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RESUMEN

La agricultura organica es un sistema de produccion que utiliza al maximo los
recursos de naturales, minimizando el uso de recursos no renovables, protegiendo el
medio ambiente y la salud humana; actualmente en la produccion de alimentos, una
alternativa biotecnoldgica es el uso de biofertilizantes, quienes han ganado gran
popularidad en México, avanzando en el desarrollo y aplicacion de productos a base
de microorganismos en diferentes cultivos, como es la aplicacion de bacterias
Azospirillum sp. que en esta investigacion se evalud la respuesta fisiologica en
semilla de tomate de cascara (Physalis ixocarpa L.) inoculada en una condicion de
contacto con la semilla todo el tiempo y una segunda condicién imbibiendo la semilla
con la bacteria durante tres horas, ambas condiciones a concentraciones del10%, 108
y 108 UFC, utilizando cuatro cepas de Azospirillum sp. originarias de Tomate, Chile,
Nopal y Trigo). Se evalu6 semilla de tomate de cascara (Physalis ixpcarpa L.) criollo,
una vez inoculada la bacteria en los tratamientos se determiné la calidad fisiologica
de la semilla mediante la capacidad de germinacién (Plantulas Normales PN,
Plantulas Anormales PA, Semillas sin germinar SSG), semillas enfermas SE, longitud
media de hipocotilo LMH, longitud media de radicula LMR, indice de velocidad de
emergencia y peso seco de plantulas; los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente con un factorial en completamente al azar con anidamiento,
teniendo factor A, condiciones; factor B, tratamientos (Cepas bacterianas) y C,

concentraciones de la bacteria.

El analisis de varianza mostré diferencias altamente significativa en condiciones,
siendo C1 mejor en todas las variables estudiadas con excepcion en SE. Entre cepas
estudiadas, la de origen de trigo fue altamente significativa con 5.83% de SE contra
la cepa de chile que tuvo 11.5%; mientras que en las concentraciones, 10* UFC
resultdé con mayor porcentaje de SE con 10.56%, mientras que 108 UFC tan solo con
6.81%.



En LMH, la interaccion condicion por tratamiento se tuvo diferencia significativa,
condicion 1 tuvo una longitud de 1.58cm contra la condicion 2 que 1.2cm y en los
tratamientos la cepa de Trigo fue la mejor con 1.57cm y la menor longitud fue la de
Chile con 1.26¢cm.

En lo que corresponde al indice de velocidad de emergencia arrojo una diferencia
significativa en tratamientos donde la cepa de Trigo fue la mayor con 32.55

plantulas/dia destacando de la cepa de Nopal con 28.02 plantulas/dia.

La bacteria Azospirillum sp.; de origen Trigo a 10* UFC tiene un efecto positivo en la
capacidad de germinaciéon en semillas de tomate de cascara (Physalis ixocarpa L.)
generando plantulas normales superando al testigo y reduce plantulas anormales y

semillas sin germinar.

Palabras Clave.- Azospirillum sp., Condiciones, Concentraciones, cepas, Physalis

ixocarpa L.



l.- INTRODUCCION

La agricultura organica es un sistema de produccion que trata de utilizar al maximo
los recursos naturales, minimizando el uso de los recursos no renovables,
protegiendo el medio ambiente y la salud humana. Este sistema de produccion
organica y sus productos estan teniendo mayor importancia a nivel mundial, donde
en la actualidad existen alrededor de 31 millones de hectareas organicas en 120

paises, cuya produccion se orienta hacia la exportacion.

Del 2001 al 2002, hubo un incremento de cuatro mil millones de dolares en ventas en
tan solo un afo, de 19 000 millones a 23 000 millones; debido al cuidado de la salud
y la proteccion del medio ambiente, donde los consumidores prefieren productos
organicos, libres de residuos toéxicos, modificaciones genéticas, aguas negras y
radiaciones. En Europa, para el afio 1985, se tenian 111 000 hectareas, aumentando
en 2003 hasta 5.5 millones, lo que corresponde al 2 % de la superficie agricola
mundial; Estados Unidos su superficie organica crecié 580 000 hectareas en 10
afos. México es situado en el 18° lugar mundial, con casi 216 000 hectareas, donde
el 82.8 % de la superficie organica esta distribuida en los estados de
Chiapas,Oaxaca, Michoacan, Chihuahua y Guerrero, ocupando el 70 % de esta los

dos primeros estados.

El no utilizar fertilizantes quimicos y plaguicidas sintéticos ayuda en proteccion del
medio ambiente y la salud humana, evitando la contaminacion, tanto del suelo como
en rios y mares siendo unos de los principios basicos de la agricultura orgénica; que
en la actualidad, una de las alternativas biotecnoldgicas para la produccion de estos
alimentos, es el uso de biofertilizantes, quienes han ganado gran popularidad en

México, incrementando su desarrollo y aplicacion en diferentes cultivos.

Pueden emplearse bacterias u hongos microscopicos, llamados micorrizicos, que se
asocian en forma natural con las raices de las plantas, beneficiando su crecimiento y
el rendimiento de los cultivos como es la bacteria Azospirillum sp., la cual se
relaciona con su capacidad de producir y metabolizar compuestos reguladores del

crecimiento vegetal o fitohormonas (Okon and Labandera Gonzales 1994) tales como
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acido indol acético; citocininas (Tien et.al., 1979); giberelinas (Bottini et.al., 1989) y
etileno (Strzelczyk et.al., 1994), ademas de otras moléculas como el acido abscisico
(ABA) (Perrig et.al., 2007) y la diamina cadaverina (CAD) (Casséan et.al., 2003); asi
mismo pueden estar asociadas al metabolismo del nitrdgeno, a través de la fijacion
biolégica en condiciones de vida libre o por el incremento de la actividad nitrato
reductasa en condiciones endofificas. Por lo anterior se planted el siguiente objetivo

e hipétesis:



Objetivo

Evaluar la respuesta fisiologica en semilla de tomate de cascara (Physalis ixocarpa
L.) inoculada en diferentes condiciones, cepas y concentraciones de Azospirillum sp.

