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1. Titulo

Evaluacion de microorganismos benéficos en el proceso de germinacion de semillas

nativas y certificadas en condiciones de laboratorio y alméacigo



2. Resumen

En la agricultura convencional, por lo general, se desestima el uso de
microorganismos nativos para inducir o facilitar la germinacion de semillas, siendo los
métodos quimicos los mas utilizados. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
eficiencia de microorganismos benéficos en el proceso de germinacion de semillas nativas y
certificadas de dos especies horticolas bajo condiciones de laboratorio y de almacigo. Se
evaluaron tres bacterias benéficas de los géneros Azotobacter spp, Azospirillum spp y
Pseudomona spp a una concentracion de 1 x 108 UFC mL; y écido giberélico al 10 % a una
concentracion de 150 ppm de ingrediente activo, en los cuales se embebieron las semillas
certificadas y nativas de cilantro (Coriandrum sativum L.) y de cebolla blanca (Allium
fistulosum L.). La muestra testigo para el laboratorio fue agua destilada estéril mas semilla 'y
en el almacigo fue turba estéril mas semilla. En laboratorio las semillas se sembraron en cajas
Petri estéril con agua destilada estéril y se mantuvieron en incubacion a 28 °C y en total
oscuridad. En el almacigo se sembrd en bandejas de polipropileno con turba estéril con
temperaturay humedad relativa de 15,5 °C y 83 % respectivamente. Durante 31 dias se midid
el porcentaje de germinacion, el indice de velocidad de germinacion (IVG), longitud del
sistema radicular (LSR) y longitud de la plantula (LP). Los resultados en laboratorio para el
caso del cilantro no evidenciaron germinacion en los tratamientos, mientras que para la
cebolla blanca los fitoestimulantes giberelina, testigo, Pseudomona spp. y Azospirillum spp.
influyeron positivamente en las variables evaluadas; en almécigo los resultados demostraron
que las bacterias nativas y el biostimulante quimico tuvieron similar efecto en la germinacion
de las dos especies horticolas. En general, el uso de microorganismos nativos representa una
alternativa sostenible para acelerar procesos de germinacion con resultados similares a los

fitorreguladores quimicos.

Palabras claves: Azotobacter, Azospirillum y Pseudomona, Coriandrum sativum L. y Allium

fistulosum L.



2.1. Abstract

In conventional agriculture, the use of native microorganisms to induce or facilitate seed
germination is generally dismissed, with chemical methods being the most widely used. This
research aimed to evaluate the efficiency of beneficial microorganisms in the germination
process of native and certified seeds of two horticultural species under laboratory and nursery
conditions. Three beneficial bacteria of the genera Azotobacter spp, Azospirillum spp, and
Pseudomonas spp were evaluated at a concentration of 1 x 102 CFU mL™; and 10 %
gibberellic acid at a concentration of 150 ppm of the active ingredient, in which the certified
and native coriander (Coriandrum sativum L.) and white onion (Allium fistulosum L.) seeds
were embedded. The control sample for the laboratory was sterile distilled water plus seed,
and in the nursery, it was sterile peat plus seed. In the laboratory, the seeds were sown in
sterile Petri dishes with sterile distilled water and kept incubating at 28 °C and in total
darkness. In the nursery, it was sown in polypropylene trays with sterile peat at a temperature
and relative humidity of 15,5 °C and 83 % respectively. During 31 days, the germination
percentage, the germination speed index (IVG), root system length (LSR) and seedling length
(LP) were measured. The laboratory results for the case of cilantro did not evidenced
germination in the treatments, while for the white onion, the phytostimulants gibberellin,
control, Pseudomona spp. and Azospirillum spp. positively influenced the evaluated
variables; In nursery, the results showed that the native bacteria and the chemical
biostimulant had a similar effect on the germination of the two horticultural species. In
general, the use of native microorganisms represents a sustainable alternative to accelerate
germination processes with similar results to chemical phytoregulators.

Key words: Azotobacter, Azospirillum and Pseudomona, Coriandrum sativum L. and Allium

fistulosum L.



3. Introduccioén

Actualmente la poblacion mundial alcanza los ocho mil millones de personas; no
obstante, esta cifra se preveé llegue a 10 mil millones en 2058. Por tanto, la produccion de
alimentos se incrementara para abastecer las necesidades de la poblacion mundial y
contribuir a la seguridad alimentaria (Méafiez, 2022).

Existen mas de 50 000 plantas comestibles en el mundo, pero segun la FAO, el 90 %
de las necesidades energéticas del mundo se satisfacen con 15 cultivos y alrededor de dos
tercios de las calorias provienen del arroz, maiz y trigo (Gruber, 2017).

La agricultura convencional propone la produccién masiva de cultivos agricolas
principalmente para monocultivos como maiz, arroz y trigo, con el uso intensivo de:
combustibles fosiles, plaguicidas, fertilizantes, semillas hibridas, maquinarias, agua para
riego, entre otros (Sarandén y Flores, 2019). Por lo que, en las Gltimas décadas se han
implementado variedades de alto rendimiento, lo cual ha conducido que las cosechas
dependan del uso de dichos insumos para asegurar el volumen de alimento necesario (Yadav
etal., 2017). Lo cual disminuye el hambre y la pobreza; pero, destruye la diversidad biologica
(Shiva, 2020).

Para satisfacer la demanda de alimentos se requiere contar con semillas de buena
calidad, sean estas nativas 0 mejoradas; pero, existen algunas variables que intervienen en
pro y contra de los agricultores como origen de la semilla, porcentaje de germinacion,
resistencia a enfermedades, y otros, que en muchas ocasiones el agricultor desconoce. Ruiz
y Tejedor (2020) mencionan que la agricultura convencional prioriza el uso de semillas
certificadas, dejando de lado las semillas nativas, esto representa pérdida de la riqueza
natural, por tanto, sembrar semillas nativas garantiza soberania, diversidad y seguridad
alimentaria. Del mismo modo, Shiva (2020) sefiala que si no hay diversidad de semillas
disminuyen los nutrientes para el consumo humano, no existe resiliencia al cambio climatico
en momentos de alteraciones e inestabilidad, dado que, las semillas nativas son el resultado
de la adaptacion a diferentes condiciones ambientales y representan el primer eslabon de la
cadena alimentaria.

Adicional a ello, con el modelo convencional no existe el uso de los microorganismos
nativos, por el contrario, existe una dependencia de hormonas sintéticas para garantizar la
germinacion de semillas, ya que, no existen en el mercado bioproductos con
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microorganismos benéficos que promuevan el crecimiento vegetal. Sokol et al. (2022)
mencionan que los microorganismos son la principal fuente de nutrientes para las plantas.
Igualmente, Diaz et al., (2019) indican que son utilizados en la germinacion de semillas y en
la eliminacion de problemas asociados con el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas.

Ante ello, existe la necesidad urgente de adoptar practicas amigables con el ambiente,
que satisfagan las necesidades de produccion y que promuevan un equilibrio en los
ecosistemas (Hernandez-Reyes et al., 2019).

En ese sentido, el desarrollo de la agricultura sustentable a nivel mundial reducira la
dependencia de agroquimicos que perjudican el medio ambiente y favorecera el uso de
microorganismos benéficos en los sistemas productivos, en donde se contemple el manejo
integrado del cultivo (Viera y Jackson, 2020). Del mismo modo, Cruz et al., (2021) sefialan
que, dicho enfoque involucra soluciones microbioldgicas, con nuevos productos de menor o
nulo impacto sobre el ambiente. EI uso de microorganismos asociados a los cultivos
contribuye a la reduccion del uso de fertilizantes sintéticos y mitiga la contaminacion
ambiental causada por éstos (Chavez et al., 2020).

La inoculacion de Azospirillum en las plantas incrementa el desarrollo radicular, tanto
en longitud como en volumen (Bashan et al., 2007).

En el mismo sentido, Sdnchez-Mendoza et al., (2018) estudiaron el efecto de los
consorcios Enterobacter spp. + Pseudomonas spp., Bacillus spp. + Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp. + Pseudomonas spp., Pseudomonas putida y un control (agua destilada)
sobre la emergencia y crecimiento de cuatro especies de Agave silvestre: tobala (Agave
potatorum Zucc.), cuishe (Agave spp.), sierrudo (Agave spp.) y coyote (Agave spp.). Todos
los consorcios inoculados incrementaron el porcentaje, tasa de emergencia y crecimiento en
todas las especies evaluadas, mostrando los mejores resultados el consorcio Acinetobacter
spp. + Pseudomonas spp.

En Ecuador y en la Regidn Sur no se han realizado investigaciones relacionadas con
el efecto de microorganismos nativos con capacidad de promover el crecimiento vegetal en
el proceso de germinacion de semillas nativas y certificadas en condiciones de laboratorio y
almacigo. Los estudios se han centrado en la basqueda de alternativas para incrementar el

rendimiento de los cultivos, mediante métodos convencionales, con la aplicacion



desmesurada de fertilizantes y reguladores quimicos que ademas de costosos son fuente de
contaminacion ambiental.

Bajo este contexto, se realizo la presente investigacion con el propdsito de generar
conocimientos para el manejo de agroecosistemas sustentables. El uso de microorganismos
eficientes optimiza el proceso de germinacion y dan una alternativa agroecologica que limita
la dependencia de hormonas sintéticas utilizadas en este proceso, fortaleciendo los procesos
ecoldgicos presente en los agroecosistemas.

