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1. Resumen  

El cultivo de Stevia sp. muestra algunas dificultades tales como el proceso reproductivo y 

el establecimiento de las plántulas, lo que se agrava con la baja tasa de germinación y la 

susceptibilidad de la planta a las variaciones del clima. Estas particularidades son de capital 

importancia para la introducción exitosa de este cultivo económicamente rentable en zonas 

donde hasta el momento se han mantenido los cultivos tradicionales de maíz.  

La diversidad microbiana de suelo juega un papel crítico en el funcionamiento de los 

ecosistemas porque participan en un gran número de procesos. La actividad de los 

microorganismos como promotores del crecimiento vegetal (BPCV) está relacionada con 

una combinación particular de factores físicos y biológicos de los que depende la provisión 

de servicios indispensables para la agricultura sustentable. Por ello, la inoculación de 

microorganismos benéficos sobre semillas permitiría mejorar los rendimientos de los 

cultivos. 

Por lo que en este trabajo se abordó la siguiente pregunta ¿Existirán bacterias estimulantes 

de la germinación de Stevia sp. en el suelo de cultivo de temporal de maíz? 

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las diferentes Unidades Taxonómicas  

Operativas cultivables de un suelo de maíz en la germinación de Stevia sp. Para ello, se 

inocularon 100 µl de cada U.T.O sola, o 50 µl de cada U.T.O que formaron, parejas 

inoculadas para conocer si aumentaban el porcentaje de germinación.  

La U.T.O 12 aumentó significativamente la germinación. Asimismo, las U.T.O.S 1 y 15 

produjeron un porcentaje de germinación significativamente mayor. La U.T.O 14 y la 6 

produjeron un porcentaje significativamente mayor. La U.T.O 14 Y 6 redujeron tiempo medio 

de germinación de Stevia sp. Estos resultados indican que el suelo donde se tomaron las 

muestras podría transformase a exitosamente en cultivo de Stevia sp.
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2. Introducción 

La productividad de los cultivos está determinada en gran parte por la fertilidad del suelo 

(Barea 1991); la cual se evalúa con base en sus características físicas, químicas y 

biológicas que dependen de la interacción con las plantas. Así, las comunidades vegetales 

son la base de los agrosistemas que contribuyen con la estabilidad del suelo (Mary et al., 

1996). 

La multifuncionalidad de los microorganismos en los sistemas agrícolas condiciona la 

composición microbiológica y enmarca la interacción planta-microorganismo y viceversa. 

Igualmente, los factores abióticos, como el clima y las características físicas y químicas del 

suelo, modulan la interacción que se dará a nivel microbiano y la expresión de sus efectos 

benéficos o detrimentales en el desarrollo de las especies vegetales (Marschner y Timonen 

2005; Harman 2006; Hoitink et al., 2006; Siddiqui y Akhtar, 2008; Radjacommare et al., 

2010).  

La actividad de los microorganismos rizosféricos, como agentes de control biológico (ACB) 

y como promotores del crecimiento vegetal (BPCV), depende de la adecuada combinación 

de los factores fisicoquímicos y biológicos. Sin embargo, las interacciones entre los 

microorganismos son complejas y se pueden presentar efectos sinérgicos que potencialicen 

los beneficios para la planta o, por el contrario, efectos antagónicos al desarrollo vegetal o, 

simplemente, que no ocurra ningún efecto (Cano, 2011). Así, la diversidad microbiana del 

suelo juega un papel crítico en el funcionamiento de los ecosistemas porque participa en 

gran número de procesos (Smit et al; 1997, Duchiacela et al; 2012). 

Las comunidades microbianas asociadas con el sistema de raíces desempeñan un papel 

clave en el desarrollo de prácticas agrícolas benéficas. Sin embargo, la respuesta de las 

plantas a la inoculación con cepas bacterianas específicas depende de las compatibilidades 

funcionales de éstas con la fisiología y con la bioquímica desarrollada durante la interacción 

planta-microorganismo, así como de las interacciones entre los componentes microbianos 

autóctonos e introducidos. Por ello, puede haber diferentes 
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respuestas de las plantas cultivadas dependiendo de la combinación de los 

microorganismos con la calidad de las semillas utilizadas (Vázquez et al., 2000). 

Las BPCV pueden mejorar el crecimiento de la planta mediante el aporte de macro y 

micronutrientes (Jaising et al., 2016; Khan y Bano, 2016), y con la síntesis de hormonas y 

factores que estimulen el crecimiento vegetal. Así, la inoculación de microorganismos 

benéficos sobre las semillas permite mejorar el rendimiento del cultivo. Sin embargo, la 

producción centralizada y el comercio mundial de semillas pueden contribuir a la 

homogeneidad del microbioma de la planta en escala global y por ello a la simplificación de 

la biodiversidad de este último. Los análisis de microbiomas son un primer paso para 

obtener una mejor comprensión de la identidad de los microorganismos benéficos para la 

germinación de semillas.  

Díaz et.al. (2001) encontraron que Pseudomona aeruginosa redujo la germinación de 

semillas de lechuga, aunque discuten que esto puede estar relacionado a la dosis de 

metabolitos secundarios producidos por la bacteria, por lo que las interacciones de estas 

cepas no necesariamente tienen el mismo efecto en todas las plantas.  