Hipodtesis

Al menos una de las condiciones de inoculacion de alguna cepa Azospirillum sp. a
una concentracion, tiene una respuesta positiva en la calidad fisiolégica en semillas

tomate de cascara (Physalis ixocarpa L.).



II. REVISION DE LITERATURA

Distribucion geogréfica
Physalis (Solanaceae) es un género americano que se distribuye en Estados Unidos

de América, México, Centroameérica, Sudamérica y las Antillas, con algunas especies
presentes en el viejo mundo. El género agrupa cerca de 90 especies, setenta de
ellas son endémicas del territorio mexicano considerando su centro de origen y
diversidad (D’Arcy, 1991; Martinez, 1998). Ademas del numero de especies, la alta
riqueza genética de Physalis en México, se expresa en la existencia de poblaciones
silvestres, toleradas, fomentadas, cultivadas y domesticadas, asociadas a diferentes

tipos de vegetacion y condiciones ecoldgicas (Pefa y Santiaguillo, 1999).

Importancia econémica
El tomate de cascara se cultiva comercialmente en todas las entidades del territorio

mexicano, cuya produccion se destina al mercado nacional y de exportacion. En las
Gltimas décadas esta especie se ha consolidado como una de las principales
hortalizas en México y como un cultivo potencial en diferentes paises de América y
Europa (Santiaguillo et. al., 1997). No obstante la importancia de esta hortaliza, su
cultivo se realiza con base en variedades nativas o criollas, por lo que es necesario
generar variedades mejoradas cada vez de mayor rendimiento para abastecer la

demanda de su fruto.



Clasificacion botanica
Con base en Whittaker(1969), Cronquist (1993) y D’Arcy (1979), la clasificacion

botanica del género Physalis es la siguiente:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledoneae (Magnoliopsida)
Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Subfamilia: Solanoideae

Tribu: Solaneae

Género: Physalis

Descripcién botanica
De acuerdo con Waterfall (1967), las plantas del genero Physalis se describen como:

anuales o perennes, herbaceas, de unos pocos centimetros a 3 m de alto.
Tallos

Con ramificacién dicotdmica, cilindricos, lisos, poco angulados o angulados; en

algunas especies llegan a enraizar en los nudos basales.
Hojas

Pecioladas, alternas, pera a veces dos o aln tres aparentemente juntas debido a la
reduccion de los entrenudos, laminas foliares generalmente ovadas, en ocasiones
orbicular lanceoladas o linear lanceoladas, el margen entero, repando, sinuado,

aserrado, o dentado.



Flores

Pediceladas generalmente solitarias en las axilas de las hojas, a veces varias y

fasciculadas, raramente en falsos racimos.
Corolas

Desde raramente tabular expandidas a campanulada- rotaceas, urceoladas o el
limbo mas o menos reflejo, de color amarillo, con cinco manchas contrastantes
ocupando superficies variables del area arriba de la parte tabular, sdélidas en color, o
cada una consistiendo de varios a muchos puntos separados, a veces las manchas

no contrastan fuertemente, o bien ausentes.
Céliz

En el fruto acrescente, inflado vesicular, cubre por completo a la baya durante la

fructificacion.
Fruto

Es una baya suculenta, de color blanco, verde, amarillo, anaranjado, o purpura, de
0.8- 1.5cm de diametro (hasta 4 cm en el tomate cultivado), Garcia (2001) indica
hasta 6 cm en el tomate cultivado; semillas numerosas, reniformes, amarillas o de

color café.

Temperatura 6ptima
La temperatura 6ptima promedio que demanda el tomate de cascara al momento de

sembrar es de 20 a 25° C, su crecimiento vegetativo requiere de 22 a 26° C, pero
con temperaturas mayores de 32° C puede provocar una deshidratacion del tubo

polinico y en consecuencia abortos y frutos mal formados.

Paguete Tecnoldgico

Preparacién del Terreno: Es recomendable tener un terreno con buen nivel.

También es necesario un buen barbecho con el fin de airear el terreno y enterrar



hierbas y semillas, después los rastreos serdn convenientes para que la tierra quede
blanda y ddcil. La marca es dependiendo de la variedad que se decida sembrar,

puede variar de 1.50 a 1.80m.

Cultivos: El primer cultivo mecanico se dara antes del desahije cuando es siembra
directa, el segundo después del desahije y posteriormente el cierre de cultivo.
Dependiendo del tipo de terreno y de las condiciones ambientales se puede dar otro

cultivo.

Fertilizacion: cada terreno tiene diferentes necesidades de nutrientes, por lo tanto
es recomendable hacer un analisis de suelo antes de cualquier aplicacion de
fertilizante. Los nutrientes que preferentemente son usados para el tomate de
cascara son la urea, 11-12-0, 18-46-0, sulfato de potasioy 17-17-17. El fertilizante se
puede aplicar entre 6 y 8 pulgadas de profundidad al centro del surco y completar la

fertilizacion al cierre de cultivo.

Siembra: la profundidad de siembra depende del tipo de terreno donde se va a
trabajar, en la tierra seca la profundidad recomendad es de 1 a 2 cm. de profundidad

y en tierra humeda colocar la semilla donde se encuentre la humedad.
Densidad de siembra

Siembra Directa. La densidad de la siembra depende del equipo siembra que se
utilice, si usa equipo de precisién sera de 400 a 500 g/ha, con equipo mecanico de
500 a 800g/ha. y manual de 800 a 1000 g/ha.

Trasplante: Se lleva a cabo cuando la planta tiene aproximadamente 10 cm de alto,
se colocan 4 plantas por metro lineal, en sistema de plantacion se requieren entre
22,000 y 24,000 plantas por hectarea, es necesario que la raiz se encuentre muy

hameda asi como el terreno al momento de plantar.

