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Evaluacion del efecto de las levaduras vitivinicolas biofungicidas
sobre la germinacion de semillas y crecimiento de plantulas de lechugas
(Lactuca sativa L.) in vitro. Analisis de fitotoxicidad
Evaluation of the effect of viticulture biofungicide yeasts on the seed germination and
growth of lettuce seedlings (Lactuca sativa L.) in vitro. Phytotoxicity analysis
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RESUMEN

Botrytis cinerea puede afectar a la lechuga tanto
en condiciones de invernadero como en condiciones
de campo. Levaduras vitivinicolas presentaron
actividad antifingica frente a B. cinerea de lechuga
in vitro. Sin embargo, se desconoce si estas levaduras
afectan la germinacion de semillas o crecimiento de
las plantulas de lechuga. Objetivo: Evaluar el efecto
de las levaduras vitivinicolas sobre la germinacion
de semillas y crecimiento de plantulas emergentes
de lechuga (L. sativa), in vitro. Las levaduras se
inocularon puntalmente sobre semillas de lechugas
en bandejas plasticas. A los 4 y 7 dias, se evalud
% de semillas germinadas, longitud de radicula,
hipocotilo y cotiledones. También se evaluo el indice
de vigor (IV) (7 dias). Resultados: A los 4 dias,
cuatro levaduras BSchp67, BSc92, BSc121, BSc203
promovieron significativamente la germinacion de
semillas de lechuga en comparacion con el control. De
estas levaduras, dos incrementaron la longitud de los
cotiledones. A los 7 dias, seis levaduras BSc16, BSc61,
BSchp67, BSc92, BSc121, BSc203 incrementaron el
% de semillas germinadas y la longitud del hipocétilo.
A los 4 y 7 dias ninguna de las levaduras ensayadas
incrementd significativamente la longitud de la
radicula. Las plantas pre-inoculadas con las levaduras
vitivinicolas presentaron un IV similar al control,
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excepto las plantulas inoculadas con BSc81, donde fue
menor. Conclusiones: El efecto de las levaduras sobre
la germinacion y crecimiento de la lechuga fue variable.
Al finalizar el ensayo BSc5, BSc47, BSc68, BSc49,
BSc56 y BSc92 no afectaron negativamente la tasa
de germinacion, el crecimiento vegetativo (radicula,
hipocotilo, cotiledones), ni el vigor de las plantulas
de lechuga, por lo tanto, podrian utilizarse como
biofungicidas. Las tultimas tres cepas mencionadas
anteriormente promovieron el crecimiento del
hipocétilo (dia 7). Estos datos sugieren la posibilidad
de empleo de estas levaduras como biofungicidas y
como posibles promotores del crecimiento vegetal
(doble funcion).

Palabras clave: agentes de biocontrol, vegetal,
toxicidad, inhibidores de crecimiento, promotores de
crecimiento.

SUMMARY

Botrytis cinerea can affect lettuce under both
greenhouse and field conditions. Vitiviniculture yeasts
Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces
pombe showed activity against B. cinerea isolated
from lettuce, in vitro. However, it is unknown whether
these yeasts affect seed germination and/or growth
of lettuce seedlings. Objective: To evaluate the effect
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of vitiviniculture yeasts on seed germination and growth
of seedlings emerging from lettuce (L. sativa), in vitro.
The yeasts were inoculated on lettuce seeds incubated
in plastic trays. At 4 and 7 days, the % of germinated
seeds, length of radicle, hypocotyl and cotyledons
were evaluated. The vigor index (IV) (7 days) was also
evaluated. Results: After 4 days, four yeasts BSchp67,
BSc92, BSc121 and BSc203 significantly promoted the
germination of lettuce seeds compared to the control.
Of these yeasts, two increased the cotyledon length.
At 7 days, six yeasts BSc16, BSc61, BSchp67, BSc92,
BSc121 and BSc203 increased the % of germinated
seeds and the hypocotyl length. At 4 and 7 days none
of the yeasts assayed significantly increased the radicle
length. The seedlings pre-inoculated with the wine
yeasts presented an IV similar to the control, except
the seedlings inoculated with BSc81, where the [V was
smaller. Conclusions: The effect of yeasts on the lettuce
germination and growth was variable. At the end of the
assay, yeasts BSc5, BSc47, BSc68, BSc49, BSc56 and
BSc92 did not negatively affect the germination rate,
vegetative growth (radicle, hypocotyl, cotyledons), nor
the vigor of the lettuce seedlings, therefore they could
be used as possible biocontrol agents. The last three
strains mentioned above promoted hypocotyl growth
(day 7). These data suggest the possibility of using
these yeasts as biofungicides and as possible plant
growth promoters (dual function).

