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RESUMEN

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni es una planta de interés econémico en la
industria alimentaria y farmacéutica por sus glucésidos de esteviol (GESs),
compuestos 300 veces mas dulces que la sacarosa. Ademds, contienen
compuestos fendlicos y flavonoides con actividad antioxidante. Las bacterias
endofitas promueven el crecimiento y desarrollo y modulan el metabolismo de la
planta huésped. En este estudio se evaluo el papel de las bacterias endofitas sobre
el crecimiento; sintesis de GEs, concentracion de compuestos fendlicos vy
flavonoides; y la densidad de tricomas y fotosintesis. Las 12 bacterias probadas no
incrementaron el crecimiento de las plantas de S. rebaudiana; sin embargo, el
contenido de GEs aumentd con la inoculacién de las bacterias Enterobacter
hormaechei H2A3 y E. hormaechei H5A2. La concentracion de SG en las hojas fue
paralelo a un aumento en la densidad de tricomas glandulares, cortos y grandes. El
andlisis de imagenes de hojas de S. rebaudiana mostr6 una fuerte autofluorescencia
(canal azul, 440 nm) en tricomas glandulares y cortos, lo que indica la presencia de
GEs, compuestos fendlicos y flavonoides. No se evidencié un efecto sobre las
clorofilas, carotenoides y actividad fotosintética. EI aumento en los niveles de
transcripcion de los genes KO, KAH, UGT74G1 y UGT76G1 estuvo relacionado con
la concentracion de SG en plantas de S. rebaudiana inoculadas con E. hormaechei
H2A3 y E. hormaechei H5A2. Estos resultados representan una estrategia
biotecnoldgica para el uso de E. hormaechei H2A3 y E. hormaechei H5A2 como

estimuladoras de la concentracion de metabolitos secundarios en S. rebaudiana

xii



ABSTRACT

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni is a plant of economic interest in the food and
pharmaceutical industry for its steviol glycosides (SG), compounds 300 times
sweeter than sucrose. In addition, they contain phenolic compounds and flavonoids
with antioxidant activity. Endophytic bacteria promote growth and development and
modulate the metabolism of the host plant. In this study, the role of endophytic
bacteria on growth was evaluated; synthesis of SGs, concentration of phenolic
compounds and flavonoids; and the density of trichomes and photosynthesis. The
12 bacteria tested did not increase growth of S. rebaudiana plants; however, the SG
content increased with the inoculation of Enterobacter hormaechei H2A3 and E.
hormaechei H5A2 bacteria. The SG concentration in the leaves was paralleled by
an increase in the density of short and large glandular trichomes. Image analysis of
S. rebaudiana leaves showed strong autofluorescence (blue channel, 440 nm) in
glandular and short trichomes, indicating the presence of SGs, phenolic compounds,
and flavonoids. There was no evidence of an effect on chlorophylls, carotenoids and
photosynthetic activity. The increase in the transcription levels of the KO, KAH,
UGT74G1 and UGT76G1 genes was related to the concentration of SGs in S.
rebaudiana plants inoculated with E. hormaechei H2A3 and E. hormaechei H5A2.
These results represent a biotechnological strategy for the use of E. hormaechei
H2A3 and E. hormaechei H5A2 as stimulators of the concentration of secondary

metabolites in S. rebaudiana.
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I. INTRODUCCION

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta con importancia en la industria
farmacéutica y alimentaria por la acumulacion de glucosidos de esteviol (GESs),
compuestos con un poder endulzante de 100 a 400 veces mayor al de la sacarosa.
Los GEs se acumulan en las hojas, el esteviosido de 5-10% y el rebaudiésido A de
2-4% (Lemus-Mondaca et al., 2012). Ademas, existen reportes de que S.
rebaudiana presenta propiedades antioxidantes, que son atribuidas a compuestos
fendlicos (CF) y flavonoides (FL) (Pande & Gupta, 2013).

El cultivo de S. rebaudiana tiene importancia en México, principalmente por la
adaptacion de la planta a las diversas condiciones ambientales, convirtiéndose en
un cultivo promisorio para distintas regiones, como es el caso de Veracruz, Chiapas
y Yucatan (Oviedo-Pereira et al., 2015). El empleo de microorganismos benéficos
es una alternativa biotecnoldgica para el mejoramiento de cultivos mediante la
asociacion con las plantas y el aprovechamiento de los nutrientes del suelo
(Compant et al.,2005; Kandel et al., 2017). Dentro de estos microrganismos se
encuentran las bacterias enddfitas, las cuales viven dentro del tejido vegetal y en
interaccidn simbidtica del tipo mutualista con la planta hospedera (Afzal et al., 2019).
Las bacterias proveen a las plantas de los reguladores de crecimiento vegetal,
auxinas y giberelinas; ayudan a la solubilizacion del fésforo; presentan actividad
antimicrobiana frente a algunos fitopatdgenos; y estimulan el metabolismo
secundario las plantas (Brader et al., 2014; Hardoim et al., 2008). Por su parte, las

plantas proveen a las bacterias de un nicho y de compuesto organicos necesarios



para su crecimiento (Santoyo et al., 2016). En S. rebaudiana existen reportes donde
inoculan bacterias rizosféricas que mejoran el crecimiento de las plantas y el
contenido de GEs, CF y FL (Kilam et al., 2015; Vafadar et al.,2014). Sin embargo,
considerando las ventajas que tiene el uso de bacterias enddfitas por su asociacion
simbidtica con la planta, es deseable realizar estudios para tratar de identificar
bacterias de este tipo para el crecimiento y la biosintesis de metabolitos secundarios

de S. rebaudiana.

Al respecto, Montes-Salazar (2018) reporté el aislamiento e identificacion de 12
bacterias endofitas de diferentes tejidos de plantas S. rebaudiana. Se evidencié que
estas bacterias tienen la capacidad in vitro de producir acido indol acético (AlA),
solubilizar fosforo, producir sideréforos y al menos con una cepa se comprobd la
estimulacién en el desarrollo radicular en plantas de Arabidopsis thaliana. Dada la
importancia agrondmica del cultivo de S. rebaudiana y el interés por el estudio de la
interaccidén con microorganismos, en el presente estudio se evalu6 su efecto sobre
el crecimiento vegetal, la fotosintesis, y la acumulacion de GEs, CF y F. Ademas,

sobre la densidad de tricomas en hojas de S. rebaudiana.



II. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas morfolégicas de Stevia rebaudiana Bertoni

La planta S. rebaudiana Bertoni pertenece a la familia de las Astereaceae, es
originaria del noreste de Paraguay y fue descrita por primera vez en 1887 por el
botanico suizo Moisés Santiago Bertoni, detallando su sabor dulce (Lewis et
al.,1992).

S. rebaudiana es un arbusto ramificado que presenta una raiz fibrosa, filiforme,
perenne y no profundiza, que se distribuye cerca de la superficie (Cruz-Martinez,
2015). El tallo es anual, sublefioso y pubescente; durante su desarrollo inicial no
posee ramificaciones, se torne multicaule después del primer ciclo vegetativo, llega
a producir hasta 20 tallos en tres a cuatro afios y alcanzar hasta 90 centimetros de
altura. Posee hojas sésiles (carece de peciolo), ovoidales, de nervadura reticulada
(los nervios principales se ramifican en una multitud de nerviculos), aserradas sobre
todo en su extremo final, que adquieren una textura resinosa al secarse. Presenta
pequefias flores hermafroditas blanquecinas de corona tubular que conforman
inflorescencias tipo capitulo y una raiz fibrosa que abarca una cuarta parte del
tamano total de la planta (Monteiro,1980; Shock,1982).

Las regiones de origen de S. rebaudiana, presentan climas de tipo tropical a
subtropical, caracterizados por lluvias que van desde los 1400 a 1800 mm anuales,
temperaturas entre 15-30 °C, y humedad relativa entre 75 a 85% (Melillo, 2000). S.
rebaudiana presenta su crecimiento éptimo a una temperatura entre los 20 a 26° C,

El fotoperiodo critico para el desarrollo de la planta es de 13 horas, y se reporta que



los fotoperiodos largos (16/8 horas luz/oscuridad) favorecen el desarrollo y
crecimiento de los entrenudos, el area foliar, el peso seco y la aparicion de hojas
nuevas. Ademas, esta especie aprovecha la materia organica presente en el suelo
y es capaz de adaptarse a intervalo de pH de 6.5 — 7.5 (Ramirez Jaramillo et al.,

2011; Ceunen & Geuns, 2013).

2.2 Composicion quimica de Stevia rebaudiana Bertoni

En las hojas de S. rebaudiana existe una mezcla compleja de metabolitos
secundarios como diterpenos, triterpenos, taninos, estigmasterol, aceites volatiles,
los cuales estan relacionados con la defensa de la planta frente a las condiciones
ambientales; ademas contiene glucosidos de esteviol (GEs), compuestos del grupo
de los diterpenos, responsables del sabor dulce caracteristico y se encuentran en
mayor cantidad en las hojas, con un poder edulcorante de 100 a 400 veces mayor
a la de la sacarosa, ademas no son toxicos, ni mutagénicos y no aportan calorias

(Duran etal., 2012; Kim et al., 2011; Kaushik et al., 2010; Tadhani & Subhash, 2006).

Los compuestos mas abundantes y dulces son el estevidsido y el rebaudidsido A 'y
su contenido es de 5-10 % de estevidsido y 2-4% de rebaudiosido A del peso seco
de las hojas. Pero las hojas también contienen otros GEs de manera minoritaria
como los rebaudiésidos C, D, E y F y el dulcosido A (Figura 1), los cuales
representan entre un 1-2 % del peso seco de las hojas (Pande & Gupta, 2013). S.
rebaudiana ademas de tener los edulcorantes, posee otros compuestos como;

vitamina A, B2, B6, caroteno, aminoacidos, carbohidratos, enzimas, acidos



organicos, polisacaridos, hormonas vegetales y microelementos (Jarma-Orozco et

al., 2010; Pande & Gupta, 2013).

Las hojas de S. rebaudiana también contienen compuestos fendlicos y flavonoides;
tales como acidos hidroxicinamicos como el acido clorogénico y acido caféico
(Barroso et al., 2018). Estos compuestos le confieren una capacidad antioxidante ,
ademas, son de origen natural, son inocuos, no toxicos y genera interés a la
industria para su empleo como aditivos en la formulacion de alimentos (Goyal &

Goyal, 2010).

2.3 Biosintesis de los glucdésidos de esteviol

Kumar et al. (2012) describe que la biosintesis de los GEs se lleva a cabo en
diferentes compartimentos dentro de la célula y se realiza como parte de la ruta de
biosintesis del acido giberélico, a partir de mevalonato kaurenoico (Figura 2). En S.
rebaudiana, el kaureno es precursor del acido giberélico, el cual es convertido a
esteviol en el reticulo endoplasmatico. Como en el caso de todos los diterpenos, el
acido giberélico y el esteviol son sintetizado a partir del precursor geranil geranil
difosfato, el cual se forma por la via de la desoxi-D-xilulosa 5-fosfato. Dentro de las
enzimas que participan en el proceso encontramos a dos diferentes terpenos
ciclasas: la copalil difosfato sintasa (CPS) y la kaureno sintasa (KS) que como
resultado de su actividad forman kaureno es oxidado por la enzima kaureno oxidasa
(KO) en una reaccion de tres pasos para dar formacién al acido kaurenoico (Figura

2).



O-R?

COO-R!
Nombre R? R?
Steviosido Glupg1- GluBl-2 Glupl-
rebaudiosido A Glup1- GluB1-2(Glup1-3)GluBl-
rebaudiosido C Glup1- Rama1-2(GluB1-3)GluBl-
rebaudiosido D Glupl-2  Glupl-2(GluBl-3)GluBl-
Glup1-
rebaudiosido E Glupl-2  Glupl-2 Glup1-
Glupg1-
rebaudiosido F Glup1- XilB1-2(GluB1-3)GluBl-
dulcésido A GluBl- Rama1-2GluBl-

Figura 1: Estructura quimica de los principales glucosidos de esteviol presentes
en Stevia rebaudiana Bertoni. Glc-Glucosa; Ram-Ramnosa; Xil-Xilosa. Tomado de
Oviedo Pereira et al. (2015)
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Figura 2. Ruta de biosintesis de glucosidos de esteviol en Stevia rebaudiana Bertoni.
CPS-copalil difosfato sintasa; KS-kaureno sintasa; KO-kaureno oxidasa; KAH-acido
kaurenoico oxidasa; UGTs-glucosiltransferasas. Tomado de Humphrey et al. (2006)



En hojas de S. rebaudiana, el &cido kaurenoico es hidroxidado para formar esteviol
(Kim et al.,, 1996), aunque aun no se han identificado la enzima, ni el gen
responsables de esta reaccion. El esteviol se glucosila mediante una serie de UDP-
glucosiltransferasas (UGT), tres de los cuales (UGT85C2, UGT74G1l y UGT76G1)
han sido identificadas como enzimas que transfieren un residuo de azlcar a una
molécula aceptora, y han caracterizado como enzimas especificas, dado que estas

se encargan de glucosilar al esteviésido y rebaudidsido A (Richman et al., 2005).

