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[. INTRODUCCION

El cultivo de tomate es uno de las hortalizas con mayor demanda, por su alto
consumo a nivel mundial y para los productores representa un medio de
entrada de grandes cantidades de divisas (FAO, 2012).Teniendo en cuenta el
impacto ambiental negativo de los fertilizantes inorganicos y sus costos
crecientes, el uso de microorganismos beneficiosos del suelo como las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) para la agricultura
sostenible, ha aumentado a nivel mundial durante el Ultimo par de décadas
(Terry et al, 2005).

El nitrégeno (N) es un elemento importante en la composicion de proteinas,
acidos nucleicos y otros componentes celulares, siendo asi una molécula
esencial para el crecimiento de todo ser vivo. La atmosfera cerca de la
superficie de la tierra estd compuesta principalmente por 78.084% de N y 20.95
% de oxigeno. Junto, los dos comprenden aproximadamente el 99% del gas en
la atmosfera. Para ser utilizado en el crecimiento, este debe ser primero
reducido y luego “fijado” (combinado) en la forma de iones amonio (NH4.) o
nitrato (NO3). La relacion que se establece entre las bacterias y las plantas
puede ser benéfica, perjudicial o neutra. Dentro de las favorables se encuentra
las asociaciones con bacterias fijadoras de nitrogeno como Azospirillum,

Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas y Burkholderia (Estrada at al, 2001).

El selenio fue descubierto por el Quimico sueco Jons Jacob Berzelius en 1817
(Terry, Zayed, De Souza, & Tarun, 2000; Tinggi, 2003), en el afio de 1957 se
consider6 como un elemento esencial para muchos organismos, incluyendo
plantas, animales y seres humanos (Zhu, Pilon-Smits, Zhao, Williams, &
Meharg, 2009), debido a su papel en la enzima antioxidante glutation

peroxidasa (GSHPXx), enzima que protege a las membranas celulares contra el



dafio causado por la peroxidacién de los lipidos mediante la prevencion de la
produccion de especies reactivas de oxigeno activo (Tinggi, 2003). El selenio no
se limita meramente a su papel en la actividad antioxidante, sino que también
participa e otros aspectos multiples del metabolismo de los mamiferos.

La mayor parte del selenio en la corteza terrestre se produce asociado con
minerales de sulfuro (Shamberger, 1981). La presencia o ausencia de selenio
en cualquier suelo depende de la composicion de la roca madrey de procesos
posteriores a la formacion del suelo (Shamberger, 1981; Zhu et al., 2009). La
concentracién del selenio en la mayoria de los suelos oscila entre 0.01 y 2.0 mg
kg™, y pueden encontrarse suelos con concentraciones altas conocidos como
“seleniferos” (>10 mg kg™) (Fordyce, 2005a)" La biodisponibilidad del Se a las
plantas puede variar sustancialmente por razones que aun no se entienden
bien. El selenio es absorbido por las plantas como selenato, selenito y selenio
organico (Shamberger, 1981; Terry et al., 2000).

El selenio puede ser faciimente oxidado desde Se° a Se™ o Se*® (Shamberger,
1981). El selenio se recupera habitualmente como un subproducto de la
refinacion de los minerales de sulfuro de otros metales como el cobre
(Shamberger, 1981).

Las plantas varian considerablemente en su respuesta fisioldgica al selenio.
Algunas especies de plantas que crecen en suelos seleniferos son tolerantes y
acumulan de cientos a varios miles de mg kgt de Se en sus tejidos
(acumuladoras de Se), las cuales se componen de un nimero de especies de
Astragalus, Stanleya, Morinda, Neptunia, Oonopsis, and Xylorhiza. Sin
embargo, la mayoria de las plantas son sensibles al selenio (no acumuladoras

de Se), conteniendo menos de 25 mg kg™ de Se (Terry et al., 2000)



II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar los niveles de selenio y Azospirillum sp., sobre la germinacion y
vigor de semillas de tomate; asi como también sobre los caracteres

morfoldgicos de plantulas de Tomate.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Encontrar la concentracion de selenio y Azospirillum que produzca la
maxima respuesta en las variables en estudio como porciento de
germinacion, plantulas anormales, prueba de vigor, indice de velocidad

de emergencia, longitud media de hipocotilo y longitud media de radicula.

e Obtener la concentracion de Azospirillum y selenio que permita un

desarrollo normal de plantulas de tomate.



l1l. HIPOTESIS

e Al menos una concentracién de Azospirillum sp., y selenio tiene efecto
benéfico en pruebas de germinacion de semillas y produccién de

plantulas de tomate; a comparacion a la forma individual de cada uno.

e El selenio en altas concentraciones afecta la morfologia de plantulas de
tomate.



IV. REVISION DE LITERATURA

Panorama de la Produccion de Tomate

El tomate (Solanum lycopersicon L.) es, en sentido estricto, una fruta,
pues nace de una flor y tiene semillas de las cuales nacera otro arbusto.
Actualmente es el segundo cultivo mas importante de todas las hortalizas a
nivel mundial, junto a la papa (Solanum tuberosum). La produccion mundial
actual es de alrededor de 160 millones de toneladas de fruta fresca proveniente
de una superficie cosechada de 4,73 millones de hectareas (FAOSTAT, 2013)

En el afio 2012, México tuvo una produccién de 2, 699, 238.79 toneladas
de fruto fresco provenientes de 52,873.88 hectareas sembradas. En general se
tiene una produccién media nacional de 51.05 ton/ha™afio (Ol + PV) en la
modalidad de Riego + temporal (SIAP, 2013). El estado que tiene la mayor
rendimiento nacional es Queretaro con 180.35 ton/ha, seguido de Durango con
173.04 ton/ha™ y el estado con menor rendimiento nacional es Tabasco con
12.47 ton/ha™.

El cultivo de tomate en invernadero.

Considerando la superficie dedicada a este cultivo y el valor de su
produccion, el tomate es la hortaliza niumero uno en el mundo. La planta de
tomate es arbustiva e indeterminada, puede tener un ciclo de vida superior a un
ano, aunque se cultiva como anual. Para invernadero se utilizan las variedades
de crecimiento indeterminado pues permite tener produccion durante periodos
largos si se manejan de forma adecuada. El manejo del cultivo es la clave para

obtener altos rendimientos y calidad del fruto(Castellanos, 2011).



Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

En la actualidad la inoculacion de plantas con rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR) es un activo importante para la agricultura
biolégica. Esta biotecnologia ambiental esta recibiendo atencién como una
forma de reducir las dosis de fertilizantes quimicos sin afectar el rendimiento del
cultivo. Entonces puede ser evaluada como un componente de las estrategias

de gestién integrada de la agricultura (Kotchoni & Baba-Moussa, 2013)

El selenio en el ambiente

El selenio (Se) es un elemento presente en la naturaleza en muchas formas
diferentes (inorganico, organico, solido, liquido y gas) (Acufia, Jorquera, Barra,
Crowley, & De la Luz, 2012) siendo este esencial para animales y seres
humanos en cantidades traza y perjudicial en exceso (Fordyce, 2005b). Zhu et
al., (2009) consideran que es esencial también para plantas.

Sors et al (2005) mencionan que su semejanza fisica y quimica con el azufre
(S) estable que estos comparten vias metabdlicas comunes en las plantas, en
el cual los oxianiones selenato y selenito pueden ser considerados como
analogos del sulfito y sulfato, respectivamente (Stolz et al, 2006).

Es bien sabido que muchos microorganismos pueden reducir los oxianiones
solubles de selenio, que son altamente toxicos a una forma insoluble mucho
menos toxico, es decir, el selenio elemental (Garbisu, Ishii, Leighton, &
Buchanan, 1996).

Existen plantas que son acumuladoras de selenio como la mostaza
india (Brassica junceal.) acumula altas concentraciones de Se tejidos
y volatiliza Se en formas relativamente no toxicos, tales como dimetilo (De
Souza et al., 1999). La reduccidn biolégica de selenio ha sido investigado con
diversos microbios tales como Thauera selenatis, Enterobacter
taylorae, Rhizobium sp., Azospira oryzae, Bacillus sp., y Desulfovibrio

desulfuricans subesp. aestuarii. La mayoria de los microbios estudiados son



anaerobios facultativos que utilizan un donador de electrones como la melaza,
de etilo, etanol y metanol, ademas de gas hidrogeno (Takada et al., 2008).

Los géneros mas estudiados de plantas acumuladoras de Se son
Astragalus y Stanleya (Dawn et al., 2013). Las plantas hiperacumuladoras de
Se pueden almacenar y tolerar de 0.1% (White, Bowen, Marshall, & Broadley,
2007) hasta 1% de su peso seco (Dawn et al., 2013) sin mostrar ningun sintoma
de toxicidad.

El Se ocurre naturalmente en la mayoria de los suelos y puede encontrarse en
niveles muy altos en suelos alcalinos. Los suelos no seleniferos contienen
menos de 1 mg kg™®, mientras que los seleniferos pueden variar entre 2 y 100
mg kg™ (Dawn et al., 2013; Zhao et al., 2005).



V. MATERIALES Y METODOS

Localizaciéon del area experimental.

El presente trabajo experimental se llevo acabo en el invernadero 2 del &rea de

invernaderos del departamento de produccion “U.A.A.A.N.” que se ubica al sur

de la ciudad de saltillo, Coahuila, en las coordenadas 101° 01'51.59"" de
longitud Oeste y 25° 01°19.63"" de latitud Norte, con una altitud de 1780

m.s.n.m.

Descripcion del Experimento

Material vegetal. se utilizd semillas de Tomate tipo Saladette de
crecimiento determinado, sus condiciones de adaptacion le permiten ser
cultivada de manera rastrera y envarado. Frutos rojo intenso con
excelente firmeza, Peso promedio de 110-130gr, al contar con paredes
gruesas le permiten tener una larga vida de anaquel. Tolerante al F1-2
Bsp

Siembra en contenedores. La siembra de las semillas se hizo de manera
directa en contenedores de Poliestireno expandido de 1 litro de
capacidad. El sustrato utilizado fue una mezcla de los sustratos Perlita +
Peat moss (Sphagnum.) con una relacién 1:1. La solucién nutritiva que
se aplico fue la propuesta por Steiner (1961). La medicién del pH y CE
en el sustrato se realizd6 mediante el método del Pour-through

Solucién nutritiva.  La solucion nutritiva que se utiliz6 para este
experimento fue Steiner (1961) la cual se considera los siguientes
elementos y sus concentraciones: Nitrégeno (NOz)= 167 ppm, Fésforo=
31 ppm, Potasio= 277 ppm, Magnesio= 49 ppm, Calcio=183 ppm,



Azufre= 67 ppm, Hierro= 3 ppm, Manganeso=1.97 ppm, Boro= 0.44 ppm,
Zinc =0.11 ppm, Cobre =0.02 ppm, Molibdeno =0.007 ppm.

En la Tabla 1 se muestra los requerimentos de la solucion universal de Steiner y

apartir de esta se realizaron las concentraciones de 40% y 50%.

Tabla 1. Calculo de la concentracién de aniones y cationes en base al
procedimiento de Steiner (1961) al 100% y también se calculd a porcentajes de

50% y 40% a partir de la solucién original.

NO- PO, SOz K* ca”™ Mg Concentracion
3 . (meq . L™ 4 (meq.L™) (meq . L™ (meq . L™ total

(meqg . LY (meq.L™)

12 1 7 7 9 4 100%

6 0.5 3.5 35 45 2 50%

2.4 0.4 2.8 2.8 3.6 1.6 40%

A los 10 dias después de la siembra se decidi6 comenzar la nutricién de las
plantulas con la aplicacion de la solucion nutritiva Steiner al 40% (Tabla 2).
Aplicando esta concentracion de nutrientes como una fertilizacion base para
todos los tratamientos, en el cual, por la misma via se aplicaba la concentracion
de selenio a las plantas que les correspondia sus diversos tratamientos. La
forma en que se aplicé el selenio fue como selenito de sodio.

La aplicacion de la solucion nutritiva se realiz6 de forma manual. Haciendo se

esta todos los dias a las 10 de la mafiana.

Tabla 2. Doble entrada de cationes (+) y aniones (-) y fuentes para solucién

para preparar la solucién nutritiva Steiner al 40%, expresadas en meq L™.

K* Ca”’ Mg~ Total
NO3 12 36 S=4.8
PO4 0.4 T=0.4
S04 12 16 =28
y=2.8 T=3.6 T=1.6




A los 30 dias después de la siembra se decidié cambiar la concentracion de la
solucion nutritiva de acuerdo a la edad de las plantas; teniendo asi un
incremento de 10% de concentracién. Se pasé de 40% a 50%; la cual se

muestra en la Tabla 3, donde se muestran los fertilizantes que se utilizaron.

Tabla 3. Doble entrada de cationes (+) y aniones (-) y fuentes para solucién

para preparar la solucién nutritiva Steiner al 50%, expresadas en meq L™.

Solucion nutritiva Total de aniones
K" Ca”" Mg*"
NO3 3 3.6
PO4 0.5 0.5
S04 3.0 2 5
Total de cationes >=3.5 >=3 >=3

Descripcion de tratamientos.