Index word: biocontrol agents, vegetable, toxicity,
growth inhibitors, growth promoters.

INTRODUCCION

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una especie
anual y autdégama, perteneciente a la familia Asteraceae
(Koopman et al., 1998). A nivel mundial, en los
ultimos afos, el cultivo de lechuga se ha incrementado
considerablemente, debido al aumento del consumo de
hortalizas de cuarta gama o minimamente procesadas.
En 1993 se produjeron 12 500 000 Mg de lechuga y
en el 2017 se duplicé la produccion en relacion al afo
1993. China es el mayor productor de lechugas del
mundo (FAOSTAT, 2019). En Argentina, la lechuga,
el tomate y la papa se encuentran entre las hortalizas
mas consumidas y cultivadas del pais (Szczesny
et al, 2014). Algunos microorganismos pueden
afectar la calidad de la lechuga entre ellos podemos
citar a Sclerotinia sclerotorium, Sclerotinia minor,

Sclerotium rolfsii, Septoria lactucae, Bremia lactucae,
Microdochium  panattonianum,  Mycocentrospora
acerina, Rhizoctornia solani, Cercospora longissima,
Stemphylium  botryosum, Erysiphe cichoracearum,
Alternaria spp., Fusarium oxysporum, Phytophthora
spp., Pythium aphanidermatum, Pythium uncinulatum,
Phymatotrichopsis omnivorum, Verticillium dahliae y
Botrytis cinerea, entre otros (Raid, 2004; Mou, 2008).
B. cinerea puede atacar diferentes partes de la planta
de la lechuga como hojas y raices (Card, 2005; Yahaya
et al., 2015), y en algunos casos impide la emergencia
de la plantula desde la semilla (Granval y Gaviola,
1991; Sowley et al., 2009). Tradicionalmente, el control
de B. cinerea se ha basado en practicas culturales
combinadas con el uso intensivo de fungicidas
quimicos, tanto de amplio espectro como especificos.
Sin embargo, la aplicacion de fungicidas quimicos
presenta varios problemas como la relativa facilidad
con la que emergen porciones de poblaciones resistentes
a algunos fungicidas quimicos (Williamson et al.,
2007). Otro problema que ocasionan estos fungicidas
es que producen efectos adversos sobre el ambiente y
la salud humana (Elmer y Reglinski, 2006). El uso de
microorganismos antagonistas ha sido estudiado por
grupos de investigacion de todo el mundo y representa
una de las bio-estrategias con mayor potencial
para el control integrado de enfermedades fungicas
(Droby et al., 2009; Nicot, 2011). Las levaduras han
demostrado actividad antagdénica frente a cepas de
B. cinerea aisladas de diferentes patosistemas como
el de la uva (Vitis vinifera L.) (Rabosto et al., 2006;
Nally et al., 2012; Calvo-Garrido et al., 2013), tomate
(Solanum lycopersicum L.) (Elead et al., 1994; Dik y
Elead, 1999; Dal Bello et al., 2008), frutilla (Fragaria
x ananassa Duch.) (Huang et al., 2011; Sylla et al.,
2015) y pepino (Cucumis sativus L.) (Dik y Elead,
1999), entre otros. En el Instituto de Biotecnologia-
Facultad de Ingenieria-Universidad Nacional de San
Juan (IBT-FI-UNSJ) se seleccionaron 16 levaduras
vitivinicolas (15 S. cerevisiae, 1 Sch. pombe) que
presentaban actividad antifingica frente a B. cinerea
aisladas de lechuga (Nally et al., 2018), in vitro. Hasta
el momento se desconoce si estas levaduras afectan o
no el crecimiento vegetativo de esta hortaliza. Existen
reportes sobre levaduras que afectan positivamente
el crecimiento vegetativo de diferentes plantas.
Algunos investigadores mencionaron que levaduras
promovieron el crecimiento vegetativo de la remolacha
azucarera (B. wvulgaris L.) El-Tarabily (2004),
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pimiento (C. annuum L.) (El-Fawy y Ahmed, 2015),
haba (V. faba L.) (El-Wakil et al., 2009), ademas de
biocontrolar hongos fitopatégenos (doble funcién).
Algunos investigadores como Holley et al. (1984)
reportaron que levaduras pertenecientes al género
Nematospora afectaron negativamente la calidad de
semillas de mostaza (Brassica juncea L.), inhibiendo la
germinacion. De acuerdo con la bibliografia consultada
no existen, hasta el momento, antecedentes sobre
levaduras que promuevan el crecimiento vegetativo y
que sean biocontroladoras de B. cinerea en lechuga.
A partir de dicha situacion se establece el siguiente
objetivo general: Objetivo: Evaluar el efecto de
las levaduras vitivinicolas sobre la germinacion de
semillas y crecimiento de plantulas emergentes de
lechuga (L. sativa), in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Levaduras