Las UDP-glucosiltransferasas catalizan la transferencia de una molécula de glucosa
a una molécula aceptora (glucésidos), lo cual modifica la solubilidad, actividad o
transporte de la molécula. Estas enzimas muestran una alta especificidad en la
transferencia de las unidades de glucosa al esteviol para formar los principales
edulcorantes; estevidsido, rebaudidsido A, rebaudidsido C, y dulcésido A, los cuales
son almacenados en las vacuolas (Jarma-Orozco et al., 2010).

Existen antecedentes que la biosintesis y acumulacién de los GEs se pueden dar
en los tricomas. Bondare et al. (2004; 2010) que existe una correlacion positiva entre
el nimero de tricomas de tipo glandular y el contenido de GEs, lo que indica, que
estas estructuras contienen alguno de los precursores de la biosintesis de los
diterpenos y son el sitio de almacenamiento. Por su parte, Cornara et al. (2001)
evidencia que en hojas e inflorescencias de S. rebaudiana hay tricomas que
secretan compuestos de tipo terpeno, sesquiterpenos, flavonoles, entre otros, y se

sugieren que tienen una funcion de secrecion de metabolitos secundarios.



2.4 Tricomas: estructuras epidérmicas en tejidos vegetales

En los diferentes 6rganos de las plantas, se reporta la presencia de diversos tipos
de estructuras epidérmicas, las cuales presentan variedad de formas, tamafos,
distribucion y funciones en el tejido. Dentro de estas estructuras se han descrito las

emergentes, papilas y tricomas (Werker, 2000).

Los tricomas se diferencian de otras estructuras epidérmicas como las papilas por
su capacidad de secretar o almacenar metabolitos secundarios como son los
terpenosy FL, y que contribuyen a la defensa de las plantas frente a las condiciones
bidticas y abiodticas, como el ataque por insectos o enfermedades causadas por
bacterias y hongos patdgenos (Li et al., 2020). La liberacion de estos metabolitos
se puede dar por glutacion, fenémeno que se genera por la presion hidrica que viene
desde la raiz, al sintetizar y acumular los metabolitos se liberar mediante poros o
por ruptura celular (Dassanayake & Larkin, 2017). Los tricomas son definidos como
apéndices unicelulares o multicelulares, que se originan a partir de células
epidérmicas y que se orientan hacia la superficie del tejido vegetal. Los tricomas se
clasifican en tricomas no glandulares (TNG) y tricomas glandulares (TG) (Figura 3

A-B) (Xiao et al., 2016).



Figura 3. Estructuras epidérmicas de S. rebaudiana tomadas mediante microscopia
electronica de barrido. Tricomas glandulares y no glandulares (A); magnificacion de
tricomas glandulares (G) y tricomas no glandulares largos y cortos (L y C).

2.4.1 Tricomas no glandulares
Los TNG son diversos en microestructura, morfologia y anatomia, y se clasifican
por su morfologia en tricomas ramificados o no ramificados (Werker, 2000). En hojas
de plantas de la misma especie se pueden encontrar mas de un tipo de TNG; como
tricomas unicelulares cubiertos con pequefios granulos y de longitudes variable,
tricomas formados por dos células que se distribuyen en el margen de la hoja'y que
se mezclan con tricomas multicelulares largos (Werker, 2000). Los TNG son la
primera barrera de proteccion fisica de las hojas frente a herbivoros, hongos y
bacterias; también de condiciones ambientales adversas, como el frio, metales y

radiacion UV (Xiao et al.,2016).
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Los TNG son estructuras que tienen la capacidad de producir algunos metabolitos
secundarios, Judd et al. (2019) demostré que en los TNG de hojas de Artemisa
annua se produce artemisinina. Li et al. (2020), reporta que en hojas de Camellia
sinensis los tricomas son unicelulares de tipo no glandular y que acumulan cafeina,
catequinas y aminoacidos; para el caso de S. rebaudiana, Tateo et al. (2001) y
Bondarev et al. (2010) identificaron dos tipos de TNG (largos y cortos), sin embargo,
no se reporta una funcién especifica en las hojas en relacion a su interaccion con el

ambiente.

2.4.2 Tricomas glandulares
Los TG son estructuras que se originan de una unica célula epidérmica, y se pueden
clasificar en secretores y no secretores (Tian et al., 2017). Estos tricomas son una
barrera de proteccion en las hojas frente a condiciones de estrés, y sintetizan y
secretan metabolitos secundarios que ayudan a la defensa de la planta como son

lipidos, fenilpropanoides, FL y terpenos (Champagne & Boutry, 2016).

En el caso de S. rebaudiana, Bonderev et al. (2010) reportan una correlacion
positiva entre el nUmero de TGy el contenido de GEs. Sarmiento- Lopez et al. (2021)
asocian la densidad de tricomas glandulares producidos por la inoculacion con
hongos micorricicos, con la acumulacion de CF y FL, y sugiere que en estas
estructuras se acumulan este tipo de metabolitos secundarios, ademas reporta la
relacion positiva entre la densidad de tricomas y los niveles de expresion del gen
TRANSPARNT TESTA GLABRAL (TTG1), el cual esta involucrado en el desarrollo

de los tricomas.
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2.5 Microorganismos promotores de crecimiento vegetal

En el suelo habitan diversos grupos de microorganismos, dentro de los cuales se
encuentran las bacterias promotoras de crecimiento vegetal, las cuales tiene la
capacidad de formar interacciones benéficas con las plantas (Bais et al., 2006;
Hartman & Tringe, 2019). La asociacidén entre el tejido vegetal, las bacterias y el
suelo se da de una manera dindmica y equilibrada en la rizosfera, debido a que
estd influenciado tanto por el metabolismo de las plantas como de los

microorganismos presentes (Jha et al., 2013; Vandenkoornhuyse et al., 2015).

Este tipo de bacterias generalmente estan asociadas a la superficie de las raices y
la rizosfera del suelo, ademas, se conoce que estimulan el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Compant et al., 2005). Los mecanismos por los que estas bacterias
generan beneficio a las plantas, se puede mencionar: la fijacién de nitrégeno, la
solubilizacion de fosforo, produccion de sideréforos y acidos organicos (Berg, 2009).
Las bacterias también pueden producir fitohormonas como: auxinas, citoquininas y
giberelinas; ademas, presentan actividad antagonica frente a bacterias y hongos
fitopatdgenos, lo que se ha relacionado con la sanidad y rendimiento de los cultivos

(Olanrewaju et al., 2017).

2.5.1 Mecanismos de promocién de crecimiento

Las bacterias enddfitas generar varios efectos benéficos de forma directa o indirecta
sobre la planta hospedera. Imran et al. (2019), menciona que las plantas se ven

beneficiadas de forma directa mediante la adquisicion de nutrientes y modulando la
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sintesis de hormonas que se relacionan con el crecimiento, como son las auxinas,
giberelinas y etileno. Indirectamente, estas bacterias endéfitas ayudan a la planta a
controlar fitopatégenos, produciendo compuestos de tipo antimicrobianos o bien,

generando una respuesta de defensa a la planta (Santoyo et al., 2016)

2.5.1.2 Disponibilidad de Nitr6geno

La adquisicibn de nutrientes como el nitrdgeno, es uno de los mecanismos
relacionados con la promocién de crecimiento vegetal. En la literatura se han
reportado algunas bacterias de tipo endofiticas como el caso de Acetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum spp y Azoarcus spp con la capacidad de fijar
nitrégeno en plantas cafia de azucar y arroz (Reinhold-Hurek and Hurek, 1998). La
inoculacién de este tipo de bacterias genera cambios fisiolégicos en la planta,
ademas de aumentar la biomasa seca y la acumulacion de nitrégeno total (Asaf et
al., 2017). Estas bacterias, mediante el proceso denominado Fijacion Biol6gica del
Nitrogeno (FBN) pueden suministrar nitrdgeno a la planta hospedera gracias a la
actividad de la enzima nitrogenasa; donde se atrapa el nitrégeno atmosférico (N2) y
se convierte en amonio (NHs), el cual es asimilable por la planta (Bhattacharjee et
al., 2008). Guapta et al. (2012) sugiere que Pseudomonas aeruginosa tiene la
capacidad de aumentar el contenido de nitrégeno en el suelo, ademas, reportar un
incremento en la longitud de la raiz y el brote de plantas de trigo comparado con
plantas no inoculadas. Asimismo, Carrel y Frank, (2014) reporta a

Gluconacetobacter diazotrophicus como una de las bacterias mas abundante
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aisladas de pinos y resaltando la habilidad de fijar nitrdgeno ayudando al crecimiento

y desarrollo de su hospedero.

2.5. 1.3 Disponibilidad de Fosforo

El fésforo es otro de los micronutrientes importante para muchos complejos
enzimaticos que actdan en los procesos fisioldgicos de las plantas (Gyaneshwar et
al., 2002). Aunque el fésforo esta presente en grandes cantidades en el suelo, en
Su mayor proporcion se encuentra de manera insoluble, por lo que no puede ser
asimilado por las plantas y cumplir su funcién sobre el crecimiento vegetal (Kaur &
Reddy, 2014). Las bacterias endodfitas tienen la capacidad de aumentar la
disponibilidad de este nutriente mediante mecanismos como acidificacion,
quelacion, intercambio i6nico y produccion de acidos organicos (Khan et al., 2009)..
En la literatura cominmente se encuentra que la mayoria de los enddfitos aislados
de plantas con interés agronémico como arroz, maiz, tomate y algunas plantas
medicinales, tiene la capacidad de solubilizar fésforo (Sahu et al., 2020; Mohanty et
al., 2017; Dhouib et al., 2019; LongFei et al, 2018). Li et al. (2018) reportar que el
13% de las bacterias aisladas de tejidos de Glyzyrrysa uralensis F fueron capaces
de solubilizar fosforo, y que los géneros mas comunes fueron Bacillus y
Microbacterium. De igual forma De Fretes et al. (2018) aislé cuatro bacterias
endofitas de sorgo (Microbacterium testaceum, Microbacterium oleivorans,
Brevibacterium iodinum y Microbacterium arborescens) con capacidades de
solubilizar fésforo, estos reportes demuestran el potencial de las bactérias endoéfitas

en la promocién de crecimiento vegetal.
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Estudios previos del uso de bacterias rizosféricas en S. rebaudiana, con capacidad
de promover el crecimiento de la planta y su acumulacién de metabolitos, son
presentados a continuacion. Mamta et al. (2010), reportaron que la inoculacién de
Bacillus gladioli, Enterobacther aerogenes y Serratia marcescens en plantas de S.
rebaudiana, ocasiond un aumento en el crecimiento de la planta, ademas del
aumento en el rendimiento de estevidsido y rebaudiosido A.
Vafadar et al. (2014), demostraron que la inoculacion con la rizobacteria Azotobacter
chroococcum y el hongo micorricico Glomus intraradices en plantas de S.
rebaudiana, aumentod el numero de hojas, tallo y raiz con relacion a las plantas no
inoculadas y gener6é un aumento de 2 veces mas en el contenido de rebaudidsido
Ay esteviosido. Ademas, los autores reportan un aumento de 3.5 veces mas en el
contenido de clorofila total en las plantas inoculadas comparado con las plantas
control. La mejora en el crecimiento de las plantas puede explicarse por el beneficio
que ejercen las bacterias en la nutricién de las plantas, ya que puede presentarse
un aumento en el contenido de N de hasta un 49%, en el caso del P de 3.3 veces
mas y el K un aumenté de 60%, con respecto a plantas no inoculadas.

Kilam et al. (2015, 2017), reporté que una coinoculacién de Piroformospora indica
y Azotobater sp. en S. rebaudiana mejor6 el crecimiento de las plantas, genera 2
veces el contenido de estevidsido y rebaudiosido A, ademas incrementa 1.3 veces
el contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides en comparacion con las
plantas control.