En el presente experimento se aplicaron cuatro niveles de selenio 0, 1, 5y 10
ppm, asi como también cuatro niveles de la bacteria del genero Azospirillum
sp., con 0, 10%, 10° y 10° ufc mL™; con siete repeticiones por tratamientos. En la
tabla 4, se describen los tratamientos que se aplicaron en el experimento del
cultivo de tomate saladette (Solanum esculentum), en este estudio se manejé
diferentes concentraciénes de la bacteria Azospirillium con la interacion del

selenio.
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Tabla 4. Descripcidon de tratamientos aplicados a plantulas de tomate a los 8

dias después de la siembra.

Tratamientos Se (mg L™) + Azospirillum Tratamientos Se (mg L™) +
(ufc mI™) Azospirillum (ufc ml™)

Ty 0+0 To 5+0

T 0+ 10° Tio 5+10°
Ts 0+10° Tu 5+10°
Ta 0+10° T 5+10°
Ts 1+0 T3 10+0

Te 1+10° T 10 + 10°
Ty 1+10° Tis 10 + 10°
Ts 1+10° Tie 10 + 10°

Disefio experimental y analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un  disefio completamente al azar
balanceado con arreglo factorial 4x4. Asi como del uso de un Analisis de
Varianza Multivariado (MANOVA) y de la Metodologia de Superficies de
Respuesta. El analisis estadistico de este experimento fue realizado bajo el
‘software estadistico R’ (R Core Team, 2013).

Las variables independientes o factores de este estudio son: X;=
concentraciones de selenio, X, = concentraciones de Azospirillum sp y las

variables dependientes o de respuesta fueron: Yy, Y2, Y3, Y4, Ys, Ys, Y7, Yg

11



VI. RESULTADOS

Prueba de independencia. El estadistico de prueba fue de U = 1124.125 con
un p-valor=0" de donde se concluye que las variables dependientes

transformadas VY,,Y,,Y,,Y,,Y;,Y,.Y;,Y; no son independientes entre si. Por lo

tanto lo conducente es analizarlas simultdneamente a través de las técnicas del
analisis multivariado.

Transformacion de datos y prueba de normalidad multivariada. Los datos fueron
transformados y de la prueba de normalidad multivariada se concluye que no
hay evidencia para suponer que los datos no tienen una distribucién normal
multivariada dado que el estadistico de prueba Z; = 235.788 con un p-valor = 0.
Disefio de experimento multivariado

A continuacion se muestra el MANOVA con el criterio de Roy para el disefio
completamente al azar balanceado con arreglo factorial del experimento, (Tabla
5). De acuerdo al MANOVA del disefio completamente al azar balanceado con
arreglo factorial 4x4 realizado, se puede observar en la tabla 2 que hay
diferencia altamente significativa para las hipétesis de los tres factores A, B, su
interaccion “A x B”. De donde se concluye que existe diferencia entre los
diferentes niveles del selenio, concentracién de Azospirillum y que interaccion
de selenio y Azospirillum provoca un efecto en la calidad fisioldgica de semillas

de tomate.

Tabla 5. MANOVA con el criterio de Roy para el modelo de disefio

completamente al azar balanceado con arreglo factorial 4x4 completo

multivariado.
FV G Estadistico Aproximaciéon F Numerador DF Denominador DF  Pr(>F)
L de Roy
A 3 50.752 577.30 8 91 < 2.2 Hk
B 3 0479 5.45 8 91 127w
AxB 9 2271 24.23 9 96 < 2,270 #xx
Residuales 96

FV=Fuentes de variacion, GL= Grados de libertad. Aproximacion F, Rencher eq. (6.21), p. 165.

12



Técnicas de superficies de respuesta multivariada.

Regresion multiple multivariada (MANOVA).

Del MANOVA para la regresiéon multiple multivariada (Tabla 6), se observa que
la hipbtesis nula es rechazada, es decir los modelos de regresiéon polinomiales
de segundo grado ajustan adecuadamente el comportamiento de cada una de

las variables respuesta en funcion de la concentracion de selenio y A.

Tabla 6. MANOVA con el criterio de Roy para la regresion maltiple multivariada.

Fv GL Roy Aproximacion Numerador Denominador Pr(>F)
F DF DF
Regresion 5 25.205 324.51 8 103 < 2.2 0wk

Residuales 106

FV=Fuentes de variacion, GL= Grados de libertad.

Medida de asociacion multivariada de Roy.

Tal y como menciona Rencher (2002), subsection 6.1.8, aiin queda mucho por
estudiar sobre estas medidas de asociacion, pero el valor reportado de nroy =
0.9618388 es bastante alto, reforzando la conclusién de que los modelos de

regresion estimados son adecuados.

Superficies de respuesta estimadas

La metodologia de superficies de respuesta

A continuacion se muestran en la Tabla 7 los modelos de segundo grado de
superficie de respuesta estimados para cada variable dependiente en términos

de las variables independientes x;, X, :

Y =b, +b,x, +0,%, +b, X/ +b,,XZ +b,% X,
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Tabla 7. Modelos de segundo grado de superficie de respuestas estimadas para cada variable

dependiente en términos de las variables selenio y Azospirillum, del experimento de produccion

de plantulas de tomate en invernadero.

bO bl b2 bll b22 b12

Y 95.2907 -6.6899 62.3850 2.4367 -54.5435 0.6329
1

Y 0.8012 -0.0894 0.2999 0.0234 -0.2564 0.0042
2

Y. 3.9133 -0.1238 1.1700 -0.0367 -1.0120 0.0097
3

Y -16.9484 -8.4037 -39.5110 0.9582 33.5920 0.4175
4

Y. 0.2882 -0.2734 -0.9312 -0.0995 0.7981 0.7981
5

Y 174.2112 -0.1237 155.3941 9.5746 -138.3030 2.9547
6

Y 5.7943 -3.5628 1.1065 0.9671 -1.0220 0.1153
7

Y 5.3574 -0.3727 -0.3727 -0.2374 1.2313 -0.0296

oo

A continuacién se muestra las graficas (Figuras 1-4) de las variables de

respuesta de plantas de tomate. Encontramos entonces que para las 8

variables de respuesta: Y,, Y,, Y., Y,, Ys, Ys, Y, Y, se realizO una

maximizacién en la cual se requeria que el mas alto valor de estas.
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Figura 2. Superficies de Respuesta (3D) de las variables Ys, Yg, Y7y Ys, del

experimento de produccion de plantulas de tomate en invernadero.
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Figura 3 Graficos de contornos de las variables Y1, Y2, Y3y Y4, del experimento

de produccion de plantulas de tomate en invernadero.
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Figura 4 Graficos de contornos de las variables Ys, Ys, Y7y Yg del experimento

de produccion de plantulas de tomate en invernadero.