Seensayaron 16 levaduras que presentaron actividad
antifungica frente a B. cinerea (Nally et al.,2018). Estas
levaduras pertenecenalasespecies S. cerevisiae (BScl5,
BSc16, BSc31, BSc47, BSc49, BSc56, BSc61, BSc64,
BSc68, BSc81, BSc92, BScl21, BSc140, BScl175,
BSc203) y S. pombe (BSch67). Se aislaron de mostos
de uva en fermentacion de bodegas de la provincia de
San Juan, Argentinay se identificaron a nivel molecular
(Nally et al., 2012). Estos microorganismos pertenecen
al cepario del Instituto de Biotecnologia-FI-UNSJ- San
Juan. Argentina.

Las levaduras se inocularon en frascos Erlenmeyer
de 150 mL de capacidad con 25 mL de medio liquido
YEPD (extracto de levadura 10 g L', peptona20 gL'y
dextrosa 20 g L") y se colocaron en agitacion (250 rpm)
durante 8-12 h a 25 °C, hasta fase exponencial. A partir
de cultivos activos de levaduras se realizaron conteos
de células de levaduras en camara de Neubauer,
se centrifugaron y posteriormente se realizaron
diluciones con agua destilada estéril hasta obtener una
concentracion final de 10° cel mL".

Evaluacion del Efecto de las Levaduras sobre la
Germinacion de Semillas de Lechuga y Crecimiento
de la Plantula Emergente en Bandejas de Plastico

Seevalu6 lagerminacion de semillas segin lasreglas
de andlisis de semillas de “International Seed Testing

Association” (ISTA, 2017). Las semillas de lechuga se
esterilizaron con hipoclorito de sodio al 1% durante
10 min y luego se lavaron dos veces con agua destilada
estéril. Las semillas desinfectadas se colocaron sobre
papel humedecido con 6 mL de agua destilada estéril en
cajas de plastico con tapa. Posteriormente las levaduras
fueron inoculadas puntualmente (10uL, 10° cel mL™)
sobre cada semilla. Las cajas se incubaron en camara
de crecimiento vegetal a 20 °C con alternancia de
luz (12 h de luz/12 h de oscuridad) y 90% humedad
relativa. Se consider6 una semilla germinada cuando el
largo de la radicula alcanzé mas de 3mm. Se evalué la
capacidad germinativa de 400 semillas por tratamiento
(8 bandejas plasticas con 50 semillas cada una) a los
4 y 7 dias de haber comenzado el ensayo mediante la
siguiente Ecuacion 1 (ISTA, 2017):

N@ de semillas germinadas

% de germinacion = ( ) X 100

N de semillas totales

(1

Control. Semillas inoculadas solo con agua destilada
estéril (20puL) e incubadas en las mismas condiciones
anteriormente mencionadas.