Control de Hierbas: Para evitar el nacimiento de hierbas nocivas es necesario
después del sembrado, realizar una aplicacion de bensulide en el lomo del surco en
una banda de 40 cm.; antes del riego de auxilio es recomendable dar un cultivo a

mano con azadon para eliminar las hierba y acercar tierra a la planta.



Riegos: El primer riego debe ser pesado a trasporte y que la humedad alcance el
lomo del surco y germine la semilla, en tierras arenosas primero se riega y
posteriormente se realiza la siembra en tierra humeda. Los siguientes deben

realizarse dependiendo al tipo de terreno y los requerimientos del cultivo.

Historia de Azospirillum

Aun cuando Spirillum lipoferum fue descrito en 1925 por Beijerinck, esta bacteria
estuvo olvidada por varias décadas. Son las observaciones de Ddébereiner en 1973
las que iniciarian la época moderna de esta bacteria. Estudios taxonémicos de S.

lipoferum conducen a su reclasificacion en un género nuevo, Azospirillum.

Actualmente son reconocidas seis especies en el género Azospirillum. Las dos
primeras en ser descritas fueron A. lipoferum y A. brasilense, siendo éstas las mas
ampliamente estudiadas. Posteriormente fueron descritas las especies A.
amazonense, A. halopraeferans, A. irakense y A. largomobile siendo el nombre de
esta especie corregido a A. largimobile. Pocos afios antes ésta especie fue
considerada como un sinénimo de la especie A. lipoferum. Recientemente, en honor
de quien impulsara los estudios con este género bacteriano y descubriera otros

diazotrofos, se ha propuesto la especie candidata A. doebereinerae.

Pocos afios después del redescubrimiento de Azospirillumy hasta alrededor de
1993, este género fue el mas estudiado entre las bacterias asociadas a plantas. La
capacidad de Azospirillum para estimular el crecimiento de las plantas y de aumentar
el rendimiento de los cereales promovid numerosos estudios sobre la ecologia,
fisiologia y genética de esta bacteria. En la actualidad su uso comercial comienza a

extenderse en diferentes paises, incluido México.

Clasificacion Taxondmica de Azospirillum

Segun el manual de Bergey (1984) la clasificacion es:

Reino: Procaryote



Divisién: Glacilicute

Clase: Scotobacteria

Familia: No existe

Género: Azospirillum

Especie: Lipoferum yBrasilense

Interaccién con la planta

Probablemente, una vez que las células de Azospirillum se han adaptado a las
condiciones del ambiente rizosférico y han logrado llegar a la superficie de las raices,
debido a sus caracteristicas quimio y aerotacticas, se iniciara el establecimiento de la

asociacion.

Diferentes estudios han mostrado que A. brasilense tiene la capacidad para
adherirse a las raices de plantas gramineas como el mijo (Pennsisetum purpureum)
y Digitaria decumbens, trigo, maiz, asi como a las raices de plantas de otras familias
gue incluyen al algodén y tomate, e incluso a superficies inhertes como poliestireno y
arena. La capacidad de Azospirillum para adherirse a las raices, al menos a las de
mijo, es significativamente mayor que la mostrada por otras bacterias de la
comunidad rizosférica como Rhizobium, Azotobacter, Klebsiella o Pseudomonas, e
incluso que E. coli. La asociacién de Azospirillum con las raices de las plantas se
desarrolla en dos etapas completamente independientes. La primera consiste en una
adsorcion rapida, débil y reversible, la cual es dependiente de proteinas de la
superficie bacteriana del tipo de las adhesinas en conjunto con la participaciéon del
flagelo polar. La segunda fase consiste de un anclaje lento pero firme e irreversible
que alcanza su maximo nivel 16 h después de la inoculacion, el cual parece ser
dependiente de un polisacéarido extracelular de Azospirillum. Los resultados de un
estudio reciente sugieren la posibilidad de que una proteina de la membrana externa
de Azospirillum participe en el proceso de adherencia a las raices de las plantas

Croes et. al., 1993. El proceso de adherencia de Azospirillum a las raices de las



plantas ha sido revisado recientemente. En diversos casos se ha reportado la
aparicion de material fibrilar que contribuye al anclaje de Azospirillum a las raices de
diversas plantas, describiéndose como esencial para el anclaje a las particulas de

arena.

La inoculacion de diversas plantas con Azospirillum ha mostrado que los principales
sitios de colonizacion son las areas de elongacion celular y las bases de los pelos
radicales. Solo algunas células de Azospirillum llegan a adherirse a la cofia o a los
pelos radicales. Sin embargo, fue observada la presencia de Azospirillum dentro del
mucigel que se acumula en la cofia. La inoculacion de raices de trigo con una cepa
de Azospirillum que expresa constitutivamente el gen reportero gusA mostré que en
los primeros dias de la asociacién las células bacterianas colonizan especificamente
los sitios de emergencia de las raices laterales y las regiones de los pelos radicales,
tanto de la raiz primaria como de las raices secundarias y posteriormente la

superficie de la raiz. Vande Broek 1993.

En plantas de trigo fue observado que la inoculacion de Azospirillum induce cambios
en la morfologia de los pelos radicales, siendo éstos cambios significativamente
mayores que los causados por Rhizobium leguminosarum o Azotobacter
chrococcum, los cuales son minimos. Ademas, fue observado que la inoculacion con
105 a 106 células de Azospirillum causa tanto la elongacion como el aumento de la
superficie total de la raiz, en tanto que la inoculacién de 10 8 y 10 ° células causa la
inhibicion del desarrollo de ésta. Aparentemente, el incremento del tamafio del
sistema radical se debe, al menos parcialmente, al aumento de la division celular y al
intenso crecimiento de la zona de elongacion de las raices. Es de interés sefalar que
los sitios que coloniza Azospirillum lipoferum son diferentes, dependiendo de la
variedad de la planta, al menos en el caso del arroz. La capacidad de
Azospirillum para colonizar las raices de las plantas es variable dependiendo de la
cepa. Se encuentran restringidas al ambiente rizosférico y son capaces de formar
colonias solamente en la superficie de la raiz de plantulas de trigo, en tanto que otras
cepas son encontradas frecuentemente en altas densidades en los espacios

intercelulares de la raiz, asi como en el interior de los pelos radicales.
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En ensayos realizados con varias cepas de A. brasilense y mutantes con reducida
capacidad de sintetizar AIA, en medio de cultivo quimicamente definido, Prisen et.
al., (1993), determinaron la existencia de Indol3-acetamida en la fraccién
sobrenadante del medio de crecimiento, con lo que se presentaba evidencia directa

de la capacidad bacteriana de sintetizar este precursor.

