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ABSTRACT. The inoculation of efficient microorganisms
to the ecosystem improves the soil quality and the plant
growth, as well as, it helps the decomposition process of
organic materials. The aim of this study was to evaluate the
effectiveness of bioproduct LEBAME, determining dilutions
as well as imbibition times on tomato germination of
seeds. The study was carried out as a randomized complete
bifactorial experimental design and treatments were
combinations of three imbibition times (15, 30 y 60 minutes),
four dilutions of LEBAME (2,5; 5; 10; 15 mL L!) and one
control imbibed with water (0 mL L"). Data were processed
through a factorial ANOVA using the IBM SPSS (version 19)
program. Results showed a positive response of LEBAME
on germination of tomato seeds. The dilutions studied were
statistically different between them; those of 5, 10 and
15 mL L-' were significantly higher. Although with only
5 mL L-! it was enough to get the greater stimulation and an
increase in length of the radicle and the hypocotyl, reaching
values of 21 and 32 % respectively, compared to the control
imbibed with water. Taking into account the results obtained
in this research, the positive effect of the product LEBAME
by stimulating the germination process was demonstrated,
so it can be considered a promising product for Cuban
agriculture.
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INTRODUCCION

Eltomate es la hortaliza mas ampliamente difundida
en todo el mundo y la de mayor valor econémico.
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RESUMEN. La inoculacion de microorganismos eficientes
al ecosistema mejora la calidad del suelo y el crecimiento de
las plantas; asi como, ayuda al proceso de descomposicion de
materiales organicos. El presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar la efectividad del bioproducto LEBAME determinando
las diluciones y los tiempos de imbibicion en la germinacion de
las semillas de tomate. El experimento se llevo a cabo mediante
un disefio completamente al azar con arreglo factorial. Los
tratamientos fueron combinaciones de tres niveles de tiempos
de imbibicion (15, 30 y 60 minutos), con cuatro diluciones de
LEBAME (2,5; 5; 10; 15 mL L") y un control embebido en
agua (0 mL L. Los datos fueron procesados a través de un
ANOVA factorial utilizando el programa IBM SPSS Statistics
(version 19). Los resultados mostraron una respuesta positiva
del LEBAME sobre la germinacion de las semillas de tomate.
Las diluciones estudiadas difirieron estadisticamente entre ellas;
las de 5, 10 y 15 mL L fueron significativamente superiores,
aunque con solo 5 mL L' fue suficiente para obtener el mayor
estimulo y un incremento de la longitud de la radicula y del
hipocotilo alcanzando valores con respecto al control embebido
enaguade 21y 32 % respectivamente. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en esta investigacion se demostrd, el efecto
positivo del bioproducto LEBAME al estimular el proceso de
germinacion, considerandose un producto promisorio para la
agricultura cubana.

Palabras clave: crecimiento, estimulacion, hortalizas,
microorganismos

Es la segunda especie en importancia dentro del
género Solanum spp., por su papel en los habitos
alimenticios de una amplia parte de la poblacion
mundial?.
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En Cuba, en el afio 2014 la superficie sembrada de
este cultivo ocup6 44 885 hectareas lo que representa
el 22,2 % de la superficie sembrada de hortalizas,
con un nivel de produccion de 454 112 toneladas y
un rendimiento promedio de 10,12 t ha'. Comparado
con el afio 2013, se produjo una disminucién en la
superficie cosechada, la produccidon obtenida y el
ultimo indicador anteriormente mencionado en 17,32,
33,03 y 18,98 % respectivamente®.

En este sentido, conforme van pasando los afios
se hacen mas evidentes los dafios que causa el uso
indiscriminado e inconsciente de fungicidas, plaguicidas
y fertilizantes minerales, provocando efectos negativos
y acumulativos en suelo, las plantas, los animales y
el hombre. Las practicas agricolas llevadas a cabo
durante décadas, han conducido a un desequilibrio de
la ecologia microbiana del suelo lo cual se manifiesta
en su aspecto fisico, quimico y bioldgico (1).

Los biofertilizantes son productos a base de
microorganismos que viven normalmente en el suelo,
aunque en poblaciones bajas, al incrementarlas por
medio de la inoculacion artificial, son capaces de poner
a disposicion de las plantas, mediante su actividad
biolégica, una parte importante de las sustancias
nutritivas que necesitan para su desarrollo; asi como,
suministrar sustancias hormonales o promotoras del
crecimiento (2). La importancia de estos bioproductos
radica en su capacidad para suplementar o movilizar
nutrientes con un minimo uso de recursos no renovables,
que pueden aplicarse en pequefias unidades para
solucionar problemas locales y que no contaminan el
medio ambiente (3).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (RPCV) influyen en las plantas mediante una
multitud de mecanismos diferentes y existen en la
literatura revisiones extensivas que asi las describen (4).

