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Resumen

Con el objetivo de proponer biotecnologias para la
produccioén sustentable de almacigos de hortalizas, fueron
evaluadas como alternativas de nutricion de plantulas de
brocoli (Brassica oleracea var. Italica), cebolla (4llium
cepa L.), lechuga (Lactuca sativa L.) y tomate (Solanum
lycopersicum L.), la inoculacidon con cepas 7A y AMRp10
de Azospirillum y la aspersion foliar de miel de abeja 2%
(AFMA), determinando su efecto en la altura, area foliar,
diametro de tallo, peso seco, unidades SPAD y diametro de
bulbo (cebolla). El experimento se realizd bajo condiciones
de invernadero empleando un disefio completamente al
azary utilizando como unidades experimentales almacigos
comerciales con una mezcla de peat moss y perlita como
sustrato. Los resultados indican que la aspersion foliar
de miel de abeja 2% incrementd significativamente la
altura (13%), area foliar (38%) y peso seco (30%) de las
plantulas de brocoli, en las plantulas de lechuga la altura
y area foliar fueron mayores que con 4. AMRpl10 en 18 y
98%, respectivamente, ademas, en las plantulas de tomate
laalturaaument6 23 %, también conrespectoa4.AMRp10.
Por otra parte, con la inoculacién de A.7A, en las plantulas
de brocoli se incrementaron 7% las unidades SPAD
respecto al tratamiento AFMA y 11% el didmetro de tallo
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Abstract

With the goal of proposing biotechnology for the sustainable
production of vegetable seedbeds, broccoli (Brassica
oleracea. Italica Group), onion (A4/lium cepa L.), lettuce
(Lactuca sativa L.), and tomato (Solanum lycopersicum
L.) seedlings were evaluated as nutrition alternatives,
inoculated with 7A and AMRp10 strains of Azospirillum
and foliar spray with 2% bee honey (AFMA) to determine
the effect on height, leaf area, stem diameter, dry weight,
SPAD units and bulb diameter (onion). The experiment was
done in greenhouse conditions using a completely random
design and the experimental units used were commercial
seedbeds with a mixture of peat moss and pearlite as a
substrate. The results indicate that the foliar spray with
2% bee honey significantly increased the height (13%),
foliar leaves (38%) and dry weight (30%) of broccoli
seedlings. In lettuce seedlings, the height and the leaf area
were greater with A. AMRp10 in 18 and 98%, respectively.
Furthermore, height increased 23% in tomato seedlings
with A. AMRp10. On the other hand, with the inoculation
of A.7A, SPAD units increased 7% in the broccoli seedlings
when compared to the AFMA treatment and the stem
diameter increased 11% compared with A. AMRp10. The
leaf area of the tomato seedlings also increased 52% with
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encomparacioncon A.AMRp10, pero también el area foliar
de las plantulas de tomate fue 52% mayor con respecto a
A.AMRp10. Enestainvestigacion, lainoculacionconlacepa
7A de Azospirillum y la aspersion foliar de miel de abeja,
demostraron que tienen efectos promotores del crecimiento
vegetal, por lo tanto constituyen una alternativa promisoria
y viable para la produccion de plantulas de hortalizas.

Palabras clave: Azospirillum, almacigo, biofertilizante,
inoculante microbiano, miel de abeja.

Introduccion

Actualmente es importante continuar investigando sobre
estrategias y técnicas sustentables para la produccion de
almacigos dehortalizas que permitan incrementar su calidad,
vigor y adaptabilidad, es decir, plantulas con raices bien
desarrolladas y de rapida adaptacion a las condiciones de
estrés causadas por el trasplante, pero al mismo tiempo lograr
reducir el uso excesivo de agroquimicos.

Una biotecnologia en continuo desarrollo involucra el
uso de microorganismos identificados como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) o PGPR por
sus siglas en inglés (Vessey, 2003), entre las cuales el género
Azospirillum es de los mas estudiados (Hernandez et al.,
2001) yseclasifican como microorganismos diazotréficos,
asociados de forma endofitica o rizosférica a cereales y
pastos de diferentes regiones del mundo. Se tienen descritas
cinco especies (De-Bashan et al., 2007) y se han utilizado
diferentes cepas como biofertilizantes comerciales en varios
paises, incluido México, debido a su capacidad para estimular
el crecimiento de las plantas y aumentar el rendimiento de
los cultivos en variados ambientes y condiciones edaficas
(DiBarbaro et al.,2005), lo cual es reportado en numerosos
estudios sobre su ecologia, fisiologia y genética (Tilak
et al., 2005), por lo tanto, constituyen una alternativa
nutricional para los cultivos, favoreciendo el equilibrio de
los agroecosistemas (Reganold ef al., 1990) al restaurar
las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo
(Newmany Reynolds, 2005), contribuyendo ala produccion
sostenible de alimentos (Abiven y Recous, 2007).

Por otra parte, también se ha investigado en diferentes
cultivos el efecto de lamiel de abeja sobre algunas variables
del crecimiento y desarrollo, asi por ejemplo, en tomate, se
ha reportado un aumento del vigor de las plantas, reflejado
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regards to the A, AMRp10. In this research, the inoculation
of the 7A strain of Azospirillum and foliar spray with bee
honey showed to have developing effects on plant growth;
therefore they constitute apromising and feasible alternative
for the production of vegetable seedlings.

Keywords: Azospirillum, bee honey, bio-fertilizer,
microbial inoculant, seedbed.