Otros trabajos han demostrado la respuesta benéfica de la co-inoculacién con
Rhizobium y Azospirillum en leguminosas, a nivel de la respuesta de la fijacion
bioldgica del nitrégeno (Yahalom et. al., 1990) no solo como un aumento en el
namero de nddulos, sino que adicionalmente como una mayor actividad nitrogenasa
de los simbiosomas.

Otra investigacion demostré el efecto favorable del inoculante reflejé un mejor
aprovechamiento del fertilizante aportado con el fertirriego. También Alfonso et. al.,
(2001) en Cuba Utilizando Azospirilum  brasilense como biofertilizante logré
incrementos o efectos positivos. Bashan y Vazquez, (2000). Encontraron que el
efecto de la inoculacion de Azospirillum sp. Sobre el rendimiento total aumenta

generalmente con el crecimiento de las plantas y esta en un rango de 10-30%.

Efectos fisioldgicos en lainoculacion de Azospirillum sp. en semillas

Segun Kloepper et. al., (1991), algunas rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR; Plant Growing Promoting Rhizobacteria) productoras de auxinas
pueden incrementar la emergencia de semillas vegetales por lo cual se conocen
como bacterias promotoras de emergencia, dentro de ellas se encuentra Azospirillum

brasilense.

Desde el punto de vista fisiologico, la capacidad de Azospirillum sp. para sintetizar
auxinas y transferirlas al tejido vegetal determinaria dos tipos de respuesta,
dependiendo del tipo de planta inoculada. En leguminosas, determinara una
modificacion a nivel de la fijacion bioldgica de nitrégeno sobre la formacion y

funcionalidad de nodulos. La mayoria de los miembros del género Rhizobium y
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Bradyrhizobium inducen la formacién de nédulos en raices de leguminosas y estas
estructuras proveen a la planta de nitrogeno tomado y fijado desde la atmdésfera.
Hace mas de 70 afios desde que Thimann (1936). Si bien Azospirillum sp. es incapaz
de inducir la formacion de nodulos propiamente dichos en leguminosas, se ha
probado que la aplicacion exdgena de ciertas auxinas sintéticas en concentraciones
super fisiolégicas en raices de gramineas, induce la formaciéon de estructuras
tumorales denominadas paranddulos que serian efectivamente colonizadas por
Azospirillum y en ellas, la bacteria fijaria nitrbgeno de manera mas eficiente
(Christiansen-Weniger, 1998).

En otros trabajos, Schmidt et. al., (1988), demostraron que la co-inoculacién con
Rhizobium melilotti (productor ineficiente de AIA) y Azospirillum brasilense,
(productor eficiente de AIA) en semillas de Medicago sativa: (a) incrementaba
significativamente el nUmero de nddulos en la raiz del huésped (b) que este aumento
estaba en relacion directa al nUmero de azospirilos presentes en el medio y (c) que
esta respuesta era imitada por la adicion de AIA en forma exdgena. Por otro lado, en
gramineas, el crecimiento de la raiz es uno de los parametros fisiol6gicos de mayor
interés a la hora de caracterizar y seleccionar una cepa promotora del crecimiento
vegetal. El rapido establecimiento de la planta en el suelo, mediado por la elongacién
de la raiz principal 6 por la proliferacion de las raices laterales y adventicias, resulta
ventajoso desde el punto de vista adaptativo, porque aumenta su capacidad de
anclarse al suelo y obtener agua y nutrientes del ambiente en un estadio critico del

desarrollo vegetal.

12



. MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area experimental

El presente estudio se realizé en el laboratorio de produccion de semillas del Centro
de Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas perteneciente al
Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, ubicada al sur de la Ciudad de Saltillo en las coordenadas 25°21°18” N,

101°02” O con una elevacion de 1776 m.s.n.m.

Material Genético

El material genético utilizado fueron frutos maduros de tomate de cascara (Physalis
ixpcarpa L.) criollo, de los cuales se extrajo la semilla la cual fue limpiada y
acondicionada por peso mediante el uso de un aparato soplador “South Dakota”, con

una abertura de 2 cm.

Tratamientos

Se estudiaron cuatro cepas de Azospirillum sp. provenientes de raices de tres
cultivos horticolas chile, nopal, tomate colectadas en el Municipio de General
Cepeda, Coahuila; asi como una proveniente de raiz de trigo del Municipio de
Navidad N.L.

Las cepas fueron aisladas en cloruro de sodio al 0.09% y después en medio NFB
solido a 30°C como medio selectivo, para el reconocimiento de bacterias del género
Azospirillum sp., con la confirmacion de pruebas bioquimicas como catalasa,

movilidad y tincion de Gram.

Se obtuvieron al reproducirse en concentraciones de 10x10 UFC/ml tomandose
como punto de partida para obtener concentraciones con las que se realizé el

experimento 10x8, 10x6, 10x4, en las cuales se hicieron diluciones de 1 en 100 mL a
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partir de la original. Teniendo cuatro tratamientos de tres concentraciones y un

testigo como se muestra en el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1 Identificacion de los tratamientos con bacterias Azospirillum sp.
inoculados en semilla de Tomate de cascara (Physalis ixpcarpa L.).

No. de Tratamiento Cepa Concentraciéon UFC mL !

Azospirillum sp.