Optimizacion de superficies de respuesta estimadas univariadas.

En esta seccién se muestra de manera individual las superficies de respuesta

estimadas para cada variable dependiente, donde se sefiala el punto critico (Se,

Azospirillum) para cada uno de ellos. Teniendo en cuenta que en la realidad no

es practico hacer estas aplicaciones de las concentraciones de Se vy

Azospirillum para mejorar cada una de las repuestas a la vez. Es por eso que

se recomienda encontrar un solo punto critico de Se y Azospirillum que optimice

18




de manera simultanea todos las variables dependientes que mejoren la calidad

fisiologica de las semillas de tomate (Tabla 8).

Tabla 8. Puntos criticos individuales, haciendo notar que son diferentes para cada variable

dependiente V.

Variables dependientes Niveles 6ptimos de los factores
Se (ppm) Azospirillum sp. (ufc ml™)

0 4.9
Y1

0 5e”
Yz

0 4.9¢"
Y3

0 0
Y4

0 0
Y5

0 4.9¢"
Y6

0 4.6e”
Y7
Y. 1.054 0

[ec}

Optimizacion de superficies de respuesta estimadas multivariadas (véase
Rencher seccion 7.5, p. 284, (1)).

Aqui se sefiala el punto critico simultdneo que define el punto Optimo de
Pareto, para las 6 superficies de respuesta, indicando que este punto (Se,
Azospirillum) optimiza simultaneamente a las 6 variables dependientes Y;-Ys,

bajo el criterio de la funcion de Distancias (Tabla 9).

Tabla 9. Optimizacién de superficies de respuesta estimadas.

Criterio Nivel 6ptimo de los factores

Se (ppm) Azospirillum (ufc ml™)
Funcién de Distancias 0 4.2e""

De acuerdo a esta metodologia empleada, se pudo encontrar el punto
optimo de los factores que inducen un cambio en las variables estudiadas, esto
contesta el objetivo especifico del trabajo en el cual se encontré la
concentracién de 0 ppm de Se y 4.2e°” ufc ml™.
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VII. DISCUSSION

Garbisu et al, (1996) desarrollaron un sistema de tratamiento utilizando las
bacterias Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis para mitigar flujos de
residuos contaminados con selenio como modelos de bacterias Gram (-) y (+)
del suelo, respectivamente. Ademds, encontraron que el Se elemental se
deposita en forma de granulos en toda la célula, o entre la pared celular y la
membrana plasméatica en P. fuorescens y B. subtilis, respectivamente. En B.
subtilis se induce la sintesis de tiorredoxina en presencia de selenito.

De todos los elementos, el selenio tiene una de las gamas mas estrechas entre
la deficiencia en la dieta (<40 pg dia™) y los niveles téxicos (>400 pg dia™) por
lo que es necesario controlar cuidadosamente la ingesta por los seres humanos
y otros animales, de ahi la importancia de la comprension de las relaciones

entre la exposicion del medio ambiente y la salud (Fordyce, 2005b).
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VIIl. CONCLUSION

La produccion de plantulas de tomate es de gran interés en la actualidad, de
acuerdo a las propiedades antioxidantes en el caso del selenio es de mucha
importancia en las plantas, pero una aplicacién en niveles altos 5y 10 ppm de
esta via solucion nutritiva o fertirriego afecta a las plantas de tomate,
provocandole disminucién del desarrollo de las plantas.

Por otro, Azospirillum como vimos tiene efecto en las plantas, coincidiendo con
resultados obtenidos con otros investigadores sobre la induccion del

crecimiento y desarrollo de plantas.
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RESUMEN

Este estudio se llevé a cabo para determinar el efecto de la inoculacion en
semillas de tomate con diferentes combinaciones de Azospirillum sp. y selenio
en las variables de respuesta: porciento de germinacion, plantulas anormales,
prueba de vigor, indice de velocidad de emergencia, longitud media de
hipocotilo y longitud media de radicula. Ademas, encontrar la concentracion
optima que afecte positivamente las variables evaluadas, mediante las técnicas
de superficies de respuesta multivariadas.

El experimento consistid en estudiar las combinaciones de las concentraciones
0, 1, 2 y 3 ppm de selenio y diluciones 0, 10° 10° y 10" ufc/ml de Azospirillum,

con 16 tratamientos, utilizando 50 semillas por repeticion, con cuatro
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repeticiones por tratamiento. Se utilizé un disefio completamente al azar
balanceado con arreglo factorial 4x4. De acuerdo a la prueba de independencia
realizada se encontré que las variables en estudio no eran independientes, por
lo tanto, se analizaron simultaneamente a través de las técnicas del andlisis
multivariado. En el analisis de varianza multivariado (MANOVA) se encontrd
diferencia altamente significativa para los tres factores: selenio, Azospirillum y la
interaccién de ambos factores, teniendo un p-valor de < 2.2e ¢ 7.68e ’, y
1.47e° respectivamente. De acuerdo a esta metodologia empleada, se pudo
encontrar el punto éptimo de los factores que inducen un cambio en las
variables estudiadas, esto contesta el objetivo especifico del trabajo en el cual

+06

se encontro la concentracion de 0.25 ppm de Se y 5.1 ufc/ml de la cepa C-5

de Azospirillum sp., que afectan de manera positiva la calidad fisiologica de

semillas de tomate.

Palabras clave: Inoculacion, rizobacterias, selenito, MANOVA, superficies de

respuesta.

ABSTRACT
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This study was conducted to determine the effect of inoculation of tomato seeds
with different combinations of Azospirillum sp. and selenium on the response
variables: percentage of germination, abnormal seedlings, test force, emergency
speed index, average length of hypocotyl and radicle mean length. Moreover,
finding the optimal concentration that positively affects the variables assessed

using techniques of multivariate response surfaces.

The experiment was to study the combinations of concentrations 0, 1, 2 and 3
ppm selenium and dilutions of 0, 10°, 10° and 10’ cfu/ml of Azospirillum with 16
treatments, using 50 seeds per replicate with four replicates per treatment. A
design was used to completely balanced 4x4 factorial arrangement. According
to the test of independence was found on the study variables were not
independent, therefore, were simultaneously analyzed using multivariate
analysis techniques. In the multivariate analysis of variance (MANOVA) highly
significant difference was found for all three factors: selenium, Azospirillum and
the interaction of both factors having a p-value < 2.2e *® 7.68e’ and 1.47e™°
respectively. According to this methodology, it was possible to find the optimum
point of the factors that induce a change in the variables studied, that answers
the specific objective of the work in which the concentration of 0.25 ppm Se and
5.1e"%® cfu/ml of strain C-5 of Azospirillum sp., which positively affect the

physiological quality of tomato seeds.