Introduction

Presently, itis important to continue researching sustainable
strategies and techniques for the production of vegetable
seedbeds that help to improve their quality, strength and
adaptability. Seedlings need to have well-developed roots
and be easily adaptable to the stress conditions caused by
transplantation, and at the same time the excessive use of
agrochemicals needs to be reduced.

A continuously developed biotechnology involves
the use of microorganisms identified as plant growth-
promoting rhizobacteria (Vessey, 2003), among which
the Azospirillum genus is one of the most studied
(Hernandez et al.,2001); they are classified as diazotrophic
microorganisms and are associated endophytically or
rhizospherically with grains and grasses from different
regions of the world. Five species have been described (De-
Bashanetal.,2007) and different strains have been used as
commercial bio-fertilizers in several countries, including
Mexico, due to their ability to stimulate plant growth and
increase the yield ofthe cultures in different environments
and edaphic conditions (Di Barbaro et al., 2005). Several
studies have reported their ecology, physiology and genetic
features (Tilak et al., 2005). Thus, these species constitute
a nutritional alternative for cultures, stimulating the
balance of the agro-ecosystems (Reganold et al., 1990) by
restoring the physical, chemical and biological properties
of the ground (Newman and Reynolds, 2005) and they
contribute to the sustainable production of food (Abiven
and Recous, 2007).

On the other hand, the effect of bee honey on some growth
and development variables, such as in tomato seedlings, has
also been investigated. An increase in the strength of the
plants has been reported, reflected in the increase of height,
stem diameter, leaf area and stimulation of the formation
of the secondary xylem in less time (Villegas-Torres et al.,
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en el incremento de altura, didmetro de tallo, area foliar
y estimulacion de la formacion del xilema secundario en
menor tiempo (Villegas-Torres et al.,2001), enel cultivode
mango redujo laincidenciay severidad de la malformacion
floral conocida como “escobade bruja” (Donald et al.,2002)
y en plantas ornamentales como Lilium (Betancourt-Olvera
et al., 2005) y Tulipan (Rodriguez-Mendoza et al., 2011)
favorecio la altura, diametro de tallo, vida de anaquel y
resistencia al acame, los cuales son parametros importantes
que determinan la calidad de la flor para corte.

Con base en lo anterior, el objetivo de la investigacion fue
evaluar laaspersion foliarde miel de abejay lainoculacionde
Azospirillum (7TAy AMRp10) enel crecimiento de plantulas
debrocoli(Brassica oleraceavar. Italica) cv. Legacy, cebolla
(Allium cepaL..) cv. Victoria, lechuga (Lactuca sativa L.) cv.
Salinasy tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande.

Materiales y métodos

El estudio se realizd en un invernadero con dimensiones de
7.0 m de ancho por 18.0 m de largo tipo tinel de estructura
metalicay cubiertade polietileno, ubicado en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, en Texcoco Estado de
México. Elmaterial vegetal utilizado fue: brocoli (Brassica
oloracea var. Italica), cebolla (Allium cepa L.), lechuga
(Lactuca sativa L.) y tomate (Solanum lycopersicum L.).
Para el crecimiento de las plantulas se utilizaron charolas
germinadoras de 200 cavidades y como sustrato una mezcla
de peat mossy perlitaaunarelacion en volumende 3:2. En
cada uno de los cultivos establecidos se evaluaron cuatro
tratamientos: a) Inoculacion con Azospirillum 7A (4.7A);
b) Inoculacion con Azospirillum AMRp10 (4. AMRp10);
c) Aspersion foliar con miel de abeja 2% (AFMA); y d)
tratamiento testigo, sin inoculaciéon de una cepa y sin
AFMA.

Las cepas bacterianas de Azospirillum, 7A (aislada del
cultivo de maiz del estado de Puebla) y AMRp10 (aislada
delrizoplano de maiz criollo, del Estado de Tlaxcala) fueron
proporcionadas por el cepario del Centro de Investigaciones
en Ciencias Microbiologicas de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla (BUAP). La suspension bacteriana
utilizada se prepar6 a partir de una colonia aislada en
medio de cultivo liquido NFB sin agar (Day y Dobereiner,
1976), conteniendo 107 células mL-'de indculo empleado y
determinado a partir de la escala de McFarland (McFarland,

2001). Inthe cultivation of mango, the incidence and severity
of floral malformation known as “witch’s broom” (Donald
et al., 2002) has been reduced. And, in ornamental plants
such as Lilium (Betancourt-Olvera et al., 2005) and Tulip
(Rodriguez-Mendoza et al., 2011) it has favored height,
stem diameter, shelf life and resistance to the flattening of
leaves, which are important parameters that determine the
quality of the flower to be cut.

Based on the foregoing, the objective of the research was
to evaluate foliar spray with bee honey and inoculation of
Azospirillum (7TA and AMRp10) in the growth of broccoli
(Brassicaoleracealtalica Group) cv. Legacy, onion (4//ium
cepa L) cv. Victoria, lettuce (Lactuca sativa L.) cv. Salinas
and tomato (Solanum lycopersicum L.) cv. Rio Grande
seedlings.

Materials and methods

The study was done in a greenhouse with dimensions of 7.0
mwide by 18.0 mlong, in a tunnel formation with a metallic
structure covered in polyethylene, located in the Colegio de
Postgraduados, Montecillo Campus, in Texcoco, State of
Mexico. The plant materials used were: broccoli (Brassica
oleracea Italica Group), onion (Allium cepa L.), lettuce
(Lactuca sativa L.) and tomato (Solanum lycopersicum
L.). For the growth of the seedlings, seed trays with 200
cavities were used and a mixture of peat moss and pearlite
was used as a substrate in a volume ratio of 3:2. In each one
of'the established cultures, four treatments were evaluated:
a) inoculation with Azospirillum 7A (A.7A); b) inoculation
with Azospirillum AMRp10 (A. AMRp10); c¢) foliar spray
with 2% bee honey (AFMA); and, d) control treatment,
without inoculation and without AFMA.

