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RESUMEN

Las bacterias Azospirilum clasificadas cémo bacterias promotoras del
crecimiento vegetal son una alternativa en la agricultura organica, aunado a qué
no todas las plantas presentan un sistema antioxidante suficiente es necesaria
la adicion de Selenio para complementar su nivel, debido a qué en suelos

calcareos no existe suficiente cantidad en forma disponible.

Por tal motivo, el presente estudio se llevé a cabo para conocer la respuesta de
plantulas de tomate saladette (Solanum lycopersicum L.) con diferentes
concentraciones de Azospirillum y selenio, en las variables agronémicas de
altura de la planta, diametro de tallo, nUmero de hojas y peso fresco de la

planta.

El experimento consistio en estudiar las combinaciones de las concentraciones
de 0, 1, 5y 10 ppm de selenio y diluciones de 0, 10% 10° y 10° ufc mI™* de
Azospirillum, con 16 tratamientos y 9 repeticiones por tratamiento. Los datos
obtenidos de esta investigacién se analizaron con un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 4 x 4. Los resultados indican en la prueba de
comparacion de medias (Duncan P< 0.05) que las concentraciones de
Azospirillum de 10® y 10° ufc ml™ se encontraron resultado de manera positiva
en las plantulas, sin embargo en la combinacién de 1ppm de selenio la planta
puede mantener su normal crecimiento, mientras en la adicion de 5y 10 ppm de
selenio afecta en general de manera negativa el crecimiento de las plantulas de
tomate, por lo cual es recomendable aplicar en bajas concentraciones el selenio

y para que las plantas puede mantener su crecimiento adecuado.

Palabras clave: Azospirillum, antioxidante, biofertilizante, fijador de nitrégeno,

selenio, tomate.
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INTRODUCCION

El cultivo de tomate es una de las principales hortalizas cultivadas en México y
en todo el mundo Yy el sistema de produccion puede ser a cielo abierto,
directamente en el suelo, o en invernadero (Segura-castruita et al., 2011). En
México, el tomate es una de las especies horticolas con gran
trascendencia tanto en lo econdémico que se refleja en el valor que tiene
la produccién en la aportacion de divisas a la balanza agropecuaria
(COVECA, 2010) como en lo social que se mide por la cantidad de
empleos generados durante el cultivo y comercializacibn de esta hortaliza
(SIAP, 2014a). Los paises de mayor produccién incluyen a china con un 27%,
Turquia 8%, India%, Egipto 6% y México 3%, entre otros (SIAP, 2007).

En México, el cultivo de tomate rojo durante el ciclo agricola 2011-2012 se
sembraron 55,888.04 Ha; con una Produccion de 2,838,369.87 Ton y con un
valor de produccion 13,146,384.85 miles de pesos comprendido en este cultivo
para estados ciclicos y perenes en la modalidad: Riego + Temporal (SIAP,
2014b).

La produccién de plantulas con el uso de sustratos bajo ambientes controlados
ha sido una alternativa Gtil para cultivos de alta importancia como el tomate, ya
que ha permitido incrementar la productividad ademas de obtener un
producto de mejor calidad, el cual puede ser obtenido con un uso mas racional
y reducido de los insumos y como consecuencia, un menor dafio ambiental
(Bracho, 2005). Por ello, las bacterias promotoras de crecimiento en plantas
(BPCP) son una alternativa por la capacidad de penetrar y proliferar en el
interior de las raices, y de este Organo trasladarse a través del sistema
vascular, y sin causar dafio, establecerse y desarrollar poblaciones enddfitas en
los tejidos radiculares. Las BPCP favorecen el crecimiento de las plantas a
través de diferentes mecanismos entre los que se destaca la fijacion biol6gica

de nitrogeno. La sintesis de fitohormonas como las auxinas, particularmente el
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acido indol acético, promueven el crecimiento de las raices y la proliferacion de
pelos radicales, mejorando la absorciébn de agua y minerales del suelo y en
consecuencia un mayor desarrollo de la planta (Caballero-Mellado 2006).
Segun (Cassan et al., 2009) ciertas bacterias, pueden mejorar la germinacion
de semillas a través de la produccién y liberacion de algunas sustancias
reguladoras del crecimiento. EI Azospirillum constituye la piedra angular de las
investigaciones relacionadas con la rizosfera (Bashanet al. 2004, Vessey 2003),

absorcion de nutrientes y rendimiento en cultivos de importancia agricola.

Otro de los factores importantes para las plantas es el Selenio (Se), un
elemento mineral natural, ampliamente distribuido en la naturaleza en la
mayoria de las rocas y suelos; en forma pura existe como cristales hexagonales
gris metalicos a negros, pero en la naturaleza generalmente estd combinado

con sulfuro o con plata, cobre, plomo y niquel (ATSDR, 2003).