Keywords: inoculation, rhizobacterias, selenite, MANOVA, response surfaces.

INTRODUCCION
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El uso de bioinoculantes en la agricultura son incorporados como tratamientos a
semillas, los cuales contienen microrganismos promotores del crecimiento
vegetal, como la bacteria del género Azospirillum sp., junto con otros
elementos benéficos muestran un creciente interés no so6lo en estudios de
investigacién sino también en evaluaciones extensivas y en usos comerciales
en diferentes cultivos. Azospirillum representa una de las rizobacterias mas
estudiadas (Bashan and De Bashan, 2010; Couillerot et al., 2010) debido a su
capacidad de fijar nitrogeno atmosférico y producir fitohormonas (Di Barbaro,
Pernasetti, & Stegmayer, 2005) como el acido indol-3-acético (IAA), el acido
giberélico (GAj3), el acido abscisico (ABA), etileno y zeatina (Mehdipour et al.,
2012; Perrig et al.,, 2007). Esta bacteria, inoculada a semillas de cereales,
aumenta el porcentaje de germinacion (Kotchoni & Baba-Moussa, 2013), la
biomasa (Kloepper, Leong, Teintze, & Schroth, 1980), aparicibn de raices
laterales, aumentan la densidad y la longitud de los pelos radicales,
incrementando asi el volumen radical (Di Barbaro et al., 2005). Por otro lado, el
Se al igual que el S tiene variedad en sus estados de oxidacién como seleniuro
(Se?), selenio elemental (Se?), selenito (Se*) y selenato (Se®"), estas dos
tltimas formas son absorbidas por las plantas debido a su elevada solubilidad,
sin embargo el Se’ y el Se” son insolubles, por lo cual dificiimente son
absorbidas por las plantas (Broadley et al., 2007). Fordyce (2005) sefiala que
en la mayoria de los suelos del mundo las concentraciones de selenio son
bajas, alcanzando de 0.01 a 2.0 mg/kg y una media de 0.4 mg/kg, mientras que
en Sonora fue reportado de 0.8-1.8 mg/kg en sedimentos (Garcia-Hernandez et
al.,2000)

El selenio (Se) tiene una funcién importante en una amplia gama de procesos
fisiol6gicos asociados con la actividad antioxidante en los organismos (Duran et
al., 2013a). y se sabe que el selenito, sobre el selenato, es mas efectivo en esta
actividad (Cartes et al.,, 2006), ademas también influye en la tolerancia al estrés
(Cartes et al., 2006; Hartikainen, T, y Piironen, 2000; Hasanuzzaman et al.,
2010; Pennanen et al.,, 2002).
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Las plantas hiperacumuladoras de Se pueden almacenar y tolerar de 0.1%
(White et al., 2007) hasta 1% de su peso seco (Dawn et al., 2013) sin mostrar
ningun sintoma de toxicidad. La absorcion de selenito +4 parece ocurrir por un
mecanismo diferente a la del selenato (Terry et al., 2000), posiblemente a
través de un transportador de fosfato (Zhao et al.,, 2010). Las plantas de las
familias de las Brassicas acumulan selenio especialmente en semillas cuando
se cultivan en suelos seleniferos (Bafiuelos et al.,, 2012), los cuales pueden
alcanzar hasta 1200 mg/kg de Se. Casi todos los cultivos, entre ellos el tomate,
son del tipo denominado no acumulador de selenio, es decir, plantas para las
cuales mas de 25 pg de selenio por gramo de peso seco de raices y hojas
resulta en toxicidad (White et al., 2004). La toxicidad puede manifestarse a
través de estrés oxidativo considerando la habilidad prooxidante del selenio o
por sustitucion competitiva del azufre en las proteinas (Hartikainen et al., 2000)
En general las rizobacterias pueden reducir un nimero de metales pesados a
los estados menos toxicos (Karenlampi et al., 2000), muchos microorganismos
pueden reducir los oxianiones solubles de selenio altamente téxicos (selenato y
selenito) a una forma insoluble menos téxico como a selenio elemental,
seleniuro y selenio organico (Garbisu et al., 1996; Hageman et al., 2013). La
presencia de bacterias en la rizosfera de mostaza india incrementa la taza de
acumulacion de selenio y la volatilizacion de este en forma de selenato (De
Souza et al., 1999).

Existe un efecto sinérgico entre una mezcla de selenobacterias
(Stenotrophomonas, Enterobacter, Bacillus and Pseudomonas sp) y Glomus
claroideum para la biofortificacion de cereales (Duran et al., 2013b), ademas de
que Pseudomonas stutzeri NT-I pude en condiciones aerdbias transformar el
selenito y selenato a selenio elemental en dimetildiselénido y dimetilselénido
(Ming et al., 2011).

Conocemos la interaccion de microorganismo con algunos metales y su efecto
en algunas plantas, pero se desconoce el efecto que estos tienen en semillas
de cultivos para alimento fresco como las hortalizas. El objetivo de este trabajo

fue determinar el efecto de la inoculacién en semillas de tomate con diferentes
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combinaciones de Azospirillum sp. y selenio en las variables de respuesta:
porciento de germinacion, plantulas anormales, prueba de vigor, indice de
velocidad de emergencia, longitud media de hipocotilo y longitud media de
radicula. Ademas, encontrar la concentracion optima que afecte positivamente

las variables evaluadas, mediante las técnicas de superficies de respuesta
multivariadas.

MATERIALES Y METODOS
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Instalacion del experimento

El experimento se llevd a cabo en una camara de germinacion modelo
Biotronette 1lI; con semillas de un hibrido de tomate comercial ‘Toro’, de tipo
saladette, de crecimiento determinado. Utilizando como fuente de selenio
selenito de sodio (Na,SeOs3) y tres concentraciones de la bacteria del genero
Azospirillum sp., cepa nativa aislada de la rizosfera de trigo identificada como
C-5. El experimento consisti6 en estudiar las combinacion de las
concentraciones 0, 1, 2 'y 3 ppm de selenio y 0, 10°, 10° y 10" uf/ml diluciones
de Azospirillum, con 16 tratamientos. Utilizando 50 semillas por repeticién, con

cuatro repeticiones por tratamiento.