Los mecanismos que regulan el inicio de germinación están bajo presiones selectivas. Así 

la variación de la capacidad germinativa de las semillas se interpreta como una adaptación 

a las condiciones específicas del hábitat local y regional (Meyer et al., 1997). El proceso 

germinativo representa la continuación de la dinámica poblacional mediante 

 el reclutamiento de individuos nuevos. 

El genotipo de los organismos involucrados juega un papel importante en la conformación 

de la asociación entre microorganismos y plantas, y determina el resultado biológico de 

dicha asociación (Smith y Goodman, 1999). El genotipo también influye en el tiempo 

durante el cual las semillas pueden permanecer viables, aunque este tiempo es muy 

variable y depende en gran parte de las condiciones de almacenamiento. Robles (1990) 

afirma que un gran número de especies presenta latencia, razón por la cual no germinan 

aun cuando sean viables y se expongan a condiciones “favorables” de germinación. 

Es de suma importancia conocer la viabilidad de las semillas para determinar el periodo de 

tiempo en el que conservan su capacidad para germinar y así lograr una propagación de 

semillas (Kester et al., 2001)
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La viabilidad de la semilla es la capacidad para germinar y generar plántulas normales; 

mientras que desde la perspectiva fisiológica se refiere al contenido de cualquier tejido con 

actividad metabólica, y su posesión de reservas energéticas (Moreira et.al, 1992). 

La dormancia es un mecanismo de sobrevivencia de las plantas que funciona mediante el 

retraso de la germinación hasta que las condiciones del tiempo sean favorables (Flores, 

2011). La dormancia de las semillas es un rasgo muy complejo determinado por diversas 

características endógenas y factores exógenos, este tema a menudo se ha descrito como 

uno de los fenómenos menos entendidos en la biología de semillas. 

Aún con el escaso entendimiento de este fenómeno, Banskin y Banskin (2004) propusieron 

un sistema que incluye niveles jerárquicos de dormancia: clase, nivel y tipo: 

Dormancia fisiológica (DF): se presenta cuando el embrión que se encuentra en la semilla 

acaba de completar su desarrollo, pero aún sigue adherido a la planta. Este tipo de 

dormancia previene la germinación temprana, principalmente, antes de que se desprendan 

las semillas de la planta madre.  

Dormancia morfológica (DM): el embrión es pequeño o poco desarrollado, pero diferenciado 

(cotiledón, hipocótilo y radícula pueden ser distinguidos). Los embriones en semillas con 

esta dormancia son fisiológicamente activos, y no requieren un tratamiento previo para 

romper la dormancia y germinar. 

Dormancia Morfofisiológica (DMF): se presenta en un embrión subdesarrollado con un 

componente de dormancia fisiológica. La germinación requiere un tratamiento previo para 

romper la dormancia (Banskin y Banskin, 2004). 

La mayoría de las herbáceas tienen semillas con dormancia, principalmente fisiológica 

(Baskin et al., 2014). La ruptura de la dormancia en las especies de la familia Asteraceae 

está determinada por la temperatura (Baskin et al., 2014). Sin embargo, existen aquenios 

de algunas especies de esta familia que no presentan dormancia, y cuya germinación 

depende de la humedad en el suelo al momento de la dispersión (Baskin y Baskin, 1998). 

Stevia sp. es una planta herbácea y perenne, con hojas simples, inflorescencia capitular y 

frutos denominados aquenios, crece de manera natural como arbusto silvestre en el 

suroeste de Brasil y Paraguay (Marín, 2004). Las semillas de Stevia sp. están formadas por 

aquenios oblongos, con vilano pajoso, de color claro u oscuro, siendo las semillas oscuras 

las que se recomienda sembrar por presentar mayor viabilidad. La testa presenta coloración 

oscura en forma de retícula. El embrión es alargado y de coloración blanca. 
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La reproducción sexual de la planta presenta ciertas desventajas como la baja fertilidad de 

las semillas señalada por algunos autores debido a la autoincompatibilidad esporoéfitica 

(Maiti y Purohit, 2008) que pueden afectar de forma negativa la eficiencia del cultivo, causar 

alta heterogeneidad de las poblaciones resultantes; baja eficiencia de germinación, debido 

al alto porcentaje de semillas estériles y la ineficiencia de la recolección de semillas por la 

falta de uniformidad en la floración y la maduración de las mismas (Maiti y Purohit, 2008). 

Mandal et al (2010) señalan que las condiciones ambientales son importantes en la 

producción de semillas de Stevia; así, las lluvias intensas reducen su rendimiento de 

semillas y su capacidad de germinación. Shock (1982), Duke (1993), y Carneiro et al. (1997) 

han reportado un porcentaje pobre de semillas viables en Stevia. La baja tasa de 

germinación es un problema para el establecimiento a gran escala de este cultivo, lo que 

implica un alto costo y bajo rendimiento para el agricultor. La alternativa es la reproducción 

asexual. 

Felipe et al. (1971), Vargas (1980) y Jordán (1983), mencionan que la recolección de la 

semilla es lenta y muy difícil, debido a que la floración no es uniforme, lo que afecta a la 

maduración de la semilla. Además, el porcentaje de germinación es bajo, entre el 10 y 38%. 