1 Tomate 108, 10°, 104
2 Chile 108, 108, 104
3 Nopal 108, 109, 104
4 Trigo 108, 106, 104
5 Testigo

Metodologia

En el presente estudio se realizaron dos métodos de inoculacion de las cepas de

bacterianas con su correspondiente concentracion.
Método 1.

Se aplicaron 2 mL de cada tratamiento y concentracion en un papel filtro Whatman
No. 1 dentro de una caja Petri, sembrando 50 semillas de cada tratamiento por

concentracion.
Método 2.

Se inocularon 200 semillas con cada cepa bacteriana y concentracién, dejando un
tiempo de imbibicidbn de tres horas y posteriormente se sembraron 50 semillas
inoculadas sobre papel filtro Whatman No. 1 humedecido con agua destilada dentro
de una caja Petri; teniendo en cada método, cuatro repeticiones por tratamiento y
concentracion y un testigo con agua destilada por cada meétodo, evaluando las
diferentes pruebas fisiologicas tales como capacidad de germinacion (plantulas
normales, plantulas anormales y semillas sin germinar) y vigor (primer conteo, indice
de velocidad de emergencia, longitud media de hipocotilo y radicula, asi como la tasa
de crecimiento de plantula).
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Variables evaluadas

Capacidad de germinacion

Todos los tratamientos, concentraciones y repeticiones en cajas Petri, fueron
llevados a una camara germinadora Marca Biotronette Mark Ill LAB LINE, a una
temperatura de 25 +1°C con 8 horas luz y 16 horas oscuridad, por ocho dias,

haciendo riegos con agua destilada segun lo necesito.

Haciendo un primer conteo de plantulas normales a los cuatro dias después de la
siembra, con el cual fue determinado el vigor de la semilla dado en porcentaje de
germinacion; y un segundo conteo a los cuatro dias después, evaluando el nimero
total de las plantulas normales de la prueba, plantulas anormales, semillas sin
germinar y semillas enfermas. La capacidad de germinacion corresponde a la media
de las plantulas normales de los dos conteos de las repeticiones de 50 semillas por

cada tratamiento y concentracion.

Plantulas Normales

Se consideran plantulas normales aquellas que poseen sus estructuras esenciales
para producir en suelo de buena calidad preparado en el laboratorio, estas plantulas,

bajo condiciones de agua, luz y temperatura.

1. Se consideran plantulas normales aquellas que presenten las siguientes

estructuras esenciales:

e Sistema radicular bien desarrollado, incluyendo raiz primaria, excepto para
aquellas plantas.

e Presencia de los dos cotiledones.

e Presentar una combinacién de estructuras esenciales como sistema de
raiz bien desarrollado, sistema apical bien desarrollado, dos cotiledones,
hojas primarias verdes y expandidas, brote terminal o apice.
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2. Aquellas que presenten ligeros defectos en las estructuras anteriores o cierto
retardo, sin que esto limite su crecimiento y desarrollo y revelen un desarrollo

vigoroso y balanceado.

e Presentan una raiz primaria dafiada y raices laterales lo suficientemente
largas y vigorosas como para sostener la plantula en el suelo.
e Plantulas con dafo superficial o deterioro en el hipocotilo o cotiledones,
siempre y cuando el dafio no afecte los tejidos conductores.
e Plantulas que presenten solamente un cotiledon sano.
3. Aquellas que estén invadidas o dafiadas por hongos y bacterias, siempre y cuando
sea evidente que la fuente de infeccion no es la semilla, y que presenten las

estructuras esenciales.

Plantulas anormales

Las que no se pueden clasificar como normales por tener alguna deficiencia en
desarrollo de sus estructuras esenciales, lo que les impide su desarrollo normal
cuando crece en suelo preparado y en condiciones favorables de agua, luz y

temperatura.

o Presentan una combinacion de defectos en sus estructuras esenciales que
limitan la continuacién de su crecimiento y desarrollo. Estos defectos son bien
marcados y varian segun las especies. Para una acertada clasificacion es
conveniente referirse al Manual de Evaluaciéon de Plantulas (AOSA 1983)

. Plantulas dafiadas, sin cotiledones con fisuras o lesiones que dafien el tejido
conductor de hipocotilo, o0 raiz; sin raiz en aquellas especies donde esta
estructura es esencial.

. Plantulas deformes, con desarrollo débil o desequilibrado de las estructuras
primordiales: hipocotilos poco desarrollados; talluelos hinchados y raices sin
desarrollo; plantas acuosas o bien que no presentan desarrollo después de

haber salido de los cotiledones.
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. Plantulas con estructuras esenciales deterioradas por hongos o bacterias,
excepto en el caso que se determine que dicha infeccion no provienen de la
semilla.

. Plantulas con estructuras esenciales deterioradas por hongos o bacterias,
excepto en el caso que se determine que dicha infeccion no provienen de la

semilla.

Semillas sin germinar

Semillas duras. Son aquellas que permanecen duras al final de la prueba de
germinacion, ya que no absorben agua porque tienen cubierta impermeable.
Semillas latentes. Se denominan asi las semilla viables (diferentes de las semillas

duras) que no germinan aun cuando estén bajo condiciones 6ptimas de la especie.

Semillas muertas. Son aquellas que no germinen y que no se les clasifigue como
latentes o duras, deberan ser consideradas como semillas muertas. Se debe registrar
el porcentaje de este tipo de semillas. No muestran ningin signo de desarrollo y

comunmente estan flacidas, decoloradas y con presencia de hongos.

Vigor

indice de velocidad de emergencia

Se realiz6 en forma convencional, igual a la anterior utilizando los dos métodos, uno
aplicando el tratamiento y concentracién directo al papel filtro y el segundo
inoculando directamente a la semilla en el tratamiento y concentracion imbibido por
tres horas; sembrando 50 semillas por repeticion en caja petri sobre papel filtro.
Llevando a una camara germinadora Marca Biotronette Mark Il LAB LINE a una
temperatura de 25 +1°C con 8 horas luz y 16 horas oscuridad. Para la evaluacion, se
tomaron en cuenta las plantulas emergidas por dia hasta completar los dias totales

de la prueba de germinacion.
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No. plantulas No. plantulas

IVE=2 + o

Longitud media de hipocotilo vy radicula

Los tratamientos se llevaron a una camara germinadora Marca Biotronette Mark 11l
LAB LINE a una temperatura de 25 +1°C con 8 horas luz y 16 horas oscuridad. Para
la evaluacion, se tomaron en cuenta 10 plantulas normales por cada repeticién de
cada concentracion y tratamiento, midiendo con una regla la longitud de hipocotilo y

radicula.