Uno de los bioproductos utilizados con éxito en la
agricultura son los microorganismos eficientes (ME) los
cuales fueron desarrollados en la década de los 70, por el
profesor japonés Teruo Higa. Tedricamente este producto
comercial se encuentra conformado esencialmente
por tres diferentes tipos de organismos: levaduras,
bacterias acido lacticas y bacterias fotosintéticas (5),
encontrandose que el éxito de su efecto potenciador
estaba en su mezcla; por eso se dice, que la suma de
los tres tiene mayor efecto que cada uno por separado®.

Inicialmente, los ME fueron desarrollados para
el mejoramiento de los suelos y el tratamiento de los
residuos agropecuarios como via de nutricion de las
plantas. En los ultimos tiempos y a la luz de las exigencias
contemporaneas caracterizadas por la demanda mundial

BONEI. Agricultura, Ganaderia, Silvicultura y Pesca. In: Anuario estadistico
de Cuba 2014; 2015. 33 p.
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de una produccion mas sana, el interés por el uso de
los biofertilizantes ha ido en incremento progresivo. Por
otra parte, los microorganismos manejan la estabilidad
y productividad de los agroecosistemas y varias
investigaciones se dirigen al beneficio que aportan a la
productividad agricola (6,7).

De acuerdo a estos antecedentes, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la efectividad del
bioproducto LEBAME determinando las diluciones
y los tiempos de imbibicion con mayor efecto en la
germinacioén de las semillas de tomate.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental fue realizado en el mes
de diciembre de 2013, en el Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA), ubicado en San José de
las Lajas, provincia Mayabeque, en el laboratorio del
departamento de Fitotecnia. El cultivo indicador fue el
tomate (Solanum lycopersicum L.), cultivar ‘Mara” (8).

El bioproducto estudiado fue LEBAME, obtenido por
el Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados
de la Cana de Azucar (ICIDCA), el cual se presenta en
forma liquida y esta compuesto por una combinacion
de microorganismos eficientes de los géneros Bacillus
subtilis, Lactobacillus bulgaricum y Saccharomyces
cervisiae, contando con un titulo de 108 ufc mL™".

Para estudiar la respuesta germinativa de las
semillas de tomate a la aplicacion de diferentes diluciones
y tiempos de imbibicion en LEBAME, el experimento se
realiz6 con un disefio completamente al azar con arreglo
factorial. Los tratamientos estuvieron conformados por
combinaciones de niveles de dos factores (A: tiempo de
imbibicion y B: diluciones); se combinaron tres tiempos
diferentes (A: 15, 30 y 60 minutos) con cuatro diluciones
(B: 2,5; 5; 10; 15 mL L") y un control embebido en agua;
dando lugar a 15 tratamientos con cinco repeticiones
para un total de 80 placas petri. Las combinaciones de
los tratamientos estudiados se muestran en la Tabla 1.

Las semillas de tomate se colocaron en frascos de
cristal que contenian 100 mL del bioproducto. Se realizé la
siembra de 20 semillas por placa empleando papel de filtro
como sustrato humectado con 5 mL de agua destilada,
permaneciendo en la oscuridad. A las cinco placas de
cada tratamiento se les evalu6 diariamente el numero
de semillas germinadas, tomandose como criterio de
germinacién la emisién de la radicula, a partir del cual se
determinaron los dias y los porcentajes de germinacion.
Estos datos fueron transformados mediante la formula
arcosV; ademas se calcul6 el indice de velocidad de
germinacion (IVG) mediante la formula: IVG = 3 (nifti) (9).

donde:

IVG — indice de velocidad de germinacion

ni — numero de semillas germinadas

ti — tiempo necesario para alcanzar el mayor
porcentaje de germinacién
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Tabla I. Descripcion de los tratamientos estudiados

No Tratamientos
D TI
1 15 min
2 2,5mLL" 30 min
3 60 min
4 15 min
5 SmLL"! 30 min
6 60 min
7 15 min
8 10 mL L' 30 min
9 60 min
10 15 min
11 15mL L! 30 min
12 60 min
13 r 15 min
14 0 mk L 30 min
15 60 min

D: diluciones; TI: tiempo de imbibicion

Alos cuatro dias después de la siembra, se midieron
las longitudes de las radiculas y de los hipocotilos
(cm) de cuatro plantulas por cada placa, para un total
de 20 plantulas por tratamientos. Son indicadores de
crecimiento que permitieron calcular posteriormente la
relacion longitud del hipocotilo y la radicula (LR/LH).
Los datos fueron procesados mediante un ANOVA
factorial y las medias fueron comparadas mediante la
décima de Duncan (10) para un 5 % de significacion,
después de verificarse que cumplian con el ajuste de
distribuciéon normal y de homogeneidad de varianza.
Todo ello a través del programa IBM (11).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla II se puede observar que no hubo
interaccion significativa entre las variables estudiadas.
El efecto manifestado por las diluciones para la mayoria
de las variables, no constituye una respuesta aditiva de
los tiempos de imbibicion. Considerando los resultados
obtenidos se separaron los efectos de cada uno de ellos.