En cambio, Carneiro (1996) indica que las semillas recolectadas en invernadero tuvieron 

una tasa de germinación del 90%, mientras que las semillas recolectadas en el campo 

dieron sólo el 34% de germinación. 

Las variaciones ambientales contribuyen a reducir los riesgos de que todas las semillas 

sean sometidas a condiciones estresantes durante su germinación, dicho desfase 

germinativo ayuda a reducir la competencia por recursos, aumenta la distribución de edades 

de las semillas y así se eleva la variación de la estructura poblacional de Stevia  (Evans y 

Cabin 1995; Shütz y Rave 2003).  

Midmore y Rank (2002) y Yadav et al. (2011) mencionan que es posible utilizar métodos de 

polinización asistida o artificial para producir semillas con alta tasa de germinación. 

El problema de la baja tasa de germinación en Stevia sp. resalta la importancia de hacer 

estudios adicionales para determinar los posibles factores que inciden sobre la variabilidad 

de la germinación y el establecimiento de Stevia sp. Se deben buscar alternativas en el 

cultivo de Stevia sp. donde se puedan establecer métodos de germinación que fomenten la 

producción de la planta y con ello el edulcorante para que su producción alcance precios 

competitivos en el mercado nacional e internacional.  
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La producción de Stevia muestra algunas dificultades tales como el costo del 

establecimiento del cultivo, lo que se agrava por la baja tasa de germinación y la 

susceptibilidad de las plantas a las variaciones del clima. Sin embargo, este cultivo 

representa una gran oportunidad para mejorar los ingresos de los agricultores mexicanos 

en diferentes partes del país (SAGARPA 2018); aunque las cifras de producción y 

comercialización son aún escasas e incipientes. Por ejemplo, el estado de Nayarit produjo 

324 toneladas de esta planta en el 2017, lo que representa el 64.7% por ciento de 

producción a nivel nacional (SAGARPA, Siacon, 2017). Se estima que la Stevia representa 

un mercado mundial de 400 millones de dólares en ventas y constituye el segundo 

edulcorante más consumido a nivel global.  

Por las condiciones de mercado mundial, se prevé que el cultivo y uso de Stevia sp. crezca 

por arriba del 30 por ciento anual y se convierta en un producto fundamental para la 

agricultura en México (Asociación de Stevia, 2016). 

Para llegar al punto de establecimiento de cultivo y producción de edulcorante el fomento 

de la germinación es un paso indispensable, por ello, en el presente proyecto se planteó la 

siguiente pregunta: 

  

¿Existirán bacterias estimulantes de la germinación de Stevia sp. en suelo de cultivo de temporal 

de maíz? 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

Evaluar el efecto de las diferentes Unidades Taxonómicas Operativas cultivables aisladas 

de un suelo de cultivo de maíz en la germinación de Stevia sp. 

3.2 Objetivos particulares 

 Determinar la tasa de germinación de Stevia sp. 

 Determinar la viabilidad de semillas no germinadas. 

 Caracterizar morfológicamente las Unidades Taxonómicas Operativas obtenidas de 

un suelo de cultivo de maíz.   

 Comparar el efecto de las diferentes Unidades Taxonómicas Operativas Bacterianas 

en la tasa de germinación de Stevia sp 

 Comparar el Tiempo Medio de Germinación de Stevia sp. inoculada con cada 

Unidad Taxonómica Operativa  
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4. MATERIAL Y MÉTODO 

 

4.1 ANÁLISIS FISICOQUÍMICO DEL SUELO 

El suelo con que se trabajó proviene de Tultitlán, Estado de México, barrio de Belén. 

Pertenece a un campo de temporal cultivado con maíz. Este suelo tenía las siguientes 

características: textura (migajón arcilloso), pH  (ligeramente alcalino), con alta cantidad de 

materia orgánica y muy pobre en nitratos y en fosforo disponible. (Tabla 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

4.2 OBTENCIÓN DE SEMILLAS DE STEVIA SP. 

Se obtuvieron 5 lotes de semillas en diferente temporalidad, con aproximadamente 1400 

semillas cada uno, a través del comercio electrónico. Todos los lotes provenían de la región 

Huehuetlan el Chico, Puebla. De cada lote se tomaron 200 semillas de manera aleatoria 

que se utilizaron para las pruebas de germinación. 

 

Tabla 1. Caracterización del suelo temporal de 

maíz (Ramírez, 2020). 
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4.3 LIMPIEZA Y SELECCIÓN DE SEMILLAS 

En este trabajo se utilizaron únicamente semillas negras, a las que se les eliminaron todos 

los materiales que no eran parte de éstas. Las semillas se lavaron con hipoclorito de sodio 

comercial a una concentración de 1%, durante 5 min y luego se enjuagaron con agua 

destilada para eliminar cualquier exceso de este compuesto previamente a la prueba de 

germinación. 

GERMINACIÓN 

4.4.1 Prueba Preliminar  

Para determinar el porcentaje de germinación sin bacterias se utilizaron 200 semillas por 

cada prueba, con un total de cinco pruebas, de acuerdo con las Normas para Bancos de 

Genes (FAO/IPGRI, 1994). Se distribuyeron 25 semillas desinfectadas en una lámina de 

papel filtro absorbente por caja Petri para un total de cinco repeticiones por prueba. 

Se registró cada dos días la germinación de las semillas durante un periodo de 14 días, las 

semillas se consideraron como semillas germinadas cuando emergió la radícula.  