En S. rebaudiana se conoce que el uso de diferentes microorganismos como

Rhizophagus intrarradices (Mandal et al.,, 2015), y Rhizophagus irregularis
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(Sarmiento-Lopez et al., 2020) generan un incremento en los niveles de expresion
de GGDPS, KS, KO, KAH, UGT85C2, UGT74G1 y UGT76G1, genes asociados a
la biosintesis de los GEs y que a su vez se relaciona con el aumento en el contenido
de GEs. Es importante mencionar que la expresiéon de los genes UGT85C2,
UGT74G1 y UGT76GL1 es esencial para la acumulacion de los GEs, debido a que
son los encargados de la adicion de moléculas de azucar para la formacion de los

GEs presentes en las hojas de la planta.

2.5.2 Bacterias endofitas promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias endofitas son organismos que viven dentro del tejido vegetal sin
generar dafio aparente y se clasifican de acuerdo con la estrategia en la que habitan
en las plantas. Las bacterias obligadas, no tiene capacidad de proliferarse o
reproducirse fuera de las plantas y posiblemente se transmiten en las plantas de in
ciclo reproductivo a otro mediante la semilla (Hardoim et al.,2008).

Las bacterias facultativas son las que habitan de forma libre en la rizosfera y cuando
existen las condiciones favorables colonizan a su huésped (Ardanov et al., 2012).
Finalmente, los enddfitos pasivos, son los que no buscan colonizar las plantas, pero
lo hacen como resultado de heridas abiertas en el tejido o a lo largo de pelos
radicales, esta estrategia es menos competitiva, dado que es deficiente en la
colonizacion del tejido y puede ser considerada no apropiada para estimular el

crecimiento de la planta (Gaiero et al., 2013).
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En esta interaccion, la planta provee a las bacterias un nicho propicio para su
crecimiento, ya que las protege frente a condiciones adversas como la luz UV,
variacion en la temperatura y estrés osmoético.

Por su parte, las bacterias al tener un contacto directo con el tejido vegetal pueden
conferir beneficios a la planta hospedera en cuanto al crecimiento, mediante la
asimilacion de nutrientes esenciales como fosforo, hierro y nitrégeno, ademas de la
modulacién o regulacién de los niveles de fitohormonas como auxinas, giberelinas
y citocininas. También tiene la capacidad de producir antibiéticos, producir
metabolitos secundarios e inducir el sistema de defensa de la planta hospedera
(Gaiero et al., 2013).

Las bacterias enddfitas que habitan en un hospedero pueden ser clasificadas como
especificas, ya que solo crecen en un hospedero/tejido o presentan preferencia por
algun hospedero. Esta caracteristica implica el desarrollo de una adaptacion
hospedera/hospedante, hospedera/tejido (Schulz, 2006). Las bacterias enddfitas
tienen diversas maneras de interactuar y colonizar en el tejido vegetal. Los estomas
y la raiz son parte fundamental para el contacto microorganismo-planta, las grietas
radiculares o heridas permiten que estas penetren al tejido, también la secreciéon de
algunos metabolitos por parte de la planta facilita la interaccién y atraccion para las
bacterias (Sgrensen & Sessitsch, 2015).

Es importante mencionar que la actividad biologica de las bacterias enddfitas puede
representar una estrategia interesante para su aplicacion en la agricultura, como

biofertilizantes o bioestimulantes para cultivos de interés comercial.
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2.5.3 Endofitos en plantas de interés comercial

En el cuadro 1, se presenta una sintesis de los reportes en la literatura sobre
bacterias enddfitas aisladas de diferentes plantas. Diversas bacterias se han aislado
de &rboles perennes, por ejemplo: Olea europaea L (Cheffi et al., 2019), Eucalyptus
nitens (Angulo et al., 2014) y Moringa peregrina (Khan et al., 2016); asi como de
plantas medicinales o aromaticas, por ejemplo, como el caso de Piper nigrum
(Ashajyothi et al., 2019), Jatropha curcas (Mohanty et al.,2017), Ocimum tenuiflorum
(Sahu et al., 2020) y Tephrosia apollinea (Khan et al., 2014). Dentro de los aislados
bacterianos, se observa que el género Bacillus se reporta con mayor diversidad y
frecuencia (Dhouib et al., 2019; Jiao et al., 2019; Chen et al., 2020; Khan et al.,
2016). Otros géneros; como Pseudomonas y Enterobacter también se encuentran
reportados como enddfitos comunes (LongFei et al, 2018; Ashajyothi et al., 2019;
Pereira et al., 2019). La raiz y el tallo son tejidos de donde se aislan con mayor
frecuencia las bacterias enddfitas (Dhouib et al., 2019; Ashajyothi et al., 2019;
Angulo et al., 2014). Ademas, se han aislado de hojas, corteza, semillas y fruto (Jiao
et al., 2019; Khan et al., 2016; Chen et al., 2020).

El efecto promotor de crecimiento de las bacterias endofitas se ha probado en la
misma planta hospedera (Dhouib et al., 2019; Jiao et al., 2019; LongFei et al, 2018);
como en especies de plantas distintas a la hospedera (Agarwar et al.,2020;
Ashajyothi et al., 2019; Khan et al., 2016). El efecto promotor se realiza inoculando
las bacterias en la planta y se determinan los efectos en la planta a nivel morfologico,

bioguimico y molecular. Los resultados de promocion de crecimiento en las plantas
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de la misma especie y en plantas distintas a la hospedera, indican la versatilidad de
los endofitos para ofrecer beneficios en cualquier tipo de planta. Los efectos o
mecanismos de accion de las bacterias endoéfitas en la planta se agrupan en la
capacidad para mejorar el crecimiento vegetal, el control biolégico que pueden tener
sobre otros fitopatdgenos y la capacidad de las bacterias para inducir mecanismos
de defensa en la planta.

En S. rebaudiana, Montes-Salazar . (2018), aislo e identificé 12 bacterias enddfitas
de distintos tejidos de la planta y evalud su capacidad de produccion de acido indol
acético (AlA), sideroforos y solubilizacion de fosfatos. Las bacterias que sobresalen
en la produccion de AIA son Enterobacter cloacae cepa MBO0-1 y Enterobacter
hormaechei cepa Lbl con valores de 72.4 y 66.9 ug de AIA/mL respectivamente.
Para la produccion de sideréforos se resaltan E. hormaechei cepa 1017, E.
hormaechei cepa Lbl y E. kobei. En cuanto a la capacidad de solubiliza fosfatos,
E. hormaechei cepa 1017, E.hormaechei cepa Lbl, E. cloacae cepa 13047, E.
kobei y E. xiangfangensis son buenas bacterias solubilizadoras de fosfato con
valores de 540, 560, 800, 620 y 680 ug/mL respectivamente.

Hernandez-Guisao. (2019) reporta el uso de las bacterias aisladas de S. rebaudiana
y su efecto en la promocion de crecimiento en plantas de Medicago sativa, siete
bacterias mejoraron el peso seco de la raiz, 10 bacterias mejoraron el peso seco
aeéreo y 12 bacterias el peso seco total. Las 12 bacterias aumentaron la longitud del
tallo hasta 1.4 veces y entre 60-120 % mas del area foliar con respecto a las plantas
control. Estos ultimos reportes son los Unicos en aislar e identificar bacterias

endofitas de S. rebaudiana, determinar sus caracteristicas promotoras del
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crecimiento y evaluar su efecto sobre parametros de crecimiento vegetal en una

planta modelo.
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Cuadro 1. Bacterias endéfitas aisladas de diferentes plantas hospederas y su actividad biolégica

Planta hospedera

Bacteria endéfita

Actividad bioldgica

Referencia

Solanum

lycopersicum

Tabaco

Arbol de olivo

Glycine max L

Bacillus velezensis

Bacillus
amyloliquefaciens

Bacillus velezensis

Bacillus cereus,
Acinetobacter
calcoaceticus,

Enterobacter cloacae,
Bacillus
amyloliquefaciens,
Pseudomonas putida,
Ochrobactrum
haematophilum

- Planta
Tejido .
colonizada
Propia planta
Solanum
Tallo .
lycopersicum
Semillas Tabaco
Raiz Olea europaea L
N6dulos Glycine max L
de raiz seeds

Actividad antifungica,

promocién de crecimiento

Promocion de crecimiento,

control bioldgico

Promocion de crecimiento,

control bioldgico

Promocién de crecimiento y

mayor produccion de clorofila

Dhouib et al., 2019

Jiao et al., 2019

Cheffi et al., 2019

Zhao, Xu, y Lai, 2018
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Eucalyptus

Promocion de crecimiento

Eucalyptus nitens Bacillus simplex Raiz . Angulo et al., 2014
nitens
Otra planta
Staphylococcus warneri,
Bacillus velezensis, :

Solibacillus isronensis Hojas, Solanum i imi

Gnetum gnemon L ofib: 11515, Talloy _ Promocion de crecimiento Agarwal et al., 2020
Bacillus megaterium, ; lycopersicum
. cono
Bacillus atrophaeu.
) Fruta S
Fresa Lactobacillus plantarum . - Control biologico en fruta Chen et al., 2020
resa
Control bioldgico,
Induccién de enzimas de
Ocimum tenuiflorum Bacillus altitudinis Tallo Orizava sativaL  defensa, aumento de materia Sahu et al., 2020
seca
. _ . ) Promocion de crecimiento, _ .
Piper nigrum L Pseudomona putida Raiz Arroz . Ashajyothi et al., 2019
activa defensa

Piper tuberculatum Pseudomonas sp Raiz Piper nigrum L Aumento de biomasa Pereira et al., 2019

Jatropha curcas ) ) . o
Raiz Maiz Promocién de crecimiento Mohanty et al., 2017
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Paenibacillus
oceanisediminis,
Paenibacillus panacisol,
Bacillus aryabhattai s,
Bacillus safensis,

Brevibacillus agri,

Staphylococcus

succinus
Moringa peregrina Bacillus subtilis
Tephrosia apollinea. Sphingomonas sp.

corteza

Hojas

Solanum
lycopersicum

Solanum

lycopersicum

Promocion de crecimiento,

produccion de clorofila

Promocion de crecimiento

Khan et al., 2014
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2.5.4 Colonizacion de bacterias endofitas en el tejido vegetal

El proceso de colonizacion de las plantas por las bacterias implica una compleja
comunicacién quimica donde se requiere de un reconocimiento de compuestos
especificos de los exudados de la raiz por parte de las bacterias enddfitas (Bais et
al., 2006). La penetracion de las bacterias enddfitas en raices se produce a través
de la colonizacion de los pelos radiculares (Mercado-Blanco & Prieto, 2012), donde
a través de la pared celular vegetal se secretan enzimas hidroliticas como las
celulasas, xilanasas, pectinasas y endoglucanasas, que facilitan la entrada y
propagacion de bacterias dentro de los tejidos de la planta (Kandel et al., 2017). Los
endofitos ocupan con mas frecuencia los espacios interradiculares. Hardoim et al.
(2015), sugiere que los espacios interradiculares son ricos en nutrimentos para las
bacterias, como son los carbohidratos, aminoacidos y nutrientes inorganicos.

El sistema vascular es una ruta de transporte hacia compartimientos internos de la
planta una vez estan en el tejido vegetal y las bacterias tienen la capacidad de llegar
a organos lejanos y especificos de la planta, como flores, semillas, fruto y polen o
bien estar en los espacios intercelulares (Frank et al., 2017). Estudios en plantas de
arroz (Oryza sativa) que fueron inoculadas con Pseudomona putida y Bacillus
amyliloquifaciens reportan presencia y colonizacion en el tejido radicular

(Ashajyothi et al. 2019; Shahzad et al. 2017).
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ll. JUSTIFICACION

S. rebaudiana es una planta de interés nutricional y farmacologico debido a los
compuestos que contienen sus hojas que tienen un poder edulcorante de 100 a 400
veces mayor que la sacarosa. Los compuestos que presentan esta caracteristica
dulce se denominan glucésidos de esteviol (GEs). La planta ademas contiene
compuestos fendlicos (CF) y flavonoides (FL) con actividad antioxidante. Por lo cual,
la planta es utilizada por la industria alimentaria y farmacéutica, como edulcorante
de origen natural y que aporta un nivel caldrico bajo aporte y antioxidantes.

