varios pardmetros fisiolégicos y bioquimicos
modulados por los HMA que estan involucrados en la regu-
lacion del UEA ademas de la conductancia estomatica (Ruiz-
Lozano et al., 2010; Augé et al., 2008).

CONCLUSIONES

La fertilizacion con 79 mg de P,0, kg suelo (25 % P
de la fertilizacion convencional) en sinergia con la inocula-
cién del consorcio nativo RC, resulté suficiente para mejorar
la arquitectura aérea de las plantas en términos de altura y
didametro del tallo, sin embargo, los tres consorcios (RC, TZ y
CY) promovieron mayor niumero de ramificaciones en com-
paracién con plantas no inoculadas, lo que sugiere mejores
resultados en el crecimiento vegetativo de S. rebaudiana. El
efecto de la combinacién de RC, TZ y CY con 25 % de fosforo
sobre la produccién de biomasa seca total, fue igual que con
100 %, por lo tanto, la inoculacién de consorcios de HMA
permite reducir los niveles de fertilizacién con fésforo en S.
rebaudiana. Ademas, 79 mg de P,0_kg™" suelo, mejoré la colo-

nizacion micorricica. Asi mismo, RC+79 mg de P.0, kg™ suelo
mejoro la tasa de fotosintesis y el uso eficiente del agua. En
conjunto, nuestros resultados demuestran el potencial de
los consorcios nativos HMA evaluados. Por lo tanto, pueden
considerarse un biofertilizante valido para el cultivo de S.
rebaudiana, ya que permite aplicar menor cantidad de ferti-
lizante, lo que conduce a sistemas agricolas mas sostenibles.
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