4.4.2 PRUEBA DE TETRAZOLIO 

La prueba de tetrazolio se utilizó para identificar las semillas viables, dormantes o vanas 

que no germinaron al final de cada prueba de germinación. El porcentaje de semillas vanas 

se estimó de acuerdo con una modificación de la metodología de García y Lallana (2014) y 

Lallana y García (2016). 

Estas semillas se colocaron durante 24hrs en agua destilada, posteriormente se limpió el 

exceso de agua y se colocaron en la solución de tetrazolio al 1% a pH 7 y se mantuvieron 

en obscuridad total durante 48 hrs. 

Después de la tinción las semillas se lavaron varias veces en agua destilada para eliminar 

el exceso de colorante. 

Se evaluó el patrón de tinción de los lotes de semillas mediante la observación en un 

microscopio óptico (Manuales para Bancos de Germoplasma No. 8, N. (Rao et al., 2007). 

Las semillas así tratadas se caracterizaron de la siguiente forma: 

Viables: 



10 
 

 
 

A) Todo el embrión se tiñó de manera uniforme (Figura 1). 

B) Germinables, pero dormantes, cuando una pequeña área permaneció teñida. 

Presentaron actividad metabólica.  (Figura 2). 

Las semillas se consideraron inviables cuando:  

A) Permanecieron incoloras.  (Figura 3). 

B) El embrión se tiñó de colores pálidos: rosa o moteado. (Figura 4 y 5) 

(Anexo 2). 

4.4.3 Preparación extracto-suelo  

El medio de cultivo para bacterias se preparó con extracto de suelo con el fin de proveer a 

las U.T.O.S de las condiciones nutrimentales semejantes al suelo de donde se han 

desarrollado. 

El extracto de suelo (solución madre) se preparó con 200g de suelo, homogenizado en 1 

litro de agua destilada. Se colocó en baño maría a 60°C durante 1 h, se filtró y esterilizó. 

Se almacenó a 4°C para su posterior uso (Mondragón- Camarillo 2011). 

4.4.4 OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LAS U.T.O.S DE BACTERIAS 

CULTIVABLES 

La obtención de las U.T.O.S se realizó de la siguiente manera: 

Se tomó un gramo de suelo de cultivo de maíz y se prepararon diluciones: 1x10-1, 1x10-2, 

1x10-3,1x10-4 ,1x10-5 y 1x10-6. Se inocularon 20µl de las diluciones de1x10-3 a 1x10-6, por 

triplicado en cajas Petri de 9-cm de diámetro y se incubaron a 28°C por 15 días, al terminó 

de los cuales se determinaron los diferentes tipos coloniales y se contabilizaron para 

determinar las diluciones en las que eran trabajables las Unidades Taxonómicas 

Operativas. 

Para la purificación de cada U.T.O se hicieron siembras continuas por estría hasta obtener 

la presencia de un solo tipo de colonia.  

La caracterización de las U.T.O. se realizó con base en la morfología colonial: forma, tipo 

de elevación, borde, color y tinción de gram (+ o -); (Flores Maya et al; 2012). 

Una vez aislada y purificada cada U.T.O se cultivó en caldo nutritivo y se incubó a 28°C por 

24hrs. Posteriormente, se ajustó el volumen de cada U.T.O a 100μL, las cuales se utilizaron 

para inocular las semillas durante la prueba de germinación.  
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Una vez comprobado el crecimiento bacteriano (por la opacidad del medio) se realizaron 

diluciones de 100μL de medio con bacteria en 900μL de extracto de suelo, para obtener 

diluciones 1x10-3, 1x10-4, 1x10-5.  

Lo anterior con el objetivo de poder disminuir la concentración bacteriana y tener una mejor 

estimación de la cantidad de bacterias inoculadas con las semillas. Para ello, se tomaron 

20μL de las diluciones y se inocularon en una caja Petri marcada por triplicado para dar un 

total de 60μL por dilución. Las cajas se contaron después de 48 h para estimar la densidad 

poblacional de cada una. 

4.4.4.1 Conteo de bacterias 

Para calcular el número de UFC/ml en cada una de las muestras, se obtuvo la media 

geométrica de las estimaciones por cada dilución de 20μL, una vez obtenido el promedio 

se proyectó a 100μL para determinar la densidad de bacterias, posteriormente se multiplicó 

por el factor dilución, y se sacó el anti-log para conocer el valor equivalente al número de 

UFC/ml en promedio por volumen de las gotas.  

4.4.4.2 Compatibilidad de U.T.O.S   

La compatibilidad de las U.T.O.S se evaluó de acuerdo con su crecimiento. Se consideró 

compatible una con respecto de la otra cuando el crecimiento de una colonia no inhibía el 

crecimiento o no presentaban un halo de inhibición. 

Para determinar la compatibilidad de las U.T.O.S, se preparó un cultivo con extracto de 

suelo y agar bacteriológico con el fin de hacerlas crecer en las condiciones de su ambiente 

de origen (Nerad et al. 1992). Para realizar la prueba se marcaron cuadros en las cajas 

dentro de los cuales se sembraron las U.T.O.S dejando 0.5 cm entre cada una quedando 

paralelas por punción y se dejaron incubar por 3 días a temperatura ambiente. 