La investigacion es parte del macroproyecto institucional denominado: Bioproducto
mixto con microorganismos benéficos para su aplicacion en cultivos horticolas (BMMB), el
mismo que es auspiciado por la Universidad Nacional de Loja y se ejecuta por un equipo de
investigadores de la carrera de Ingenieria Agrondmica, Direccion de Investigacion y Quinta
Experimental Docente La Argelia.

Para el cumplimiento de este trabajo de investigacion se plantearon los siguientes
objetivos:

Objetivo general

Evaluar la eficiencia de microorganismos benéficos en el proceso de germinacion de

semillas nativas y certificadas en condiciones de laboratorio y alméacigo.

Objetivos especificos
»  Determinar el efecto de los microorganismos benéficos en el proceso de germinacion
de semillas nativas y certificadas en dos especies horticolas en condiciones de
laboratorio.
»  Establecer el efecto de los microorganismos benéficos en el proceso de germinacion de

semillas nativas y certificadas en dos especies horticolas en condiciones de alméacigo.



4. Marco teorico

4.1.  Microorganismos benéficos nativos

Los microorganismos benéficos nativos son aquellos que ya existen naturalmente en
el ambiente, mismos que al asociarse con las plantas, permiten liberar nutrientes inorgéanicos,
garantizando una productividad sostenible. Estos reducen la fertilizacion de sintesis
nitrogenada y fosforica (Camelo et al., 2017). Los microrganismos nativos se encuentran en
los estratos bajos de los bosques menos afectados por la explotacion del hombre (Diaz-
Solares et al., 2021) y representan una alternativa para el desarrollo de una agricultura limpia
y amigable con el ambiente (Viera, 2020).

Por otro lado, los microorganismos eficientes nativos son promotores del crecimiento
vegetal, especialmente a nivel de biomasa radicular y su incidencia en la mejora de la
absorcion de nutrientes, mejorando el rendimiento de los cultivos y aumentando la

produccion hasta en un 20 % (Viera, 2020).

4.1.1. Importancia de los microrganismos benéficos en la agricultura

Los microorganismos benéficos se destacan por sus propiedades funcionales en la
agricultura; siendo de importancia para la fijacién del nitrégeno atmosférico (Garcia y
Gallardo, 2017), la descomposicion de residuos organicos (Villegas y Laines, 2017), la
eliminacién de agentes fitopatdgenos del suelo (Schlatter et al., 2017), la solubilizacién de
fuentes de nutrientes pocos solubles (Satyaprakash et al.,, 2017). Ademas, los
microorganismos benéficos tienen efecto sobre la fisiologia de las plantas, principalmente
sobre; la nutricion y adquisicion del agua (Aung et al., 2018), la tolerancia a factores
estresantes ambientales (Vacheron et al., 2013) y efectos sobre la fotosintesis (Olanrewaju et
al., 2017).

Asi también, los microorganismos benéficos son usados en semilleros, por su efecto
hormonal, aumentando la velocidad y porcentaje de germinaciéon de las semillas, crecimiento
del tallo y raices, desde la germinacion hasta la emergencia de las plantulas. Ademas, reducen
los tiempos de maduracion de abonos organicos, incrementan la floracion y biomasa,

aumentan el crecimiento y desarrollo de los frutos, mejoran la estructura fisica y quimica de



los suelos, y disminuyen agentes fitopatogenos causantes de enfermedades (Morocho y
Mora, 2019).

4.1.2. Géneros de microorganismos

Los microorganismos comprenden una gran diversidad microbiana representada por
bacterias &cido lacticas, bacterias fotosintéticas, levaduras, actinomicetes y hongos
filamentosos con actividad fermentativa (Morocho y Mora, 2019). Los géneros bacterianos
con mayor importancia como promotores del crecimiento vegetal son: Azotobacter,
Azospirillum, Pseudomonas (Majeed et al., 2018).

> Azospirillum

El género Azospirillum esta formada por bacterias mutualistas no especificas, mismas
que habitan en la rizosfera de especies vegetales. Promueven el crecimiento de las plantas
por una sinergia de mecanismos como la produccion de fitohormonas, la fijacion de N, la
produccion de sideroforos y de dxido nitrico (Bashan y Bashan, 2010a; Lana et al., 2012a;
Cassan y Diaz, 2016a; Coniglio et al., 2019a). Asi también, este género puede metabolizar
fuentes de carbono, incluyendo &cidos organicos, carbohidratos, polioles, y aminoacidos.
Esta versatilidad le permite adaptarse facilmente a diferentes nichos, incluyendo la rizosfera
y el suelo (Pardo et al., 2021).

Por otro lado, Azospirillum tiene un alto potencial para su uso como inoculante
biolégico, son productoras de 4acido indolacético y son enddfitas, no es exigente
nutricionalmente, por lo que, su produccién masiva no resulta compleja. Posee un alto
potencial promotor, mismo que se ha evidenciado en varios suelos y en distintas condiciones
climaticas (Cassan et al., 2020).

» Azotobacter

El género Azotobacter es también productora de hormonas de crecimiento y de
mecanismos para la liberacion de sideréforos (Ansari et al., 2017). Asi también, ayuda a la
fijacién de nitrogeno; ya que segn (Romero et al., 2017) la aplicacién de un cultivo mixto
de Azotobacter podria reducir la necesidad de fertilizantes N hasta un 50 %.

Igualmente, se han registrado respuestas positivas del desarrollo del consorcio
bacteriano con Azotobacter en varias plantas de cultivo en condiciones de laboratorio, de
invernadero y de campo (Wani y Gopalakrishnan, 2019).



Del mismo modo, Azotobacter se identifica por tener especies no patégenas y
fijadoras de nitrogeno de vida libre; algunos aislamientos también producen 4cido
indolacético, solubilizan fésforo inorganico y producen sideréforos. Las especies mas usadas
en inoculantes son A. vinelandii y A. chroococcum, debido a su crecimiento rapido y no son
exigentes en requerimientos metabolicos, lo que facilita la produccién masiva; permitiendo
la generacion de inoculantes de larga vida de almacenamiento (Pardo et al., 2021).

Finalmente, por la capacidad de fijacion de nitrogeno, la solubilizacion del fosfato, la
recuperacion de la salud del suelo y la produccion de hormonas de crecimiento, Azotobacter
resulta una alternativa como biofertilizante para una produccion ecoldgicamente sostenible
(Kyaw et al., 2019).

» Pseudomonas

El género Pseudomonas promueve el crecimiento vegetal, ya que actia como agente
de biocontrol, protegiendo a los vegetales del ataque de algunos patdgenos como Fusarium
oxysporum, Pythium ultimum y Phytophtora infestans (Yarzéabal et al., 2018).

Del mismo modo, este género actia como biocontrolador a través de la induccion de
resistencia sistémica en las plantas por la liberacion de sider6foros y antibioticos
(Yuttavanichakul et al., 2012a; Kejela et al., 2017a).

Ademas, Pseudomona es un microorganismo solubilizador de fosfato; capaz de
hidrolizar compuestos de fésforo insolubles organicos e inorganicos en forma de fdsforo
soluble, que las plantas pueden asimilar con facilidad (Kalayu, 2019). Asimismo, permite el
aumento del contenido de N y la acumulacion de biomasa en tejidos vegetativos y
reproductivos, de igual forma ayuda en el crecimiento del sistema radical debido a la
produccion de fitohormonas

4.2.  Taxonomia de Coriandrum sativum L. y Allium fistulosum L.

Segln Pinzén (2004) y Snafi (2016), la taxonomia de Coriandrum sativum L.y

Allium fistulosum L. es la siguiente (Tabla 1):



Tabla 1. Taxonomia de Coriandrum sativum L. y Allium fistulosum L.

Coriandrum sativum L. Allium fistulosum L.

Reino Plantae Plantae
Division Magnoliophyta Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida Monocotiledoneae
Orden Apiales Asparagales
Familia Apiaceae Alliaceae
Geénero Coriandrum Allium
Especie sativum fistulosum

4.3.  Descripcion botéanica de Coriandrum sativum L. y Allium fistulosum L.

4.3.1. Descripcion botanica de C. sativum L.

El C. sativum L. es una planta anual herbéacea y glabra con una raiz pivotante
delgada. El tallo es ramificado y cada rama termina con una inflorescencia. Las hojas
basales son lobuladas con margen dentado, las hojas superiores tienen forma pinnada con
segmentos lineales. La inflorescencia es una umbela compuesta. Las flores tienen cinco
pétalos, mientras que las flores centrales de las umbelas son circulares con pequefios pétalos
curvados, las flores periféricas son asimétricas con pétalos exteriores mas grandes y
bilobulados. Los pétalos son de color rosa palido o blanco. El fruto es un esquizocarpio, y
los mericarpos estan unidos, los frutos maduros son de color marron dorado palido, de 3 a
4 mm de longitud y subglobosos con crestas longitudinales en la superficie (Diederichsen,
1996a, 1996b; Tugge et al., 2022a, 2022b)

4.3.2. Descripcion botanica de A. fistulosum L.

A. fistulosum L. estd conformada principalmente por raiz, tallo, pseudotallo y hojas.
Ademas, posee vastagos que nacen de un mismo lugar; el tallo es subterraneo, mismo que
forma un disco en la base de la planta y asi permanece a menos que ocurra el proceso de
floracion. Las hojas se forman en sentido alterno y opuesto desde el apice caulinar, cada
hoja consta de un limbo y una vaina. Esta Gltima se curva hasta rodear el punto de
crecimiento para luego formar un tubo que encierra a las hojas jovenes y al apice caulinar,
formando el pseudotallo, constituido tras la union del limbo con la vaina; las raices son

adventicias y se originan del tallo. Existe una excepcion con la raiz primaria, puesto que
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emerge de la semilla, y carecen de pelos radiculares, menos cuando crecen en un medio de
cultivo (Pinzon, 2004a).