The bacterial strains of Azospirillum, TA (isolated from
the corn culture from the state of Puebla) and AMRp10
(isolated from the rhizoplane of creole corn from the state
of Tlaxcala) were provided by the culture collection of the
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas of the
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP). The
bacterial suspensionused was prepared froman isolated colony
in the middle of a liquid NFB culture without agar (Day and
Dobereiner, 1976), with 107 cells mL! of inoculum employed
and determined by the McFarland scale (McFarland, 1907).
Inoculation was done after the seedlings sprouted, adding 0.1
ml of the bacterial suspension to the base of the stem.
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1907). La inoculacion se realizé después de emergidas las
plantulas, agregando 0.1 mL de la suspension bacteriana a
la base del tallo.

La aspersion foliar con miel de abeja para el tratamiento al
que se hace referencia se realiz6 con una miel comercial
(Carlota®), cada siete dias a partir de la emergencia de las
plantulas, lamiel diluida enaguase aplicd auna concentracion
2% en relacion peso: volumen (Rodriguez-Mendoza et al.,
2011). Los almacigos fueron regados dos veces por dia de la
siguiente manera: después de la siembra, el riego fue conagua
destiladadepH ajustadoa5.5 con acido sulfurico (H,SO,) IN
e hidroxido de sodio (NaOH) 1N; posterioralaemergenciade
lasplantulas y duranteun periodode 15 dias, seirrigaronconla
solucion nutritiva propuesta por Steiner (Steiner, 1980) diluida
50%; finalmente y hasta concluirlaetapa de almacigo, el riego
se realizd con la solucion Steiner a su concentracion original.

Variables evaluadas

A los 30 dias después de la siembra (DDS), en las plantulas
brocoli, lechuga y jitomate se determinaron: el contenido
de clorofila con el medidor portatil SPAD-502% de Minolta,
considerando el promedio de tres lecturas por planta, de hojas
situadas en la parte superior a una misma altura y posicion
(Rodriguez-Mendoza et al., 1998); la altura de plantula fue
medida desde la parte basal hasta el meristemo apical; el area
foliar se obtuvo con un integrador marca Li-Cor Modelo Li-
3000A® (Ruiz-Espinoza et al., 2007); el diametro de tallo en
las plantulas de brocoli y jitomate se midio con un vernier; el
pesosecodeplantulase determind después de haberlavado las
muestras vegetales con agua destiladay secadas enuna estufa
concirculacionde aire forzadoa 70 °C durante 72 h (Alcantar-
Gonzalez and Sandoval-Villa, 1999). La evaluacion de las
plantulas de cebollaserealizoalos 45 DDS, considerando las
variables antes mencionadas y ademas se midio el diametro
de bulbo utilizando un vernier electronico digital.

Analisis estadistico

Launidad experimental estuvo conformada por 50 plantulas,
de las cuales 15 plantulas de cada repeticion (cuatro en
total), fueron consideradas paralamedicion de las variables
de respuesta. Los tratamientos fueron distribuidos bajo un
disefio completamente al azar. Para los anlisis de varianza,
comparacion de medias (LSD, p=0.05) y correlacion entre
las variables se utilizaron los procedimientos ANOVA
y CORR del paquete computacional estadistico SAS
(Statistical Analysis System) version 8.0 (SAS, 1999).

Wendy Cruz Romero et al.

The foliar spray with bee honey for the aforementioned
treatment used commercial honey (Carlota®). Every seven
days from the emergence of the seedlings, diluted honey
in water was applied with a 2% concentration in a weight:
volume relation (Rodriguez-Mendoza et al., 2011). The
seedbeds were sprayed two times a day in the following
manner. After the sowing, irrigation was done with
pH distilled water adjusted to 5.5 with sulfuric acid
(H,SO,) 1IN and sodium hydroxide (NaOH) IN. Then,
after the emergence of the seedlings and during a period
of 15 days, they were irrigated with the nutritional
solution proposed by Steiner (Steiner, 1980) and diluted
50%. Finally and until concluding the seedbed stage,
irrigation was done with the Steiner solution in its original
concentration.

Evaluated variables

30 daysafter sowing (DAS), the following were determined
inthebroccoli, lettuce and tomato seedlings: the chlorophyll
content of leaves located in the upper part at the same height
and position was measured with Minolta’s SPAD-502%
portable meter, considering the average of three readings
per plants, (Rodriguez-Mendoza et al., 1998); the height
of the plant was measured from the basal part until the
apical meristem; the leaf area was obtained with a Li-Cor
Li-3000A" integrator (Ruiz-Espinoza et al., 2007); the
diameter of the stem in the broccoli and tomato seedlings
was measured with a Vernier caliper; and, the dry weight of
the seedling was determined after having washed the plant
samples with distilled water and drying them on a stove
with forced air circulation at 70 °C during 72 h (Alcantar-
Gonzalez and Sandoval-Villa, 1999). The evaluation of
the onion seedlings was done 45 DAS, considering the
aforementioned variables and measuring the diameter of
the bulb using a digital electronic Vernier.