A4y 7 dias de haber comenzado el ensayo se tomaron
mediciones con un calibre digital en las plantulas
emergentes tratadas con y sin levaduras (longitud en cm
de la radicula, hipocétilo y cotiledones). La medida de
alargamiento de la radicula se consideré desde el nudo
(region de transicion mas gruesa entre la radicula y el
hipocotilo) hasta el vértice de la radicula. Se realizaron
tres réplicas por tratamiento (cada réplica conformada
por400 semillas). En la Figura 1 se muestra como crecen
las plantulas de lechugas sobre papel humedecido con
agua destilada estéril en bandejas plasticas durante
7 dias a 20 °C, con fotoperiodo pre establecido.

Indice de Vigor (IV)

El indice del vigor (IV) de las semillas tratadas
con y sin levaduras (ITEM 2) se calcul6 a los 7 dias
mediante la siguiente Ecuacion 2 (Amprayn et al.,
2012):

IV = (Promedio largo de raiz + Promedio longitud del hipocétilo)
X % de germinacion
)
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Figura 1. Pliantulas de lechuga de 7 dias de crecimiento
previamente inoculadas en forma puntual con levaduras,
incubada a 20 °C con alternancia de luz (12 h luz/12 h oscuridad)
y 90% humedad relativa.

Figure 1. Lettuce seedlings of 7 days of growth previously
inoculated punctually with yeasts, incubated at 20 °C with
alternating light (12 h light/12 h dark) and 90% relative
humidity.

Analisis Estadistico

Los resultados que cumplieron con los supuestos
de normalidad, homogeneidad de la varianza ¢
independencia se sometieron a un analisis de la varianza
(ANOVA) unifactorial, con disefio completamente
al azar (InfoStat, 2018). La prueba de separaciéon de
medias se realizo a posteriori por el test de Tukey, con
un nivel de significancia de P < 0.05. Los resultados
que no se ajustaron a los supuestos del ANOVA fueron
sometidos a un anélisis de la varianza no paramétrica
con la prueba de Kruskal Wallis (InfoStat, 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del Efecto de las Levaduras Vitivinicolas
sobre la Germinacion de Semillas y Crecimiento de
las Plantulas Emergentes de Lechuga in vitro

A los cuatro dias de haber iniciado el ensayo de
germinacion de las semillas de lechuga sobre papel
himedo, los simientes inoculados con las levaduras
S. cerevisiae BSc92, BSc121, BSc203 y Sch. pombe
BSchp67 mostraron un porcentaje de germinacion
significativamente mayor en relacion al control
(P < 0.0001) (Cuadro 1). Las semillas inoculadas
con las levaduras BScl6, BSc49, BSc64 y BSc68
evidenciaron una tasa germinativa (entre 86.09

y 94.06%) significativamente inferior en relacion al
control (96.03%). Las demas levaduras ensayadas no
aumentaron o disminuyeron la tasa de germinacion
(Cuadro 1). A los siete dias se observo que las semillas
inoculadas con las levaduras BSc5, BSc16, BSc61,
BSc64, BSchp67, BSc68, BSc92, BSc121 y BSc203
mostraron valores de 100% de germinacion, los
cuales fueron significativamente superiores al control
(P < 0.0001) (Cuadro 2). Las semillas inoculadas
con las levaduras restantes no mostraron diferencias
significativas en relacion al control (Cuadro 2).