Las raices de las plantas pueden absorber “selenio” en forma de Selenato 6
Selenito y también compuestos de “selenio” organicos, por ejemplo,
Selenocisteina (Sec) y Selenometionina (SeMet). El selenio no esta disponible
para las plantas en forma de coloides “selenio” elemental o metal seleniuros
(White & Broadley, 2009). Sin embargo, se puede incrementar la concentracion
en las plantas cultivadas en suelos deficientes en “selenio”, para mejorar la
nutricion humana y animal (Cakmak, 2008). Para la mayoria de la poblacién en
el mundo, y el ganado, las plantas son la fuente principal de “selenio” en la dieta
(Rayman, 2008). El “selenio” en las plantas induce el incremento de las enzimas
gue desintoxican H,O.especialmente ascorbatoperoxidasa (APX) y glutation
peroxidasa (GPX), aumentando la concentracion foliar de compuestos
antioxidantes tales como ascorbato (ASA) y glutation (GSH ). y también puede

disminuir el riesgo de cancer (Hasanuzaman et al., 2010).
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OBJETIVO

Encontrar la concentracion de selenio y Azospirillum qué provoquen un mejor
desarrollo en plantulas de tomate Saladette (Solanum lycopersicum L.)

HIPOTESIS

Al menos una de las combinaciones de Azospirillum y selenio (Se) tiene efectos
positivos en las caracteristicas morfoldégicas de las plantulas de tomate
Saladette (Solanum lycopersicum L.).

13



REVISION DE LITERAURA

El Tomate (Solanum lycopersicum L.)
Origen

El jitomate es originario de la América del Sur, de la region andina,
particularmente de Perd, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, su
domesticacion fue llevada a cabo en México. EI nombre de jitomate
procede del ndhuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate, que significa tomate de
ombligo(COVECA, 2010).

Importancia econémica

El Tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de
mayor valor economico. Su demanda aumenta continuamente y con ella
su cultivo, produccion y comercio. El incremento anual de la produccién en
los dltimos afios se debe principalmente al aumento en el rendimiento y en
menor proporcion al aumento de la superficie cultivada. Es una de las
especies horticolas de gran importancia econdmica y nutricional, presenta
altos contenido de vitamina C, hierro y vitamina A. Pocos productos
agricolas se presentan para tantos usos como el jitomate, debido a que se le
puede usar como ingrediente en la cocina y consumo en fresco y
procesado en forma de pasta, salsa, jugo, o polvo (COVECA, 2010).

Entre las diferentes variedades que se producen en México, se encuentra
el tomate rojo Saladette, tomate bola, cherry, tomate verde y otras variedades
como el criollo que es tan pequefio como una uva y crece en distintas
selvas del pais. Comparado con otros vegetales, los frutos de tomate son
menos perecederos y resistentes a dafios de transporte (Berenguer, 2003).

Durante el afio 2010 hasta el mes de octubre se comercializaron dos
millones de toneladas a nivel mundial ocupando México el primer lugar
de exportacion de tomate con dos millones de toneladas y un ingreso de doce
mil 700 millones de pesos anuales (Cazares, 2010).

De acuerdo al avance del reporte de siembras y cosechas nacionales del total
de la produccion de tomate rojo en condiciones controladas y a campo
abierto de riego mas temporal en afio agricola 2012, se tiene registradas un
total de 2,838,369.87toneladas, de las cuales Sinaloa es el estado que
encabeza la produccion nacional con un total de 1,039,367.64toneladas de
tomate, le sigue Baja california con 189,635.96, Michoacan 171,038.52, Jalisco,

14



Zacatecas y San Luis Potosi con 156,660.03 139,131.08 y 116,136.93
toneladas producidas respectivamente (SIAP, 2014a)

Clasificacién taxondmica

El tomate comun es una planta dicotiledénea de la familia de las solanaceas,
gue comprende de la patata, el tabaco y la petunia, asi como la hierbamora,
belladona y otras plantas venenosas. La taxonomia aceptada es la siguiente
(Foolad, 2007):
REINO: Plantae
Subreino: Traqueobinta
Superdivision: Spermatophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Suborden: Solanineae
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Lycopersicum

Descripcion botanica

Planta

El tomate es una planta perteneciente a la familia de las solanaceas, Perenne
de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede desarrollarse de
forma rastrera, semierecta 0 erecta. Existen variedades de crecimiento
limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado (indeterminadas).

Sistema radicular

Raiz principal (corta y débil), raices secundarias (numerosas y potentes)
y raices adventicias. Seccionando transversalmente la raiz principal y de
fuera hacia dentro encontramos: epidermis, donde se ubican los pelos
absorbentes especializados en tomar agua y nutrientes, cortex y cilindro
central, donde se sitia el xilema (conjunto de vasos especializados en el
transporte de los nutrientes).