Statistical analysis

The experimental unit was comprised of 50 seedlings,
among which 15 seedlings of each repetition (four
in total) were considered for the measurement of the
responses. The treatments were distributed under
a completely random design. For the analysis of
variance, measurement comparison (LSD, p= 0.05) and
correlation between variables, the ANOVA and CORR
procedures from the statistical computational package SAS
(Statistical Analysis System) version 8.0 (SAS, 1999)
were used.
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Resultados y discusion

Crecimiento de las plantulas de brécoli (Brassica
oleracea var. Italica)

En las plantulas de brocoli, la aspersion foliar de miel de
abeja (AFMA) tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre la
altura, area foliary peso seco (Cuadro 1), variables que fueron
correlacionadas positivamente (Figura 1ay 1b). La altura se
increment6 13% en comparacion con el testigo y 16% con
respecto a los tratamientos inoculados con Azospirillum. El
area foliar aumentd 38% con respecto al Testigo y 54% en
referencia a A.7A y A. AMRp10. En lo que respecta al peso
seco de las plantulas, éste se increment6 30% en referencia al
testigo y 37% conrespecto a 4.7Ay A.AMRp10.

63

Results and discussion

Growth of the broccoli seedlings (Brassica oleracea
Italica Group)

In broccoli seedlings, foliar spray with bee honey (AFMA)
had asignificant effect (p<0.05) on the height, foliar area and
dry weight (Table 1), variables that were positively correlated
(Figures 1a and 1b). The height of the plant increased by
13% when compared to the control sample and 16% when
compared to the treatments inoculated with Azospirillum. The
foliararea increased 38% compared to the control sample and
54% compared to 4.7 and 4. AMRp10. The dry weight of the
seedlings increased 30% compared to the control sample and
37% compared to A.7A and 4. AMRp10.

Cuadro 1. Crecimiento de plantulas de brocoli (Brassica oleracea var. Italica) a 30 dias después de la siembra, asperjadas
con miel de abeja 2% (AFMA) e inoculadas con las cepas de Azospirillum TA (A.7A) y Azospirillum AMRp10

(A.AMRp10).

Table 1. Growth of broccoli seedlings (Brassica oleracea Italica Group) 30 DAS sprayed with 2% bee honey (AFMA) and
inoculated with Azospirillum TA (A.7A) and Azospirillum AMRp10 (4.AMRp10) strains.

Tratamiento Altura Diametro de tallo Unidades Area foliar Peso seco
(cm) (cm) (SPAD) (cm?) (2

Testigo 12.97 b* 0.27 ab 49.97 ab 24.73 b 0.27 b
AFMA 1465 a 0.28 ab 47.34 b 34.2 a 0.35 a
ATA 1282 b 0.3 a 50.73 a 21.76 b 0.25 b
A.AMRp10 1233 b 0.27 b 48.29 ab 22.73 b 0.26 b
CV (%) 5.46 7.03 4.33 10.41 13.68

DMS 1.11 0.03 3.28 4.14 0.06

*Promedios con la misma letra por columna no son significativamente diferentes (LSD, p< 0.05). CV=Coeficiente de variaciéon. DMS= Diferencia minima significativa.
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Figura 1. Correlacion a 30 dias después de la siembra con el promedio de los tratamientos evaluados entre: a) y= altura (cm) y
x= area foliar (cm?) y b) y= peso seco (g) y x= area foliar (cm?), de plantulas de brécoli (Brassica oleracea var. Italica).

Figure 1. Correlation 30 DAS with the average of the treatments evaluated between: a) y= height (cm) and x= foliar area (cm?)
and b) y= dry weight (g) and x=foliar area (cm?), of broccoli seedlings (Brassica oleracea Italica Group).
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Por otra parte, 4.7A provocd un incremento de 7% en
las unidades SPAD con respecto a la AFMA y también el
diametro de tallo aument6 11% con respecto a la otra cepa
evaluada (4. AMRp10). De manera general no hubo un efecto
significativo sobreel crecimiento de las plantulas de brocoli, lo
cual estaacorde aloreportadopor Boddeyetal. (1986), quienes
obtuvieronresultados poco satisfactorios en cultivos evaluados
con cepas homologas de Azospirillum. Al respecto, Smith y
Goodman (1999) indican que el genotipo de los organismos
involucradosjuegaun papel importante en laconformacionde
laasociacion entre microorganismos y plantas, determinando
el resultado bioldgico de dicha asociacion.

Crecimiento de las plantulas de cebolla (Allium cepa L.)

En las plantulas de cebolla la tnica variable con respuesta
alos tratamientos evaluados fueron las unidades SPAD y el
maximo valor se obtuvo con el testigo, que superd en 54%
aA.7Ay A. AMRp10 (Cuadro 2). Esta respuesta fue debida
a la forma tubular de la hoja que dificulta la transmitancia
de laluz (Westerveld et al., 2003), ademas, en esta etapa de
desarrollo las hojas son muy angostas y la celda del medidor
SPAD que tiene dimensiones de 2 x 3 mm (Schepers et
al., 1998), probablemente no la cubrid en su totalidad,
provocando medidas muy variables que se reflejaron con el
coeficiente de variacion mas alto de los cultivos evaluados.
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On the other hand, 4. 7A caused a 7% increase in the SPAD
units compared to AFMA and the diameter of the stem
also increased 11% compared to the other strain evaluated
(4.AMRp10). In general, there was no significant effect on
the growth of the broccoli seedling, which is consistent to
what was reported by Boddey et al. (1986), who obtained
unsatisfactory results in the cultures evaluated with
homologous strains of Azospirillum. In this regard, Smith
and Goodman (1999) indicate that the genotype of the
organisms involved plays an importantrole in the formation
of the association between microorganisms and plants,
determining the biological result of the association.

Growth of onion seedlings (Allium cepa L.)