Un método simple para la deteccion de
microorganismos  fitotoxicos o promotores de
crecimiento consiste en la inoculacion de estos
organismos sobre semillas (Kremer et al., 2006;
Carvalho et al., 2007). Existen investigaciones que
reportan los efectos de cultivos microbianos sobre
la germinacion de semillas. Reyes et al. (2008)
reportaron que semillas de maiz (Zea mays L.),
que habian sido previamente embebidas en una
solucion con  Azospirillum sp. (108 cel mL') e
incubadas durante 5 dias, presentaron mayor cantidad
de semillas germinadas en relacion al control,
utilizando como sustrato agar-agua al 8%. Blanco
et al. (2018) determinaron que semillas de pimiento
(Capsicum annuum L.), que habian sido previamente
embebidas en los aislados rizobianos RmBorbollon
(Ochrobactrum sp.) y MEO1 (Ochrobactrum sp.),
mostraron un incremento significativo en la tasa de
germinacion con respecto al control, en similares
condiciones a las ensayadas en este trabajo (cuatro dias
de ensayo sobre papel humedecido). Posteriormente,
al séptimo dia observaron un aumento significativo
del porciento de semillas germinadas (entre un 1.74
y 2.03%) en las semillas inoculadas con las cepas Alf
(Pseudomonas sp.), MEO1 (Ochrobactrum sp.), Leu2A
y Med (Bradyrhizobium sp.), en relacion al control.
Estos resultados son comparables con los obtenidos
en el presente trabajo debido que a los 4 dias de
haber comenzado el ensayo las semillas de lechugas,
inoculadas previamente con levaduras Sch. pombe
(BSchp67) y S. cerevisiae (BSc92, BSc121 y BSc203),
incrementaron significativamente su tasa germinativa
en relacion al control (Cuadro 1). Posteriormente, a
los 7 dias, las levaduras anteriormente mencionadas
y otras levaduras como S. cerevisiae BSc5, BScl6,
BSc61, BSc64, BSc68, BSc92, aumentaron el
porcentaje de semillas germinadas (100% de semillas
germinadas) con respecto al control (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Evaluacion del efecto de las levaduras vitivinicolas sobre la germinacion de semillas y sobre el crecimiento de las plantulas
emergentes de lechuga (longitud de radicula, hipocétilo, cotiledones), incubadas durante 4 dias a 20 °C, sobre papel humedecido

(bandejas plasticas).

Table 1. Evaluation of the effect of wine yeasts on seed germination and on the growth of emerging lettuce seedlings (radicle length,
hypocotyl, cotyledons), incubated for 4 days at 20 °C, on damp paper (plastic trays) .

Levaduras Semillas germinadas Longitud de radicula Longitud de hipocétilo Longitud de cotiledones
b N CM - - = = = = = = = = - - - - - - -

BSc5 97.03 0.74 (**) 1.45 0.42
BScl6 93.01 (**) 0.82 (*%) 1.30 (*%) 0.47
BSc31 97.90 1.08 1.30 (*%) 0.50
BSc47 95.06 1.13 (*%) 1.18 (*%) 0.55 (%)
BSc49 94.04 (**) 1.17 1.29 (*%) 0.56 (*)
BSc56 96.03 1.18 1.28 (*%) 0.54 (*)
BSc61 96.34 1.01 (*%) 1.35 0.54 (%)
BSc64 94.06 (**) 0.89 (**) 1.17 (*%) 0.55 (%)
BSchp67 98.11 (*) 0.84 (**) 1.31 (*%) 0.60 (*)
BSc68 86.09 (**) 0.77 (*%) 1.13 (*%) 0.52
BSc81 96.09 0.67 (**) 1.07 (*%) 0.62 (*)
BSc92 98.02 (*) 0.54 (**) 1.26 (**) 0.52
BScl121 100 (*) 0.82 (**) 1.03 (*%) 0.54 (%)
BSc140 96.05 0.60 (**) 1.36 0.50
BSc175 96.11 0.97 (**) 1.05 (*%) 0.58 (*)
BSc203 98.15 (*) 0.67 (**) 1.26 (*%) 0.47
Control (H,0) 96.03 1.53 1.64 0.40

* incremento significativo, ** disminucion significativa; en relacion al control.

* significant increase, ** significant decrease; in relation to control.

Bab’eva y Belyanin (1966) también reportaron que la
germinacion de semillas de repollo (Brassica oleracea
var. capitata L.) se incrementd cuando las mismas
se inocularon levaduras pertenecientes a la especie
Torulopsis sp. Algunos autores relacionan el aumento
de la germinacién de semillas con la presencia de
giberelinas, ya que esta fitohormona induce la hidrélisis
del almidon y otras moléculas provocando la liberacion
de solutos (mondmeros), los cuales son absorbidos por
el escutelo y transportados al embrion, permitiendo el
desarrollo del mismo (Matilla, 2008). Algunos autores
mencionaron que levaduras pertenecientes a las especies
Candida valida, Rhodotorula glutinis y Trichosporon
asahii produjeron giberelinas (El-Tarabily, 2004). Se
ha informado que S. cerevisiae es capaz de sintetizar
dicha fitohormona bajo condiciones in vitro (Tawfiq
et al.,2018).