15



Tallo principal

Eje con un grosor que oscila entre 2-4 cm en su base, sobre el que se
van desarrollando hojas, tallos secundarios (ramificacion simpoidal) e
inflorescencias. Su estructura, de fuera hacia dentro, consta de: epidermis,
de la que parten hacia el exterior los pelos glandulares, corteza o cortex,
cuyas ceélulas mas externas son fotosintéticas y las mas internas son
colenquimaticas, cilindro vascular y tejido medular. En la parte distal se
encuentra el meristemo apical, donde se inician los nuevos primordios
foliares vy florales.

Hoja

Compuesta e imparipinnada, con foliolos peciolados, lobulados y con borde
dentado, en numero de 7 a 9 y recubiertos de pelos glandulares. Las hojas se
disponen de forma alternativa sobre el tallo. EI mesdfilo o  tejido
parenquimatico esta recubierto por una epidermis superior e inferior,
ambas sin cloroplastos. La epidermis inferior presenta un alto numero de
estomas. Dentro del parénquima, la zona superior en empalizada, es rica
en cloroplastos. Los haces vasculares son prominentes, sobre todo en el
envés, y constan de un nervio principal.

Flor

Es perfecta, regular e hipogina y consta de 5 0 méas sépalos, de igual nUmero
de pétalos de color amarillo y dispuestos de forma helicoidal a intervalos
de 135° de igual nimero de estambres soldados que se alternan con los
pétalos y forman un cono estaminal que envuelve al gineceo, y de un
ovario bi o plurilocular. Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo
racemoso (dicasio), generalmente en numero de 3 a 10 en variedades
comerciales de tomate calibre M y G; es frecuente que el eje principal de la
inflorescencia se ramifique por debajo de la primera flor formada dando
lugar a una inflorescencia compuesta, de forma que se han descrito
algunas con mas de 300 flores. La primera flor se forma en la yema apical
y las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor
del eje principal. La flor se une al eje floral por medio de un pedicelo
articulado que contiene la zona de abscision, que se distingue por un
engrosamiento con un pequefio surco originado por una reduccién del
espesor del cortex. Las inflorescencias se desarrollan cada 2-3 hojas en las
axilas.

16



Frutos

Baya bi o plurilocular que puede alcanzar un peso que oscila entre unos
pocos miligramos y 600 gramos. Esta constituido por el pericarpo, el tejido
placentario y las semillas. El fruto puede recolectarse separdndolo por la
zona de abscision del pedicelo, como ocurre en las variedades
industriales, en las que es indeseable la presencia de parte del peciolo, o
bien puede separase por la zona peduncular de unién al fruto (COVECA,
2010).

Requerimientos edafoclimaticos

Temperatura

La temperatura influye en todas las funciones vitales como son la
transpiracion, fotosintesis, germinacién, etc. Es una planta de clima célido
que requiere de mucho calor teniendo cada especie vegetal y en cada
momento de su ciclo biolégico una temperatura 6ptima para su crecimiento.
(Rodriguez et al., 2006).La temperatura O6ptima de desarrollo se sitla en
23°C durante el diay entre 13-17°C durante la noche (SAGARPA, 2010)

Humedad

La humedad relativa 6ptima para el desarrollo del tomate oscila entre 60 y 80 %
(Rodriguez et al., 2006).

Luminosidad

Niveles de radiacién diaria alrededor de 0.85 Megadoules por metro
cuadrado, son los minimos para la floracion y cuajado (SAGARPA, 2010)

Suelo

La planta de tomate se puede cultivar en cualquier tipo de suelo, pero se
prefieren suelos profundos, margosos y bien drenados. Lo ideal es un
suelo ligeramente acido, con un pH de 6.2 a 6.8 (SAGARPA, 2010)

17



Plagas y enfermedades

Las plagas mas comunes

Mosca blanca. Transmite el virus del rizado amarillo del tomate conocido como
“virus de la cuchara”.

Trips. Transmite el virus del bronceado del tomate.

Pulgén. Forman colonias y se distribuyen mediante las hembras aladas,
principalmente en primavera y otofio.

Minadores de hoja. Sus larvas se desarrollan dentro de la hoja, ocasionando
las galerias o minas. Polilla del tomate. Ataca a los brotes y los frutos.

Arafia Roja. Son &caros que producen manchas amarillentas en las hojas.

Enfermedades mas comunes
Oidiopsis. Son manchas amarillas que secan la hoja y la desprenden.

Podredumbre gris. Produce lesiones pardas en hojas y flores. Los frutos
se ponen blandos y grises.

Mildiu. Aparecen machas irregulares y aceitosas en las hojas, en el tallo son
manchas pardas que lo circundan. También ataca los frutos inmaduros.