En México S. rebaudiana se cultiva en los estados de Veracruz, Yucatan, Nayarit,
Oaxaca y Chiapas, y es un cultivo promisorio, dado a que existen condiciones
ambientales adecuadas para su adaptacion. Una tecnologia para el mejoramiento
de los cultivos es el uso de microorganismos con actividad promotora de
crecimiento, dentro de los cuales se encuentran las bacterias enddfitas que brindan
beneficios a la planta hospedera. Las bacterias enddfitas viven dentro del tejido
vegetal sin causar un dafio aparente a la planta, creando una interaccion mutualista
donde las bacterias promueven el crecimiento vegetal y estimulan el metabolismo
secundario, y por su parte las plantas les proveen un nicho adecuado para su
crecimiento, proteccion contra condiciones adversas y fuente de carbono. Los
resultados en el grupo de trabajo con 12 bacterias endofitas aisladas de S.
rebaudiana muestran que las bacterias tienen caracteristicas para la promocion de
crecimiento, como es la produccion de &cido indolacético y la capacidad de
solubilizar fosfatos; en este sentido, la inoculacion de estas bacterias endofitas en

plantas de S. rebaudiana permitira obtener informacion sobre el papel que cumplen
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dentro de S. rebaudiana, describir su capacidad en promover el desarrollo y
crecimiento vegetal respecto a parametros como altura de planta, longitud de la raiz,
desarrollo foliar, entre otros; ademas de determinar la funcion que ejercen las
bacterias sobre la biosintesis y acumulacion de metabolitos de interés como GEs,
CP y FL. Ademéas de definir si las bacterias endoéfitas cuando son inoculadas en
plantas de S. rebaudiana pudieran tener un papel en la expresion de genes
asociados a la biosintesis de GEs, fotosintesis y sobre estructuras acumuladores

de metabolitos secundarios como los tricomas.
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IV. OBJETIVOS
4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inoculacién con bacterias endéfitas sobre el crecimiento,
biosintesis de glucdsidos de esteviol, concentracibn de compuestos fendlicos y

flavonoides, y la densidad de tricomas en plantas de Stevia rebaudiana Bertoni.

4.10BJETIVOS ESPECIFICOS
e Seleccionar bacterias endéfitas sobresalientes por su capacidad promotora de
crecimiento vegetal y de promocion en la concentracion de glucosidos de esteviol,
compuestos fendlicos y flavonoides en plantas de S. rebaudiana cultivadas en

vivero.

¢ Analizar los niveles de expresion de los genes KO, KAH, UGT74G1, UGT76G1 en
plantas de S. rebaudiana inoculadas con bacterias enddfitas y su relacion con la

acumulacion de GS.

e Determinar el efecto de la inoculacién con bacterias enddfitas en plantas de S.

rebaudiana sobre la densidad de tricomas y el nivel de expresion del gen TTGL1.

e Determinar el efecto de la inoculacidon de bacterias endéfitas sobre la concentracion

de pigmentos y actividad fotosintética en plantas de S. rebaudiana.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Diagrama general de trabajo

Etapa l

Parametros de crecimiento

Plantas de S. rebaudiana

- Longitud planta | Seleccion de bacterias I no inoculadas (control) e
endofitas sobresalientes : lad
- Nimero de hojas Inoculacas
- Longitud raiz Hojas
- Peso seco hojas y raiz Etapa 2
Biosintesis de GEs Analisis de tricomas
Contenido de metabolitos - Analisis de expresion de - Densidad de tricomas mediante
genes  biosintéticos de SEM.
- Glucoésidos de esteviol (GES) GES: KO, KAH, UGT74G1 - Andlisis del gen TTG1
Compuestos fendlicos (CF) j JeTHEet,
i pu ( - Visualizacién de metabolitos en
- Flavonoides (FL) tricomas mediante confocal

| Parametros fotosintéticos |

- Cuantificacion de pigmentos

- Fluorescencia de clorofila




5.2 Cultivo y manejo de las plantas de S. rebaudiana
Las plantas de S. rebaudiana se cultivaron y mantuvieron en un vivero ubicado en
las instalaciones del CEPROBI-IPN bajo la supervisién del Laboratorio de la Dra.
Silvia Evangelista Lozano del Laboratorio de propagacion ex vitro y siguiendo la
metodologia reportada (Evangelista-Lozano & Rodriguez-Monroy, 2015). Los
explantes apicales de 3-5 cm se plantaron en macetas de 1 L de capacidad, con un
sustrato a base de 60 % de turba, 20 % de perlita y 20 % de vermiculita, a un pH de
5.6 £ 0.5 y porosidad del 85%. Previo a su uso, el sustrato se esteriliz6 en un
autoclave a 121°C y 15 PSI durante 2 h. Las macetas con los explantes se
mantuvieron en un vivero durante 15 dias, las plantas fueron regadas dia de por

medio con la solucién nutritiva Steiner al 50% (Rodriguez -Garcia, 2015).

5.3 Origen de los aislados bacterianos
Las bacterias endofitas se aislaron de diferentes tejidos de plantas de S.
rebaudiana: hoja, tallo y raiz (Cuadro 2). Los tejidos se enjuagaron con agua esteéril
y la superficie se esteriliz6 usando etanol al 70 % (10 min) e hipoclorito de sodio al
2 % (20 min). Los fragmentos de cada tejido se sembraron en cajas Petri con medio
Luria Bertani (LB) y agar (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri, EE. UU.); las cajas de
Petri se incubaron a 25 + 1 °C durante 24 h. Se obtuvieron cultivos axénicos y se

criopreservaron en glicerol al 20% (v/v) en tubos Epperndorf de 1.5 mL a -80 °C.
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Cuadro 2. Bacterias endéfitas aisladas de plantas de S. rebaudiana.

Tejido Aislamiento Cepa cercana NCBI* Cddigo acceso Identidad
Hoja H2A3 Enterobacter hormaechei strain C15 CP042488.1 99.7%
Hoja H5A2 Enterobacter hormaechei strain ER48 MT124573.1 100%
Hoja H7A1 Enterobacter bacterium strain EMt 5 EU863187.1 90%
Tallo T1A2 Enterobacter xiangfangensis strain KV7 MH200641.1 99.7%
Tallo T3A3 Enterobacter xiangfangensis strain SitB416 KY880912.1 99.8%
Tallo T5P1 Enterobacter xiangfangensis strain KV7 MH200641.1 99.7%
Raiz R2A2 Enterobacter xiangfangensis strain KV7 MH200641.1 99.7%
Raiz R3A1 Enterobacter cloacae strain MB0O-11 MHO041191.1 100%
Raiz R5P1 Enterobacter hormaechei strain EGYMCRVIM CP052870.1 99.3%
Raiz R6A1 Enterobacter hormaechei strain C45 CP04255.1 99.7%
Raiz R6P1 Bacillus safensis strain F14 MHO065717.1 100%
Raiz R7A2 Enterobacter xiangfangensis strain KV7 MH200641.1 99.7%
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Las secuencias de rDNA 16S de los aislados se compararon con la base de datos
GenBank utilizando BlastN y un analisis filogenético utilizando el programa MEGA
6 segun Montes-Salazar et al. (2018). El in6culo bacteriano se cultivé en frascos de
250 mL con un volumen de 100 mL de medio liquido LB y se incub6 en un agitador

rotatorio (Infors HT, Minitron, Suiza) a 200 rpm durante 48 h a 25 °C

5.4 Preparacioén del inéculo de las bacterias en matraces Erlenmeyer
A partir de los tubos Eppendorf criopreservados de cada aislado, se tomé una
alicuota de 100 pL y se sembré en una caja Petri con medio sélido LB. Luego de 24
h de incubacion a 25°C, se tomd una asada de una colonia para inocular matraces
Erlenmeyer de 250 mL, con un volumen de 100 mL de medio LB liquido, los cuales

fueron incubados en un agitador rotatorio a 200 rpm durante 48 h a 25°C.

5.5 Inoculacién con bacterias endéfitas de las plantas de S. rebaudiana
en condiciones de vivero
Se utilizaron plantas de S. rebaudiana de 15 dias de edad, con raices de cinco cm
de largo y dos hojas. Las plantas se desinfectaron con etanol al 70% durante 1 min,
seguido de hipoclorito de sodio al 2% durante 1 min y, posteriormente, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril durante 2 min.
Las plantas se plantaron en macetas de 1 dm3 que contenian el mismo sustrato
mencionado anteriormente El sustrato se vertio en macetas negras de 1 L con una
altura de 11 cm, y un diametro inferior y superior de 8 y 10 cm respectivamente y
las macetas se colocaron en bandejas de plastico. Un dia después de haber sido

plantadas (tiempo O desde el inicio del experimento), las plantas fueron inoculadas
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en la raiz con 5 mL de caldo de cultivo de cada uno de los 12 aislados. La
concentracion se ajusté a 0,2 DO a 600 nm (aproximadamente 1 x 108 células
cm3) (Botta et al., 2013). Las plantas se cultivaron a 28 °C, con un fotoperiodo de
16 h luz/8 h oscuridad. Se consideraron diez plantas por tratamiento y se realizaron
dos experimentos independientes. El control fueron plantas no inoculadas. Todas
las plantas se regaron en dias alternos con una solucion de Steiner al 50 %
(Rodriguez-Garcia, 2015). Las macetas se colocaron en el vivero en disposicion
aleatoria y no se realiz6 poda durante el tiempo de evaluacion.

Después de 30 dias de la inoculacion, a las plantas se evaluaron las siguientes
variables: altura, nimero de hojas, longitud de la raiz, peso fresco y seco de la parte
aérea y de las raices, y el contenido GEs, CF y FL de las hojas. Luego de la
evaluacion de las variables mencionadas, se seleccionaron las bacterias E.
hormaechei H2A3, E. hormaechei H5A2 por su capacidad de estimular la
acumulacion de GEs, CF y F, asi como E. xiangfangensis R7A2 como un control.
Se realiz6 un experimento independiente con las bacterias seleccionadas bajo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas y se evalué la expresion de genes
relacionados con la ruta de biosintesis de los GEs (KO, KHA, UGT74G1l y
UGT76G1), densidad de tricomas, contenido de pigmentos fotosintéticos y actividad

fotosintética.
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5.6 Evaluacion del contenido de GE mediante cromatografia en capa fina de

alta resoluciéon (HPTLC)

5.6.1 Preparacion de las muestras y obtencion de extracto metandlico para
la determinacion de GEs.
Para la extraccion de los GEs se utiliz6 como solvente metanol de acuerdo a la
metodologia reportada y modificada por Villamarin-Gallegos, (2016). Las muestras
de 0.1g hojas secas de tres plantas por bacteria evaluada se mantuvieron en un
desecador por 1 h y luego se registro el peso seco de las muestras. El tejido seco
se molié en un mortero de porcelana y se colocé en tubos Eppendorf de 1.5 mL.
El polvo de tejido seco se suspendié en 1 mL de metanol durante 24 h a temperatura
ambiente. Luego de las 24 h, se mezclé y centrifugd a 10,000 rpm a 4°C durante 10
min, el sobrenadante se recuperé en un tubo Eppendorf y se almacendé a -4°C hasta

Su procesam iento.

5.6.2 Cuantificacién del contenido de GE en hojas de S. rebaudiana
Para realizar la cuantificaciéon de GEs se empled un equipo de Cromatografia en
capa fina de alta resolucion (HPTLC, CAMAG, Muttenz, Switzerland), el cual tiene un
sistema automatico de aplicacion ATS4, una camara automatizada de desarrollo
(Automatic Developing Chamber ADC2), un sistema de fotodocumentacion y
evaluacion de imagenes TLC Visualizer y una parrilla de calentamiento de placas.
El calculo del contenido de GEs se realiz6 mediante el software VisionCATS version

2.0.15069.1.
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Se usaron como estandares de GEs los compuestos mayoritarios en plantas de S.
rebaudiana: esteviosido (Sigma-50956), dulcésido-A (ASB-00004949-005),
rebaudidsido-A (ASB-00018223-002), y rebaudidsido-C (ASB-00018223-002). Para
la aplicacion de las muestras se usaron placas de HPTLC de 20 x 10 cm de Silica
Gel 60 F254 (Merck) y se llevo a cabo con el sistema de aplicacion automatico ATS4
(CAMAG, Muttenz, Switzerland). La curva patrén para la cuantificacion de los
compuestos se realizé para cada placa, aplicando cinco concentraciones que se

presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Volumen y concentracidén de estandares para generar la curva patron
en la cuantificacion de glucésidos de esteviol.