Tasa de crecimiento de plantulas (Peso Seco de Plantulas)

Llevando a una cdmara germinadora Marca Biotronette Mark Ill LAB LINE a una
temperatura de 25 +1°C con 8 horas luz y 16 horas oscuridad. Para la evaluacion, se
tomaron en cuenta las plantulas normales y se pusieron en una estufa Marca Shel
Lab a 65°C durante 24 horas, se pusieron en un desecador durante 15 minutos
posteriormente se pesaron las plantulas de cada repeticiébn, concentracion y
tratamiento. Para sacar el promedio se sumaron el peso de las cuatro repeticiones
gue tenia cada concentracion y se dividio entre cuatro asi teniendo la media de cada

concentracion.

Andlisis Estadistico

Los ensayos se establecieron bajo el disefio experimental completamente al azar

con 4 repeticiones.

El analisis estadistico de la informacion generada se realizé como un factorial en

completamente al azar con anidamiento, considerando como factor A las formas de
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inoculacién (Condiciones) estudiadas, como factor B los tratamientos (Cepas de
bacterianas) y el C concentraciones de la bacteria, bajo el siguiente Modelo

estadistico:

Yik = U + e +Vijex + G+ G*ex + ViG/ex + EEjx

Donde:

Yi=Vvariable observada de la i-€sima cepas, en la j-€sima concentracion dentro de la

k-ésima condiciones.
u=Efecto de la media general
ex= efecto de la k-ésima condicion

Vi/ex= efecto de la i-ésima cepa dentro de la k-ésima condlicion

G= efecto de j-ésima concentracion
G*ex=efecto de la interaccion entre la j-€sima concentracion con la k-ésima
condicion

ViG/ex= Efecto de la interaccion de la i-ésima cepa y la j-ésima concentracion dentro

de /la k-ésima condicion.
EEjw= Error Experimental

También se hicieron pruebas de comparacion de medias dadas por DMS (p<0.05) en

cada una de las variables; entre condiciones y concentraciones.

Todos los analisis de varianza y pruebas de medias, se realizaron mediante el uso

del paquete computacional Statistical Analysis System (SAS, 2004).
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IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados de varianza de la prueba de germinacién, en la variable de
plantulas normales se encontr6 una diferencia altamente significativa en la forma de
aplicacion de las diferentes cepas bacterianas (condiciones) como se muestra en el
Cuadro 4.1; mientras que en las restantes fuentes de variacion, tratamientos,
concentraciones e interacciones entre ellas no hubo diferencia en los resultados,

teniendo un coeficiente de variacion de 18.8 %.

Cuadro 4.1 Cuadrados medios, significancia y comparacion de medias la respuesta
fisiologica de germinacion de plantulas normales, plantulas anormales y
semillas sin germinar en semilla de tomate de cascara (Physalis ixocarpa
L.) inoculada con cepas de Azospirillum sp.

Fuentes de variaciéon Grados Plantulas Plantulas Semilla
de Normales Anormales sin
Libertad germinar
Condiciones 1 11051.04** 1410.67** 4902.04**
Tratamientos 3 165.36NS 92.61 NS 254.93*
Concentraciones 2 12.54 NS 8.67 NS 42.79Ns
Condiciones*Tratamientos 3 10.82 NS 23.11Ns 56.60 NS
Condiciones*concentraciones 2 0.54 NS 80.17Ns 36.29 NS
Tratamientos*concentraciones 6 57.21Ns 9.61Ns 154.18Ns
Cond*Trat*Conc 6 101.99 NS 58.78Ns 79.01Ns
Error 72 6529 3870 45 .96
% Coeficiente de variacion 18.8 43.23 28.52
Prueba de comparacion de medias
Condiciéon 1 61.38a 13.13b 16.63b
Condicién 2 39.92b 20.792 30.922

NS= No significativo, **=Altamente significativo, *= Significativo, Prueba de comparacion de medias: literales
iguales no hay diferencia entre medias, literales diferentes si existe diferencia entre medias.
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Por considerar la diferencia significativa en las condiciones, se realizé una prueba de
comparacion de medias (Cuadro 4.1), encontrando que la inoculacién de la cepa
bacteriana de forma constante (Condicion 1) tuvo un mayor efecto en la germinacion
hasta un 61.4 % de promedio, a diferencia del testigo quien presentdé 59 % de
plantulas normales; mientras que la inoculacion temporal (Condicién 2) obtuvo una
menor respuesta hasta de 40% pero siempre mayor que el testigo que fue de 36.5 %;
coincidiendo estos resultados en su respuesta fisioldgica al aplicar la bacteria con
Doebbelaere y Okon (2003), quien aseguran que en cultivos como trigo y maiz, al ser
inoculados con Azospirillum como tratamiento de semillas promueve un mayor
namero de plantulas normales; sin embargo la forma de inoculacion de la bacteria
marcoO una diferencia del 21.37% mas germinacion en la primera condicion que en la

segunda; como se puede observar en la Figura 4.1
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Figura 4.1 Comportamiento de las formas de inoculacion (condiciones) con cada
tratamiento en plantulas normales, plantulas anormales, semillas sin
germinar y semillas enfermas.
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Con respecto a la variable de plantulas anormales, se tuvo una diferencia altamente
significativa en las formas de inoculacion de bacteria (condiciones) como se observa
en el Cuadro 4.1; mientras que en las restantes fuentes de variacion, tratamientos,
concentraciones e interacciones entre ellas no hubo diferencia significativas en los

resultados, teniendo un coeficiente de variacion de 43.23%.