Fusarium oxysporum. Comienza con la caida de las hojas superiores. Las
inferiores amarillean y terminan por morirse. En un corte transversal del tallo,
se observa un oscurecimiento de los vasos (SAGARPA, 2010).

Selenio en plantas

El selenio (Se) fue descubierto por el quimico sueco Jons Jacob Berzelius en
1817. Al principio fue considerado un elemento toxico presente en las minas y
fijado en el suelo por las plantas. Hasta 1957 el “selenio” fue reconocido como

un elemento esencial en varias formas de vida (Hatfield et al., 2006).
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Se clasifica como un metaloide que se encuentra entre el azufre y el teluro en
el Grupo VIA y entre el arsénico y el bromo. El Se se parece mucho al azufre en
propiedades quimicas con respecto al tamafio atdmico, energias de enlace, los
potenciales de ionizacion y afinidades electronicas. La principal diferencia entre
dos estos elementos es que el “selenio” existe como forma reducida
cuadrivalente mientras que el azufre se produce como forma tetravalente
oxidado. Debido que “selenio tiene una concentracion de acido mas fuerte,
como compuestos selenol (R- SeH) se disocian facilmente a pH fisiologico, ya
que son importantes por su papel en la reaccion catalitica. Se puede también
existir en varios estados de oxidacién y formando diferentes compuestos
organicos de selenio (dedimetilo, trimethyselenium) y aminoacidos
(selenometionina, selenocisteina) en lugar de azufre (Tinggi,2003). El selenio se
encuentra en cantidades traza en los organismos biolégicos en formas
organicas e inorganicas, y la selenocisteina (Sec) es la mas importante. Las
plantas captan Se del suelo en su forma inorganica. EI metabolismo del
“selenio” converge a la forma de seleniuro (H,Se), qué es utilizado en la

biosintesis de la selenocisteina (Sec) (Cafari, 2011).

Importancia del elemento

Los primeros estudios con selenio en seres vivos fueron en la década de los 50
por Schawarz y Foltz en 1957 se consider6 como un elemento esencial para
muchos organismos, incluyendo plantas, animales y seres humanos (Zhu et
al., 2009),debido a su papel en una enzima antioxidante glutation peroxidasa
(GSHPx). Esta enzima protege las membranas celulares contra el dafio
causado por la peroxidacion de los lipidos (Tinggi, 2003). Como constituyente
de las selenoproteinas, el selenio juega un papel estructural y enzimatico.
Ademas de su esencial papel como antioxidante, con sus trascendentales
implicaciones protectoras contra los radicales libres, el selenio también actta
como catalizador para la produccion de hormona activa tiroidea y es necesario

para el funcionamiento del sistema inmune. El déficit de este elemento se
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asocia a la aparicion de trastornos del animo y una ingesta mejorada parece
asociarse con una reduccion del riesgo de cancer (Margaret and Rayman.
2000).

A nivel mundial, el interés en los efectos biolégicos de “selenio” en las cadenas
de medio ambiente y de los alimentos es cada vez mayor, ya que es un
micronutriente esencial para muchos organismos (Terry, et al., 2000), es un
alimento beneficioso para muchas plantas (Lyons et al., , 2009), Sin embargo,
para la mayoria de la gente en todo el mundo, asi como para el ganado,
‘selenio” en las plantas son la fuente principal de la dieta (Rayman, 2008).
Segun Hamilton, 2004, el Se cuenta con tres niveles de actividad biologica:
concentraciones traza son necesarios para el normal crecimiento y desarrollo,
concentraciones moderadas puede ser almacenado para mantener las
funciones homeostaticas y concentraciones elevadas puede dar lugar a
toxicos efectos. Estudios sobre el raigras (Lolium perenne) y lechuga (Lactuca
sativa) indican que el Se es perjudicial para las plantas en altas
concentraciones >10 y 1,0 mg/kg, respectivamente (reduccion de la
biomasa), que pueden ejercer efectos beneficiosos en bajas concentraciones,

es decir, 0,1 mg kg™ de suelo.

Recientes investigaciones han demostrado que €l Se promueve el crecimiento y
el desarrollo de las plantas, aumenta la resistencia y la capacidad antioxidante
de plantas sometidas a estrés. Investigaciones realizadas por (Xue, et al., 2001)
y por Djanaguiraman et al. 2005 con “selenio” en forma de selenato provocan la
senescencia en la lechuga y la soja, lo que confirma que la caida de la actividad
de enzimas antioxidantes fue mas leve en las plantas tratadas con este
elemento, compensando el dafio oxidativo al aumentar el crecimiento de

las plantas tratadas.

La importancia en la bioquimica del “selenio” es el Unico elemento traza

especificado en el codigo genético a través de la selenocisteina (Schomburg,
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Schweizer, & Kohrle, 2004), el cual es secundario a las denominadas
selenoenzimas. Actualmente, se conocen aproximadamente 35 selenoenzimas;
las cuales contienen un residuo de selenocisteina en su sitio activo y el

“selenio” es el cofactor enzimatico (Dodig & Cepelak, 2004).