El efecto de las levaduras sobre la longitud de la
radicula emergente fue variable. A los 4 dias las semillas

que fueron inoculadas con las levaduras BSc31, BSc49
y BSc56 presentaron radiculas con longitudes similares
a la del control (P > 0.05) (Cuadro 1). La aplicacién
de las levaduras restantes provocd una disminucioén
significativa en la longitud de las mismas entre un 26.14
y 64.7% (P < 0.0001) (Cuadro 1). Luego, a los 7 dias se
observo que la longitud de las radiculas, en las plantulas
que previamente fueron inoculadas con las levaduras
BSc5, BSc47, BSc49, BSc56, BSc68 y BSc92, no
vari6 en forma significativa respecto del control
(P > 0.05) (Cuadro 2). Las demas levaduras ensayadas
disminuyeron significativamente el largo de la radicula
de las plantulas emergentes entre 41.09 y 66.43% en
relacion al control (P < 0.0001) (Cuadro 2). Ninguna de
las levaduras increment6 la longitud de la radicula, a los
4y 7 dias (Cuadros 1y 2).

Con respecto a la longitud del hipocdtilo, a
los 4 dias, las semillas previamente inoculadas con
BSc5, BSc61 y BScl40 no mostraron diferencias
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Cuadro 2. Evaluacién del efecto de las levaduras vitivinicolas sobre la germinacion de semillas y sobre el crecimiento de las plantulas
emergentes de lechuga (longitud de radicula, hipocétilo, cotiledones, indice de vigor), incubadas durante 7 dias a 20 °C, sobre papel

humedecido (bandejas plasticas).

Table 2. Evaluation of the effect of wine yeasts on seed germination and on the growth of emerging lettuce seedlings (radicle length,
hypocotyl, cotyledons, vigor index), incubated for 7 days at 20 °C, on wetted paper (plastic trays).

Levadturas cerminadas devadicuta Hipocstia. cotledones Indice de vigor (V)
% e e e e e e e e - - Cm - - - - = = = = - - - -
BSc5 100 (*) 1.42 0.70 0.50 211.8
BScl6 100 (*) 0.99 (**) 0.98 (*) 0.53 196.6
BSc31 98.3 0.96 (**) 0.96 (*) 0.48 188.36
BSc47 96.2 1.13 0.73 0.46 178.56
BSc49 98.08 1.38 0.86 (*) 0.51 219.13
BSc56 98.03 1.17 1.02(*) 0.50 213.05
BSc61 100 (*) 0.78 (**) 0.75 (*) 0.48 153.6
BSc64 100 (*) 0.96 (**) 0.65 0.42 161.8
BSchp67 100 (*) 0.90 (*%*) 0.80 (*) 0.51 169.15
BSc68 100 (*) 1.29 0.64 0.51 193.2
BSc81 98.12 0.60 (**) 0.69 0.42 127.01 (**)
BSc92 100 (*) 1.02 0.76 (*) 0.46 178.4
BSc121 100 (*) 0.63 (**) 0.91 (*) 0.52 154.02
BSc140 98.11 0.76 (**) 0.86 (*) 0.55 (*) 158.37
BScl75 98.15 0.96 (*%) 0.87 (%) 0.46 179.34
BSc203 100 (*) 0.97 (**) 0.85 (*) 0.52 182.2
Control (H20) 98.03 1.46 0.50 0.47 192.67

* incremento significativo, ** disminucion significativa; en relacion al control. Fila sombreada con gris indica que la levadura no afectd negativamente el
crecimiento vegetativo de la plantula de lechuga (radicula, hipocétilo, cotiledones, vigor), en relacion al control.

* significant increase, ** significant decrease; in relation to control. Row shaded with gray indicates that the yeast did not negatively affect the vegetative growth
of the lettuce seedling (radicle, hypocotyl, cotyledons, vigor), in relation to the control.

significativas en comparacion al control. Las demas
levaduras provocaron una reduccion significativa en
la longitud de los mismos entre un 20.12 y 37.19%
(P <0.0001) (Cuadro 1). A los 7 dias se evidencié que
las plantulas que fueron previamente inoculadas con
las levaduras S. cerevisiae (BScl16, BSc31, BSc49,
BSc56, BSc61, BSc92, BScl21, BSc140, BScl75,
BSc203) y Sch. pombe BSchp67 incrementaron
significativamente la longitud del hipocotilo entre un
50y 104% en comparacion con el control (P <0.0001).
Las levaduras restantes no afectaron en forma
significativa el crecimiento del hipocétilo (Cuadro 2).