En la prueba de comparacion de medias se observé que la condicion 1 tuvo menor
cantidad de plantulas anormales con un 13.1%, que la condicion 2 quien presentd
20.8%; esto indica que la inoculacion de la bacteria Azospirillum en semillas
incrementa la germinacion y la biomasa del cultivo como lo menciona Bellone (1997),

en cereales que por tal motivo la cantidad de anormalidades disminuye.

En la variable de semillas sin germinar, se tuvo una diferencia altamente significativa
en la forma de inoculacién de las bacterias (condiciones), en los 4 tratamientos se
encontré una diferencia significativa, sin embargo, aritméticamente el tratamiento 1 y
2 fueron los que tuvieron menor porcentaje de semillas sin germinar con 14%
comparado con el 19.25% del tratamiento 3 y 4, mientras que el testigo tiene un 27%
siendo el que tiene mayor porcentaje de semillas sin germinar en el resto de las
fuentes de variacién no existié significancia teniendo un coeficiente variacion 28.52
%, como se observa en el Cuadro 4.1; en la comparacion de medias se tiene que la

condicién 2 tuvo una mayor cantidad de semillas sin germinar que la condicion 1.

En la variable de semillas enfermas observadas se tuvo una diferencia altamente
significativa en las diferentes cepas de la bacteria (tratamientos) y una diferencia
significativa en concentraciones, como se puede observar en el Cuadro 4.2; mientras
que en las restantes fuentes de variacion, tratamientos, concentraciones e
interacciones entre ellas no hubo diferencia en los resultados, teniendo un coeficiente

de variacion de 49.11%.
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Cuadro 4.2 Cuadrados medios, significanciay prueba de comparaciéon de medias en la
respuesta semillas enfermas en la prueba de germinacion en semilla de
tomate de cascara (Physalis ixocarpa L.) inoculada con cepas de
Azospirillum sp.

Fuente de variacion G.l. Semillas
enfermas

Modelo 23  49.03
Condiciones 1 18.38NS
Tratamientos 3 145.82**
Concentraciones 2 112.5*
Condiciones*Tratamientos 3  40.38Ns
Condiciones*Concentraciones 2 6.0NS
Tratamiento*Concentraciones 6 35.94NS
Cond*Trat*conc 6 16.33NS
Error 72 18.21
% Coeficiente de variacion 49.11
Prueba de comparacion de medias
Tratamiento 1 9.75 ab
Tratamiento 2 11.50 a
Tratamiento 3 7.67 bc
Tratamiento 4 583 ¢
Concentracion 1 10.56 a
Concentracion 2 8.69 ab
Concentracion 3 6.81 b

NS= No significativo, **=Altamente significativo, *= Significativo, Prueba de comparacion de medias:
literales iguales no hay diferencia entre medias, literales diferentes si existe diferencia entre medias.

Dentro de la diferencia altamente significativa de tratamientos y diferencia
significativa en concentraciones, se realiz6 una comparacion de medias mostrando
gue la mejor cepa bacteriana (Cuadro 4.2); se encontraron dos grupos estadisticos
en tratamientos y dos en concentraciones, donde los tratamientos 3 y 4 obtuvieron el
menor porcentaje de semillas enfermas entre 5.83-7.8 % (siendo del grupo c),
seguidos de los tratamientos 1 y 2 entre 9.75 a 11.5%, siendo el tratamiento 2 el de

mas porcentaje de semillas enfermas con 11.5 %.

En la prueba de medias de concentraciones, la respuesta de mayor cantidad de

semillas enfermas resulté 10* (concentraciéon 1) con 10.56% quien resulté ser la
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concentracion menos indicada para este cultivo, a diferencia de 108 (concentracion 3)
con un 6.81%,

La respuesta de la aplicacion de las diferentes cepas y concentraciones en la semilla
de tomate de cascara en forma general se encontro que la cepa de Trigo obtuvo una
mayor cantidad de plantulas normales a bajas concentraciones (10%) y menor

cantidad de plantulas anormales y semillas sin germinar (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Comportamiento de la inoculacién de las diferentes cepas de Azospirillum
sp. y concentraciones en semilla de tomate de cascara en porcentaje de
plantulas normales, plantulas anormales, semillas sin germinar y semillas
enfermas.

Para la variable de Longitud media de hipocotilo (LMH) se encontré una diferencia
altamente significativa teniendo un Coeficiente de Variacion de 24.28%, donde su
prueba de comparacién de medias mostr6 que en las formas de inoculacién de la
bacteria con 1.58 cm obtuvo un mayor promedio de longitud y en la segunda
condicion en menor con 1.20 cm (Cuadro 4.3).
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Con respecto a la fuente de variacion en la interaccion condiciones por tratamientos

en esta variable se obtuvo una diferencia significativa, donde la cepa de trigo resulté

ser la de mejor longitud con 1.57 cm, seguida de la cepa de nopal con 1.38 cm

quienes fueron el primer grupo estadistico en la prueba de comparacion de medias la

cepa de menor LMH fue la de tomate con 1.35 cm como se muestra en la Figura 4.3.

Cuadro 4.3 Cuadrados medios, significancia y prueba de comparacion de medias en la

respuesta de longitud media de hipocotilo, longitud media de radicula,
peso seco e indice de velocidad de emergencia en la prueba de
germinacion en semilla de tomate de cascara (Physalis ixocarpa L.)
inoculada con cepas de Azospirillum sp.