Absorcion de Selenio en las plantas

Las raices de las plantas pueden absorber “selenio” en forma de selenato,
selenito y compuestos de “selenio” organicos, por ejemplo, selenocisteina y
selenometionina (SeMet) Figura 2. Dependiendo de la concentracion de
“selenio” se utiliza, puede ejercer un efecto doble sobre el crecimiento de la
planta (White & Broadley, 2009).

En las plantas alimentadas con selenato, el “selenio” se transloca rapidamente
a la filmacion y es la especie predominante en la savia del xilema (Li, McGrath,
& Zhao, 2008). Por el contrario, las plantas tratados con selenito, la mayor parte
de “selenio” queda en las raices, y con poco selenito se detectd en la savia del
xilema (Li et al., 2008). Asi, en general, la translocacion de “selenio” en la raiz a
mover es menor en las plantas alimentadas con selenito que las alimentados
con selenato (Li et al., 2008). Sin embargo, selenato entra en las células de raiz
activamente contra un gradiente de potencial electroquimico a través de los
transportadores de sulfato en las membranas plasmaticas de las células de la
raiz (Sors, Ellis, & Salt, 2005). La evidencia reciente sugiere que la absorciéon de
selenito puede estar mediada por transportadores de fosfato (Li et al. 2008) y
que la captacion selenato y selenito puede mejorarse con azufre y las plantas
sometidas a deficiencias de fosforo (P), respectivamente. De acuerdo con Li et
al. 2008 la selenita se convirtié rapidamente en formas organicas en las raices,
lo que limito la translocacion de brotes. El “selenio” que se convierte en forma
organica en los brotes se piensa que es redistribuido dentro de las plantas a

travées del floema de una manera analoga al azufre (White & Broadley, 2009).
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Las interacciones con elementos mayores y traza en el suelo (6xidos de Fe, Al y
Mn e hidréxidos) también son importantes para la absorcion por la planta
(Cuvardic, 2003).y los factores relacionados con plantas tales como la especie,
variedad, etapa de crecimiento y partes de plantas comestibles son mas
importantes, pero su influencia también esté limitado por las concentraciones
relativamente bajas del suelo. Las condiciones climéaticas como la temperatura,
la humedad del aire y la humedad del suelo, pH son de primordial importancia
para la transferencia de “selenio” dentro de la planta. De hecho, el clima afecta
a la disponibilidad de agua en los suelos, controla las condiciones redox, influye
en la cantidad de materia organica mediante la regulacion de los procesos de
oxidacion y se correlaciona con la deposicién humeda atmdsfera de “selenio” a
través de la precipitacion (Spadoni et al., 2007), presentes en el ciclo del selenio

de la Figura 1..
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Figura 1. Ciclo del Selenio (Burau, 1985).
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Figura 2. Principales etapas de metabolismo del selenio en las plantas

(Cyscisteina,metionina, DMSE-Dimethylseleniuro) (Dumont et al.,2006).

Concentracion en suelos y plantas

El “selenio” metaloide es ubicuo en el medio ambiente, y su concentracion en la
mayoria de los suelos varfa de 0.01 a 2.0 mg kg ™, con una media de ~ 0.4 mg
kg, sin embargo, concentraciones mas altas (> 10 mg kg ™) puede ocurrir en
areas seleniferas (Fordyce, 2005). El selenio puede encontrarse igual que el S,
como selenuro (Se?), selenio elemental (Se®), ambas insolubles y selenito
(Se*") y selenato (Se®") solubles (Broadley et al., 2006). Las formas oxidadas
de Se se encuentran en suelos alcalinos y las formas reducidas en suelos
acidos y aguas continentales y marinas. Por lo tanto hay concentraciones 21200
mg Se kg-1, en suelos seleniferos (Fordyce, 2005). En México fue encontrado
el selenio en el suelo en bajas concentraciones de hasta 0.05 mg kg™ (Ramirez-
Bribiesca, et al., 2001). Estudios sobre el raigras (Lolium perenne) y lechuga
(Lactuca sativa) mostrd que, a pesar de que el Se es perjudicial para las plantas
en altas concentraciones >10 y 1,0 mg/kg, respectivamente reducen la
biomasa, en concentraciones de 0.1 mg/kg pueden ser benéficos en bajas