Aplicacion (uL) Concentracion (ug)
0.8 0.2
1.6 0.4
3.2 0.8
6.4 1.6
12.8 3.2

El equipo ADC2 (CAMAG-Automatic Developing Chamber) se utiliz6 para la
separacion en placa de los GEs, como fase movil (10 mL) y fase de saturacion (25
mL) se uso la siguiente mezcla de solventes: cloroformo: metanol: acido acético
(65:25:4 v: v: v). Para lograr una correcta separacion de los GE, el proceso se llevo

a cabo en dos etapas usando la misma mezcla de solvente: en la primera
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separacion, la distancia de migracion final fue de 80 mmy en la segunda, de 85 mm.
La camara de separacion se dejo en saturacion con los solventes durante 20 min; 5
min de pre-acondicionamiento, 10 min de acondicionamiento y 5 min de secado. Se
controld la humedad en un intervalo de 47 + 2 % reportado como humedad relativa.
Posterior al proceso de separacion, se llevo a cabo el revelado de los GEs en la
placa con el reactivo de alfa-naftol; el cual previamente se preparé disolviendo 2 g
de a-Naftol en 180 mL de etanol absoluto y 12 mL H2SO4 al 50%. La placa se
sumergio en la solucién preparada durante 3 s e inmediatamente se puso sobre la
plancha de calentamiento a 120 °C durante 5 min. Las imagenes se tomaron con
luz ultravioleta de 254, 366 nm y con luz blanca, para luego analizarlas en el

programa VisionCATS version 2.0.15069.1.

5.7 Determinacion del contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en

hojas de S. rebaudiana mediante espectrofotometria.

5.7.1 Obtencidn del extracto etanolico

Las hojas frescas de cuatro plantas se colectaron en forma aleatoria y se secaron a
55°C en una estufa (Riossa E-33) durante 48 h. Luego de las 48 h se registré el peso
seco, las muestras estuvieron previamente en un desecador por 1 h. Las muestras
secas se molieron en un mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino, el cual
se coloco en tubos Eppendorf, y se adiciond 1 mL de etanol al 75%, la concentracion
de la muestras fue de 0.1 % (p:v). La mezcla se centrifug6 a 10 000 rpm a 4°C
durante 10 min, se recuperd el sobrenadante en tubos Eppendorf y se almaceno a -

4°C hasta su procesamiento.
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5.7.2 Determinacion de compuestos fenélicos totales

La determinacion de compuestos fendlicos se realiz6 mediante la metodologia
reportada por Bobo-Garcia et al. (2014), empleando una microplaca ELISA de 96
pocillos y el reactivo de Follin-Ciocalteu. Para generar la curva patron, se utilizé

acido galico como estandar.

Para esto, se pesaron 0.01 g de acido galico, se disolvieron en 1 mL de etanol al
75% vy se realizaron diluciones de 0 a 180 ug mL? en intervalos de 10 pg para
generar soluciones stock de cada concentracion. Se obtuvo un coeficiente

correlacion de R=0.995.

Para la cuantificacién en la muestra problema, se realiz6 una dilucion 1:10 del
extracto, para lo cual se tomaron 20 pL de extracto y se adicionaron 180 uL de
etanol al 75%. Luego, se tomaron 20 uL de la dilucién y se colocaron en un pozo de
la microplaca y se agregaron 100 L de la solucién de Folin-Ciocalteu diluida con
agua desionizada a una relacién 1:4 (v:v). Las muestras se dejaron incubar durante
6 min en oscuridad a temperatura ambiente en la microplaca, luego de los 6 min se
afadieron 100 uL de carbonato de sodio al 10% y se incubd la reaccion por 2 h. La
absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 760 nm en un lector de placas
(Multiscan Go, Thermo Fisher Scientific) equipado con el Sofware Skanlt version
1.00.40. Los resultados se reportaron como mg equivalentes de acido galico (EAG)

por gramo de peso seco (g PS).
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5.7.3 Determinacion del contenido de flavonoides
El contenido de flavonoides se determind con la metodologia descrita por Chang et

al. (2002), y con la modificacion propuesta por Villamarin- Gallegos et al. (2016),
gque consiste en realizar la cuantificacion en microplacas en lugar de celdas de
vidrios. Para generar la curva patron o de calibracion se emple6 como estandar la
quercetina; y para esto, 0.01 g de quercetina se disolvié en 1 mL de etanol al 75%
y a partir de esta solucion, se hicieron diluciones en un intervalo de 0 a 300 ug mL"

1. Se obtuvo un coeficiente correlacion de R=0.995.

De cada stock se tomaron 24 L y se colocaron en un pozo de la microplaca, luego
se adicionaron 72 pyL de etanol al 75%, e inmediatamente 5 pyL de cloruro de
aluminio al 10%, esta reaccién se dejé incubar por 6 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Finalmente se afiadieron 5 pL de acetato de potasio 1M y se dejo por 30
min en oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se ley6 a una longitud de
onda de 415 nm mediante un lector de placas (Multiscan Go, Thermo Fisher Scientific)
equipado con el Sofware Skanlt version 1.00.40. Para la muestra problema, se
tomaron 24 L del extracto y se realizé el mismo procedimiento para la curva patron.
Los resultados fueron reportados como mg equivalentes de quercetina (EQ) por

gramo de peso seco de la muestra (g PS).
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5.8 Anélisis de tricomas por microscopia electrénica de barrido ambiental

(ESEM) y microscopia de barrido laser confocal
La densidad de tricomas de las hojas se analizé con un microscopio electrénico de
barrido ambiental (Carl Zeiss, EVO LS10, Alemania) segun la metodologia
reportada por Sarmiento-Lopez et al. (2021). Se colectaron hojas completamente
desarrolladas cerca del tercer meristemo apical de plantas no inoculadas y aquellas
inoculadas con bacterias endofitas seleccionadas. Se coloc6 una hoja en stubs de
aluminio con cinta de carbon conductor de doble cara y se observé bajo ESEM
utilizando un voltaje de 15 kV. La presion del gas en la camara ESEM se mantuvo
a 20 Pa mediante la introduccion de vapor de agua y se utiliz6 un detector de
electrones secundario para obtener micrografias. La densidad de tricomas en 0,255
cm? (area foliar de tricomas-?) y el tipo de tricomas (cortos, grandes y glandulares)
se determinaron mediante andlisis de imagenes utilizando el software de edicién

ImageJ 2.0 a partir de micrografias obtenidas por ESEM.

El efecto de la inoculacion de plantas con bacterias endoéfitas sobre la acumulacion
de metabolitos especificos se visualizé con un microscopio de barrido laser confocal
(Carl Zeiss, modelo LSM 800, Alemania) segun la metodologia reportada por
Sarmiento-Lépez et al. (2021). La méaxima fluorescencia de los metabolitos
secundarios (GEs, compuestos fendlicos y flavonoides) se observé en el espectro
azul (435-485 nm), y las clorofilas en el espectro rojo (630-685 nm) se detectaron
segun la metodologia de Talamond et al. (2015). Las micrografias se obtuvieron

utilizando Zeiss Efficient Navigation (ZEN) 2.6 Blue edition.
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5.9 Perfil de expresién de genes en plantulas de Stevia rebaudiana

inoculadas con bacterias endofitas
Se evaluaron los niveles de acumulacion de transcritos de los genes para kaureno
oxidasa (KO), kaureno hidroxilasa (KAH) y (UDP)-glicosiltransferasas (UGT74G1y
UGT76G1) en hojas de plantas no inoculadas (control) y hojas de plantas inoculadas
con las bacterias endofitas seleccionadas. E. hormaechei H2A3, E. hormaechei
H5A2 y E. xiangfangensis R7A2. La expresion de cada gen se normalizo frente a la
expresion del gen GAPDH. Las muestras de hojas congeladas (0,5 g) se molieron
hasta obtener un polvo fino con nitrégeno liquido. EI ARN total se obtuvo utilizando
el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA) siguiendo el protocolo del fabricante.
La muestra de RNA fue tratada con DNasa, y la cantidad de RNA total extraido se
cuantific6 mediante la relacion A260/280 y A260/230 usando el equipo Nanodrop
2000c (Thermo,USA) (Simms et al., 1993).
Para determinar la calidad e integridad del ARN total se realizé un gel de agarosa
al 1,5 % saturado con formaldehido. La sintesis del cDNA se llevo a cabo a partir
de 1 pg de ARN purificado utilizando un kit de transcripcion inversa de ADNc y
siguiendo la metodologia reportada por Kilam et al., (2017).
La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) se realiz6 con
SYBR Green (QIAGEN, California, EE. UU.) y se cuantificé en un termociclador de
PCR en tiempo real Rotor-Gene Q (QIAGEN, California, EE. UU.). La gRT-PCR se
programo para 35 ciclos, con desnaturalizacion a 95 °C durante 15 s, hibridacion a
58 °C durante 30 s y extension a 72 °C durante 30 s. Se evaluaron tres repeticiones

bioldgicas con tres repeticiones técnicas por tratamiento. La especificidad de los
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primers se verificO mediante PCR regular. Se utilizaron genes especificos de la ruta
de sintesis de los glucésidos de esteviol y sintesis de tricomas (Mandal et al., 2015)
(Cuadro 4). Los resultados cuantitativos fueron evaluados por el Método 2-4CT

descrito por Livak & Schmittgen (2001).

Cuadro 4. Lista de genes especificos para el analisis mediante gRT-PCR

Gen Primers

GDPH Directo: TCAGGGTGGTGCCAAGAAGG

Reverso: TTACCTTGGCAAGGGGAGCA

KO Directo: GTTGAAGGAGAAGAAACCTTAC

Reverso: CAACATATAAGCTCTCCACATC

KAH Directo;: CCTATAGAGAGGCCCTTGTTG

Reverso: TAGCCTCGTCCCTTTGTGTC

UGT74G1 Directo: GGTAGCCTGGTGAAACATGG

Reverso: CTGGGAGCTTTCCCTCTTCT

UGT76G1 Directo: GACGCGAACTGGAACTGTTG
Reverso: AGCCGTCGGAGGTTAAGACT
Directo;: GCTCCCTCTCGCTTTTAGGT

TTG1
Reverso: CCGCAATATATCCTGGTTGG
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6. Cuantificacién de pigmentos fotosintéticos
El contenido de clorofilas (ay b) y carotenoides se cuantificaron mediante el método

reportado por Lichtenthaler. (1987). Las muestras de hojas frescas de plantas
inoculadas y no inoculadas se lavaron con agua desionizada estéril para retirar
material contaminante superficial. Se llevo a cabo la extraccion a partir de 50 mg de
tejido fresco de hoja y se macer6 con 1 mL de acetona al 80%. Las muestras se
centrifugaron para separar el sobrenadante, se almacenaron a 4°C, protegiéndolo
de la luz con papel aluminio hasta su evaluacion. El contenido de pigmentos se
determind mediante un espectrofotdmetro (Thermo Scientific® Multiskan GO) a 663,
646 y 470 nm. EIl contenido total de clorofilas se calcul6 por la sumatoria del
contenido de clorofila ay b, expresando los datos en miligramos por gramo de peso

fresco (mg/ g PF), usando las siguientes ecuaciones:

Clor a = (12.21 x Ass3 — 2.81 X Asas)

Clor b = (21.50 x Aea6 — 5.10 X Ase3)

Car = (1000 x 4470 - 3.27 x Clor a — 104 x Clor b) * / (229)

Donde, An es igual a la absorbancia en nm, V es el volumen de la muestra en mL, y
PF es el peso fresco de las hojas en g. Los resultados se reportaron como mg/ g
peso seco.

6.1 Determinacion de la actividad fotosintética

La fluorescencia de clorofila en las plantas de S. rebaudiana inoculadas con las
bacterias seleccionadas y no inoculadas se midié con un fluorimetro de clorofilas

0S.30p (Opti-Sciences Inc., USA). Para obtener los datos de fluorescencia de
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clorofila se usé la segunda hoja en la zona cercana al meristemo apical de acuerdo
a la metodologia reportada por Sarmiento-Lopez et al., 2020. Las plantas fueron
pre-acondicionadas en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, la fluorescencia de las clorofilas se evalu6 mediante un pulso de
saturacion con luz actinica (3500 pmol m=? s?) y se calcularon parametros
indicadores de la actividad fotoquimica como la fluorescencia primaria (Fo), la
fluorescencia maxima (Fm), la maxima eficiencia cuantica fotoquimica del PSII
(Fv/Fm) y la eficiencia del potencial fotoquimico (Fv/Fo). Pardmetros como la
fluorescencia variable (Fv) y Fv/Fo fueron calculados de la siguiente manera: Fv=

Fm-Fo y Fv/Fo= Fm/Fo-1 (Schreiber et al., 1994).