Fuente de variacion G. I Long. Long. Peso seco indice de
media de media de velocidad de
hipocotilo radicula emergencia

Modelo 23 0.374 3.85 4.97 224.02
Condiciones 1 3.48** 65.89** 36.26** 4442.03**
Tratamientos 3 0.390Ns 0.36 NS 2.81Ns 82.45*
Condiciones*Tratamientos 3 0.640* 2.68NS 4.12Ns 21.39NS
Concentraciones 2 0.058NS 0.26NS 3.97NS 4.47Ns
Condiciones*Concentraciones 2 0.074NS 0.17Ns 3.97Ns 11.86NS
Tratamientos*Concentraciones 6 0.096 NS 1.13NS 3.18NS 36.69NS
Cond*Trat*conc 6 0.20Ns 0.95Ns 3.84NS 24.32N\S
Error 72 0.114 0.98 2.34 11.91
% Coeficiente de Variacion 24.28 43.69 70.91 11.37
Prueba de comparacion de medias

Condiciéon 1 1.58a 3.09 a 1.54b 37.13a
Condicién 2 1.20b 1.44b 2.772 23.53b
Tratamiento 1 1.35b 23la 1.792 30.46 b
Tratamiento 2 1.26b 2.10 a 2.052 30.29 b
Tratamiento 3 1.38ab 2.25 a 2.612 28.02c
Tratamiento 4 157 a 2.33a 2.162 32.55 a

NS= No significativo, **=Altamente significativo, *= Significativo, Prueba de comparacién de medias: literales
iguales no hay diferencia entre medias, literales diferentes si existe diferencia entre medias.
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Figura 4.3 Tipo de inoculacion con la bacteria en diferente semilla para las variables
LMHy LMR

En la variable de longitud media de radicula (LMR), solo se mostr6 una diferencia
altamente significativa en las forma de inoculacién o condiciones de inoculacion, en
general esta condicién tuvo 3.1 cm de radicula en promedio que marcé la diferencia
de la condicién 2 con 1.43 cm; dentro de la primera condicion tuvo mayor LMR el
tratamiento 4 (cepa de originaria de Trigo) con la concentracion 1 teniendo hasta
4.66 cm; coincidiendo con Schmidt et. al., (1988); quienes demostraron que la
inoculaciéon con Azospirillum brasilense (productor eficiente de AIA) en semillas de
Medicago sativa, incrementaba significativamente la elongacion de la raiz principal 6
por la proliferacion de las raices laterales y adventicias, resulta ventajoso desde el
punto de vista adaptativo, porque aumenta su capacidad de anclarse al suelo y
obtener agua y nutrientes del ambiente en un estadio critico del desarrollo vegetal,
en el resto de las fuentes de variacion no se obtuvo una diferencia significativa, se

obtuvo un Coeficiente de Variaciéon de 43.69% como se observa en el Cuadro 4.3.
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Sin embargo, en lo que respecta a la variable de Peso Seco (PS) se encontré una
diferencia altamente significativa en las formas de inoculacion de las bacterias,
donde la Condicién 1 obtuvo menor peso seco 1.54 mg/plantula; mientras que la
condicion 2 se encontré un peso de 2.77 mg/plantula. En los tratamientos, se pudo
observar que el tratamiento 4 (cepa de origen Trigo) en una concentracion 3 en la
condicién 2 mostrd el méas alto valor de peso seco presentado en el estudio con 3.09

mg/plantula.

En la variable de indice de Velocidad de Emergencia (IVE) se tuvo una diferencia
altamente significativa en la manera de inoculacion de las bacterias, mostrando que
la Condicién 1 obtuvo un promedio de 37.132 plantulas/dia con respecto a la
condicion 2 quien tuvo una menor cantidad de 23.528 plantulas/dia plantulas/dia
como se muestra en el Cuadro 4.3; Michiels, y J. Vanderleyden. (1991), mencionan
gue la asociacion de Azospirillum con las raices de las plantas se desarrolla en dos
etapas completamente independientes; donde la primera consiste en una adsorcién
rapida, débil y reversible, la cual es dependiente de proteinas de la superficie
bacteriana del tipo de las adhesinas en conjunto con la participacion del flagelo polar;
y la segunda fase consiste de un anclaje lento pero firme e irreversible que alcanza
su maximo nivel 16 h después de la inoculacion, el cual parece ser dependiente de
un polisacéarido extracelular de Azospirillum; todo ello puede explicar el
comportamiento de las formas de inoculacion que se utilizaron en este estudio donde
la Condicion 1 en muchas de las variables estudiadas tuvo un mejor resultado ya que
esta estuvo la bacteria en un tiempo constante y sin exceso de agua, mientras que la
condicion 2 solo estuvo 3 horas y no tuvo tiempo la bacteria de adherirse a la semilla

mostrando menor respuesta.

En los tratamientos estudiados (cepas) se encontré una diferencia significativa entre
ellos como se observa en el Cuadro 4.3, destacando nuevamente la cepa originaria
de Trigo con un IVE de 32.551 plantulas/dia, mientras que la cepa de Nopal presentd

el mas bajo indice; sin embargo comparado con el testigo resultd aun mejor ya que
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este obtuvo 28.016 plantulas/dia y el testigo 24.413 plantulas/dia siendo menor a
todos los tratamientos.
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V. CONCLUSIONES

En base a los resultados encontrados y expresados en esta investigacion, ademas

de considerar los objetivos planteados se concluye que:

La respuesta fisiologica de la semilla de tomate de cdscara (Physalis ixocarpa
L.) es diferente al ser inoculada con Azospirillum sp, en diferentes
condiciones, resaltando la Condicién 1 (inoculacién de la bacteria en contacto
constante con la semilla) por tener mejor respuesta fisiolégica que al ser

inoculada por un tiempo (imbibicién por tres horas, Condicion 2).

La respuesta en la capacidad de germinacion y vigor en semilla de tomate de
cascara (Physalis ixocarpa L.) es diferente al ser inoculada con cepas de
Azospirillum sp, de diferente origen, sobresaliendo la cepa originaria de Trigo
quien genera mayor namero de plantas normales y LMH, asi como menor
cantidad de PA y SSG.

La semilla de tomate de céscara (Physalis ixocarpa L.) al ser inoculada con
cepas de Azospirillum sp, de origen de Trigo a una concentracion de 10* UFC

tiene menor incidencia de semillas enfermas.
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