concentraciones (Xue et al., 2001).
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Sin embargo, Singh et al (1980),demostraron que la aplicacién de 0,5 mg kg™
en forma de selenito, estimula el crecimiento y rendimiento de materia seca
de mostaza india (Brassica juncea L.). Mas recientemente, se reveld que la
Se, aplicado a bajas concentraciones, se mejora el crecimiento y la capacidad
antioxidante en plantas mono-y dicotiledoneas. La respuesta que
promueven el crecimiento de selenio se ha demostrado en la lechuga y el
raigras (Lolium perenne L.) y en la soja (Glycinemax L.). Por otro lado,
(Djanaguiraman et al., 2005) han demostrado también su efecto sobre la
germinacion. Carvalho et al (2003) informé de que un suplemento superior a
29 mg kg’ de suelo, inhibi6 el crecimiento y la germinacién de (Raphanus
sativus L.) de semillas de tomate, lechuga y rdbano Los efectos positivos
sobre la germinacion fue vinculado a la actividad antioxidante. Sin
embargo la mayoria de los cultivos, entre ellos el tomate, no acumulan selenio,
es decir, son plantas para las cuales mas de 25 pg de selenio/l g de peso seco
de raices y hojas resulta toxico (White et al., 2004). Esta puede manifestarse a
través de estrés oxidativo considerando la habilidad pro-oxidante del selenio o
por sustitucibn competitiva del azufre en las proteinas (Hartikainen, Xue, &
Piironen, 2000).

La aplicacion foliar, realizado manualmente en las plantas, es la forma mas
adecuada para afadir “selenio”, ya que la contaminacién del suelo es minima.
La aplicacién foliar de la cebada a 10 y 20 gramos de Se ha™, en forma de
selenato de sodio, increment6 el contenido de “selenio” del grano de cebada y
la paja y el forraje de trébol rojo. Un efecto estimulante de la aplicacion foliar de
“selenio” en el crecimiento se ha realizado en raigras, la papa y el té verde.
(Turakainen et al., 2004).

La aplicacion de selenio en alta concentracion tuvo un efecto negativo sobre el
peso de la raiz y de tallos y hojas, en el sustrato perlita en donde las plantas
tratadas mostraron de forma constante hojas cloréticas. Sin embargo la

aplicacion foliar de selenio en concentraciones de 10 y 20 mg L™ resultd

24



positiva para tallos y hojas asi como para el peso seco y contenido de materia

seca de los frutos (Benavides-Mendoza et al., 2011).

Mientras tanto, algunas plantas hiperacumuladoras son capaces de acumular
1.000 a 10.000 mg Se kg PS * cuando se cultiva en suelos seleniferos (Zhu et
al., 2009). Y solo se reproducen en suelos seleniferos (Terry et al., 2000). Se
caracterizan por una alta concentracion de “selenio” en la hoja, un alto
contenido de “selenio” y azufre, y “selenio” en la raiz (White et al., 2007), lo que
indica la regulacion alterada de sulfato y / o transportadores selenatos y la
presencia de transportadores especificos.

El hombre ingiere el selenio en forma de selenometionina y selenocisteina,
siendo ésta ultima forma en que el selenio se encuentra en las selenoproteinas
y la de mayor biodisponibilidad (Dietray Reference Intakes, 2001). La cantidad
de injesta en humanos puede variar de 10 pg por dia en areas con bajo
contenido de selenio en el suelo, a 5000 ug diarios en donde se tienen suelos
seleniferos. El valor de referencia de consumo de selenio es de 60 a 75 pg por
dia segun datos de 1980 del US Food and Nutrition Board (Broadley et al.,
2006) La principal fuente de “selenio” es la dieta, y en muchas regiones del
mundo los niveles de “selenio” en los suelos generalmente reflejan el estado de
“selenio” en las poblaciones humanas. En los alimentos, la biodisponibilidad y la
toxicidad de “selenio” dependen de sus formas quimicas. En general, las formas
organicas de “selenio” son mas biodisponibles y menos tdxicos que las formas
inorganicases selenitos y selenatos (Tinggi, 2003).Las concentraciones de
“selenio” en los alimentos vegetales, como el arroz (Oryza sativa) y el trigo
(Triticumaestivum), pueden variar mucho entre paises y regiones, por lo que,
para evitar la deficiencia y la toxicidad, es importante monitorear y optimizar los

cultivos en concentraciones de “selenio”.

El pH del suelo afecta de manera la concentracion de “selenio” a la
cosecha. Las verduras se cultivan principalmente en franco arenoso o suelos

arenosos y dichos suelos son en general mas acidos (Chilimba et al., 2011)
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encontraron una fuerte significativa correlacion entre el “selenio” en el grano de
maiz y el pH del suelo a pHuo> 6,5, especialmente calcareos Eutrico

Vertisoles, pero s6lo habia una correlacion débil en los suelos mas acidos.