6.2 Andlisis estadistico

Los datos crudos de cada andlisis se utlizaron para obtener las medias y
desviaciones estandar. Los datos de cada variable de crecimiento, contenido de
pigmentos fotosintéticos, actividad fotosintética, concentracion de metabolitos,
densidad de tricomas y expresion de genes de las plantas no inoculadas e
inoculadas se analizaron mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, y
las diferencias significativas se analizaron mediante la prueba de Tukey, con un
valor de P < 0,05. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software
estadistico Minitab® para Windows, version 19.1 (Estados Unidos, LLC), y los
gréaficos se realizaron con el programa GraphPad Prism para Windows, version 6.0

(GraphPad Corp, San Diego, CA, EE. UU.).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Efecto de bacterias endoéfitas aisladas de S. rebaudiana sobre parametros
de crecimiento en plantas de S. rebaudiana

Las plantas de S. rebaudiana inoculadas con las bacterias endéfitas no presentaron
una actividad promotora del crecimiento vegetal, debido a que su crecimiento
(longitud de planta, longitud de raiz, nUmero de hojas y peso seco de raiz) no fue
estadisticamente diferente con respecto a las plantas no inoculadas (Cuadro 5).
Las interacciones entre la planta y los microorganismos enddfitos se han propuesto
como una estrategia para mejorar el crecimiento de las plantas y estimular el
metabolismo secundario (Afzal et al., 2019; Hardoim et al., 2015; Hardoim et al.,
2008).

Sin embargo, en este trabajo, la reinoculacion con bacterias endoéfitas aisladas de
diferentes tejidos de S. rebaudiana no promovié significativamente el crecimiento de
las plantas. Estos resultados sugieren que la promocién del crecimiento no esta
asociada con la reinoculaciéon bacteriana endofitica y que las bacterias no afectaron
negativamente el crecimiento de las plantas. Es posible que la planta pueda dividir
los nutrientes para el metabolismo primario o proporcionar los nutrientes necesarios
para el crecimiento bacteriano. Ademas, podria indicar que estas bacterias tienen
otro tipo de efecto en la planta, como por ejemplo el estimulo sobre metabolismo
secundario, lo que puede generar una mayor acumulacion de compuestos
bioactivos (Li et al., 2018). Este comportamiento también se ha observado en

diferentes interacciones planta-microorganismo, como Ocimum basilicum L.
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Cuadro 5. Efecto de lainoculacion de bacterias endofitas sobre el crecimiento vegetal en plantas de S.

rebaudiana.

Tratamiento

Longitud planta (cm) NuUmero hojas

Peso seco hojas

Longitud raiz (cm)

Peso seco raiz

Control

E. hormaechei H2A3

E. hormaechei H5A2

E. bacterium H7A1
E. xiangfangensis T1A2
E. xiangfangensis T3A3
E. xiangfangensis T5P1
E. xiangfangensis R2A2

E. cloacae R3A1

E. hormaechei R5P1

E. hormaechei R6A1
Bacillus safensis R6P1
E. xiangfangensis R7A2

23.6+x25a
19.7+13a
234+15a
252+73a
219+26a
249+3.1a
25.8+3.1a
20.7+21a
23.6*+1.7a
245+26a
23.3+x3.7a
22.3+13a
23.3+33a

285+33a
27.2+25a
299+3.7a
299+3.7a
286+29a
30.2+35a
31.0+20a
282+19a
29.4+0.7a
28.6+28a
26.6+50a
26.7+18a
29.7+25a

0.117 +0.03 a
0.082 +0.02 a
0.088 +0.01 a
0.105+0.05 a
0.103+0.05 a
0.095 +0.02 a
0.108 +0.04 a
0.087 +£0.03 a
0.116 £+ 0.03 a
0.099+0.03 a
0.093+0.01 a
0.121 +0.02 a
0.087 +0.02 a

19.1+22a
189+20a
208+24a
216+12a
23.9*5.7a
21.2+29a
211+1.7a
222*4.7a
21.2+27a
23.0+x34a
26.0+6.3a
200+x23a
216+23a

0.128 +0.05a
0.116 + 0.04 a
0.146 £+ 0.04 a
0.129+0.07 a
0.107 +£0.04 a
0.107+£0.05a
0.125+0.04 a
0.092 +0.03 a
0.114+0.04 a
0.104 +0.03 a
0.101+£0.02 a
0.115+0.02 a
0.102 + 0.03 a

Los datos representan la media + desviacion estandar de diez plantas individuales cosechadas hasta 30 dias

después de la inoculacion. La misma letra indica que no hay diferencias estadisticamente significativas entre los

parametros de crecimiento (p<0.05).
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inoculado con Glomus mosseae (Copetta et al., 2006) y Ocimum gratissimum L.

inoculado con Glomus intrarradices (Hazzoumi et al., 2017).

7.2 Efecto de bacterias endofitas aisladas de S. rebaudiana sobre sobre la
acumulacion glucoésidos de esteviol en plantas de S. rebaudiana

En plantas inoculadas con Enterobacter hormaechei H2A3, hubo un aumento
significativo con respecto a plantas no inoculadas en las concentraciones de GE
total (Fig. 4A), rebaudiosido A (Fig. 4B) y esteviosido (Fig. 4C), con valores de 2,2,
2,2y 2,1 veces mas, respectivamente. La misma tendencia se encontré con la
inoculacion con E. hormaechei H5A2, donde las concentraciones de SG total,
rebaudidsido A y estevidsido aumentaron significativamente en 1,5, 1,5y 1,4 veces
mMAas en comparacion con las de las plantas no inoculadas. La inoculacién con E.
bacterium H7A1l no incrementd significativamente la concentracion de los
metabolitos evaluados en relacion a las plantas no inoculadas, pero fue similar a la
encontrada en plantas inoculadas con E. hormaechei HS5A2. Las plantas inoculadas
con otras bacterias no presentaron cambios significativos en la concentracion de los

glucésidos (Fig. 4).
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Figura 4. Concentracion de glucésidos de esteviol en plantas de S. rebaudiana
inoculadas con bacterias endofitas. Glucosidos de esteviol total (A), Rebaudiésido
A (B), Estevidsido (C). Las barras representan la media + DS de cuatro réplicas

bioldgicas. Letras diferentes indican diferencia significativa (P<0.05).
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Estudios previos en otras especies como: Oryza sativa (Andreozzi et al., 2019;
Balachandar et al., 2006), Beta vulgaris L (Shi et al., 2010), Artemisia annua ( Li et
al., 2012; Tripathi et al., 2020), Catharanthus roseus (Tiwari et al., 2013), Salvia
miltiorrhiza (Yan et al., 2014), Fragaria ananassia (Guerrero-Molina et al., 2014),
Glycine max (Asaf et al., 2017), Glycyrrhiza uralensis F (Li et al., 2018), Lycoris
radiata (Liu et al., 2020) y Camellia oleifera (Xu et al., 2020), indican que las
bacterias pueden tener un efecto diferencial en la promocién del crecimiento de las
plantas o en la biosintesis de metabolitos secundarios, similar a lo que se encontré
este trabajo. Hasta donde sabemos, este es el primer reporte donde se observa el
efecto de bacterias endodfitas de S. rebaudiana como estrategia para mejorar su
crecimiento o acumulacion de sus metabolitos secundarios. Previamente, Vafadar
et al. (2014), informaron que bacterias aisladas de la rizosfera (Bacillus polymixa,
Pseudomonas putida y Azotobacter chroococcum) e inoculadas en plantas de S.
rebaudiana aumentaron significativamente la biomasa de raices y brotes, asi como
el contenido de estevidsido, clorofilay en el contenido de N,P y K. Kilam et al. (2015),
reportaron que A. chroococcum mejora el crecimiento, la actividad antioxidante y el
contenido de glucésidos de esteviol de las plantulas de S. rebaudiana en
condiciones in vitro.

Por otra parte, se han reportado varios hongos, incluidos Glomus intrarradises,
Piriformospora indica, Rhizoglomus irregulare y Rizophagus intraradices, como
otros microorganismos inoculantes de S. rebaudiana, y los resultados demostraron
que tienen la capacidad de mejorar el crecimiento de las plantas y la acumulacion

de esteviosidos (Vafadar, Amooaghaie, y Otroshy, 2014; Kilam et al., 2015; Tavarini
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et al., 2018; Sarmiento-Lopez et al., 2020; Mandal et al., 2013; Mandal et al., 2015).
Se ha propuesto una relacion sinérgica entre bacterias y hongos para mejorar el
crecimiento vegetal de S. rebaudiana y la acumulacion de GEs (Kilam et al., 2015;
Vafadar et al., 2014). Sin embargo, se sabe poco sobre el uso de bacterias endofitas
para mejorar el metabolismo secundario en S. rebaudiana. Los hallazgos de
Nowogodrska y Patykowski (2015) respaldan la idea de que la inoculacion secuencial
con bacterias, hongos o una combinacién de ambos no siempre produce efectos
sinérgicos. Sin embargo, se requiere de mas investigaciones sobre este tema en el
futuro. Hasta donde sabemos, este es el primer reporte de inoculacion de S.
rebaudiana con bacterias endéfitas del género Enterobacter como estrategia para
mejorar la biosintesis de sus metabolitos secundarios. Los resultados de este
estudio indican que la sintesis de metabolitos secundarios se logra con la

inoculacion de bacterias endofitas sin coinoculacion fungica.

7.3 Efecto de bacterias endofitas aisladas de S. rebaudiana sobre la
acumulacién de compuesto fendlicos y flavonoides en plantas de S.
rebaudiana

En plantas de S. rebaudiana inoculadas con E. hormaechei H5A2, hubo un aumento
significativo de 1,4 veces en la concentracion de flavonoides en comparacion con
las plantas no inoculadas (Fig. 5A), mientras que la concentracion de compuestos
fendlicos fue similar a la de las plantas no inoculadas (Fig. 5B). La inoculacion con

las otras bacterias no aumentd la concentracion de flavonoides y compuestos
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fendlicos, mientras que la inoculacion con E. xianfangensis R7A2 disminuyo
significativamente la concentracion de compuestos fendlicos.

Con base a los resultados obtenidos en el analisis de los parametros de crecimiento
y aumento de los metabolitos secundarios con la inoculacion de bacterias endofitas,
Las bacterias seleccionadas para continuar con este trabajo fueron E. hormaechei
H2A3 y E. hormaechei H5A2. Ademas, se utiliz6 E. xianfangensis R7A2 como
tratamiento adicional porque no mostro induccién de metabolitos ni promocién del
crecimiento. Estas bacterias se utilizaron para analizar el efecto sobre los pigmentos
fotosintéticos, actividad fotosintética, densidad de tricomas en las hojas, y la

expresion de genes de la ruta de biosintesis de SG.
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Figura 5. Concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides en plantas de S.
rebaudiana inoculadas con bacterias enddfitas. Las barras representan la media +
DS de cuatro réplicas biolégicas. Letras diferentes indican diferencia significativa
(P<0.05).

7.4. Efecto de lainoculacion de E. hormachei H2A3, E. hormachei H5A2 y E.
xiangfangensis R7A2 sobre la densidad de tricomas en hojas de S.

rebaudiana
Fotomicrografias (SEM) de las hojas de plantas no inoculadas y plantas inoculadas

con las bacterias seleccionadas mostraron tres tipos de tricomas: glandulares (G),
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largos (L) y cortos (C) (Fig. 6). En las plantas inoculadas con E. hormaechei H2A3,
las microfotografias mostraron la presencia de un mayor nimero de tricomas cortos,
largos y glandulares en comparacion con las plantas no inoculadas (Fig. 6B),
mientras que en hojas de plantas inoculadas con E. hormaechei H5A2 y E.
xiangfangensis R7A2, las fotomicrografias no mostraron un efecto visual sobre el

namero de tricomas en relacion con las plantas no inoculadas (Fig. 6C-D).