Inonionseedlings, the only variable that presented aresponse to
the evaluated treatments was the SPAD units and the maximum
value was obtained with the control sample, which surpassed
A.7Aand A.AMRp10by 54% (Table2). Thisresponse was due
to the tubular shape of the leaf which makes the transmittance
of light difficult (Westerveld et al., 2003). In addition, in this
stage of development the leaves are very thin and the cell of
the SPAD meter, with dimensions of 2 x 3 mm (Schepers et
al., 1998), probably did not cover it in its entirety showing
measurements that were different and that were reflected on
the highest coefficient variation of the evaluated cultures.

Cuadro 2. Crecimiento de plantulas de cebolla (Allium cepa L.) a 45 dias después de la siembra, asperjadas con miel de

abeja 2% (AFMA) e inoculadas con las cepas de Azospirillum TA (A.7A) y Azospirillum AMRp10 (4.AMRp10).

Table 2. Growth of onion seedlings (A/lium cepa L.) 45 DAS sprayed with 2% bee honey (AFMA) and inoculated with
Azospirillum TA (A.7A) and Azospirillum AMRp10 (4.AMRp10) strains.

Tratamiento  Altura Diametro de Diametro de Unidades Area foliar Peso seco
(cm) tallo (cm) bulbo (cm) (SPAD) (cm?) (2)
Testigo 19.88 a* 0.29 a 0.44 a 31.74 a 7.15 a 0.07 a
AFMA 2192 a 0.3 a 0.44 a 24.79 ab 16.46 a 0.08 a
ATA 2263 a 0.31 a 0.46 a 23.08 b 9.28 a 0.11 a
A.AMRp10 2098 a 0.28 a 0.42 a 18.12 b 7.84 a 0.11 a
CV (%) 11.33 6.93 11.44 20.55 13.95 40.44
DMS 3.73 0.04 0.07 7.73 2.2 0.05

*Promedios con la misma letra por columna no son significativamente diferentes (LSD, p<0.05). CV= Coeficiente de variacion. DMS= diferencia minima significativa.

En este experimento las plantulas de cebolla promediaron
21.35 cm de altura, 0.30 cm de diametro de tallo, 0.44 cm
de diametro de bulbo, 10.18 cm? de area foliar y 0.09 g de
peso seco. Pulido et al. (2003), en almacigos del cv. Red
Creole inoculados con Azospirillum brasilense, obtuvieron
una altura de plantulade 6 a 18 cm y longitud de raizde 8 a
10 cm, por otra parte, Veiga de Vincenzo y Tessarioli Neto
(2003) reportan la altura de plantulas de cebollade 18.2 cm

In this experiment, onion seedlings averaged 21.35 cm in
height, 0.30 cm in stem diameter, 0.44 cm in bulb diameter,
10.18 cm? in foliar area and 0.09 g in dry weight. Pulido et
al. (2003) obtained a seedling height of 6 to 18 cm and a
root longitude of 8 to 10 cm in seedbeds of cv. Red Creole
inoculated with Azospirillum brasilense. On the other hand,
Veigade Vicenzo and Tessarioli Neto (2003) report a height
in onion seedlings of 18.2 cm at 32 DAS in a controlled
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alos 32 DDS en ambiente controlado y con suministro de
N, indicando que la altura ideal para el trasplante esde 15
cmy el diametro de bulbo de 0.37 cm, valores inferiores
a los obtenidos en este experimento (21.35 cm y 0.44
cm, respectivamente); estos mismos autores también
reportaron 0.13 g/planta de peso seco, valor ligeramente
mayor al obtenido en este estudio (0.09 g/planta). Para
este cultivo y de manera similar que en las plantulas de
brocoli, los tratamientos inoculados con Azospirillum no
tuvieron un efecto diferenciado sobre las variables del
crecimiento.

Alrespecto, Alexandre y Zhulin (2001) sefialan que el éxito
de la colonizacion de Azospirillum en las plantas, depende
del proceso conocido como quimiotaxis, el cual consiste
en la fuerte atraccion entre las BPCV vy las raices de las
plantas, a través de sus propios exudados radiculares como
el malato, succinato y la fructosa. Diaz-Zoritay Fernandez
Canigia (2008), sefialan que hay varios estudios mostrando
los beneficios de la inoculacion con Azospirillum sobre el
crecimiento y produccion de diferentes cultivos, pero su
uso extensivo esta limitado por la supuesta inconsistencia
de los resultados obtenidos y la variabilidad de los mismos
se han atribuido a la interaccion con factores de manejo
(fertilizacion, proteccion y estructura de cultivo) y de
ambiente (tipo de suelo).

Crecimiento de las plantulas de lechuga (Lactuca sativa
L.)

Laalturay el area foliar de las plantulas de lechuga fueron
afectadas positiva y significativamente (p< 0.05) por
AFMAyconrespectoad.7Ay A.AMRp10, superandolos
en 18 y 78%, respectivamente (Cuadro 3). Chutichudet
y Chutichudet (2009) para el cv. Grand Rapids reportan
la altura de plantulas a los 32 DDS de 7.97 a 10.84 cm,
valores similares al promedio registrado en este estudio
(8.83 cm) por su parte Kleiber et al. (2013), reportaron
que el efecto de organismos benéficos en las plantulas del
cv. Clotilde se reflejo en 28.55 cm?de area foliar a los 40
DDS, valorinferior alo obtenido con el tratamiento AFMA
de nuestro experimento (39.55 cm?). Segun Betancourt-
Olvera et al. (2005), la miel actia como promotor del
crecimiento vegetal por que contiene unaelevada cantidad
de carbohidratos, presencia de hormonas, vitaminas,
minerales, aminoacidos, proteinas y otros constituyentes
organicos.

environment and with a supply of N, indicating that the
ideal height for transplantation is 15 cm and 0.37 cm for
the bulb diameter, all lower values than the ones obtained
in this experiment (21.35 cm and 0.44 cm, respectively).
These same authors also reported 0.13 g/dry weight plant,
a slightly higher value than the one obtained in this study
(0.09 g/plant). For this culture and in a similar manner
to the broccoli seedlings, the treatments inoculated with
Azospirillum did not have a differentiated effect on the
growth variables.