Como medio del crecimiento para la bacteria Azospirillum sp se utiliz6 el NFb
semi-liquido modificado por Doébereiner (Mishra & Dadhich, 2010). La siembra
de Azospirillum se realizdé en 16 tubos de ensaye que contenian 20 ml de NFb
semi-liquido Los tubos de ensayo fueron llevados a la incubadora por un
periodo de 24 horas a una temperatura de 29 °C (Kanimozhi & Panneerselvam,
2010), obteniendo una concentracién de 10'° ufc/ml de la cual se realizaron
diluciones 10’ 10° y 10° ufc/ml, aplicando en el mismo tubo de ensayo, las
diferentes concentraciones de selenio en forma de Na,SeOs.

Inoculacion de semillas

Transcurridas las 24 horas de los tubos de ensayo en la incubadora, se
procedié a la inoculaciéon de las semillas de tomate contando grupos de 50
semillas las que se imbibieron en cada uno de los tubos de ensayo durante 4

horas, segun los tratamientos que les correspondian.

Siembra de semillas en cajas Petri

Después de inoculacion se sacaron las semillas de cada tubo de ensayo y se
procedié a depositar cada grupo de semillas en cajas Petri que contenia papel
filtro blanco de 2 mm de espesor, el cual fue humedecido con anterioridad con
agua desionizada. Luego, se llevaron las cajas Petri a la camara germinadora a

una temperatura constante de 25 °C, de acuerdo a las reglas propuestas por la
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Asociacion Internacional de Andlisis de Semillas (ISTA) para Lycopersicon

esculentum.

Variables agronémicas evaluadas

La ISTA recomienda dos fechas de conteo para Lycopersicon esculentum: la
primera a los 5 dias y la segunda a los 14 dias. A continuacién se describen

cada uno de las variables de respuestas evaluadas.

Porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacion se obtuvo a través de una prueba en el
laboratorio. La germinacién incorpora aquellos eventos que comienzan con la
captacion de agua por la semilla seca de reposo y terminar con el alargamiento
del eje embrionario (Bewley, 1997). Usualmente la radicula, se extiende para
penetrar en las estructuras que lo rodean. Esta variable de respuesta se obtuvo
contando el numero de semillas que germinaron a los 14 dias, expresando los

resultados en porcentaje.

Plantulas anormales

El procedimiento para obtener esta variable repuesta consiste en verificar que
las plantulas no muestran el potencial de convertirse en una planta normal
cuando se cultiva en suelos. Para tal objetivo las plantulas se clasificaron como
anormales observando las siguientes caracteristicas: plantulas dafiadas,
deformadas, etc. La variable se cuantificO mediante un conteo Unico de

semillas, a los 14 dias después de la siembra.

Prueba de vigor
La prueba se realizé en el primer conteo, tomando como criterio a las plantulas
germinadas normales, que van desde aquellas con poca radicula y poco

hipocoétilo visible y para las plantulas completamente desarrolladas. El nimero
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de plantas asi contadas se expresa en porcentaje, el cual es tomado como la

variable de respuesta.

indice de velocidad de emergencia (IVE)

Es uno de los conceptos de vigor mas antiguos al igual que la velocidad de
germinacion. Aqui se evaluo la velocidad con la que emergian las plantulas
medidas por cada dia. Teniendo en cuenta que el IVE generalmente se realiza
en invernadero y con sustrato. Se tomé como referencia de emergencia 4 mm
de la radicula de plantas normales; a partir de ahi se consideraba planta
emergida. El conteo se inici6 después de las primeras 24 horas de haber
realizado la siembra de semillas en cajas Petri.

Esta variable se calcula bajo la siguiente formula,

numero de plantulas normales numero de plantulas normales
IVE = - , + -+ — )
primer dia contado dia final contado

la cual es una adaptacion de la férmula para la velocidad de germinacion,
propuesto por Maguire 1992, (AOSA, 1983).

Longitud media de hipocotilo (LMH)
Con el propésito de evitar el error por tipo de instrumento, esta variable de
respuesta se obtuvo midiendo con un vernier digital la longitud del hipocotilo. La

medicion se llevo a cabo al segundo conteo.
Longitud media de radicula

Esta variable se obtuvo midiendo la longitud de la radicula de cada plantula,

expresada en centimetros. Esto se llevo a cabo al segundo conteo.

Modelos estadisticos
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Los datos se analizaron bajo un “Disefio completamente al azar balanceado con
arreglo factorial 4x4 completo multivariado”, a través del software estadistico ‘R
version 3.0.2" (R Core Team, 2013).
Las variables independientes o factores de este estudio son: X;=
concentraciones de selenio, X, = concentraciones de Azospirillum vy las
variables de respuesta o dependientes fueron: Y,= porciento de germinacion,
Y,= plantas anormales, Ys= prueba de vigor, Y,= indice de velocidad de
emergencia, Ys= longitud media de hipocotilo, Y= longitud media de radicula.
Prueba de independencia. Con el propésito de decidir si la informacién se
analizaria con técnicas univariadas o multivariadas, se llevé a cabo una andlisis
sobre la matriz de correlaciéon entre las variables dependientes en estudio.
Especificamente se esta interesado en probar la hipétesis:
Ho: R=1versus Hy: R # |

Prueba que se contrasto a través del estadistico de prueba Z; propuesto por
Rencher and Christensen (2013). Una vez rechazada la hipotesis con el
MANOVA para el disefio de experimentos multivariado correspondiente, y dado
que los factores en estudio son cuantitativos (selenio, Azospirillum), se procedio
a aplicar las técnicas de superficies de respuesta multivariadas.
Superficie de respuesta multivariada. Como primer paso se propuso un
modelo de segundo grado para cada una de las superficies de respuesta
definido como:

YO = B0+ BOX + B, + BOK + B+ B X, + 2
i=12,...,abr
Para estimar los parametros del modelo de superficies de respuesta se realizo a
través de las técnicas de regresion multiple multivariada. Las pruebas de
hipotesis de los modelos de disefio de experimentos y de regresion multiple
multivariada se realizaron a través de analisis de varianza multivariado
(MANOVA), adoptandose el criterio del maximo eigenvalor de Roy, vea Capitulo
5 de Rencher (2002).
Es importante sefialar que los MANOVA se llevaron a cabo a través de la

funcién “manova (---)” de R, la cual permite escoger cual de los 4 criterios mas
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aplicados en la toma de decisiones en MANOVA se desea (Criterios de Pillai,
Wilks, Hotelling-Lawley y Roy). Para los fines del presente articulo los cuatro
criterios rechazaron la hipotesis de igualdad entre las medias de tratamientos.
Medida de asociacion multivariada. Con analogia al coeficiente de
determinacion en el andlisis univariado, como una medida de la bondad de
ajuste del modelo de regresion a los datos, se calculé la medida de asociacion
multivariada de Roy, definida en Subseccion 6.1.8, Rencher (2002), p. 173.
Optimizacion de superficies de respuesta estimadas univariadas. Cada
superficie de respuesta estimada fue optimizada (Op) -Minimizada o
maximizada, segun sea el caso-, encontrando los valores de los niveles de los

factores que optimizan a cada funcion.