En cuanto a la longitud de los cotiledones,
las mediciones a los 4 dias indicaron que las levaduras
ensayadas disminuyeron significativamente la longitud
de los cotiledones entre un 37.19 y 20.12% con respecto
al control (P < 0.001), excepto en las plantulas que

fueron pre-inoculadas con BSc5, BSc61, BSc140. Los
cotiledones de estas plantulas presentaron largo similar
al del control (Cuadro 1). Posteriormente, a los 7 dias,
solo el lote de semillas que fue pre-inoculado con la
levadura BSc140 presento diferencias significativas en
comparacion con el control (P = 0.0301), mostrando
un aumento en la longitud de los cotiledones en un
17.02% (Cuadro 2).

indice de Vigor (IV)

Los indices de vigor de las semillas inoculadas
con las levaduras vitivinicolas fueron similares a
los del control, excepto las plantulas que fueron
tratadas con la levadura BSc81, la cual tuvo un IV
significativamente menor en relacion al control
(P <0.001) (Cuadro 2).
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La evaluacion del efecto de las levaduras sobre
la elongacion de la radicula y del hipocétilo en las
plantulas, ademas de evaluar el porcentaje de semillas
germinadas, permite ponderar la accion de compuestos
producidos por microorganismos (lectinas, etileno,
auxinas, citoquininas, giberelinas, poliaminas,
sideroforos, etc.) presentes en niveles de concentracion
bajos que no son suficientes para inhibir o promover la
germinacion, pero que sin embargo pueden estimular
o inhibir completamente los procesos de elongacion
de la radicula o del hipocétilo, dependiendo del modo
y sitio de accion del compuesto. De esta manera,
la promocién o inhibicion en la elongacion de la
radicula e hipocotilo constituyen indicadores muy
sensibles para la evaluacion de efectos biologicos en
vegetales, aportando informacion complementaria a la
proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion
(Sobrero y Ronco, 2004). La promocion del crecimiento
de la radicula y del hipocotilo en los primeros estadios
del crecimiento podria conferirle una ventaja a la
plantula en una etapa critica de su desarrollo (Noel
et al., 1996). Cassan et al. (2009) reportaron que
semillas de soja (Glycine max L. y maiz (Z. mays
L.), pre-inoculadas puntualmente con Azospirillum
brasilense y Bradyrhizobium japonicum, mostraron un
incremento significativo en la tasa de germinacion y
en el crecimiento de la radicula e hipocotilo a los 7 y
8 dias de haber comenzado el ensayo (sustrato papel
humedecido). Por otra parte, Carrillo-Sosa et al. (2017)
informaron que la imbibicion de semillas de tomate
(S. lycopersicum L.) en una diluciéon de 5 mL L del
bioproducto LEBAME®, el cual estd compuesto por
una combinacion de Bacillus subtillis, Lactobacillus
bulgaricumy S. cerevisiae, estimulo significativamente
la elongacion de la radicula y del hipocétilo un 21 y
32%, respectivamente, en comparacion con el control
utilizando como sustrato papel de filtro humedecido.
Estos reportes coinciden parcialmente con los
resultados obtenidos en este ensayo debido a que las
levaduras S. cerevisiae (BScl6, BSc61, BSc92, BScl21,
BSc203) y S. pombe (BSchp67) solo incrementaron
significativamente la longitud del hipocotilo en las
plantulas emergentes de lechuga (Cuadro 2) y no asi
la longitud de la radicula emergente. El aumento en
la longitud del hipocétilo observado en el presente
trabajo puede deberse a la produccion de auxinas
(Garay-Arroyo et al., 2014). Existen reportes de que
algunas cepas de S. cerevisiae poseen la capacidad
de sintetizar esta hormona, ain en ausencia de su

precursor triptéfano (Rao ef al., 2010; Liu et al., 2016).