No se encontraron diferencias significativas entre los
tres niveles de tiempo de imbibicion. Por lo tanto, desde
el punto de vista practico, la imbibicion de las semillas
de tomate en LEBAME durante 15 minutos (menor
tiempo), se convierte en la mejor propuesta estudiada.

La imbibicién de las semillas durante 15
minutos, también fue investigada por otros autores.

Los resultados obtenidos con este tiempo de imbibicién,
mostraron un aumento significativo con respecto al
control, en cuanto al tamafo de las posturas, el tallo y
la longitud de las raices de dos solanaceas (berenjena
y aji), al ser embebidas en un biopreparado de la
bacteria Brevibacillus borstelensis B65 (12).

En la Tabla 111 se observa el efecto de diferentes
diluciones y tiempo de imbibiciéon del bioproducto
LEBAME en la germinacion de las semillas de tomate.
Al analizar independientemente cada factor, se pudo
observar que la variable porcentaje de germinacion
no difirié6 estadisticamente entre los tratamientos,
manifestando resultados muy similares para todos.
De igual manera, se evidenciaron valores cercanos
al 100 % lo cual se considera un poder germinativo alto.

Las Figuras 1 y 2 muestran los resultados de
los analisis de las combinaciones del efecto de
las diluciones; por ser el uUnico factor que resultd
significativo para el resto de las variables estudiadas.

La imbibicion de las semillas de tomate en las
diluciones 5, 10 y 15 mL L' de LEBAME, provocé una
disminucion en los dias a la germinacion (Figura 1A).
Practicamente el total de las semillas germinadas
(99-100 %) fue con un dia de antelacion con respecto a
las del tratamiento control (97-98 %), lo que constituyd
un aumento en la velocidad de la misma en 26,9 %
(Figura 1B). Sin embargo, en relacion con los tratamientos
embebidos en la diluciéon 2,5 mL L'y el control en agua
los resultados fueron estadisticamente similares.

Las diluciones estudiadas difirieron estadisticamente
entre ellas, la mas baja alcanzé menor efectividad;
en cambio, las diluciones 5, 10 y 15 mL L' fueron
significativamente superiores y no difirieron entre si
(Figura 2A). De esta forma, se evidencia que con
solo 5 mL L' es suficiente para obtener el mayor estimulo
en el crecimiento a partir de un incremento de la longitud
de la radicula y del hipocotilo, alcanzando valores
superiores con respecto al control embebido en agua
de 21y 32 % respectivamente.

Enla Figura 2B, se puede observar que la relacion
(LH/LR), mostré un comportamiento similar entre las
diluciones estudiadas; aunque, manifesto diferencias
estadisticas con respecto al control superandolo
en un 10 %. Cuyas diferencias pudieron estar
dadas por el aumento de la longitud de la radicula,
proporcionando ventajas en cuanto al aumento del
area de absorcion de agua respecto a la parte aérea.

Tabla Il. Pruebas de los efectos entre los factores para las variables estudiadas

. . % Dias Longitud
Variables estudiadas de germinacion VG Hipocotilo ¢ Radicula LR/LH
diluciones ,243 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
tiempo ,152 ,889 ,923 ,498 ,889 ,663
diluciones*tiempo ,779 ,998 ,999 ,633 ,494 ,565

Valores de p<0,05 efecto significativo
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Tabla lll. Efecto de dosis del LEBAME en la germinacion de semillas de tomate

D Tratamientos TI No Germinacion (%) arcosV
15 min 1 97 1,44
25mLL" 30 min 2 99 1,53
60 min 3 98 1,48
15 min 4 98 1,48
SmLL! 30 min 5 100 1,57
60 min 6 100 1,57
15 min 7 97 1,44
10 mL L 30 min 8 99 1,53
60 min 9 100 1,57
15 min 10 98 1,48
15mLL"! 30 min 11 99 1,53
60 min 12 99 1,53
¥ 15 min 13 98 1,48
0 mk L 30 min 14 97 1,44
60 min 15 97 1,46

ESx*%* 0,04 NS

Medias con letras comunes no difieren significativamente segun Duncan para p<0,05

A B

3 b b

i . . 2 25 a a a
] L
2 g 513
= 3’3 a1
20 0.5

,{' T T T T {' T T T T
25mL L SmLI-! 10mLL-* 15mLL-* OmL L-! 25mll} 5ol 10mLl-! 15mlL-! OmL L-
Diluciones Diluciones
El.. EDias ala germinacion
ESx*** = 0,08 n=15. ESx*** = 0,3 n=15.