In this regard, Alexandre and Zhulin (2001) state that the
success of the colonization of Azospirillum in the plants
depends on the process known as chemotaxis, which consists
of the strong attraction between the BPCV and plant roots,
through their own root exudates such as malate, succinate
and fructose. Diaz-Zorita and Fernandez-Canigia (2008)
indicate that there have been several studies that show the
benefits of inoculation with Azospirillum on the growth
and production of different cultures, but its extensive use is
limited by the alleged inconsistency of the results obtained
and the variability has been attributed to the interaction
with handling (fertilization, protection and structure of the
culture) and environmental factors (type of soil).

Growth of lettuce seedlings (Lactuca sativa L.)

The height and the foliar area of lettuce seedlings were
positively and negatively affected (p<0.05) by AFMA and
the strains A.7A and A.AMRp10, surpassing them by 18 and
78%, respectively (Table 3). Chutichudet and Chutichudet
(2009) reported the height of seedlings at 32 DAS being 7.97
to 10.84 cm for cv. Grand Rapids, values that are similar to
the average registered in this study (8.83 cm). On the other
hand Kleiber et al. (2013) reported that the effect of benign
organisms on the cv. Clotilde seedlings was reflected in
28.55 cm?of foliar area40 DAS:; this was an inferior value to
the one obtained with the AFMA treatment of our experiment
(39.55 cm?). According to Betancourt-Olvera et al. (2005),
honey acts as an enhancer for plant growth as it contains a
high quantity of carbohydrates, a presence of hormones,
vitamins, minerals, amino acids, proteins and other organic
constituents.

Onthe other hand, same as in the broccoli and onion cultures,
the treatments inoculated with Azospirillum did not have a
clear orsignificant effect on the growth variables evaluated;
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Cuadro 3. Crecimiento de plantulas de lechuga (Lactuca sativa L.) a 30 dias después de la siembra, asperjadas con miel de

abeja 2% (AFMA) e inoculadas con las cepas de Azospirillum TA (A.7A) y Azospirillum AMRp10 (4.AMRp10).

Table 3. Growth of lettuce seedlings (Lactuca sativa L.) 30 DAS sprayed with 2% bee honey (AFMA) and inoculated with
Azospirillum TA (A.7A) and Azospirillum AMRp10 (4.AMRp10) strains.

Tratamiento Altura (cm) Unidades (SPAD) Area foliar (cm?) Peso seco (g)
Testigo 8.98 ab* 32.47 a 29.85 ab 0.22 a
AFMA 9.51 a 32.05 a 39.55 a 0.15 ab

ATA 8.74 ab 30.11 a 24.39 b 0.14 ab

A.AMRp10 8.07 b 31.42 a 20.00 b 0.11 b

CV (%) 9.72 6.62 25.85 31.68
DMS 1.32 3.21 11.33 0.07

*Promedios con la misma letra por columna no son significativamente diferentes (LSD, p< 0.05). CV= Coeficiente de variacion. DMS= diferencia minima significativa.

Porotraparte, aligual que en los cultivos de brocoliy cebolla,
los tratamientos inoculados con Azospirillum no tuvieron un
efecto claroy significativo sobre las variables del crecimiento
evaluadas, de hecho, el peso seco de la plantula obtenida con
el Testigo fue significativamente mayor (50%) al obtenido
con4.AMRp10. Estarespuesta frecuentemente se asociaala
ineficiencia de las bacterias para colonizar consistentemente
la rizosfera de las plantas (Hatzinger y Alexander, 1994), lo
cual debe ser una caracteristica de las BPCV y condicion
indispensable para la seleccion de los indculos microbianos
utilizados como biofertilizantes (Lugtenberg et al., 2001).
La colonizacion de la rizésfera por las bacterias es un
proceso complejo originado por la combinacion de diversos
mecanismos que afectan aspectos de la nutricion mineral,
el metabolismo del carbono y el desarrollo radicular de las
plantas (Diaz-Vargas et al., 2001); entre estos mecanismos
se encuentra la produccion de compuestos promotores del
crecimiento vegetal, los cuales inducen un incremento en el
numero y longitud de los pelos radicales (Bacilio-Jimenez
et al., 2001). En las unidades SPAD no se tuvo efecto de
los tratamientos y el promedio general fue 34.88, el cual es
superioralo reportado por Santos et al. (2010) paraalmacigos
de lechuga a los 41 DDS utilizando diferentes sustratos
organicos (16.3 a21.5 unidades SPAD).

Crecimiento de las plantulas de tomate (Solanum
Lycopersicum L.)