Finalmente, la umbela es una estructura que tiene forma de paraguas, conformada
por las flores que se desarrollan por medio de pequefios tallos o pedicelos hasta alcanzar
una misma altura. Las flores son hermafroditas y las semillas que producen son pequefias,

planas y negras (Huertas et al., 2020).
4.4.  Fases fenologicas de Coriandrum sativum L. y Allium fistulosum L.

4.4.1. Fases fenologicas de C. sativum L.

En C. sativum L. se han descrito, las siguientes etapas o fases del cultivo: siembra-
emergencia; diferenciacion de las primeras hojas verdaderas; periodo de “roseta”, con
crecimiento de las hojas pegadas al piso; el dimorfismo foliar en el centro de la roseta, y la
elongacion del tallo, “subida a flor”, para posteriormente iniciar la aparicién de los botones
florales, el inicio de floracidn, el cuaje y la maduracién de las semillas. Teniendo el ciclo
una duracion de entre 120 - 180 dias (Diederichsen, 1996a; Gil et al., 2006a)

Ademas, las plantas con pocas hojas basales tienen un periodo juvenil corto, y los
tallos se hacen visibles 42 dias después de la siembra. Las accesiones que forman grandes
rosetas necesitan 33 dias mas hasta que los tallos se hagan visibles. El efecto del alto grado
de ramificacion de ciertas plantas es que se forman muchas flores y el periodo de floracion
se alarga. Las umbelas de orden superior de estas plantas siguen floreciendo cuando la
umbela primaria estd madura. La expresion de los caracteres fenoldgicos depende de las
influencias ambientales; la cantidad de luz, asi como las altas temperaturas, son

fundamentales para el éxito de la produccién de frutos de C. sativum L.

4.4.2. Fases fenologicas de A. fistulosum L.

La reproduccién de A. fistulosum L. se puede dar vegetativamente, mediante la
resiembra de algunos de los tallos cosechados para comenzar un nuevo ciclo de cultivo. Sin
embargo, cuando se requiere de semilla sexual, no se cosecha el cultivo, sino que se espera
a que la planta desarrolle el tallo floral, hueco y cilindrico, que termina en la inflorescencia.
Las plantas crecen en altura de acuerdo con el desarrollo de las hojas, hasta unos 45 cm.

Cada hoja tiene el limbo, una seccién tubular verde y la vaina, larga, blanca y de forma
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aplanada que, en conjunto con las demas vainas de las hojas, conforman el pseudotallo.
También se forman las catéfilas, que son hojas modificadas que s6lo desarrollan la vaina
para envolver y proteger el pseudotallo. El tallo propiamente es un disco de escaso
desarrollo en altura, que se encuentra oculto en la base del pseudotallo, y es de donde
emergen las hojas y las raices. Las raices son fasciculadas y normalmente no profundizan
mas alla de los 30 cm en el suelo. La planta puede desarrollar nuevas plantas a partir de un
mismo tallo durante su fase de crecimiento vegetativo (Huertas et al., 2020).

Las fases fenologicas de A. fistulosum L. se indican en la Figura 1 (Huertas et al.,

2020).
7 B
I | |
v v v v v | 2400ds | | 310dds |
Slembra:tres FaseVegetativa: | | Fase Diferenclacion: Primer corte: Al l
pseudotalios Fortalece raices y Cambio de colory menos 9 pseudotalios l v
porsso genera pseudaialios. | |  engrosamientodel formados, con
30-45dds pseudotalio. didmetros superiores a Segundoytercercorte:Al
80-95dds 13cm. menos 9 pseudotalios
170dds formados, con diametros
supenoresa 1,3cm.

Figura 1. Desarrollo fenol6gico de Allium fistulosum L. correspondiente a dias después de la
siembra.

4.5.  Investigaciones realizadas

Cruz et al., (2016) inocularon plantulas de hortalizas (brécoli, cebolla, lechuga y
tomate) con la cepa 7A de Azospirillum y la aspersion foliar de miel de abeja. Observaron
efectos promotores del crecimiento vegetal. En consecuencia, estos representan una
alternativa viable para la produccion de plantulas horticolas.

Marquina et al., (2018) demostraron que la inoculacion con Azospirillum spp.
incremento entre 13y 23 % la germinacion en plantulas de pimiento

Mientras que Ruiz et al., (2021) en México, realizaron inoculacién de biofertilizantes
(Azospirillum brasilenses y Glomus intraradices) a semillas horticolas (chile chilaca, mel6n
y pepino) y sometidas a diferentes concentraciones de cloruro de potasio (KCI). Utilizaron
10 tratamientos, de los cuales 2 dieron los mejores resultados comparados con el testigo. En
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el primero utilizaron semillas inoculadas Az + GI + 10 dS m™ de KCI; y en el segundo
semillas inoculadas Az+GI+15 dS m™ de KCI. Demostraron que la combinacion de los
microorganismos y el cloruro de potasio tienen un efecto positivo en la germinacién y vigor
en las especies horticolas. Del mismo modo, Aguilar-Flores et al., (2021) inocularon con
Azospirillum brasiliense + Acinetobacter calcoaceticus (AA), a semillas de B. oleracea var.
Royal vantage. Presentando el 100 % de emergencia y la tasa de emergencia mas alta de 20,5
%, en comparacion a Raoultella terrigena + Chromobacterium violaceum (RC), cuyos
valores fueron 95 % y 17,6 % respectivamente.

Lo reportado por Cerna-Yamali et al., (2018) en Per0, destaca que al coinocular
plantas de Lactuca sativa L. con Azotobacter chroococcumy y Bradyrhizobium
yuanmingense, después de 45 dias de crecimiento vegetal en condiciones de laboratorio,
existié un aumento significativo en la longitud del tallo y raiz, asi como en el nimero de
hojas en relacién con los testigos.

Por el contrario, estudios realizados por Gonzélez y Fuentes (2017), en Colombia,
demostraron que el efecto de Azotobacter spp. en la germinacion de lechuga fue negativo,
con respecto al testigo sin inocular. Debido a no existir liberacion de fitohormonas,
inhibiendo la estimulacion de la formacidon de raices y hojas. Sin embargo, dichos resultados
pueden ser consecuencia de la condicién ambiental en la que se realiz6 la investigacion, estas
fueron de 33y 35 °C de la ciudad de Valledupar. Mientras que, el rango 6ptimo para lechuga
esde 14y 16 °C.
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5. Metodologia

5.1.  Localizacion general del estudio

La investigacion se realiz6 en dos sectores de la Universidad Nacional de Loja (Figura
2). El primero fue en el laboratorio de Microbiologia Vegetal del Centro de Biotecnologia
de la Direccion de Investigacion, y el segundo en el sector Los Molinos de la Quinta
Experimental Docente La Argelia de la Facultad Agropecuaria y de Recursos Naturales
Renovables; los sitios se encuentran ubicados en la parrogquia Punzara, al sur de la ciudad de
Loja, geograficamente se encuentran en las siguientes coordenadas: latitud 04° 08" 00” S,
longitud 79° 12" 00” W y altitud de 2 170 m s.n.m. (Centro de Investigaciones Territoriales,
2022).

CIUDADELA UNIVERSITARIA-UNL Y QUINTA EXPERIMENTAL

699500 700000

LABORATORIO
BIOTECNOLOGIA
2 v

g W
T

4 El Capuli

9554000

5553500

LEYENDA |

Vias
o M Rio Malacatos

8
Aréa Los Molinno: g
H

9553000

‘ ESCALA 1 - 8000
599500 700000

Figura 2. Mapa de ubicacion del area de estudio correspondiente al laboratorio de Biotecnologia y
a la Quinta Experimental Docente La Argelia de la Universidad Nacional de Loja.

5.1.1. Material vegetal

Se utilizd semillas certificadas y nativas de dos especies horticolas: Coriandrum
sativum L. y Allium. fistulosum L. Las semillas certificadas se adquirieron en una casa
comercial; mientras que las nativas se obtuvieron de productores de la Red Agroecologica de
Loja, en la parroquia Chuquiribamba, en las siguientes coordenadas: latitud 3° 20" 40" S;
longitud 79° 22' 33" W y una altitud de 2 723 m s.n.m. (Municipio de Loja, 2022).
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5.1.2. Microorganismos benéficos

Los microorganismos utilizados fueron los caracterizados en el Centro de
Biotecnologia, como parte de la ejecucion del proyecto de investigacion denominado
“Bioproducto mixto con microorganismos benéficos para su aplicacion en cultivos
horticolas” (Tabla 2).

Tabla 2. Microorganismos benéficos caracterizados por el proyecto denominado Bioproducto mixto
con microorganismos benéficos para su aplicacion en cultivos horticolas periodo octubre 2021-
abril 2022.