Estudios en plantas con selenio

(Dhillon & Dhillon, 2009) estudiaron la acumulacién de selenio por algunos
cultivos de hortalizas comunmente cultivadas en el Indian Punjab. Once cultivos
de hortalizas se suscitaron en un suelo franco arcilloso alcalino tratada con tres
niveles deselenato-Se, 0, 1.25, 2.5 y 5.0 mg-kg™ de suelo. La mayor cantidad
de Se fue absorbida por la parte comestible del rabano y la mas baja en cebolla
de bulbo. La papa y espinacas fueron tolerantes, mientras que el rabano, el
nabo y la berenjena eran sensibles a altos niveles de selenato-Se en el suelo.
Partes comestibles de los cultivos de hortalizas cultivadas en mas de 1.25
mg.kg-1-Se selenato suelo contendran suficiente Se para causar sintomas de
toxicidad y la reduccién del rendimiento. Todos los cultivos de hortalizas,
excepto zanahoria, patata y cebolla podrian absorber 20-40 mg.kg-1 de Se por
porciones comestibles (peso seco) en 1.25 mg.kg-1 selenato-Se del suelo y por
lo tanto son potencialmente adecuados para su uso como la suplementacion
con “selenio” en la dieta de los seres humanos en las regiones con deficiencia
de Se.

Bitterli et al., 2010, encontraron quela influencia de los parametros del suelo en
la absorcion de “selenio” por las plantas con una Solucidon nutritiva en
hidroponia, cuando se agrega como selenato se incrementa el niumero de

brotes y” en las raices fue cuando se anade en forma de selenito

Benavides-Mendoza et al., 2011, estudiaron el efecto de la aplicacion de
selenito de sodio, en el riego y por aspersion foliar, sobre la acumulacion de
selenio en el fruto, tallos y hojas de tomate en invernadero. Se verifico el efecto
sobre el crecimiento de la planta, el rendimiento y la capacidad antioxidante

total (TAS) de los frutos. El selenio en 10 y 20 mg L™ en la solucién nutritiva
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causO un efecto negativo en la biomasa, con acumulacion de selenio en raiz,

tallo y hojas >15 pgg™.

Boldrin et al. 2013, evaluaron el efecto de diferentes formas y fuentes de
aplicacién de “selenio” en el crecimiento de arroz, los resultados muestran que
la aplicacion selenato al suelo es mas eficaz para disparar la produccién de
materia seca y la acumulacion de grano de “selenio” que el selenito. La

aplicacion foliar de tanto selenato y selenito aumenté el rendimiento de grano.

Djanaguiraman et al. 2005, Pusieron a prueba su capacidad para contrarrestar
el estrés oxidativo relacionado senescencia en la soja se llevd a cabo un
experimento de cultivo en macetas. Aumento significativo de la actividad de la
enzima antioxidante se relaciona positivamente con el contenido de Se. La
disminucién de enzimas antioxidantes en 90 dias después de la siembra
(DAS)era mucho mas rapido en las plantas de control que las plantas
pulverizadas con “selenio”. La reduccion de la superéxido dismutasa (SOD) y
glutation peroxidasa (GSH-Px) puede estar asociada con el estallido oxidativo

inducido por senescencia.

(Ramos et al., 2010) en lechuga, han demostrado que el contenido de “selenio”
en estos cultivos aumento con la introduccion de este elemento a través de la
fertilizacion, lo que permite una mayor ingesta de “selenio” por la poblacion y

para la salud humana.

Duran et al. 2013) encontraron qué Cultivos de cereal que se produce en el sur
de Chile Andisol proporcionan niveles subo6ptimos de este metaloide para la
dieta humana. Ciertos microorganismos de la rizosfera, tales como rizobacterias
y hongos micorricicos arbusculares pueden aumentar la absorcion de selenio
en las plantas. co-inoculacion de cepas nativas selenobacterias
(Stenotrophomonas sp. B19, Enterobacter sp B16, Bacillus sp. R12 vy
Pseudomonas sp. R8), tanto individualmente como en mezcla, como fuente

selenonanosphere con un hongo micorriza arbusculares
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(Glomusclaroideum). El contenido de selenio en el grano de trigo se incremento
en casi un 23% con la co-inoculacion de mezcla selenobacteria
(Stenotrophomona sp. B19, Enterobacter sp. B16, Bacillus sp R12. Y
Pseudomonas sp. R8) y hongos micorricicos arbusculares (Glomus claroideum)
en comparacion con las plantas no micorrizadas. Esta asociaciéon microbiana
representa estrategia prometedora para la biofortificacion de plantas de trigo
para producir harina enriquecida con Se para complementar los alimentos de

consumo humano.
Biofertilizacién con Azospirillum

Con el uso y manejo de biofertilizantes en la agricultura, uno de los principales
problemas es el desconocimiento de las especies presentes en los
agroecosistemas y en la rizosfera de los cultivos, lo que dificulta para su posible
utilizaciéon. Desde el punto de vista ecoldgico, es importante conocer los
integrantes de la comunidad bacteriana que favorecen su aplicacion como
inoculantes y propician un efecto agrobioldgico positivo en los cultivos agricolas
(Alfonso, 2005).