En las plantulas de tomate la altura y el area foliar fueron
afectadas significativamente (p<0.05) por los tratamientos
(Cuadro4). Laalturase increment6 en23% con AFMAyen
referencia a 4. AMRp10. Villegas-Rodriguez et al. (2001)
reportaron para plantulas de tomate, cultivadas en hidroponia
y con aspersion foliar de miel de abeja 2%, incrementos en
su altura de mas de 100% con relacion a plantas irrigadas

in fact, the dry weight of the seedling obtained with the
control was significantly greater (50%) than the one obtained
with4.AMRp10. Thisresponse is frequently associated with
the inefficiency of the bacteria to consistently colonize the
rhizosphere of the plants (Hatzinger and Alexander, 1994),
which could be a characteristic of the PGPR and an important
condition for the selection of the microbial inocula used as
bio-fertilizer (Lugtenberg et al., 2001). The colonization of
the rhizosphere by bacteria is a complex process originated
by the combination of several mechanisms that affect certain
aspects of mineral nutrition, the metabolism of carbon and
theroot development of the plants (Diaz-Vargasetal.,2001);
among these mechanisms is the production of components
that enhance plant growth, prompting an increase in the
number and longitude of the root hair (Bacilio-Jimenez et
al., 2001). No effect from the treatments was presented in
the SPAD units and the general average was 34.88, which
is superior to what was reported by Santos et al. (2010) for
seedbeds of lettuce 41 DAS using different organic substrates
(16.3 t0 21.5 SPAD units).

Growth of tomato seedlings (Solanum Lycopersicum L.)

In tomato seedlings, the height and the foliar area were
significantly affected (p< 0.05) by the treatments (Table
4). The height increased 23% with AFMA in respect to
A.AMRp10. Villegas-Rodriguez et al. (2001) reported the
following for tomato seedlings cultivated in hydroponics and
with foliar spray with 2% bee honey: increases of more than
100% in their height when compared to plants irrigated solely
with Steiner solution at 50%. The height of the seedling
obtained in our study with AFMA (22.3 cm) is consistent
with the statements of Markovic et al. (1997) who indicated
that in order to ensure the success of the transplantation in
the field the seedling should be 20 to 30 cm tall.
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unicamente con la solucion de Steiner al 50%. La altura de On the other hand, Terry ef al. (2001) did not observe any
plantula obtenida en nuestro estudio con AFMA (22.23 cm) significant effect from the inoculation with Azospirillum
estd acorde a Markovic et al. (1997) quienes sefialan que brasilense SP-7 onthe height of tomato seedlings, reporting
para asegurar el éxito del trasplante en campo la plantula an average of 20 cm. Furthermore, they stated that in the
debe tener de 20 a 30 cm de altura. initial stage of the plant growth there was no effective

Cuadro 4. Crecimiento de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) a 30 dias después de la siembra, asperjadas
con miel de abeja 2% (AFMA) e inoculadas con las cepas de Azospirillum TA (A.7A) y Azospirillum AMRp10
(4.AMRp10).

Table 4. Tomato seedlings growth (Solanum lycopersicum 1..) 30 DAS sprayed with 2% bee honey (AFMA) and inoculated

with Azospirillum 7A (A.7A) and Azospirillum AMRp10 (4. AMRp10) strains.

Tratamiento Altura (cm) Diametro de Unidades Area foliar Peso
tallo (cm) (SPAD) (cm?) seco (g)
Testigo 20.09 ab* 0.31 a 35.35 a 41.58 ab 0.39 a
AFMA 22.23 a 0.31 a 32.76 a 40.35 ab 0.47 a
ATA 20.37 ab 0.3 a 36.52 a 47.16 a 0.43 a
A.AMRp10 18.11 b 0.29 a 34.89 a 30.93 b 0.37 a
CV (%) 11.02 5.24 7.1 18.95 20.54
DMS 3.42 0.02 3.81 11.68 0.13
*Promedios con la misma letra por columna no son significativamente diferentes (LSD, p<0.05). CV= Coeficiente de variacion. DMS= diferencia minima significativa.
Por otra parte, Terry et al. (2001) no observaron efecto identification between the microorganisms and the plants
significativo de la inoculacion con Azospirillum brasilense inoculated to be able to express some sign of response. The
SP-7 sobre la altura de plantulas de tomate, reportando un height of the treatments inoculated with the Azospirillum
promedio 20 cm, ademas, indican que en la etapa inicial del strains used in this work (19.24 cm average) is superior
crecimiento de las plantas no existe unreconocimiento efectivo to the one reported by Hernandez and Chailloux (2004)
entre los microorganismos y las plantas inoculadas para for seedlings inoculated with Azospirillum lipoferum and
expresaralgunasefial derespuesta. Laalturade los tratamientos Azospirillum brasilense and also to the one reported by
inoculadas con las cepas de Azospirillum empleadas en este Sanchez-Lopez et al. (2012) in a study done with the Sofia
trabajo (19.24 cm en promedio) es superior a la reportada por cv. and inoculated with PGPR of the Enterobacter sp.,
Hernandez y Chailloux (2004) para plantulas inoculadas con Pseudomonas sp. and Bacillus sp. genera.
Azospirillum lipoferum y Azospirillum brasilense y también
a la reportada por Sanchez-Lopez et al. (2012) en un estudio The foliar area increased 52% with 4.7A when compared
realizado conel cv. Sofiaeinoculadascon BPCV delos géneros to A. AMRp10. It has been reported that when a strain of
Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp. Azospirillum prompts the growth of plants, as in this case,
itis mainly due to the formation of indole-acetic acid (IAA)
El area foliar se increment6 52% con 4.7A y con respecto which is produced by its inoculation (Tien et al., 1979); this
a A.AMRp10. Se ha reportado que cuando una cepa de metabolite enhances cellular division and the differentiation
Azospirillum induce el crecimiento de las plantas, como en of tissue, consequently increasing the biomass (Spaepen
este caso, se debe principalmente a la formacion del acido et al.,2007). In this study, the foliar area was significantly
indolacético (AIA) que se produce por suinoculacion (Tien correlated to the dry weight (r= 0.71, Figure 2a). In fact,
et al., 1979); este metabolito favorece la division celular Ribaudo et al. (2006) found a higher content of IAA and
y diferenciacion de tejidos, consecuentemente provoca ethylene in planttissues of tomato seedlings inoculated with
el incremento de biomasa (Spaepen et al., 2007) y en este Azospirillum brasilense FT326 when compared to those that
estudio el rea foliar se correlaciond significativamente con had not been inoculated.

el peso seco (r=0.71, Figura 2a). De hecho, Ribaudo ef al.