Localidad Cultivo Cddigo de Identificacion
aislamiento
Zapotillo Cebolla AZ M1 R2 Azotobacter
Macara Arroz AS M3 R1 Azospirillum
Saraguro Papa P M8 R1 Pseudomona

5.1.3. Control positivo

Se usé como control positivo (ingrediente activo): Acido giberélico al 10 % de
concentracion de ingrediente activo en el producto comercial. La dosis fue una solucion a
una concentracion de 150 ppm de ingrediente activo, por lo que, en cada litro de solucion se
agregd 1,5 gramos de producto comercial, equivalente a 0,15 g de ingrediente activo, segln
especificaciones del producto.

5.1.4. Reactivacion de las cepas bacterianas

Se realiz6 la reactivacion de los crioviales de las cepas bacterianas; para ello, los
crioviales que contenian las cepas puras conservados a - 80 °C, se colocaron en tubos falcén
a - 20 °C y luego a - 4 °C por una hora respectivamente, posteriormente los tubos fueron
sometidos a bafio de maria a 27 °C por 20 minutos y luego cada cepa se sembro en cajas Petri
con agar nutriente y se incubaron a 27 °C durante 48 horas. Consecutivamente, los indculos
de las cepas se sembraron en caldo nutriente (matraz de 125 mL) y luego se incubaron a
27 °C y 150 rpm durante 24 horas. Una vez obtenido el crecimiento de la cepa se realizaron
diluciones seriadas desde 10 a 10°. En cada una de las diluciones en agar nutriente se
sembro por triplicado e incub6 a 27 °C durante 48 horas para realizar el conteo de las
unidades formadoras de colonias (UFC) (Santillana, 2006), mismas que se indican en la
tabla 3.
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Tabla 3. Concentracion en unidades formadoras de colonias (UFC) de las bacterias nativas

Bacteria Concentracion
Azotobacter 1,8 x 108 UFC mL*
Azospirillum 1,9 x 108 UFC mL*
Pseudomona 1,6 x 108 UFC mL !

5.1.5. Prueba de viabilidad de semillas horticolas

Para determinar la viabilidad de las semillas horticolas nativas se uso la prueba con
tetrazolio al 1 %; para ello se disolvio 0,5 mL de tetrazolio en 50 mL de agua destilada,
posteriormente se sumergieron las semillas por 2 horas en la solucién de agua destilada méas
tetrazolio para seguidamente observar en el estereoscopio la coloracién que obtuvieron las
semillas, como se menciona en las normas ISTA (ISTA, 2019). Los porcentajes de viabilidad
para cilantro y cebolla fueron del 65 % en las semillas nativas. Mientras que, las semillas
horticolas certificadas presentaron un porcentaje de germinacion del 85 % para cilantro y
90 % para la cebolla blanca.

5.1.6. Desinfeccion de semillas horticolas nativas

Las semillas nativas se agruparon en conjuntos de 30 unidades para facilitar la
manipulacion. Luego se colocaron en tul y se depositaron dentro de frascos de vidrio tipo
compota. Posteriormente se agreg6 alcohol etilico al 70 % por un minuto y se realizé un
enjuague con agua destilada estéril, después se aplico la solucion desinfectante a base de
hipoclorito de sodio al 5 % con una concentracion del 25 % maés 3 gotas de Tween-80,
durante 10 minutos de inmersion, manteniendo en agitacion los frascos que contenian las
semillas en desinfeccion, finalmente se realizo tres enjuagues con agua destilada estéril
(Lima, 2016).

5.1.7. Variables de evaluacion

» Porcentaje de plantulas germinadas
Para determinar el porcentaje de plantulas germinadas se realizd considerando como
plantula germinada a la que present0 estadio de latigo: cotiledén con forma de latigo (Estadio
principal 0), segun codificacion BBCH (Enz et al., 1998), y se determind mediante la

formula 1 planteada por Balaguera et al., (2008) y se expreso en porcentaje (%).
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PG = Nﬁ * 100 @)

donde:
PG: Porcentaje de germinacion
N: Numero de semillas germinadas

NS: Numero de semillas totales

> Indice de velocidad de germinacion (IVG)
Se determiné contando diariamente el nimero de plantulas germinadas desde el
primer dia en que emergié la primera plantula segin la formula 2, propuesta por Maguire
(1962):

Numerodeplantulasnormales n  Numerodeplantulasnormales (2)

Diashastaelprimerrecuento ' I Diashastaelrecuentofinal
» Longitud del sistema radicular (LSR) y longitud de la plantula (LP)

Las mediciones de la longitud del sistema radicular se realizaron solo para el caso del
almécigo al final de la investigacion, mientras que, para la variable longitud de la plantula se
realizd cada cinco dias después de la germinacion y hasta el desarrollo de la primera hoja
claramente visible (estadio principal 11), segin codificacion BBCH (Enz et al., 1998).

Dichas mediciones se ejecutaron desde el cuello hasta el &pice de la raiz y desde el
cuello hasta el apice de la primera hoja respectivamente, se usé una regla graduada en

centimetros y los resultados se expresaron en cm de plantula (Vieira et al., 2016).

5.1.8. Disefio experimental

La presente investigacion fue de tipo experimental, por el método cientifico
hipotético deductivo, basdndose en observaciones directas en laboratorio y alméacigo.

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con estructura bifactorial considerando
como factor A los fitoestimulantes (Azotobacter spp, Azospirillum spp, Pseudomona spp,
Giberelina y testigo) y factor B el tipo de semillas (certificada y nativa), utilizando como
control positivo el &cido giberélico al 10 % y como control negativo el testigo sin ningun
fitoestimulante; dando un total de 10 tratamientos, con 4 repeticiones. Se consideré como

unidad experimental cinco semillas de cada especie horticola (Tabla 4 y Tabla 5).
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Tabla 4. Especificaciones del disefio experimental para evaluar la eficiencia de microorganismos
benéficos en el proceso de germinacion de semillas en condiciones de laboratorio.

Tipo de semilla:
Unidad experimental:
NUmero de tratamientos:

Numero de repeticiones por tratamiento:
Numero total de cajas Petri por tratamiento:
Numero total de semillas por caja Petri:
Numero de semillas por tratamiento:
NUmero total de semillas del ensayo:

Ndmero total de cajas Petri:

2

5 semillas
10

4

4

5

20

200

40

Tabla 5. Especificaciones del disefio experimental para evaluar la eficiencia de microorganismos
benéficos en el proceso de germinacion de semillas en almécigo.

Tipo de semilla:
Unidad experimental:
NUmero de tratamientos:

Numero de repeticiones por tratamiento:
NUmero de alvéolos por tratamiento
NUmero total de semillas por alvéolo
Numero de semillas por tratamiento:
NUmero total de semillas del ensayo:

2

5 semillas
10

4

20

1

20

200

Los tratamientos evaluados fueron los que se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripcion de los tratamientos para evaluar la eficiencia de microorganismos benéficos
en el proceso de germinacion de semillas en condiciones de laboratorio y almacigo.

. . FACTOR 1 FACTOR 2 .
Especie  Tratamientos . . . . CODIFICACION
Fitoestimulantes  Tipo de semillas

T1 Azotobacter Certificada TLAZTC
T2 Azotobacter Nativa T2AZTN
T3 Azospirillum Certificada T3AZSC

% T4 Azospirillum Nativa T4 AZSN

g T5 Pseudomona Certificada T5PSC

% T6 Pseudomona Nativa T6PSN

. T7 Giberelina (+) Certificada T7GC
T8 Giberelina (+) Nativa T8GN
T9 Testigo (-) Certificada T9TC
T10 Testigo (-) Nativa TI0TN
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Modelo matematico del ensayo
Yijk-10: u+F(5) + T (2) + F (5) x T (2) + Ejj
donde:
Yijk-10: Tratamientos
K: Media general
F: Fitoestimulantes (Azotobacter, Azospirillum, Pseudomona, Giberelina y Testigo)
T: Tipo de semillas (Certificadas y nativas)

Eijk: Efecto del error experimental

5.1.9. Analisis de datos

Los datos fueron procesados mediante el programa estadistico InfoStat version 2008
(Di Rienzo et al., 2010), usando pruebas paramétricas a traves de un analisis de varianza
ANOVA vy no paramétricas segun sea el caso de analisis de supuestos de normalidad y
homogeneidad; se aplicaron modelos lineales generales y mixtos para variables que
presentaron inconvenientes en la homogeneidad de varianza. En el caso del ANOVA se
establecieron pruebas de comparacion de medias a través de la prueba de DGC para las

variables que demostraron diferencias estadisticas significativas (p-valor < 0,05).