En las hojas de las plantas no inoculadas e inoculadas, los tricomas cortos fueron
los mas abundantes (2000 a 6000 tricomas cm?), seguidos de los glandulares (1000
a 3000 tricomas cm?) y los tricomas largos (200 a 800 tricomas cm?) (Fig. 7). La
densidad de tricomas mostr6 que E. hormaechei H2A3 indujo un aumento
significativo en los tricomas glandulares, largos y cortos de 1,7, 4,3y 1,5 veces mas
con respecto a plantas no inoculadas, respectivamente (Fig. 7A-C). Sin embargo,
las bacterias E. hormaechei H5A2 y E. xiangfangensis R7A2 no indujeron ningun

efecto sobre la densidad de tricomas (Fig. 7A-C).

La figura 8 muestra los resultados obtenidos del analisis de la acumulacion del
transcrito TRANSPARENT TESTA GLABRAL (TTG1) en plantas de S. rebaudiana
inoculadas y no inoculadas con las bacterias seleccionadas. Se observé que en
hojas inoculadas con E. hormaechei H2A3 hubo una mayor acumulacion (Fig. 8A)
e intensidad de la banda del transcrito de TTG1 de 2.9 veces mas (Fig. 8B)
comparado con las plantas no inoculadas. En contraste, en hojas de plantas
inoculadas con E. hormaechei H5A2 y E. xiangfangensis R7A2 la acumulacion e

intensidad de la banda del transcrito no es diferente con respecto a las plantas no
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inoculadas (Fig. 8 A,B). El aumento en la densidad de los tricomas glandulares,
largos y cortos en S. rebaudiana inoculadas con E. hormaechei H2A3 (Fig. 7)

pueden asociarse con los altos niveles de expresion del transcrito TTG1 (Fig. 8).

Con la finalidad de demostrar que los metabolitos secundarios evaluados en este
trabajo se acumulan en los tricomas, se realizé un analisis de estas estructuras en
hojas de S. rebaudiana no inoculadas e inoculadas con las bacterias seleccionadas
mediante microscopia confocal (Fig. 9). Se detect6é en el canal rojo se muestra la
autofluoresencia de las clorofilas (Figs. 9 A-D), mientras que en el canal azul se
observa la autofluoresencia de GEs, compuestos fendlicos y flavonoides en los
tricomas (Figs. 9 E-H). La inoculacion con E. hormaechei H2A3 y E. hormaechei
H5A2 generd una mayor intensidad en la sefial autofluorescente en el canal azul,
particularmente en los tricomas glandulares y cortos (Figs. 9 F-G), mientras que en
las plantas no inoculadas (Fig. 9E) y las inoculadas con E. xiangfangensis R7A2
(Fig. 9H), la sefial de autofluoresencia fue menor. En particular, se exhibié una fuerte
fluorescencia azul en la cavidad secretora de los tricomas glandulares y en los
tricomas cortos de plantas inoculadas con E. hormaechei H2A3 y E. hormaechei
H5A2 (Fig. 8N y O) en comparacion con plantas no inoculadas (Fig. 8M) y aquellas

inoculadas con E. xiangfangensis R7A2 (Fig. 8P).
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Figura 6. Tricomas glandulares (G), largos (L) y cortos (C) en hojas de S.
rebaudiana visualizadas en microscopio electrénico de barrido de plantas control
(A), inoculadas con E. hormaechei H2A3 (B), E. hormaechei H5A2 (C), y E.

xiangfangensis R7A2 (D), un zoom de los tipos de tricomas (A).
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Figura 7. Densidad de tricomas en hojas de S. rebaudiana inoculadas con bacterias
endofitas. Densidad de tricomas glandulares (a), tricomas largos (b) y tricomas
cortos (c). Las barras representan la media + DS de cuatro réplicas biologicas.

Letras diferentes indica diferencia significativa (P<0.05).
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Los tricomas son estructuras vegetales que acumulan metabolitos secundarios, y
su presencia en las hojas de las plantas esta asociada a mecanismos de defensa
frente a patdgenos, insectos y condiciones ambientales adversas (Champagne &
Boutry, 2016; Tian et al., 2017; Werker, 2000). Los tricomas observados en las hojas
de S. rebaudiana fueron cortos, largos y glandulares. Esta morfologia de tricomas
es tipica de las hojas de S. rebaudiana (Bondarev et al., 2003; Bondarev et al., 2010;
Cornara et al., 2001; Monteiro et al., 2001). Los resultados de este trabajo mostraron
gue la inoculacion con bacterias endofitas provoca un aumento significativo en la
densidad de tricomas en las hojas de S. rebaudiana. Esta respuesta anatdmica se
ha observado en otras plantas inoculadas con hongos, como A. annua inoculada
con R. intraradices (Mandal et al., 2015) y A. annua inoculada con Glomus
macrocarpum y Glomus fasciculatum (Kapoor et al., 2007).

En el presente trabajo, la inoculacién con el endofito E. hormaechei H2A3 generd
una mayor densidad de tricomas en las hojas de S. rebaudiana, lo que fue paralelo
con una mayor concentracion de GEs, compuestos fendlicos y flavonoides. Sin
embargo, se realiz6 un andlisis de Pearson entre la concentracion de metabolitos
secundarios y la densidad de tricomas, observando que no hay una correlacion
entre las variables (R2<0.53) (Anexo 1). Estos resultados contrastan con Bondarev
et al. (2010); sugieren una relacion positiva entre el numero de tricomas glandulares
y la acumulacion de SG; sin embargo, no presentaron un analisis cuantitativo de la
correlacion entre la acumulacion de SG y la densidad de tricomas.

En otras plantas que acumulan metabolitos secundarios en tricomas, se reporté una

relacion entre el nimero de tricomas en las hojas y la acumulacion de metabolitos
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secundarios inducida por la inoculacion con diferentes hongos. Kapoor et al. (2007)
y Mandal et al. (2015b) describieron que la inoculacion de hongos benéficos
(Glomus macrocarpum, Glomus fasciculatum y Rhizophagus intraradices) en
plantas de A. annua mejoro la acumulacion de artemisinina en los tricomas y reforzo
la idea de que las interacciones beneficiosas, incluidas las bacterias enddfitas,

inducen varias respuestas bioquimicas y fisiologicas en beneficio de los cultivos.
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Figura 8. Analisis de expresion del gen TRANSPARENT TESTA GLABRA1 (TTG1)
en hojas de S. rebaudiana inoculadas con bacterias endofitas. Acumulacién de
transcrito de TTG1 (A) e Intensidad relativa de la acumulacion del transcrito TTG1
(B) en hojas de S. rebaudiana inoculadas con E. hormaechei H2A3, E. hormaechei
H5A2 y E. xiangfangensis. GADPH se utilizo como gen control interno. Las barras
representan la media =+ DS de tres réplicas a 30 dias postinoculacion. Letras
diferentes indica diferencia significativa (P<0.05).
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El uso de herramientas de microscopia confocal utilizadas en este trabajo permitio
la localizacion de los GEs, compuestos fendlicos y flavonoides en los tricomas de
las hojas de S. rebaudiana al detectar su autofluorescencia, asi como se ha
empleado para otras especies vegetales (Agati et al., 2002; Talamond et al., 2015;
Vidot et al., 2019). Esta se basa en la autofluoresencia de los metabolitos cuando
son excitados por un haz de luz, y esta fluorescencia se caracteriza por bandas de
emision en los espectros azul (440 nm), verde (520 nm) y rojo (690 nm) (Buschmann
et al., 2001; Garcia-Plazaola et al., 2015). En este trabajo se encontrd
autofluorescencia en el espectro azul, indicativo de la acumulaciéon de estos
metabolitos en tricomas de S. rebaudiana inoculados por E. hormaechei H2A3 y E.
hormaechei H5A2. En las hojas de otras plantas, los metabolitos secundarios como
alcaloides, terpenos, compuestos fendlicos y flavonoides se han localizado por su
emisién de autofluorescencia en tejidos epidérmicos y haces vasculares (Agati et
al., 2002; Conéjéro et al., 2014; Hutzler et al., 1998; Talamond et al., 2015).
Recientemente, Sarmiento-Lopez et al. (2021) reportaron que plantas de S.
rebaudiana colonizadas con el hongo micorricico arbuscular R. irregularis mostraron
fluorescencia en los tricomas y que esto se relaciond con el incremento de
compuestos fendlicos y acumulacion de flavonoides. Tomados en conjunto, estos
resultados sugieren que se produce un mecanismo similar para la inducciéon y
acumulacion de metabolitos en las interacciones tanto de bacterias enddéfitas como
de hongos con plantas. Es bien sabido que los metabolitos secundarios como los
terpenos y los compuestos fendlicos tienen una funcion importante al activar

resistencia sistémica, lo que permite que las plantas respondan de manera mas
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efectiva a los ataques de patdgenos y herbivoros (Cervantes-Gamez et al., 2016;
Pozo & Azcon-Aguilar, 2007; Santos et al., 2017). En este trabajo se observé un
aumento significativo en el desarrollo de tricomas, asi como en la acumulacién de
GEs y flavonoides, lo que puede estar relacionado con la induccion de resistencia
sistémica por la inoculacion de bacterias endofitas en plantas de S. rebaudiana de
manera similar a lo observado en otras especies de plantas bajo diferentes
interacciones planta-microorganismo (Kapoor et al., 2017; Mandal et al., 2015). Sin
embargo, en S. rebaudiana, se necesitan mas estudios experimentales para probar

esta hipotesis.
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Figura 9. Localizacion de glucosidos de esteviol, compuestos fendlicos y
flavonoides en tricomas de S. rebaudiana. Autofluoresencia de clorofila (canal rojo)
Panel a-d. Autofluoresencia de los metabolitos secundarios (canal azul). Panel e-h.
Colocalizacion de clorofila y autofluoresencia de los metabolitos secundarios, Panel
i - I; Los paneles m-p corresponden a una ampliacion de tricomas en plantas no
inoculadas e inoculadas con E. hormaechei H2A3, E. hormaechei H5A2 y E.
xiangfangensis R7A2, respectivamente. G, tricoma glandular; L, tricoma largo; y C,

tricoma corto.

7.5 Efecto de la inoculacion de bacterias endoéfitas sobre la expresion

diferencial de genes biosintéticos de GE en plantas de S. rebaudiana.

Los resultados de la expresion diferencial de los genes de biosintesis de GEs en
plantas de S. rebaudiana inoculadas con bacterias enddfitas se presentan en la
Figura 10. El nivel de transcripcion del gen KO aumento significativamente con las
bacterias E. hormaechei H5A2 (21,3 veces) y E. xiangfangensis R7A (42,3 veces)
en comparacion con el inoculado con E. hormaechei H2A3 y el de las plantas no
inoculadas (Fig. 10A). El nivel de transcripcion de KAH aumenté significativamente
52,3 veces con la inoculacion con E. hormaechei H5A2 (Fig. 10B). Los niveles de
transcripcion del gen UGT74G1 aumentaron significativamente con la inoculacion
con E. hormaechei H2A3 (11,3 veces) y E. hormaechei H5A2 (17,2 veces), mientras
gue E. xiangfangensis R7A aumentd (6,0 veces) pero no fue significativo con
respecto a la de las plantas no inoculadas (Fig. 10C). Finalmente, los niveles de
transcripcion del gen UGT76G1 aumentaron significativamente 3,2 veces con la

inoculacion con E. hormaechei H2A3 (Fig. 10D).
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La kaureno oxidasa y la kaureno hidroxilasa son enzimas importantes en la
biosintesis de los GEs y representan el principal punto de ramificaciéon en el

catabolismo de la columna central (esteviol) de los GEs.
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Figura 10. Analisis de expresion relativa de genes clave en la via de biosintesis de
glucésidos de esteviol en hojas de S. rebaudiana inoculadas con bacterias endofitas.
KO (a), KAH (b), UGT74G1 (c), UGT76G1 (d). GAPDH se utiliz6 como gen de
referencia. Las barras representan la media + desviacion estandar de tres réplicas
bioldgicas recolectadas 30 dias después de la inoculacion. *Letras diferentes indica
una diferencia significativa (P<0.05).
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De hecho, el esteviol es glicosilado por la conjugaciéon de glucosa por UDP-
glicosiltransferasas (UGT), donde UGT74G1l es responsable de sintetizar
esteviésido, mientras que UGT76G1 es necesaria para producir rebaudiésido A
(Brandle & Telmer, 2007). Los resultados del analisis de expresion génica de la ruta
de biosintesis de los GEs en hojas de S. rebaudiana mostraron que el gen KO
estaba sobreexpresado con la inoculacion con E. hormaechei H5A2 y E.
xiangfangensis R7A2; el gen KAH estaba sobreexpresado con E. hormaechei H5A2.
Asimismo, el gen UGT74G1 aumentd su expresion con la inoculacion de E.
hormaechei H2A3 y E. hormaechei H2A3 y E. hormaechei H5A2, lo que fue
consistente con la alta concentracion de esteviosido, mientras que el gen UGT76G1
aumentd su expresion con la inoculacion con E. hormachei H2A3, lo que puede
estar directamente relacionado con la concentracion de rebaudiésido A determinada

en hojas de S. rebaudiana.