Las parejas se formaron con base en la matriz de combinaciones posibles entre las 18 

U.T.O.S. 
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4.4.4.3 Germinación pruebas con U.T.O.S 

Para cada U.T.O se procedió a preparar 4 cajas Petri con papel filtro con 25 semillas; dando 

un total de 100 semillas por prueba. Posteriormente las semillas se inocularon con 100µl de 

diferentes concentraciones bacterianas a 28°C por 14 días. La germinación de Stevia sp. 

se registró cada dos días por cada U.T.O.  

4.4.4.4TIEMPO MEDIO DE GERMINACIÓN 

El tiempo medio de germinación (TMG) se calculó mediante la siguiente fórmula: 

  

 

T = tiempo germinación, 

n = día último control; x1, x2, x15 = semillas germinadas en el día 1, 2,...n; d1, d2,...  

dn= días incubación,  

Xi = semillas germinadas por día de revisión y  

Xn = número total de semillas germinadas el último día de control (Ranal y García, 2006). 

 

4.4.4.4.1 ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA PORCENTAJES DE GERMINACIÓN 

Los datos registrados en porcentajes se normalizaron mediante el arco seno, y se 

sustrajeron del cálculo las semillas vanas para aproximarnos a la tasa real de germinación. 

Estos datos de germinación con bacterias se sometieron a un análisis de varianza de un 

factor para determinar si al menos uno de los U.T.O.S usados tenía efecto de promoción 

sobre la germinación de Stevia sp.  

La prueba de Chi cuadrada se utilizó para decidir si las parejas de O.T.U.S promovían una 

mayor germinación juntas que cuando se probaron por separado. 

  

La velocidad de geminación de semillas se analizó estadísticamente mediante el ajuste de 

un modelo de regresión logística según Sprent (1998) con el log del porcentaje de 

geminación como variable dependiente (respuesta), y la cepa de inóculo como variable 

independiente.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Condiciones de inicio (por lote de semillas) Tasa de germinación sin inóculo 

bacteriano. 

Se trabajó con 200 semillas por cada uno de los cinco lotes de semillas de Stevia sp. 

(adquiridos en diferentes fechas) para determinar la proporción de semillas que germinarían 

en condiciones favorables y producirían plántulas normales (plántulas con estructuras 

esenciales –raíces, brotes y suficiente reserva de alimento– capaces de desarrollarse en 

plantas reproductivamente maduras. Los lotes mostraron diferentes porcentajes de 

germinación, el primer lote alcanzó el menor porcentaje con 78.5% de germinación, 

mientras que el quinto lote fue significativamente mayor (p<0.0.5) registrando un porcentaje 

de 92.4% de semillas germinadas (Figura 1.)  

                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gráfica 1. Los porcentajes representan el promedio de 5 repeticiones por 

lote (n=25 =200 semillas), las barras indican la varianza calculada con los 

datos transformados por el arco seno del porcentaje 
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5.2 Viabilidad de las semillas no germinadas por lote 

Las semillas que no germinaron al término de los 14 días se sometieron a la tinción con 

sales de tetrazolio para conocer la viabilidad de los cinco lotes. La tinción de tetrazolio 

mostró que el mayor porcentaje de semillas sin embrión se encontró en el lote 4 con 8% 

(22 semillas), mientras el lote 1 presentó la mayor cantidad de semillas dormantes con un 

10.5% (21 semillas). 

LOTE GERMINADAS  DORMANTES SIN EMBRIÓN TOTAL 

1 157 21 22 200 

2 168 14 18 200 

3 162 12 26 200 

4 170 8 22 200 

5 185 4 11 200 
 

 

 

 

5.3 UNIDADES TAXONOMICAS OPERATIVAS 

Se aislaron un total de 18 unidades taxonómicas operativas bacterianas, basadas en sus 

características morfológicas; las cuales presentaron formas de cocos, bacilos y filamentos. 

A cada U.T.O se le realizó tinción de Gram, cuyos resultados arrojaron dos grupos: 4 

U.T.O.S Gram – y 14 Gram +. (Tabla 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Cantidad de Semillas vanas por lote, teñidas y no teñidas 

usadas durante la prueba de viabilidad por lote. 
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Morfologías Coloniales Tabla 3 (Anexo 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No. de 
UTO 

Forma Elevación Borde Color Gram (+-)  

1 Circular Umbonada Crenado Blanco - 

2 Circular Plana Lobulado Blanco + 

3 Circular Convexa Entera  - 

4 Circular Umbonada Crenado Blanco con 
negro 

- 

5 Filamentosa convexa Lobulado Blanco + 

6 Ameboide Umbonada Ondulado Blanco + 

7 Ameboide Elevada Lobulado Blanco + 

8 Rizoide Umbonada Crenado Transparente + 

9 Circular Convexa Enrollado Blanco - 

10 Circular Plana Lobulado Blanco + 

11 Puntiforme Convexa Crenado Blanco + 

12 Circular Umbonada Crenado Negro + 

13 Circular Convexa Lobulado Blanco + 

14 Circular Convexa Crenado Blanco + 

15 Rizoide Elevada Crenado Blanco + 

16 Ameboide Plana Lobulado Transparente + 

17 Ameboide Umbonada Lobulado Negro + 

18 Rizoide Elevada Crenado Negro + 
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5.4 COMPATIBILIDAD BACTERIANA 

Se encontraron 14 parejas de U.T.O.S compatibles, donde cada una permitió el libre 

crecimiento de la otra. 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U.T.O. U.T.O. COMPATIBLE 