5.2. Metodologia para determinar el efecto de los microorganismos benéficos en el
proceso de germinacion de semillas nativas y certificadas en dos especies horti-

colas en condiciones de laboratorio

Se preparé 100 mL de indculo bacteriano con una concentracion de 1 x 108 UFC mL™,
en la cual se embebieron 200 semillas nativas y 200 certificadas de cada especie horticola
durante 30 minutos (Quispe-Quispe y Salas-Macias, 2022), luego se colocaron cinco semillas
sobre dos capas de papel filtro humedecido con agua destilada estéril en cada caja Petri
estéril, seguidamente se incubaron a 28 °C durante un mes (Diaz et al., 2019a). Finalmente

se realiz6 las mediciones de las variables antes descritas.
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5.3.  Metodologia para establecer el efecto de los microorganismos benéficos en el
proceso de germinacién de semillas nativas y certificadas en dos especies horti-

colas en condiciones de almacigo

Se prepard 100 mL de in6culo bacteriano con una concentracion de 1 x 102 UFC
mL?, en la cual se embebieron 200 semillas nativas y 200 certificadas de cada especie
horticola durante 30 minutos (Quispe-Quispe y Salas-Macias, 2022), luego se sembré por
especie y por tratamiento una semilla por alvéolo en bandejas de polipropileno, previamente
rellenadas con turba estéril. Se proporcioné un riego diario a partir de la siembra, usando
0,72 litros/m? de agua destilada estéril, cuya esterilizacion se realiz con la autoclave
UTKBS-50LV MRC a 120 °C y a una presion de 14 Psi durante 20 minutos.

Para determinar las condiciones ambientales de la zona de estudio se considero la
temperatura y la humedad relativa, en los cuales se obtuvieron promedios de 15,5 °Cy 83 %
respectivamente, los cuales se mantuvieron relativamente estables, mismos que se registraron
mensualmente mediante la estacion meteoroldgica Vantage Pro2 Plus 6162, de la Quinta La

Argelia. Finalmente se realizo6 las mediciones de las variables antes descritas.
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6. Resultados

6.1.  Efecto de los microorganismos benéficos en la germinacion de semillas hortico-
las en laboratorio

El cilantro procedente de semilla certificada y nativa no germind en laboratorio, por
tanto, no hay datos recolectados de las variables propuestas en metodologia; es necesario
destacar que el porcentaje de germinacion del cilantro certificado fue del 85 % y el analisis
de viabilidad realizado antes de la siembra en el cilantro nativo fue del 65 %; permitiendo
aducir que el factor de temperatura constante sometido en laboratorio limito esta fase.

A diferencia de la cebolla blanca en la que se constataron resultados en los
tratamientos (Anexo 1) mismos que se describen a continuacion:

» Porcentaje de germinacion

Para el porcentaje de germinacién se realizd un modelo lineal general y mixto con
control de heteroscedasticidad debido a que la prueba de Levene mostré6 que no existia
homogeneidad de varianza, se agrupo el factor tipo de semilla con pardmetros de estimacion
de los siguientes grupos: certificada (grupo 1) con una varianza de 1,00, y nativa (grupo 2)
con una varianza de 1,93. Observandose diferencias significativas en el factor fitoestimulante
(p-valor: 0,0064), siendo giberelina, testigo, Pseudomona y Azospirillum los que alcanzaron

los mayores porcentajes de germinacion con 85, 78, 75y 65 % respectivamente (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de germinacién de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por efecto de los
fitoestimulantes en laboratorio. Los valores corresponden a la media + error estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).
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Del mismo modo, se encontré diferencias significativas para el factor tipo de semilla
(p-valor: 0,0064), en donde, las semillas certificadas destacan con el 80 % de germinacion
(Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de germinacion de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por efecto del tipo de
semilla en laboratorio. Los valores corresponden a la media * error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).

> Indice de velocidad de germinacion (1IVG)

Con relacion al indice de velocidad de germinacién se aplico una prueba paramétrica
con un analisis de varianza ANOVA, en donde, se encontraron diferencias significativas en
el factor fitoestimulante (p-valor: 0,0009); siendo la bacteria nativa Azotobacter spp. la que
fue méas lenta en germinar con 0,46 dias en relacion con los demés fitoestimulantes
(Figura 5).
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Figura 5. indice de velocidad de germinacion de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por efecto de
los fitoestimulantes en laboratorio. Los valores corresponden a la media + error estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).

Asi también, se evidencio diferencias significativas para el factor tipo de semilla (p-
valor: 0,0012), en donde, las semillas certificadas alcanzaron el mayor indice de velocidad
de germinacion, representando una germinacion rapida en relacion con las semillas nativas

con 3,1 dias (Figura 6).
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Figura 6. Indice de velocidad de germinacion de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por efecto del
tipo de semilla en laboratorio. Los valores corresponden a la media £ error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).
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» Longitud del sistema radicular (LSR) y longitud de la plantula (LP)

Con relacion a la longitud del sistema radicular de la cebolla blanca para los dias 5,
20 y 25 después de la germinacion, se aplicd una prueba paramétrica con un anélisis de
varianza ANOVA. Mientras que para los dias 10 y 15 después de la germinacion se realizo
un modelo lineal general y mixto con control de heteroscedasticidad debido a que no existio
homogeneidad de varianza seglin la prueba de Levene. Se agrupé entre los factores
fitoestimulante y tipo de semilla con parametros de estimacion de los siguientes grupos:
Azospirillum-certificada y testigo-certificada (grupo 1) con una varianza de 0,24,
Azotobacter-certificada, giberelina-certificada y Pseudomona-certificada (grupo 2) con una
varianza de 1,00, y Azotobacter-nativa, Azospirillum-nativa, Pseudomona-nativa, giberelina-
nativa y testigo-nativa (grupo 3) con una varianza de 1,47.

Por tanto, a los cinco dias después de la germinacidon no se observaron diferencias
significativas. Por el contrario, a los 25 dias después de la germinacién se destacaron los
fitoestimulantes (p-valor: 0,0001) giberelina y testigo con 3,16 y 2,63 cm respectivamente
de longitud radicular (Tabla 7).

Tabla 7. Longitud del sistema radicular de la cebolla blanca (Allium. fistulosum L.) por efecto del
fitoestimulante en laboratorio.

Fitoestimu- 5 ddg 10 ddg 15 ddg 20 ddg 25 ddg
lante (cm)

Medias EEM Medias EEM Medias EEM Medias EEM  Medias EEM
Giberelina 0,23 a 0,06 1,150 0,15 1,79a 0,23 2,58 a 0,27 3,16a 0,30
Testigo 0,31a 0,06 1,54 a 0,14 2,03a 0,19 2,28 a 0,27 2,63 a 0,30

Pseudomona 0,34a 0,06 0,78 b 0,15 1,45a 0,23 1,69 a 0,27 1,91b 0,30
Azotobacter 0,15a 0,06 0,21¢c 0,15 0,36b 0,23 0,36 b 0,27 0,44 c 0,30
Azospirillum 0,15a 0,06 0,34 ¢ 0,14 040b 0,19 0,49 b 0,27 0,55 ¢ 0,30

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa segun prueba DGC (p-
valor < 0,05). ddg: dias después de la germinacion. EEM: Error estandar de medida.

Por su parte, la longitud de la plantula de la cebolla blanca se aplicé un modelo lineal
general y mixto con control de heteroscedasticidad debido a que no existi6 homogeneidad de
varianza segun la prueba de Levene. Se agrup0 al factor fitoestimulante para los 10 y 25 dias
después de la germinacion con pardmetros de estimacion de los siguientes grupos:
Azotobacter (grupo 1) con una varianza de 1,00, Azospirillum y giberelina (grupo 2) con una
varianza de 3,20, y, testigo y Pseudomona (grupo 3) con una varianza de 4,12. Mientras que
para los 15 y 20 dias después de la germinacion se agrupé entre los factores fitoestimulante

y tipo de semilla con parametros de estimacion de los siguientes grupos: Azospirillum-
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certificada, Azotobacter-certificada y testigo-certificada (grupo 1) con una varianza de 1,00,
giberelina-certificada y Pseudomona-certificada (grupo 2) con una varianza de 0,49, y
Azotobacter-nativa, Azospirillum-nativa, giberelina-nativa, Pseudomona-nativa y testigo-
nativa (grupo 3) con una varianza de 1,27.

Ante ello, a los 25 dias después de le germinacion los fitoestimulantes que alcanzaron
la mayor longitud de la plantula fueron giberelina, testigo y Pseudomona con 4,80; 4,73 y
3,64 cm respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Longitud de la plantula de la cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por efecto del
fitoestimulante en laboratorio.

10 ddg 15 ddg 20 ddg 25 ddg
Fitoestimulante (cm)
Medias EEM Medias EEM Medias EEM Medias EEM
Giberelina 2,10 a 0,20 3,05a 0,15 388a 0,16 4,80 a 0,37
Testigo 2,43 a 0,26 3,48 a 0,18 4,00a 0,19 4,73 a 0,58
Pseudomona 1,33 b 0,26 2,40 a 0,15 2,86a 0,16 3,64 a 0,58
Azotobacter 0,06 ¢ 0,06 0,13 b 0,18 0,13b 0,19 0,15b 0,15

Azospirillum 0,25¢ 020 0,35b 0,18 044b 0,19 0,56b 0,37
Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa segun prueba DGC (p-
valor < 0,05). ddg: dias después de la germinacién. EEM: Error estandar de medida.

6.2.  Efecto de los microorganismos benéficos en la germinacion de semillas hortico-

las en almacigo

» Porcentaje de germinacion
Para esta variable se aplicé estadistica no paramétrica, debido a que por la naturaleza
de los datos observados en el porcentaje no fue posible cumplir con el supuesto de
distribucion normal de los errores. De manera que para la especie de cilantro no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Por el contrario, para la especie
de cebolla blanca se observaron diferencias significativas entre los factores fitoestimulante y
tipo de semilla. Siendo el tratamiento T10 (Testigo-nativa) los que obtuvieron los valores

mas bajos de germinacion en comparacion con el resto de los tratamientos (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje de germinacion en semillas de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por
interaccion entre fitoestimulantes y tipo de semilla en almécigo.