Oop YO(x,x,) r=L2..,.p

X4, %,
Denotando ademas los éptimos individuales de cada superficie de respuesta
porg,  r=12,..,p.

Optimizacion de superficies de respuesta estimadas multivariadas. Dado
que en la practica es casi imposible obtener el mismo punto critico (x,,x,)que
optimiza simultaneamente a las variables respuesta Y, r=12..p se
procedidé a aplicar las técnicas de optimizacion de superficies de respuesta
multivariada, especificamente se aplicé la técnica de las distancias.

Min D(x,,x,)

X1, %2

Donde D(x3 X») es la funcién definida como:

D(Xl,xz){i(v(xl-xzz)—qﬁr)j |

r=1 ¢r
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RESULTADOS

Prueba de independencia y prueba de normalidad multivariada

El estadistico de prueba fue de U= 140.4964 con un p-valor= 0" de donde se
concluye que las variables respuesta transformadas Y1, Y2, Y3, Y4, Ys, Y N0 SON
independientes. Por lo tanto lo conducente es analizarlas simultaneamente a
través de las técnicas del analisis multivariado. De la prueba de normalidad
multivariada se concluye que no hay evidencia para suponer que los datos no
tienen una distribucion normal multivariada dado que el estadistico de prueba

Z,=138.6945 con un p-valor =0, considerado como altamente significativo.

Disefno de experimento multivariado

De acuerdo al MANOVA del disefio completamente al azar balanceado con
arreglo factorial 4x4 realizado, se puede observar en la tabla 10 que hay
diferencia altamente significativa para las hipoétesis de los tres factores A, B, su
interaccion “A x B”. De donde se concluye que existe diferencia entre los
diferentes niveles del selenio, concentracion de Azospirillum y que interaccion
de selenio y Azospirillum provoca un efecto en la fisiologia de semillas de

tomate.

Tabla 10. MANOVA con el criterio de Roy para el modelo de disefio

completamente al azar balanceado con arreglo factorial 4x4 multivariado.

FV GL Estadistico Aproximacion F~ Numerador DF  Denominador DF  Pr(>F)
de Roy
A 3 5.8464 43.848 6 45 < 2.2 wrx
B 3 1.2919 9.689 6 45 7.682e #*x
AXxB 9 2.5669 13.690 9 48 1,476V *x
Residual 48

FV= Fuentes de variacién, GL= Grados de libertad,_aproximacion F, (Rencher &
Christensen, 2013)
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Técnicas de superficies de respuesta multivariada.

Regresion multiple multivariada del MANOVA

Del MANOVA para la regresion multiple multivariada, Tabla 11, se observa que
la hipdtesis nula es rechazada, es decir los modelos de regresion polinomiales
de segundo grado ajustan adecuadamente el comportamiento de cada una de

las variables respuesta en funcion de la concentracion de selenio y Azospirillum.

Tabla 11. MANOVA con el criterio de Roy para la regresién mltiple multivariada.

FV GL Roy Aproximacion F Numerador DF Denominador DF Pr(>F)

Regresion 5 1.4512 13.787 6 57 1.32™ =
Residuales 58

FV=Fuentes de variacion, GL= Grados de libertad.

Medida de asociacion multivariada de Roy

Tal y como menciona Rencher (2002), subsecciéon 6.1.8, ain queda mucho por
estudiar sobre estas medidas de asociacion, pero el valor reportado de nNgrey=
0.5920406 es bastante alto, reforzando la conclusién de que los modelos de

regresion estimados son adecuados.

Superficies de respuesta estimadas
En la tabla 12, se muestran los modelos de segundo grado de superficie de
respuesta estimados para cada variable dependiente en términos de las

variables independientes x,, x, , donde la ecuacion de regresion es:

(Ecuacion 1)... Y =b, +b,x, +b,X, + b, X +b,,XZ +b,,% X,

Tabla 12. Aqui se muestran los modelos de segundo grado de superficie de respuestas

estimadas para cada variable dependiente en términos de las variables selenio y Azospirillum.
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bo bl bZ bl 1 b2 2 bl 2

Y, 1.3741 -0.0031 0.0852 -0.0388 -0.0759 -0.0146
Y, 1.5530 -0.0486 -1.1609 -0.1033 1.0050 -0.0052
Y, 72.2063 1.8866 9.5003 -5.9765 -6.3860 -1.5685
Y, 8.5649 0.1306 0.6269 -0.3769 -0.4190 -0.1095
Yy 3.8403 0.1034 -0.0558 0.2787 -0.0464 -0.0498
Yo 10.1012 -1.1272 0.8923 -1.4742 -0.8482 -0.2191

En la Figura 5, 6, 7, 8, 9 y 10 encontramos que para las variables Y Ys, Y4, Y5,
Y se realiz6 una maximizacion ya que en pruebas de germinacion o vigor de
semillas nos interesa que estas variables sean las mas altas posibles. Para la
variable respuesta Y, se requirié6 hacer una minimizacioén ya que esa variable en
estudio correspondia a plantas anormales, entonces en una prueba de
germinacion se requiriere encontrar el menor nimero de plantas. Partiendo de
estas consideraciones en el experimento se encontr6 un punto Optimo

multivariado, asi como también un punto 6ptimo individual para cada variable.

Y1 Y1
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(TN
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\‘\““\‘\\\\\\\\N&;‘\

|

Azospirillum (ufc ml)

Selenio (ppm)

Figura 5. Superficie de respuesta multivariadas (3D) y grafico de contornos de

la variable porciento de germinacion.
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Figura 6. Superficie de respuesta multivariadas (3D) y grafico de contornos de

la variable plantas anormales.
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la variable indice de velocidad de emergencia
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Figura 10. Superficie de respuesta multivariada (3D) y grafico de contornos de

la variable longitud media de radicula.

En las figuras de contornos de cada variable se observa el punto Optimo
multivariado representado por el simbolo % de color naranja oscuro, asi como
también podemos observar el punto Optimo individual para cada variable
representado por el simbolo* de color violeta. En las figuras de contorno de la
1-6 podemos ver los 16 tratamientos en el cual los simbolos representan al
factor selenio y los colores al factor Azospirillum, en el orden siguiente: oo AQy
negro, rojo, verde y azul. Por Ejemplo; Ti= o color negro, T,= o color rojo, T3=

o color verde, T,= o color azul y asi hasta llegar al T15= ¢ color azul.