(2006) encontraron mayor contenido de AIA y etileno en The diameter of the stem, SPAD units and dry weight of
tejidos de plantas de tomate inoculadas con Azospirillum the tomato seedlings did not significantly vary among
brasilense FT326 en comparacion con las no inoculadas. treatments (p> 0.05). The average stem diameter was
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El didmetro de tallo, unidades SPAD y peso seco de las
plantulas de tomate no variaron significativamente entre
tratamientos (p>0.05). El diametro de tallo promedio fue 0.31
cm, lo cual estd acorde a rangos reportados por Hernandez
y Chailloux (2004) y Terry et al. (2000) para plantulas de
tomate inoculadas con BPCV del género Azospirillum,
al respecto, Preciado-Rangel et al. (2002) indican que el
diametro de tallo es un indicador del vigor de las plantulas,
porque refleja directamente la acumulacion de fotosintatos,
los cuales posteriormente pueden traslocarse a los sitios de
demanda. El promedio de unidades SPAD fue 34.88, valor
muy inferioral sefialado por Rodriguez-Mendoza et al. (1998)
quienesreportaron 56.11 unidades SPAD alos 45 dias después
del trasplante, pero fue debido a fertilizaciones realizadas
foliarmente y al suelo con fuentes nitrogenadas.

Elpeso secopromedio de las plantulas fue 0.42 g/plantay hubo
una correlacion significativa con el diametro de tallo (Figura
2b). Aun cuando en este estudio el incremento de biomasano
resulto afectado porlos tratamientos, se tienen investigaciones
donde la inoculacién con cepas de Azospirillum resultd
benéficaalas plantulas de tomate, por ejemplo, Carletti et al.
(1994) reportan incrementos de 76% en el peso seco del tallo
con A. lipoferum, también Hadas y Okon (1987) encontraron
incrementos significativos en la longitud y peso seco deraiz,
peso seco de la parte aérea y area foliar total. Al respecto,
Parra y Cuevas (2001) indican que el mecanismo por el cual
Azospirillum influye en el desarrollo y productividad de
las plantas no es claro y entre las explicaciones sefialan su
capacidad para fijar N atmosférico en el suelo a través del
incremento en laactividad de la enzima nitrato reductasa que
estimula laasimilacion de nitratos por las plantas inoculadas.
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0.31 cm, which is in accordance to the ranges reported
by Hernandez and Chailloux (2004) and Terry et al.
(2000) for tomato seedlings inoculated with PGPR of
the Azospirillum genus. In this same regard, Preciado-
Rangel et al. (2002) state that the diameter of the stem is
an indicator of the strength of the seedlings as it directly
reflects the accumulation of photosynthates, which can
be subsequently transferred to the locations where there is
demand. The average SPAD units was 34.88, which is an
inferior value to the one indicated by Rodriguez-Mendoza
etal. (1998) who reported 56.11 SPAD units 45 days after
the transplantation, but this was due to fertilizations done
to the leaves and soil with nitrogenous sources.

The average dry weight of the seedlings was 0.42 g/plant
and there was a significant correlation with the diameter
of the stem (Figure 2b). Even when in this study the
increase of biomass was not affected by the treatments,
there are works where the inoculation with Azospirillum
strains helped tomato seedlings, such is the case for
Carletti et al. (1994) who reported increases of up to 76%
in the dry weight of the stem with A. /ipoferum. Hadas
and Okon (1978) also found significant increases in the
longitude and dry weight of the root, dry weight of the
aerial part and the total foliar area. In this same regard,
Parra and Cuevas (2001) indicate that the mechanism
through which Azospirillum influences the development
and productivity of the plants is not clear, explaining
the ability to fix atmospheric N in the soil through an
increase in the nitrate reductase enzyme activity which
stimulates the assimilation of nitrate by the non-inoculated
plants.
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Figura 2. Correlacion a 30 dias después de la siembra con el promedio de los tratamientos evaluados entre: a) y= didmetro de
tallo (cm) y x=peso seco (g) y b) y= area foliar (cm?) y x= peso seco (g), de plantulas de tomate (Solanum lycopersicum).

Figure 2. Correlation 30 DAS with the average of the evaluated treatments between: a) y= diameter of the stem (cm) and x=dry
weight (g) and b) y=foliar area (cm?) and x= dry weight (g), of tomato seedlings (Solanum lycopersicum).
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Conclusiones

Aun cuando los incrementos no fueron generalizados en
la altura, area foliar, peso seco, unidades SPAD y diametro
de tallo de las plantulas de brocoli (Brassica oleracea var.
Italica), lechuga (Lactuca sativa L.) y tomate (Solanum
lycopersicum L.), la aspersion foliar de miel de abeja 2%y
la inoculacion con la cepa 7A de Azospirillum son buenas
opciones para la produccién sustentable de plantulas de
hortalizas, aprovechando los mecanismos de accion que
tienen como promotores del crecimiento vegetal, por lo
tanto es promisorio y factible su empleo.
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