Tratamientos Rangos Medias (%) EEM Significancia
T7 Giberelina-certificada 24,00 100 0,00 a
T2 Azotobacter-nativa 24,00 100 0,00 a
T1 Azotobacter-certificada 24,00 100 0,00 a
T4 Azospirillum-nativa 24,00 100 0,00 a
T3 Azospirillum-certificada 24,00 100 0,00 a
T8 Giberelina-nativa 24,00 100 0,00 a
T5 Pseudomona-certificada 24,00 100 0,00 a
T6 Pseudomona-nativa 19,50 95 5,00 a
T9 Testigo-certificada 15,00 90 577 a b
T10 Testigo-nativa 2,50 35 5,00 b

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa segin prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis (p-valor < 0,05). EEM: Error estandar de medida.
> Indice de velocidad de germinacion (1IVG)

Para el IVG se desarroll6 un modelo lineal general y mixto, debido a que la prueba
de Levene mostrd que no existia homogeneidad de varianza. Observandose para la especie
de cilantro diferencias significativas entre los factores fitoestimulante y tipo de semilla.
Siendo el tratamiento T8 (Giberelina-nativa) el que obtuvo una germinacién mas rapida con
respecto a los demaés tratamientos (Tabla 10).

Tabla 10. indice de velocidad de germinacion en semillas de cilantro (Coriandrum sativum L.) por
interaccion entre fitoestimulantes y tipo de semilla en almacigo.
Tratamientos Fitoestimulante Tipodesemilla  Medias EEM  Significancia

T8 Giberelina nativa 1,87 0,20 a

T10 Testigo nativa 1,38 0,20 b
T6 Pseudomona nativa 1,31 0,20 b
T2 Azotobacter nativa 1,20 0,20 b
T3 Azospirillum certificada 1,19 0,20 b
T1 Azotobacter certificada 1,12 0,20 b
T5 Pseudomona certificada 1,04 0,20 b
T4 Azospirillum nativa 1,04 0,20 b
T7 Giberelina certificada 0,89 0,20 b
T9 Testigo certificada 0,79 0,20 b

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa (p-valor <
0,05). EEM: Error estandar de medida.

Del mismo modo, para la especie de cebolla blanca se observaron diferencias
significativas entre los factores fitoestimulante y tipo de semilla; siendo el tratamiento T1
(Azotobacter-certificada) el que germiné mas rapido con respecto a los demaés tratamientos

(Tabla 11).
26



Tabla 11. indice de velocidad de germinacion en semillas de cebolla blanca (Allium fistulosum L.)
por interaccién entre fitoestimulantes y tipo de semilla en almécigo.

Tratamientos Fitoestimulante Tipodesemilla  Medias EEM  Significancia
T1 Azotobacter certificada 1,99 0,21 a

T8 Giberelina nativa 1,52 0,21 b
T2 Azotobacter nativa 1,52 0,21 b
T9 Testigo certificada 1,50 0,21 b
T4 Azospirillum nativa 1,47 0,21 b
T3 Azospirillum certificada 1,40 0,21 b
T5 Pseudomona certificada 1,14 0,21 b
T6 Pseudomona nativa 1,09 0,21 b
T7 Giberelina certificada 1,00 0,21 b

T10 Testigo nativa 0,21 0,21 c

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa (p-valor <

0,05). EEM: Error estandar de medida.

» Longitud del sistema radicular (LSR) y longitud de la plantula (LP)

Para la variable longitud del sistema radicular en la especie de cilantro se emple6 un

modelo lineal general y mixto con control de heteroscedasticidad debido a que no existio

homogeneidad de varianza segun la prueba de Levene. Se agrup6 al factor tipo de semilla

con parametros de estimacion de los siguientes grupos: certificada (grupo 1) con una varianza

de 1,00, y nativa (grupo 2) con una varianza de 1,65. Observandose diferencias significativas

en el factor fitoestimulante (p-valor: 0,0001). Siendo la cepa nativa Pseudomona spp. la que

contribuy6 a una mayor longitud del sistema radicular con 5,39 cm (Figura 7).
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Figura 7. Longitud del sistema radicular del cilantro (Coriandrum sativum L.) por efecto de los
fitoestimulantes en almécigo. Los valores corresponden a la media + error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).
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Del mismo modo, para la especie de cebolla blanca se utilizé un modelo lineal general
y mixto. Existiendo diferencias significativas en el factor fitoestimulante (p-valor: 0,0001),
en donde, giberelina, testigo y Pseudomona indujeron en las plantulas de cebolla blanca los
mayores valores de longitud radicular con 4,45; 4,31 y 4,25 cm respectivamente en

comparacion con Azotobacter y Azospirillum (Figura 8).

50 T a
T a a
—_ T T T
€ L T
S 40 1 b
N T b
< I T
R T
< 30 T
4
L
a
Q20 1
>
E
Q
& 101
4
0.0 t + t t t {
Giberelina Testigo Pseudomona  Azotobacter  Azospirillum

FITOESTIMULANTE

Figura 8. Longitud del sistema radicular de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por efecto de los
fitoestimulantes en almécigo. Los valores corresponden a la media + error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).

Por otro lado, para la longitud de la plantula (LP) (Anexo 2), se emple6 una prueba
paramétrica con un analisis de varianza ANOVA para cilantro y cebolla blanca. En la especie
de cilantro existieron diferencias significativas entre los factores fitoestimulante y tipo de
semilla. De manera que, a los cinco dias después de la germinacién los tratamientos T4
(Azospirillum-nativa), T5 (Pseudomona-certificada) y T6 (Pseudomona-nativa), T8
(Giberelina-nativa), T9 (Testigo-certificada) y T10 (Testigo-nativa), fueron los que
alcanzaron la mayor longitud de la plantula con 0,8; 0,9; 0,8; 0,8; 0,7 y 0,7 cm
respectivamente. Mientras que a los 25 dias después de la germinacion el tratamiento T7
(Giberelina-certificada) logré la mayor longitud de la plantula con 3,3 cm en relacion con los

demas tratamientos (Tabla 12).
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Tabla 12. Longitud de la plantula de cilantro (Coriandrum sativum L.) por interaccion entre
fitoestimulantes y tipo de semilla en alméacigo.

Tratamientos Fitoestimulante Tipo de 5 10 15 20 25
semilla ddg ddg ddg ddg ddg
(cm)

T1 Azotobacter Certificada 0,5b 1,7¢ 22¢ 23¢c 24D
T2 Azotobacter Nativa 0,6b 1,7¢ 20c¢c 22¢ 2,6b
T3 Azospirillum Certificada 0,5b 1,8 ¢ 23b 25b 29b
T4 Azospirillum Nativa 0,8a 1,6 ¢ 20c 2,1c 2,6b
TS5 Pseudomona Certificada 09a 2,1b 240 250 2,8b
T6 Pseudomona Nativa 0,8a 1,6 ¢ 2,1c 23¢ 2,7b
T7 Giberelina Certificada 0,5b 2,6a 29a 30a 33a
T8 Giberelina Nativa 0,8a 1,5¢ 20c 23¢c 2,6b
T9 Testigo Certificada 0,8a 23Db 2,7a 2,7b 2,8b
T10 Testigo Nativa 0,8a 1,6 ¢ 2,0c 22 ¢ 27b

EEM: 0,06 0,08 0,10 0,10 0,09

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa segun prueba DGC (p-
valor < 0,05). ddg: dias después de la germinacién. EEM: Error estandar de medida.

Con respecto a la especie de cebolla blanca, a los cinco dias hubo diferencias
significativas en el factor fitoestimulante (p-valor: 0,029), en donde, Pseudomona, giberelina
y testigo consiguieron la mayor longitud de la plantula con 1,3 cm respectivamente
(Figura 9).
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Figura 9. Longitud de la plantula de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) a los cinco dias después
de la germinacion por efecto de los fitoestimulantes en almacigo. Los valores corresponden a la
media * error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas, DGC (p-valor < 0,05).

Por otra parte, a los 25 dias después de la germinacién hubo diferencias significativas

entre los factores fitoestimulante y tipo de semilla, por ende, los tratamientos T1
29



(Azotobacter-certificada), T3 (Azospirillum-certificada), T5 (Pseudomona certificada), T6

(Pseudomona-nativa) y T8 (Giberelina-nativa) lograron la mayor longitud de la plantula con

5,5; 5,3; 5,3; 5,1y 5,2 cm respectivamente en comparacion con el resto de los tratamientos

(Tabla 13).

Tabla 13. Longitud de la plantula de cebolla blanca (Allium fistulosum L.) por interaccion entre
fitoestimulantes y tipo de semilla en alméacigo.