La inoculacion con E. hormachei H5A2 también estimuld la acumulacién de
rebaudidsido A, pero no se reflejo en la expresion de genes implicados en la sintesis
de los GEs. Aunque los niveles de transcripcién en las plantas inoculadas con E.
hormachei H5A2 fueron bajos, es posible que la actividad enzimatica de las (UDP)-
glicosiltransferasas sintetizadas por el gen UGT76GL1 sea similar a la de las plantas
inoculadas con E. hormachei H2A3. Sin embargo, son necesarios mas estudios

complementarios de actividad enzimatica para confirmar esta hipotesis.

Previamente, otros microorganismos aislados de la rizosfera e inoculados en

plantas de S. rebaudiana mostraron mejoras en la acumulacion de GE, y el efecto
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se asocia con la expresion de sus genes de biosintesis. Kilam et al. (2015), Mandal
et al. (2013), Tavarini et al. (2018), y Vafadar et al. (2014), utilizaron Rhizophagus
fasciculatus, Bacillus polymixa, Pseudomonas putida, Azotobacter chroococcum,
Glomus intraradices, Piriformospora indica y Rhizoglomus irregulare, que generaron
un aumento de GS y se asociaron con la expresion de los genes KO, KS, KHA,
UGT74G1 y UGT76G1. Por otra parte, se reporta que las bacterias enddfitas
aumentan el contenido de metabolitos secundarios y la expresion de genes
relacionados con su biosintesis. Por ejemplo, las especies de Pseudonocardia
inducen la acumulacion de artemisinina en Artemisia annua (Li et al., 2012), y
Acinetobacter sp induce la acumulacién de acido abscisico (ABA) y acido salicilico

(SA) en Atractylodes lancea (Wang et al., 2014).

Los hallazgos de este trabajo muestran que el uso de las bacterias endodfitas E.
hormachei H2A3 y E. hormachei H5A2 puede considerarse una estrategia
biotecnolégica para incrementar el contenido de metabolitos secundarios en S.

rebaudiana.

7.6 Efecto de la inoculacién de bacterias endofitas sobre la acumulacion de
pigmentos fotosintéticos en hojas de S. rebaudiana.

En plantas inoculadas con las bacterias seleccionadas E. hormaechei H2A3, E.
hormaechei H5A2 y E. xiangfangensis R7A2 no se observaron cambios
significativos sobre el contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila total y
carotenoides (Fig. 11). En el caso de la clorofila a se observaron valores entre 7.2 -

10.7 mg / PF de hoja (Fig. 11 A); para clorofila b valores entre 2.5 —3.52 mg / PF de
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hoja (Fig. 11 B), y en cuanto al contenido total de clorofila, valores entre 9.7- 14.2
mg / PF de hoja (Fig. 11 C); finalmente se observo un contenido de carotenoides

entre 1.3 — 1.9 mg / PF de hoja (Fig. 11 D).
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Figura 11. Analisis de pigmentos fotosintéticos en hojas de plantas de S.
rebaudiana. Contenido de Clorofila a (A), Clorofila b (B), Clorofila total (C) y
Carotenoides (D) de plantas de S. rebaudiana inoculadas con E. hormaechei H2A3,
E. hormaechei H5A2 y E. xiangfangensis R7A2. Las barras representan la media +
desviacidn estandar de tres réplicas recolectadas 30 dias después de la inoculacion.

Letras iguales indica que no hay diferencias significativas (P<0.05).
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Los pigmentos fotosintéticos son moléculas importantes en el proceso de
fotosintesis de las plantas durante distintas etapas de crecimiento y desarrollo,
ademas estos estan relacionados con la respuesta de las plantas frente a factores
bidticos y abioticos (Kan et al., 2017; Maayan et al., 2008). En el presente trabajo
se evidencia que la inoculacion con las bacterias seleccionadas no genera cambios
estadisticamente significativos sobre la concentracion de clorofilas y carotenoides

con respecto a las plantas no inoculadas.

En la literatura revisada no se encontraron reportes del efecto de bacterias endofitas
sobre los pigmentos fotosintéticos en plantas S. rebaudiana. Sin embargo existen
reportes donde se aumenta la concentracion de clorofilas y carotenoides con la
inoculacién de microorganismos tipo rizosféricos (Sarmiento-Lépez et al., 2020;
Mandal et al., 2013; Vafadar et al., 2014). Asaf et al., 2017, reporta el uso del
endofito Bacilus subtilis en plantas de soya observando que no genera un aumento

sobre clorofilas, lo que fue similar a los resultados obtenidos en este trabajo.

7.7 Efecto de lainoculacion de bacterias endofitas sobre la actividad
fotosintética en hojas de S. rebaudiana

En plantas de S. rebaudiana inoculadas con las bacterias E. hormaechei H2A3, E.
hormaechei H5A2 y E. xiangfangensis R7A2 no se observaron cambios
significativos sobre los parametros evaluados como actividad fotosintética (Fig. 12).
En el caso de la fluorescencia minima (Fo) los valores fueron entre 180 — 194 (Fig.
12A); con respecto a fluorescencia maxima (Fm) se observaron valores entre 736 —

810 (Fig. 12B); la eficiencia maxima del fotosistema PSII (Fv/Fm) fue entre 0.75 —
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0.77 (Fig. 12C) y finalmente, en el potencial de la eficiencia fotoquimica (Fv/Fo) se

observaron valores entre 3.03 — 3.34 (Fig. 12D)

El proceso de fotosintesis se inicia con la captura de fotones por parte de los
pigmentos antena en los centros de reaccion de los fotosistemas PSI y PSII, donde
pueden determinar los parametros de emision de fluorescencia minima y maxima
(Fo y Fm), la eficiencia quantica del PSIl (Fv/IFm) y el potencial de la eficiencia
fotoquimica (Fv/Fv) (Baker, 2008). La determinacién de la actividad fotosintética
medida como la fluorescencia de las clorofilas, permite obtener informacion a nivel
fotoquimico del proceso de fotosintesis en respuesta a diferentes condiciones de

estrés (Harbinson, 2013).

En este trabajo se evidencia que la inoculacion con las bacterias enddfitas
seleccionadas no genera diferencias estadisticamente significativas en los
parametros fotosintéticos evaluados comparado con las plantas no inoculadas. En
la literatura consultada no se encontraron reportes sobre el efecto de bacterias
endodfitas sobre la actividad fotosintética en S. rebaudiana. Sin embargo,
recientemente Sarmiento-Lépez et al. (2020) reporta que la inoculaciéon con una
micorriza ayuda a compensar el estrés nutricional aumentando el rendimiento

fotoquimico del fotosistema PSII.
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Figura 12. Andlisis de la actividad fotosintética en hojas de plantas de S. rebaudiana
inoculadas con E. hormaechei H2A3, E. hormaechei H5A2 y E. xiangfangensis
R7A2. Fluorescencia minima (Fo) (A), fluorescencia maxima (Fm) (B), eficiencia maxima
guantica del PSII (Fv/Fm) (C) y potencial de la eficiencia fotoquimica (Fv/Fo) (D). Barras
representan la media + desviacion estandar de tres réplicas recolectadas 30 dias
después de la inoculacion. Letras iguales indica que no hay diferencias significativas
(P<0.05).
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VIlIl. CONCLUSIONES
No se observd actividad promotora del crecimiento vegetal en plantas de S.
rebaudiana inoculadas con las 12 bacterias aisladas de hoja, raiz y tallo de la misma
planta.
El contenido de estevidsido y rebaudiosido A en plantas de S. rebaudiana se vio
favorecido con la inoculacion de Enterobacter hormaechei H2A3, Enterobacter
hormaechei H5A2 y Enterobacter bacterium H7AL.
La inoculacion de las plantas de S. rebaudiana con Enterobacter hormaechei H5A2
generd un aumento significativo en el contenido de flavonoides y las bacterias
Enterobacter hormaechei H2A3 y Enterobacter hormaechei H5A2 generaron un
aumento en el contenido de compuestos fendlicos, pero no fueron diferentes
estadisticamente respecto al control.
La inoculacion de las plantas de S. rebaudiana con Enterobacter hormaechei H2A3
aumento la densidad de tricomas glandulares y tricomas no glandulares, tipo largos
y cortos, relacionandose con altos niveles del transcrito TTG1. Ademas, se logro
evidenciar mediante microscopia confocal que la acumulacion de los glucésidos de
esteviol, compuestos fendlicos y flavonoides se da en los tricomas glandulares y
cortos.
La expresion de los genes KO, KHA y UGT74G1 en las plantas de S. rebaudiana,
se indujo con la inoculacion de Enterobacter hormaechei H2A3, Enterobacter
hormaechei H5A2 y Enterobacter xiangfangensis R7A2, mientras que en el caso del
gen UGT76G1 solo se observo induccion con la inoculacion de Enterobacter

hormaechei H2A3.
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La inoculacién de Enterobacter hormaechei H2A3, Enterobacter hormaechei H5A2
y Enterobacter xiangfangensis R7A2 en plantas de S. rebaudiana no genero efecto

sobre los pigmentos fotosintéticos y sobre la actividad fotosintética con respecto a

plantas control.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Correlacion de Pearson entre las variables densidad de tricomas y
concentracion de GEs, compuestos fendlicos y flavonoides.

A continuacion, se muestra el analisis de correlacion de Pearson realizado entre la
densidad de tricomas y los metabolitos evaluados, con la finalidad de establecer
una relacion entre estas variables. Se utilizo el paquete estadistico Minitab® para

Windows, version 19.1 (Estados Unidos, LLC).

Tricomas GEs Compuestos Flavonoides
(nimero cm?) (mg gPS™) fendlicos (mg EQ gPS™)
(mg EAG gPS?)
7531.92 20.47 14.58 19.20
4910.60 15.83 18.56 20.99
4977.27 20.54 16.19 21.57
10163.66 42.27 20.79 21.21
11610.88 43.98 19.16 17.70
8867.04 40.36 17.58 20.89
2807.20 26.96 19.70 30.19
2025.65 29.94 21.35 27.84
3520.00 28.63 24.41 30.54
3267.60 15.44 5.18 20.04
3387.78 16.87 5.89 19.24
2509.05 18.92 5.50 21.49
Tricomas vs GEs
Correlacion 0.727
R? =0.528
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Tricomas vs Compuestos fendlicos

Correlaciéon 0.310

R?=0.096

Tricomas vs Flavonoides

Correlacion -0.546

R?=10.298
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ABSTRACT

Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni is a plant of economic interest in the food and
pharmaceutical industries due its steviol glycosides (SG), which are rich in metabolites

that are 300 times sweeter than sucrose. In addition, S. rebaudiana plants contain

phenolic compounds and flavonoids with antioxidant activity. Endophytic bacteria

promote the growth and development and modulate the metabolism of the host
plant. However, little is known regarding the role of endophytic bacteria in the

growth; synthesis of SG, flavonoids and phenolic compounds; and the relationship
between trichome development and specialized metabolites in S. rebaudiana, which
was the subject of this study. The 12 bacteria tested did not increase the growth of
S. rebaudiana plants; however, the content of SG increased with inoculation with the
bacteria Enterobacter hormaechei H2A3 and E. hormaechei H5A2. The SG content in
leaves paralleled an increase in the density of glandular, short, and large trichome. The
image analysis of S. rebaudiana leaves showed the presence of SG, phenolic compounds,
and flavonoids principally in glandular and short trichomes. The increase in the
transcript levels of the KO, KAH, UGT74G1, and UGT76GI genes was related to
the SG concentration in plants of S. rebaudiana inoculated with E. hormaechei H2A3
and E. hormaechei H5A2. In conclusion, inoculation with the stimulating endophytes
E. hormaechei H2A3 and E. hormaechei H5A2 increased SG synthesis, flavonoid content
and flavonoid accumulation in the trichomes of S. rebaudiana plants.
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interactions, Kaurene oxidase, Specialized metabolite
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