IVG: indice de velocidad de germinacion
Medias con letras comunes no difieren significativamente segun prueba de Duncan (p<0,05)

Figura 1. Efecto de las diluciones del LEBAME en el IVG (A) y dias a la germinacion (B)

A B

= 60 = 2 =
5 50 b 062 5 a a
E 40 b a a a s E 0.6 a
= 30 - 038 b
g 20 z 036
= 1,0 = 054 L
E 032 T T T T
25mL Lt 5mLL* 10mLL-* 15mL1-* OmLL- o 25mL L 5mL Lt 10mLL-*15ml 1L-* OmL L-
Diluciones Diluciones
ERadicula EHipocotilo BRelacion LHLR
ESx*** = 0,05 n=60. ESx*** = 0,03 n=60. ESyte _ 0,02 n=60.

A: longitud de la radicula y el hipocotilo; B: relacién longitud hipocotilo/radicula (LH/LR)
Medias con letras comunes no difieren significativamente segun prueba de Duncan (p<0,05)

Figura 2. Efecto de las diluciones del LEBAME en algunas variables del crecimiento de plantulas de tomate
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Por otra parte, también el incremento de las
longitudes de la radicula se le pudiera atribuir a la
necesidad de las plantulas de absorber agua. Valores
similares fueron obtenidos al evaluar el efecto de
una mezcla de fosfolipidos de origen natural, sobre
la germinacion in vitro de semillas de tres cultivares
de tomate. Se observd un efecto inductor sobre el
crecimiento radicular de las plantulas, dados por
longitudes de radiculas significativamente superiores
con respecto a los controles (13). Los fosfolipidos
son fuentes de fésforo organico, por la accién de
las fosfolipasas, con implicacién directa en todas las
fases de desarrollo y especialmente en la fase inicial
de germinacion de las semillas y formacion de las
plantulas (14).

De acuerdo con otras investigaciones (15), es
atribuible también a Bacillus sp, la capacidad de
solubilizacién de fosfatos. En los medios de cultivo
se detectd hasta 56,0 mg L' de fésforo soluble
(P-PQO,), comparable a la obtenida por otras bacterias
rizosféricas. Ademas, el ensayo arrojé que presentan
propiedades bioquimicas vy fisiolégicas relacionadas
con la promocion del crecimiento vegetal. La cepa
Bacillus subtilis BEB13-bs no se destaca por mejorar
la germinacién, mientras que incrementa la biomasa
en plantulas, presentando el mejor efecto sobre el
vigor tanto en plantulas de tomate como de pimiento.
También mejora su sistema radical provocando un
incremento significativo en la masa seca y la longitud
de las raices de 18-26 % y 13-15 % respectivamente,
en comparacion con el tratamiento control.

La germinacion depende de la viabilidad
del embrién y de la ruptura del letargo. En este
ultimo caso, inciden las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal; pues se ha explicado que la
reduccién en los niveles de etileno por efecto de
la actividad de la enzima desaminasa del acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) en la semilla,
aumentaria su germinacion, junto con la produccion
de acido indolacético (AlA) que estimularia la division
celular, para asi favorecer el inicio del crecimiento del
embrion (16).

Respecto a los microorganismos eficientes (ME)
se plantea que pueden coexistir en culturas mixtas y
que son fisiolégicamente compatibles unos con otros
y que, ademas, tienen la capacidad de desarrollar
efectos beneficiosos en suelos y plantas (17).

Por otra parte, trabajos desarrollados en
condiciones de semilleros, demostraron que los
ME ejercen las funciones de aumentar la velocidad
y el porcentaje de germinacion de las semillas por
su efecto hormonal, similar al del acido giberélico.
También aumenta el vigor y el crecimiento del tallo y de
las raices, desde la germinacion hasta la emergencia
de las plantulas, por su efecto como RPCV; se
incrementan las probabilidades de supervivencia
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de las plantulas, asi como, aseguran una mejor
germinacion y desarrollo (18).

Las respuestas a la inoculacién pueden ser
variables y los microorganismos presentes pueden
colonizar y permanecer en la rizosfera; por otra parte,
los incrementos en produccion de biomasa deberian
ser considerados de relevancia ecoldgica (19).

CONCLUSIONES

¢ Se demuestra el efecto positivo del bioproducto
LEBAME al estimular el proceso de germinacion
de las semillas de tomate.

+ No hubo diferencias entre los tiempos de imbibicion,
lo que evidencia que, con solo 15 minutos, es
suficiente para estimular las variables estudiadas.

¢ El efecto de las diluciones 5, 10 y 15 mL L' resulto
significativo, las variables IVG, la longitud de la
radicula, del hipocaotilo y la relacion LH/LR superaron
al control en 27, 21, 32 y 10 % respectivamente.
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