Tratamientos Fitoestimulante Tipo de 5ddg 10ddg 15ddg 20ddg 25 ddg
semilla (cm)
T1 Azotobacter Certificada 1,1a 3,1a 45a 52a 55a
T2 Azotobacter Nativa 1,0a 26Db 3.8b 45b 48D
T3 Azospirillum Certificada 1.2a 32a 4.8 a 5,0a 53a
T4 Azospirillum Nativa I,la 25D 3,6b 42D 44Db
TS5 Pseudomona Certificada 1,3a  3,3a 42 a 48 a 53a
T6 Pseudomona Nativa 1,3a  3,4a 43 a 49 a 51a
T7 Giberelina Certificada 12a 25b 3,6b 41D 45b
T8 Giberelina Nativa 1,3a 3,1a 43a 49 a 52a
T9 Testigo Certificada 1,3a  2,6b 3,8b 4,6b 470
T10 Testigo Nativa 1,2a 3,0a 3,7b 45b 50D
EEM: 0,08 0,18 0,15 0,28 0,24

Letras diferentes en sentido vertical indican diferencia estadistica significativa segun prueba DGC (p-
valor < 0,05). ddg: dias después de la germinacién. EEM: Error estandar de medida.
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7. Discusion

7.1.  Germinacion de semillas horticolas en laboratorio por efecto de los microorga-

nismos nativos

Con respecto a la especie de cilantro no se registrd germinacion, a pesar que los
tratamientos estuvieron a una temperatura de incubacion de 28 °C, lo cual se encuentran
dentro de los rangos 6ptimos de temperatura para el desarrollo de las bacterias nativas, entre
20 a 30 °C para Azotobacter spp (Arun, 2007), entre 28 y 41 °C para Azospirillum spp.
(Schultz et al., 2012) y superior a 20 °C para Pseudomona spp. (Chakravarty y Gregory,
2015). Del mismo modo, se encuentra en el rango méximo de 23 a 35 °C para la germinacion
de la familia Apiaceae (Maroto, 1989; Serrano, 1990; Galvan, 1994) y de 36 °C para la
germinacion de la familia Alliaceae (Enciso et al., 2019).

La temperatura influye en el funcionamiento de las enzimas que participan en
distintas actividades metabdlicas, la mayoria de los estudios indican que la temperatura de
25 + 2 °C es efectiva para el cultivo del cilantro en condiciones de laboratorio (Ali et al.,
2017, 2018; Chen et al., 1995; Kim et al., 1996; Stephan y Jayabalan, 2001; Liu et al., 2002;
Murthy et al., 2008; Dias et al., 2010; Mujib et al., 2014; Hassan, 2019). Asi mismo, existen
diversos informes que recomiendan mantener la temperatura en torno a los 27 + 1 °C (Zee,
1981; Thapa et al., 2015) y a 20 °C como 6ptima para el mantenimiento adecuado (Kataeva
y Popowich, 1993). Del mismo modo, Allahmoradi et al., (2013) demuestran que el cilantro
tiene buenas condiciones para la germinacion en un rango de temperatura de 20 a 25 °C.

Por el contrario, en la especie de cebolla blanca se evidenciaron resultados en las
variables de estudio:

» Porcentaje de germinacion

Para la especie de cebolla blanca se obtuvieron los mayores porcentajes de
germinacién en los siguientes fitoestimulantes: giberelina, testigo, Pseudomona y
Azospirillum con 85, 78, 75 y 65 % respectivamente. Por consiguiente, estudios similares
realizados por Sousa et al., (2021) sefialan que al usar diversas concentraciones de giberelina
se logra un incremento de la germinacion y el indice de vigor en semillas de cebolla Allium

fistulosum L.
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Por otro lado, Chin et al., (2022) mencionan que al aplicar Pseudomona fluorescens
(102 — 108 células bacterianas/mL) en semillas de hortalizas como pak choy (Brassica rapa
subsp. chinensis) alcanzaron un porcentaje de germinacion de 76,00y 90,67 %, y en semillas
de aji (Capsicum annuum) lograron entre el 88,00 y el 97,33 % de germinacion. Igualmente
Suansia y Senapati (2023) realizaron estudios similares, en donde, demostraron que la
inoculacion de la cepa de Pseudomonas aeruginosa en semillas de tomate existe un efecto
positivo significativo en la germinacion. Del mismo modo, Sharma et al., (2022) sefialan que
al inocular semillas de okra con Pseudomonas fluorescens mostraron tasas de germinacion
de las semillas del 83,3 y 76,7 %. Asi también Silva et al., (2022) indican que, la interaccion
entre Azospirillum brasilense y los cultivares de pepino Aodai Melhorado y Marketmore76
obtuvieron un efecto significativo en la germinacion entre el 64 y 89 % y entre el 58 y el
63 %, respectivamente.

Ademas, se destacaron las semillas certificadas con el mayor porcentaje de
germinacion. Dadlani y Yadava (2022) sefialan que las semillas certificadas de hibridos se
obtienen mediante el uso de semillas de base de las lineas parentales, las mismas que
garantizan la pureza genética de las semillas de variedades/hibridos. Pedrini et al., (2020)
puntualizan que las semillas certificadas mejoran la sincronizacion de la germinacion, el
desarrollo de plantulas y la resistencia frente al estrés bi6tico y abidtico.

> Indice de velocidad de germinacion (1IVG)

Para la cebolla blanca el fitoestimulante Azotobacter spp. fue el que tardé mas en
germinar. Los resultados encontrados por Yousefi et al., (2017) indican que al combinar
Azospirillum lipoferum + Azotobacter chroococcum + Pseudomonas putida a las semillas de
lGpulo en condiciones de estrés salino de 20 y 50 dS m™, indujo reducciones significativas
del 75y 64 % en su tiempo medio de germinacion respectivamente en comparacion con el
control. Lo cual se contrasta con estudios realizados por Muscalu et al., (2019) donde sefialan
que al tercer dia semillas de pepino tratadas con Azotobacter (\V4) demostraron el porcentaje
mas alto de velocidad de germinacion, alcanzando un 13,77 %. Igualmente, Diaz et al.,
(2019) sefialan que tras 12 dias de seguimiento se observé que Azotobacter spp. presentd una
mayor tasa de germinacion en maiz en comparacién con el control.

Asi también, se observo que las semillas certificadas sobresalen con el mayor indice

de velocidad de germinacion. Ello podria deberse a que las semillas certificadas surgen de
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un manejo en forma tal que su identidad y pureza genética se preservan satisfactoriamente,
bajo el proceso de certificacion de semillas (INIAF-DNS, 2021).
» Longitud del sistema radicular (LSR) y longitud de la plantula (LP)

Referente a la longitud del sistema radicular de la cebolla blanca se observo que a los
25 dias después de la germinacion los fitoestimulantes giberelina y testigo alcanzaron la
mayor longitud radicular. Banerjee y Roychoudhury (2019) mencionan que la giberelina
(GA) provoca una variedad de respuestas fisiologicas, como la germinacion de semillas, el
crecimiento y desarrollo de las plantas y la elongacién de raices y tallos. Segun Verma et al.,
(2016) las giberelinas (GA) promueven la division celular en las plantas, regulan la
diferenciacion del meristemo de la raiz y estimulan la proliferacion de los pelos radiculares.
Por otra parte, estudios realizados por Shaddad et al., (2013) y Chen et al., (2014) indican
que, al aplicar de GA en trigo y soya, tuvieron efectos negativos en la longitud de los brotes
y las raices. La diferencia con los resultados del presente estudio probablemente se deba a
las diferencias en las especies de cultivo y los niveles de GA utilizados.

En lo que respecta a la longitud de la plantula de cebolla blanca, a los 25 dias después
de la germinacion se evidencio que los fitoestimulantes giberelina, testigo y Pseudomona
obtuvieron la mayor longitud de la plantula. Adam et al., (2021) mencionan que la giberelina
en niveles de 577,5 y 144,3 uM afecta positivamente la longitud de las plantulas de sorgo en
un 53,0 y 32,3 % respectivamente. Asi también Singh y Singh (2019) sefialan que la
aplicacion de giberelina a 150 ppm en pimiento alcanz6 la mayor altura de la planta.
Igualmente Singh et al., (2018) encontraron efecto significativo sobre la altura y nimero de
ramas en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.). Ademas, Mahmoudi et al.,
(2022) mencionan que el uso del acido giberélico en la albahaca dulce (Ocimum basilicum
L.) produjo aumentos significativos (P < 0,05) en la altura de la planta y el peso seco de las
partes aéreas de las plantas.

Por su parte, estudios realizados por Quiroz-Sarmiento et al., (2019) demostraron que
al inocular Pseudomona tolaasii en chile Poblano (Capsicum annuum L.) se observo un
aumento del 35 % en el crecimiento de la planta. Del mismo modo, Mercado-Vargas et al.,
(2022) argumentan que al inocular Pseudomonas protegens S4 en jamaica y frejol, se  pro-
ducen cambios estructurales en las plantas, incrementando la longitud de las raices y de la

parte aérea, lo cual favorece a una mayor capacidad de fijacion al suelo y mayor superficie
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productiva. Igualmente, Li et al., (2022) han observado en el cultivo de manzana var. mains
micromalus Makino que Pseudomona fluorescens Y X2 tiene la capacidad de aumentar el
porcentaje de germinacion y modificar el tamafio y estructura de la planta incluyendo la parte
aérea y las raices, ademas de mejorar la capacidad de absorcidn de nutrientes, lo cual tiene

como resultado una mayor tolerancia al estrés hidrico.

7.2.  Germinacion de semillas horticolas en alméacigo por efecto de los microorganis-

mos nativos

» Porcentaje de germinacion

Para la especie de cilantro no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos. A diferencia de la cebolla, en donde los tratamientos evaluados presentaron
valores estadisticamente significativos (p < 0,05); observandose que el tratamiento 10
(testigo nativa), presentd el menor porcentaje de germinacion con respecto a los demés
tratamientos con 35 %.