Optimizacion de superficies de respuesta estimadas univariadas.

En esta seccién se muestra de manera individual las superficies de respuesta
estimadas para cada variable dependiente, donde se sefiala el punto critico (Se,
Azospirillum) para cada uno de ellos. Tabla 13 teniendo en cuenta que al
realizar un estudio de fisiolégico de semillas siempre se consideran un grupo de
variables, lo cual depende de la especie de la semilla en estudio. Es por eso
gue se recomienda encontrar un solo punto critico de Se y Azospirillum que
optimice de manera simultanea todos las variables dependientes que mejoren la

calidad fisiol6gica de las semillas de tomate.
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Tabla 13. Puntos criticos individuales, haciendo notar que son diferentes para cada variable

en estudio y Optimizacion de superficies de respuesta estimadas en pruebas de germinacién y

vigor de semillas de tomate.

Variables Niveles 6ptimos de los factores
dependientes Se (ppm) Azospirilum (ufc mI™)
Y1 1.33 5.18e™"

Y2 3 5.20e"”
Ys 1.56 5.85™°
Ya 1.57 5.87e"°
Ys 3 0

Ys 1.02 5.20™°

Optimizacion de superficies de respuesta estimadas multivariadas

En la tabla 14, se sefiala el punto critico simultaneo que define el punto 6ptimo
de Pareto (Rencher & Christensen, 2013), para las 6 superficies de respuesta,
indicando que este punto (Se, Azospirillum) optimiza simultdneamente a las 6

variables dependientes Y1-Ys.

Tabla 14. Optimizacién de superficies de respuesta estimadas en pruebas de germinacion y

vigor de semillas de tomate

Criterio Nivel optimo de los factores
Se (ppm) Azospirillum (ufc ml™)
Funcién de Distancias 0.25 5.10"
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DISCUSION

En este estudio se encontr6 que el tratamiento de semillas con diferentes
niveles de Azospirillum y selenio tiene efectos importantes en la fisiologia de las
plantulas de tomate, en el caso de Azospirillum se encontré que mejora las
variables de respuesta en estudio. El selenio por lo contrario se observo que las
concentraciones altas en este caso 3 ppm afecto la radicula de las plantas,
provocandole una deformidad en la raiz, ya que mostré una raiz corta y exenta
de raices secundarias, la cual no fue considerada como anormal, se consideré
efecto del tratamiento. Las plantas testigo mostraron no fueron las que tuvieron
la mejor respuesta en este caso, donde la viabilidad de las semillas se ve que
va en decaimiento. Indirectamente, se obtuvo las concentraciones optimas
multivariadas de los factores selenio y Azospirilum que nos dard la mayor
respuesta para cada variable en estudio a la vez. Encontrando asi la

concentracién de 0.25 ppm de Se y 5.10"

ufc/ml de la cepa C-5 de
Azospirillum sp., que afectan de manera positiva la calidad fisiolégica de
semillas de tomate. De Souza et al (1999), en un experimento con plantas de
Brassica juncea L., encontré que las bacterias facilitaron el 35% volatilizacion
de selenio y 70% de acumulacion de selenio en planta, mostrando asi que la
presencia de bacterias en la rizosfera de Brassica juncea L., era necesaria para
lograr las mejores tasas de acumulacién de selenio en plantas. La inoculacién
de la rizosfera de plantas con bacterias produjeron una concentracion 5 veces
mayor de Se en raices que en plantas que no fueron inoculadas. Ademas las

plantas inoculadas tenian un aumento en area superficial de raiz.

A pesar de que se tiene conocimiento de que las bacterias participan de forma
natural en el ciclo del selenio, algunos estudios se han enfocado a la
fitorremediacion de suelos con selenobacterias (bacterias tolerantes a altas
concentraciones de Se) (Acufia, et al., 2012). Sin embargo, no se conoce el
efecto que tiene la interaccion de otras rizobacterias como Azospirillum sp cémo

afectan la germinacion y vigor y la aplicacion exdgena de Se a semillas de
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hortalizas consultar concentraciones de selenio aplicadas en cualquier semilla
horticolas. Es bien sabido que muchos microorganismos pueden reducir los
oxianiones solubles de selenio altamente toxicos (selenato y selenito) a una
forma insoluble mucho menos toxico, es decir, el selenio elemental (Garbisu et
al.,, 1996). Garbisu et al, (1996) desarrollaron un sistema de tratamiento
utilizando las bacterias Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis para mitigar
flujos de residuos contaminados con selenio como modelos de bacterias Gram
(-) y (+) del suelo, respectivamente. Ademas, encontraron que el Se elemental
se deposita en forma de granulos en toda la célula, o entre la pared celular y la
membrana plasmatica en P. fluorescens y B. subtilis, respectivamente. En B.
subtilis se induce la sintesis de tiorredoxina en presencia de selenito.

La inoculacion de Azospirillum y selenio aplicados como tratamientos a semillas
de tomate, tienen efecto directo sobre la fisiologia de las plantulas, por lo que se
pudo observar de acuerdo a los resultados obtenidos, se puede mencionar que
la respuesta de las plantas a estos factores va a depender de la especie en
estudio, en el caso del tomate se requieren concentraciones generalmente
bajas de selenio para que las respuestas sean favorables, ya que a altas
concentraciones inducen mayor numero de plantas anormales, observandose el
efecto directo en las radiculas de plantulas.

Por ultimo, cabe mencionar que se pudo encontrar el punto éptimo de selenio y
Azospirillum los cuales producen las mayores respuestas para las variables
porciento de germinacion, plantulas anormales, IVE, LMH y LMR, para esta

especie de plantas en estudio.
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Xl. CONCLUSION

La respuesta de la inoculacion de Azospirillum y selenio aplicados como
tratamientos a semillas de tomate de las plantas a estos factores va a depender
de la especie en estudio, en el caso del tomate se requieren concentraciones
generalmente bajas de selenio para que las respuestas sean favorables, ya que
a altas concentraciones inducen mayor numero de plantas anormales,
observandose el efecto directo en las radiculas de plantulas. En el caso de la
produccion de plantulas en invernadero también se requieren concentraciones

bajas de selenio y Azospirillum también se ve que tiene afecto sobre estas.

Se encontrd el punto optimo de selenio y Azospirillum los cuales producen las
mayores respuestas para las variables porciento de germinacion, plantulas
anormales, IVE, LMH y LMR, para esta especie de plantas en estudio. Asi como
también el punto 6ptimo que permita el buen crecimiento de la planta sin que la
combinacion de los factores selenio y Azospirillum provoquen un efecto

negativo en el creimiento y desarrollo de plantulas de tomate.
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