En cuanto a la longitud de los cotiledones, las
mediciones indicaron que las plantulas pre-inoculadas
con las levaduras BSc47, BSc49, BSc56, BSc6l1,
BSc64, BSchp67, BSc81, BScl121 y BScl75 (a los
4 dias) y con BScl40 (a los 7 dias) presentaron
cotiledones mas largos que el control correspondiente
(Cuadros 1 y 2). Este efecto podria deberse a la
accion de citoquininas (CKs). Las citoquininas (CKs)
promueven la elongacion celular en los cotiledones y
una aplicacion exdgena estimula una expansion celular
adicional (Taiz y Zeiger, 2006). Se ha reportado que
S. cerevisiae es capaz de sintetizar dicha fitohormona
bajo condiciones in vitro (Tawfiq et al., 2018). Por
otro lado, se ha demostrado que la aplicacion exdgena
de citoquininas (CKs) inhibe la elongacion celular de
las raices (Taiz y Zeiger, 2006). Esto explicaria en
cierto modo la inhibicion del crecimiento radicular y
el aumento del tamafio de los hipocétilo observado a
los siete dias en las plantulas que fueron previamente
inoculadas con las levaduras BSc5, BSc61 y BSc140
(Cuadro 2).

El vigor de la semilla determina el rendimiento
potencial de un cultivo/planta después de la siembra.
Existen varias técnicas para determinar su evaluacion,
una de ellas es la prueba basada en el crecimiento
de plantulas, en las cuales se incluyen el recuento de
semillas germinadas, el crecimiento de las plantulas,
entre otros (Marcos-Filho, 2015). Estas mediciones
también se utilizan para detectar posibles efectos
fitotoxicos de sustancias quimicas como fungicidas,
insecticidas y desecantes en plantas, los cuales
pueden afectar el crecimiento normal de la raiz y del
hipocotilo (Marcos-Filho, 2015). Gholami et al. (2009)
determinaron a los siete dias que las semillas de maiz
(Z. mays L.), que habian sido previamente embebidas
en soluciones con aislamientos pertenecientes a las
especies Pseudomonas putiday A. brasilense, mostraron
un aumento significativo en el indice de vigordeun 94y
117%, respectivamente, en comparacion con el control,
sobre papel humedecido. Resultados similares fueron
reportados por Suliasih y Widawati (2017) donde la
imbibicion de semillas de sorgo (Sorghum bicolor L.),
con tres cultivos bacterianos por separado (Bacillus sp.,
Azotobacter sp. y Azospirillum sp.), produjo a los 7 dias
aumentos significativos en los indices de vigor entre
un 11 y 44.4% en relacion al control. Es importante
destacar que, a diferencia del uso de bacterias, existen
escasas investigaciones donde se evalue el efecto de
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levaduras sobre el vigor de semillas. Amprayn et al.
(2012) reportaron que la imbibiciéon de semillas de
arroz (O. sativa L.), en una suspension que contenia
la levadura Candida tropicalis, incrementd un 50%
el indice de vigor con respecto al control (7 dias de
incubacion, sustrato agar-agua). En el presente trabajo,
las semillas pre- inoculadas con 15 de las 16 levaduras
ensayadas presentaron indices de vigor similar al del
control (Cuadro 2), es decir que el rendimiento potencial
de las plantulas no se veria afectado negativamente.

CONCLUSIONES

El efecto de las levaduras sobre la germinacion y
crecimiento de la plantula fue variable, a los 4 y 7 dias.
Al finalizar el ensayo, las levaduras vitivinicolas BSc5,
BSc47, BSc49, BSc56, BSc68 y BSc92 no afectaron
negativamente la tasa de germinacion, el crecimiento
vegetativo (radicula, hipocétilo, cotiledones) ni el
vigor de las plantulas de lechuga, por lo tanto, podrian
utilizarse como posibles agentes de biocontrol ya que
no afectarian la produccion de este cultivo. Por otra
parte, cabe aclarar que, de las levaduras anteriormente
mencionadas, los aislamientos BSc49, BSc56 y BSc92
promovieron el crecimiento del hipocotilo en forma
significativa en relacion al control (dia 7). Estos datos
sugieren la posibilidad de empleo de estas levaduras
como biofungicidas y como promotores del crecimiento
vegetal.
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