Resultados similares encontraron Blanco-Vargas et al., (2020) al investigar el efecto
de Pseudomona aislada de suelos del Departamento de Boyaca, Colombia en la germinacién
de Allium cepa. Descubrieron que al exponer las semillas al co-cultivo en una concentracion
de 1 x 108 UFC mL™, el porcentaje de germinacion superd el 90 % del total de semillas
evaluadas. Del mismo modo, estudios realizados por Ruiz et al., (2021) en México,
inocularon semillas horticolas (chile chilaca, melén y pepino) con biofertilizantes
(Azospirillum brasilenses Az y Glomus intraradices Gl) y las sometieron a diferentes
concentraciones de cloruro de potasio (KCI). En donde, Az + GI + 10 dS m* de KCl y
Az+Gl+15 dS m? de KCI, dieron los mejores resultados comparados con el testigo. Asi
también, Aponte et al., (2017) en el cultivo de lechuga encontraron que al asociar
Azospirillum con Pseudomonas fluorescens genera una mayor emergencia de plantulas.

> Indice de velocidad de germinacion (1IVG)

Para la especie de cilantro todos los tratamientos excepto T8 (giberelina-nativa)
germinaron mas rapido en relacion con los demas tratamientos. Mientras que, para la especie
de cebolla blanca el tratamiento T10 (testigo-nativo) fue el que germiné maés lentamente.
Jones y Dangl (2006) sefialan que cuando las bacterias entran en una semilla y se produce la

interaccion entre la planta y el microorganismo, la planta desarrolla un mecanismo de
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reconocimiento que retrasa el tiempo de germinacion en comparacion con las semillas del

testigo; este mecanismo de defensa de la planta contra agentes bioldgicos externos se activa

durante la fase inicial de adaptacion a la presencia de bacterias y es el resultado de una fase

de reconocimiento bioguimico y durante esta fase, ciertos compuestos derivados del

microorganismo son reconocidos por los receptores de la membrana plasmatica de la planta.
» Longitud del sistema radicular (LSR) y longitud de la plantula (LP)

Para la longitud del sistema radicular en la especie de cilantro, el género Pseudomona
alcanzé la mayor longitud del sistema radicular. Mientras que, para la especie de cebolla los
mayores valores del sistema radicular los obtuvieron giberelina, testigo y Pseudomona.
Estudios similares realizados por Singh et al., (2017) demostraron un aumento significativo
en la longitud del sistema radicular de berenjena con plantas inoculadas con Pseudomona
spp en comparacion con el testigo. Fox et al., (2016) y Kumar et al., (2018) mencionan que
Pseudomona ayuda en el crecimiento del sistema radical debido a la produccién de
fitohormonas. Asi también, la investigacion desarrollada por Chatterjee et al., (2017)
indicaron que las plantas de pimiento rojo inoculadas con la bacteria Pseudomona
frederiksbergensis OS261, desarrollaron raices mas largas en comparacién con los controles
no inoculados.

Segun Egamberdieva et al., (2017) y Singh et al., (2019) las rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal secretan varias fitohormonas que incluyen auxina, citoquinina,
etileno y giberelinas (GA). En este sentido, los resultados realizados por Ahmed y Hasnain
(2014) y Fasciglione et al., (2015) indicaron que las bacterias que promueven el crecimiento
vegetal, a través de la sintesis de auxinas, tienen la capacidad de asistir a las plantas en la
formacion de raices para que puedan obtener mas agua y nutrientes, lo que se traduce en un
aumento en la produccion de pigmentos y una mayor transferencia de materiales
fotosintéticos en la planta.

Con respecto a la giberelina, Azcén y Taldn (2008) sefialan que, el uso de giberelinas
tiene como resultado un aumento en el tamafio de la zona meristemética. Esto se logra al
incrementar la cantidad de células que entran en division celular, lo que a su vez contribuye
al crecimiento de las raices.

Por otro lado, la longitud de las plantulas de cilantro a los 25 dias después de la

germinacion, el tratamiento T7 (Giberelina-certificada) alcanz6 la mayor longitud de la
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plantula con 3,3 cm en comparacion con los demas tratamientos. En cambio, la cebolla a los
25 dias después de la germinacién, los tratamientos T1 (Azotobacter-certificada), T3
(Azospirillum-certificada), T5 (Pseudomona certificada), T6 (Pseudomona-nativa), y T8
(Giberelina-nativa) obtuvieron la mayor longitud de la plantula en relacion con el testigo.
Resultados similares fueron encontrados por Subedi et al., (2019) quienes trabajaron con
dosis de NPK junto con Azotobacter en coliflor (Brassica oleracea L. Var. Botrytis). En
donde, la altura minima se observo en el control, mejorando la altura de las plantas con la
aplicacion de biofertilizantes, lo cual podria atribuirse a la secrecion de sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal. Por su parte, El-Beltagi et al., (2022) sefialan que,
Azospirillum aumenta el crecimiento de las plantas debido a la produccion de sustancias
quimicas que promueven el crecimiento, por ejemplo, vitamina B 12 y auxina.

Del mismo modo, Qessaoui et al., (2019) observaron el efecto de aislados de
Pseudomonas en los parametros de crecimiento de la planta de tomate. En donde, los
resultados indicaron que todas las bacterias promueven significativamente (p<0,01) el
crecimiento de la planta, la longitud de la planta'y el didmetro del cuello. Por otro lado, Azcén
y Talén (2008) y Taiz y Zeiger (2003) mencionan que la promocién del crecimiento del tallo,
las hojas y las raices es una de las funciones clave de las giberelinas. Esto se debe en gran
parte a que estas hormonas inducen la division celular, lo que acorta la interfase del ciclo

celular y estimula la sintesis de &cido desoxirribonucleico en las células.
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8. Conclusiones

A pesar de observar viabilidad en las semillas horticolas certificadas y nativas no se
evidencio germinacion en la especie de cilantro en laboratorio

Para la cebolla blanca el tipo de semilla certificada y los fitoestimulantes giberelina,
testigo, Pseudomona spp. y Azospirillum spp. afectaron positivamente en el porcentaje
de germinacion en laboratorio. Mientras que, el IVG para la cebolla blanca en
laboratorio, el fitoestimulante Azotobacter spp. fue el que tardé mas en germinar.

A los 25 dias después de la germinacion en laboratorio la LSR de la cebolla blanca fue
mayor en la giberelina y el testigo. Mientras que para LP en laboratorio fue mayor en la
giberelina, el testigo y Pseudomona spp.

Se demostro que para la cebolla blanca los tratamientos con Azotobacter spp (certificada
y nativa), Azospirillum spp (certificada y nativa), Pseudomona spp (certificada y nativa)
y giberelina (certificada y nativa), tienen efecto positivo en el porcentaje de germinacion
en almécigo. El IVG para cilantro y para la cebolla blanca fue lenta en almécigo. .

La LSR del cilantro en alméacigo, sobresalié el tratamiento con Pseudomona spp.
mientras que, para la cebolla blanca se destacaron los tratamientos con giberelina, testigo
y Pseudomona spp, Por otro lado, la LP en almacigo al final del ensayo para el cilantro
sobresalié el tratamiento con Giberelina-certificada y para la cebolla blanca los
tratamientos con Azotobacter-certificada, Azospirillum-certificada, Pseudomona-

certificada, Pseudomona-nativa y Giberelina-nativa.
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9. Recomendaciones

Evaluar el efecto de las bacterias nativas en la germinacion de especies horticolas en
diferentes temperaturas de incubacion en laboratorio.

Realizar estudios similares prolongando el tiempo de evaluacion para determinar su
potencial en campo.

Investigar el efecto de los microrganismos benéficos, considerando otras especies
horticolas de interés comercial.

Considerar otras concentraciones de las bacterias nativas para evaluar el efecto en la
germinacion de especies horticolas.

Estos resultados podrian ser de interés y aplicados por los pequefios y grandes
agricultores para mejorar el porcentaje y crecimiento de especies horticolas con un

enfoque agroecoldgico disminuyendo la dependencia de hormonas sintéticas.
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11. Anexos

Anexo 1. Efecto de los fitoestimulantes en la germinacion de semillas certificadas y nativas en
laboratorio.

Figura 10. Efecto de la bacteria nativa Pseudomona spp. en la germinacion de semillas certificadas
de cebolla blanca.
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Anexo 2. Cinética de crecimiento de plantulas de cilantro (Coriandrum sativum L.) y cebolla blanca
(Allium fistulosum L.) en almacigo.
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Figura 11. Cinética de crecimiento de la plantula de cilantro-Azotobacter.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de la plantula de cilantro-Azospirillum.
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Figura 13. Cinética de crecimiento de la plantula de cilantro-Pseudomona.
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Figura 14. Cinética de crecimiento de la plantula de cilantro-giberelina.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de la plantula de cebolla-Azotobacter.
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Figura 17. Cinética de crecimiento de la plantula de cebolla-Azospirillum.
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Figura 18. Cinética de crecimiento de la plantula de cebolla-Pseudomona.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de la plantula de cebolla-giberelina.
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Figura 20. Cinética de crecimiento de la plantula de cebolla-testigo.
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