1 10 

 14 

 15 

  

2 7 

 8 

 11 

 17 

  

3 7 

  

7 9 

 11 

 17 

  

9 11 

 16 

  

11 16 

U.T.O. INCOMPATIBILIDAD 

1 2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,13,16,17,18 

2 3,4,5,6,9,10,12,13,14,15,16,18 

3 4,5,6,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18 

4 5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18 

5 6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18 

6 7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18 

7 8,10,12,13,14,15,16,18 

8 9,10,12,13,14,15,16,17,18 

9 10,12,13,14,15,17,18 

10 11,12,13,14,15,16,17,18 

11 12,13,14,15,16,17,18 

12 13,14,15,16,17,18 

13 14,15,16,17,18 

14 15,16,17,18 

15 16,17,18 

16 17,18 

17 18 

18 0 

Tabla 5. Conjunto de incompatibilidad entre 

U.T.O.S 

Tabla 4. Conjunto de 

combinaciones entre U.T.O.S 
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5.5 Efecto de las U.T.O.S sobre la germinación 

El porcentaje de germinación fue significativamente mayor (p<0.05) en el tratamiento con 

la U.T.O 12 a una concentración de 8.08X108 UFC/ml, la cual registró un porcentaje de 

germinación con un (96%), en comparación con las demás (Grafica 2). 

 

 

 Grafica 2. Efecto de las diferentes U.T.O.S sobre la germinación. Las barras 

verdes representan los controles del tratamiento a su izquierda. En cada experimento y en 

cada control se descontaron las semillas vanas (Germinables, vanas, porcentaje de 

germinación, y UFC/ml) y control) (3 repeticiones n=25). Las barras indican la varianza 

calculada con los datos transformados por el arco seno del porcentaje. 
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Grafica 3 Eficiencia de la promoción de la germinación de cada UTO con respecto a la 

germinación en el grupo control.  
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5.5.1 Efecto de las U.T.O.S combinadas sobre la germinación 

El tratamiento con las U.T.O.S combinadas 1 y 15 produjeron un porcentaje 

significativamente mayor (p<0.05) de germinación que cuando se probaron por separado 

(gráfica 2). Esta pareja de bacterias fue la que mostró la mayor estimulación de germinación 

de Stevia sp. entre las parejas de U.T.O.S probadas (Grafica 4). 

 

 

 

 Grafica 4. Efecto de las diferentes U.T.O.S sobre la germinación. (Germinables, 

vanas, porcentaje de germinación, y UFC/ml). Las barras indican la varianza calculada 

con los datos transformados por el arco seno del porcentaje. 
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Grafica 5 Eficiencia de la promoción de la germinación de cada UTO con respecto a la 

germinación en el grupo control.  
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5.5.2 TIEMPO MEDIO DE GERMINACIÓN 

El TMG indicó que las bacterias inciden en la germinación, y también reducen el tiempo de 

germinación en las semillas. La U.T.O 14 generó  menor tiempo medio de germinación con 

las concentraciones 7.1X106 UFC/ml y 7.9X107 UFC/ml las que redujeron el tiempo a 5.3 

días respectivamente, (Gráfica 5a y 5b), mientras que la U.T.O 6 con la concentración 

8.4X108 UFC/ml redujo el tiempo de la germinación a 5.2 días (Gráfica 5c) teniendo el menor 

tiempo. 
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Grafica 5a. Tiempo medio de geminación en dilución 

1x10-3 n=25 semillas. 
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Grafica 5b. Tiempo medio de geminación en dilución 

1x10-4 n=25 semillas. 
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Grafica 5c. Tiempo medio de geminación en dilución 

1x10-5 n=25 semillas. 
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6. Discusión  

El cultivo de Stevia sp. se comenzó a introducir en nuestro país porque representa un gran 

beneficio económico. Este beneficio económico se debe a la expansión del mercado de 

edulcorantes, por lo que es posible que el cultivo de Stevia sp. se siga expandiendo en 

suelos previamente cultivados con maíz.  

Es conveniente conocer el estado microbiológico de los suelos antes de establecer 

cualquier cultivo de Stevia sp. Para esto, se debe realizar un análisis de suelos que revele 

las deficiencias y requerimientos del terreno en donde se pretende establecer el cultivo de 

esta planta. 

Se han registrado rendimientos de hasta 8,1 kg de semillas de Stevia sp. por ha, pero las 

cantidades totales de semillas viables producidas en 1 año son inciertas (Lester 1999). Pues 

frecuentemente el porcentaje de germinación es menor del 50% cuando se trabaja con 

todas las semillas, tanto claras como oscuras. Cuando la prueba se realiza solo con semillas 

oscuras se obtienen porcentajes de germinación cercanas al 80%. Goettemoeller y Ching 

(1999) investigaron la germinación de semillas de Stevia sp. y probaron la viabilidad de las 

semillas mediante la técnica de cloruro de tetrazolio, encontrando que la viabilidad de las 

semillas negras fue mucho más alta que las semillas de color claras (76.7% hasta un 83% 

respectivamente). Por ello las altas tasas de germinación que se obtuvieron en este trabajo, 

en el rango de 78.5% hasta un 92.4% pueden considerarse dentro de los rangos normales 

de germinación de Stevia sp. 

En el presente estudio, se pudo observar que gran parte del problema para la geminación 

de Stevia sp. es que al menos 13% de las semillas dentro de un lote eran vanas o el embrión 

estaba inmaduro, lo que puede estar relacionado con la autoincompatibilidad esporófitica 

en la reproducción de la planta; además de la ineficiencia de recolecta de semillas (Maiti y 

Purohit, 2008).  

Es difícil predecir el resultado de las interacciones entre plantas y microorganismos 

benéficos del suelo y, más aún, entre las especies de microorganismos; no obstante, las 

comunidades microbianas desempeñan un papel clave en el establecimiento de las plantas, 

pues en los consorcios microbianos pueden existir especies de bacterias que estimulen o 

inhiban la germinación. 
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En este trabajo, la U.T.O 12 estimuló significativamente (p≤ 0.05) la germinación en un 

rango de 63% hasta un 96% respectivamente, otras 17 U.T.O.S también mostraron un 

efecto estimulante sobre la germinación, aunque la “p” resultó ligeramente mayor que 0.05. 

En la literatura se ha manejado que el beneficio de la aplicación de bacterias promotoras 

de la germinación no necesariamente se hace evidente bajo condiciones óptimas de cultivo, 

sino bajo estrés (Banerjee et al., 2010). Sin embargo, 12 U.T.O.S mostraron su capacidad 

de estimular la germinación de Stevia sp. en condiciones de laboratorio no estresantes. 

Además, se pudo observar que muchas de las semillas inoculadas presentaron mayor 

elongación de la radícula cuando se inocularon con las U.T.O.S. aisladas del suelo de 

cultivo de maíz. 

Lo anterior puede explicarse porque la capacidad bacteriana para afectar el crecimiento de 

las plantas no sólo depende de su abundancia, sino de su capacidad para proliferar a través 

de la raíz (Loper et al., 1985). En general, las bacterias inoculadas en la superficie de las 

semillas colonizan sólo el primer tercio del sistema radical (Hatzinger y Alexander, 1994), 

aunque algunas, como Azospirillum, pueden moverse de la semilla inoculada y distribuirse 

en todo el sistema radicular en respuesta al propio crecimiento de la raíz (Bashan y 

Levanony, 1991). 

Esta regulación está mediada por el quórum sensing de las bacterias, las que se activan y 

se mantienen en la zona radicular por medio de la liberación selectiva de los exudados y 

lixiviados que generan las plantas y otros microorganismos (Brown, 2010). 

Bashan y Levanony (1991) propusieron que, para alterar la actividad de la membrana las 

bacterias liberan una señal que tiene la capacidad de cruzar la pared celular de la planta y 

que es reconocida por la membrana. Dicha molécula reduciría el potencial de la misma en 

toda la raíz y su efecto sería mayor en la zona de elongación.  

 

Está claro que no existe una fórmula única para la adición de un microorganismo 

beneficioso en una semilla. En parte, por los requerimientos fisiológicos en las semillas de 

Stevia sp. que presentan gran variabilidad en los diversos compuestos disponibles en los 

cotiledones. La disponibilidad de agua alrededor de la semilla también influye en el 

desarrollo de las interacciones microbianas que tienen lugar. Incluso puede darse el caso 

de que el comportamiento de los microorganismos benéficos pueda diferir entre lotes de 

semillas, ya que cada lote puede contener de origen diferentes poblaciones microbianas 

que interactúan de manera diferente entre sí (Tylkowska y van den Bulk, 2001). 
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La respuesta de las plantas a la inoculación depende de las compatibilidades funcionales 

en la fisiología y en la bioquímica de la interacción entre los componentes microbianos y la 

planta lo cual arroja diferentes respuestas dependiendo de la combinación de los 

microorganismos (Vázquez et al., 2000). Oyekanmi et al., (2007) mencionan que esto se 

puede deber a que generalmente las interacciones mutualistas no son estables debido a 

diversos factores bióticos y abióticos, por lo que algunos microorganismos pueden 

manifestar incompatibilidad, como en el caso de las U.T.O.S 3,4,5,6,12,13. 

Lo anterior puede darnos una respuesta sobre la razón de que se encontraran únicamente 

14 parejas compatibles de las 18 U.T.O.S trabajadas. Pero solo la combinación de las 

U.T.O.S (1-15) fue la que generó el mayor porcentaje de germinación (96%), el cual superó 

los porcentajes que generaron cada una por separado (93% y 88% respectivamente), lo 

que implica que cada tipo de U.T.O. puede expresarse sinérgicamente. Sin embargo, las 

interacciones de estos microorganismos pueden presentar efectos que potencialicen o, por 

el contrario, nulifiquen el efecto sobre la germinación.  

Sin embargo, cabe recordar que todo este proceso no solamente está mediado por la 

interacción de los microorganismos, sino por las condiciones del entorno que hacen posible 

que los beneficios de los inoculantes se expresen en las especies vegetales (Brimner y 

Boland, 2003).  

La U.T.O. 14 con concentraciones 7.1X106 UFC/ml y 7.9X107UFC/ml aumentó la velocidad de 

germinación en las semillas (5.34 y 5.3 días) mientras la U.T.O. 6 con la dilución [7.9X108 

UFC/ml] aumentó la velocidad (5.25 días). Estos resultados pueden deberse a que las 

U.T.O.S podrían acelerar el aumento en la producción de giberelinas ya que estas inducen 

el rompimiento de la latencia después de la imbibición de las semillas, permitiendo la 

germinación y crecimiento del embrión (Siobhan & McCourt, 2003). Además, se estimulan 

a la alfa amilasa y otras enzimas proteolíticas que influyen en la hidrólisis de almidón en 

azúcar. Lo anterior reduce el potencial hídrico de la célula (Gil & Miranda, 2008) y promueve 

la hidrolisis de la pared celular de semillas ricas en galactomananos, las que forman parte 

de la resistencia mecánica para la protrusión de la radícula (Amador-Alfarez et al., 2013). 

 

 

 



26 
 

 
 

 

7.Conclusión 

Existe más de una U.T.O. que puede ayudar a la germinación de Stevia sp. en el suelo de 

cultivo de maíz, por lo que la inoculación de U.T.O.S en las Semillas de Stevia sp. podría 

facilitar la plantación en almácigo y ayudar a resolver algunos de los problemas de 

establecimiento de la planta de Stevia sp. en cultivos rotativos, con lo que se facilitará el 

establecimiento de cultivos de Stevia sp. mediante la propagación sexual. 
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9. Anexo 1 

 

Las semillas se consideraron viables cuando: 

A) Todo el embrión se tiño de manera uniforme. (Figura 1) 

B) Cuando una pequeña área de la porción superior del eje radicular permaneció teñida 

(hipocótilo), puesto que la tinción de esta estructura al teñirse indica que es potencialmente 

funcional (Figura 2) 

Las semillas no se consideraron viables cuando:  

A) Permanecieron incoloras.  (Figura 3)  

B) El embrión se tiño de colores pálidos: rosa o moteado. (Figura 4) 

C) Cuando más de la mitad del tejido no se teñía, lo cual indica que algunas estructuras 

vitales están muertas y que no hay productos que reaccionen con el tetrazolio (ISTA, 2005). 

 

 

Las 48hrs de imbibición de las semillas y la concentración al 1% de cloruro de 2,3,5-

trifeniltetrazolio empleados para realizar el test de Tetrazolio permitieron la tinción adecuada 

de los embriones viables (figura 1), y los embriones no viables presentaron coloraciones 

rosas, moteados o incoloras (figura 4). 
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Anexo 2 

 

 

 

 

Figura x. a) Semillas de Stevia sp. negras y blancas. b) Embriones 

viables (teñidos) y no viables.  

   Figura 1 y 2   A y B) Embriones viables Figura 3, 4 y 5 C y D) 

Embriones no viables.   
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10. ANEXO 2 

U.T.O. 1   

  

  

 

U.T.O 2 

 

 

U.T.O 3 

 

 

 

 

 

5mm 

3mm 

Imagen 1 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 1 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

Imagen 2 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 2 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 
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U.T.O 3 

 

 

U.T.O 4 

 

 

 

 

 

 

U.T.O 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5mm 

Imagen 3 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 3 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

Imagen 4 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 4 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

6.5mm 
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U.T.O 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U.T.O 7 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 6 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 6 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

3 mm 

4 mm 

Imagen 7 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 7 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 
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U.T.O 8 

 

 

 

U.T.O 9 

 

 

 

 

 

 

 

6 mm 

Imagen 8 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 8 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

Imagen 9 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 9 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

3 mm 
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U.T.O 10 

 

 

 

U.T.O 11  

 

 

 

 

 

 

1 mm 

Imagen 10 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 10 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 

2.5 mm 

Imagen 11 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 11 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 
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U.T.O 12 

 

 

 

U.T.O 13 

 

 

U 

 

 

2 mm 

Imagen 12 Micrografía a (2x) en microscopio 

estereoscópico de U.T.O 12 (en cultivo de agar-

extracto suelo) con luz reflejada. 

3.4 mm 

Imagen 13 Micrografía a (2x) en microscopio estereoscópico de U.T.O 13 (en 

cultivo de agar-extracto suelo). A la derecha U.T.O con luz visible, a la izquierda 

con luz reflejada. 
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U.T.O 14                                                               U.T.O 15 

 

 

 

 

U.T.O 16 U.T.O 17 

 

 

 

 

3 mm 

Imagen 14 Micrografía a (2x) en microscopio 

estereoscópico de U.T.O 14 (en cultivo de agar-

extracto suelo) con luz reflejada. 

4 mm 

Imagen 15 Micrografía a (2x) en microscopio 

estereoscópico de U.T.O 15 (en cultivo de agar-

extracto suelo) con luz visible. 

2 mm 

Imagen 16 Micrografía a (2x) en microscopio 

estereoscópico de U.T.O 16 (en cultivo de agar-

extracto suelo) con luz visible. 

2 mm 

Imagen 17 Micrografía a (2x) en microscopio 

estereoscópico de U.T.O 17 (en cultivo de agar-

extracto suelo) con luz visible. 
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U.T.O 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 mm 

Imagen 18 Micrografía a (2x) en microscopio 

estereoscópico de U.T.O 18 (en cultivo de agar-

extracto suelo) con luz visible. 
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