Entre los beneficios del uso de microorganismos en la agricultura estan su
capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, la descomposicién de residuos
organicos, la desintoxicacion con plaguicidas, la supresiéon de enfermedades en
las plantas, el aporte de nutrientes al suelo y la produccién de compuestos
bioactivos como vitaminas y hormonas que estimulan el crecimiento de las
plantas (Martinez, 2002).

En el grupo de rizobacterias promotoras del crecimiento Vegetal (RPCV),
Azospirillun sp.es considerado un sistema modelo para el estudio de la
asociacion entre bacterias y plantas que no nodulan, es (promisorio como
inoculante para plantas; ya qué se pueden establecer en el la rizosfera
(Burdman, Jurkevitch y Okon, 2000).
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En un estudio fueron seleccionados cinco rhizobacterias (Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus y Streptomyces), encontrando qué el género
dominante fue el Azospirillum sp, en el crecimiento, desarrollo y rendimiento en
el cultivo del tomate. La inoculacion artificial de esta rizobacteria causé un
efecto positivo sobre el crecimiento de las plantulas, asi como en el estado
nutricional, con un rendimiento agricola superior a un 11% con respecto a las
plantas testigo. En general se obtuvo un alto nivel poblacional en la rizosfera de

las plantas inoculadas (Alfonso, 2005).
Bacterias promotoras de crecimiento de las plantas

Son bacterias que forman un grupo de diferentes especies de bacterias que
ayuda el incremento del crecimiento de las plantas, entre los organismos mas
conocidos estdn permanecientes a los Géneros Rhizobium, Pseudomonas y
Azospirillum. Las BPCP se pueden clasificar en 2 grupos, la primera son
promotoras de crecimiento en plantas donde la planta afecta a las plantas
suprimiendo a otros microorganismos, Los mecanismos que estas bacterias
utilizan pueden ser a través de su propio metabolismo (solubilizando fosfatos,
produciendo hormonas o fijando nitrégeno), afectando directamente el
metabolismo de la planta (incrementando la toma de agua y minerales),
mejorando el desarrollo radicular, incrementando la actividad enzimatica de la
planta o “ayudando” a otros microorganismo benéficos para que actuan de
mejor manera sobre las plantas. La segunda tiene la capacidad de control
bioldgico las cuales promueven el crecimiento de las plantas al suprimir los

patégenos (Bashan y Holguin, 1998).

Rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas son las bacterias del
suelo que habitan alrededor de / sobre la superficie de la raiz y estan directa o
indirectamente involucrados en la promocion del crecimiento de las plantas y el
desarrollo a través de la produccion y secrecion de diversas sustancias
guimicas reguladoras en las proximidades de la rizosfera .Generalmente |,

crecimiento de las plantas rizobacterias que promueven facilitar el crecimiento
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de las plantas , ya sea directamente por la asistencia en la adquisiciéon de
recursos (nitrogeno, fosforo y minerales esenciales) o la modulacién de los
niveles de hormona de la planta, o indirectamente por la disminucion de los
efectos inhibidores de diversos patdégenos en crecimiento de la planta y el
desarrollo en las formas de agentes de control biolégico . Varios estudios han
documentado el aumento de la salud y la productividad de diferentes especies
de plantas mediante la aplicacion de la promocion de crecimiento de las plantas
bajo condiciones normales y de estrés. Las rizobacterias benéfica de las plantas
pueden reducir la dependencia mundial de los productos quimicos agricolas
peligrosos que desestabilizan los agroecosistemas. Esta opinién acentla la
percepcion de la rizosfera y promotoras del crecimiento vegetal rhizobacteria
bajo las perspectivas actuales. Ademas, las perspectivas explicitas sobre los
diferentes mecanismos de rizobacterias la promocion del crecimiento de plantas
mediada se han descrito en detalle con el reciente desarrollo y la investigacion.
Finalmente , los ultimos paradigmas de la aplicabilidad de estas rizobacterias
benéficas en diferentes agroecosistemas se han presentado ampliamente en
condiciones normales y de estrés para poner de relieve las recientes tendencias
con el objetivo de desarrollar perspectivas futuras (Ahemad & Kibret, 2013),
Diferentes géneros bacterianos son componentes vitales de los suelos. Ellos
estan involucrados en diversas actividades bioticos del ecosistema del suelo
para que sea dinAmico para a su vez mas de los nutrientes y sostenible para la
produccion de cultivos (Ahemad et al, 2009;. Chandler et al, 2008.). Estimulan el
crecimiento de plantas a través de la movilizacion de nutrientes en los suelos,
produciendo numerosos reguladores del crecimiento vegetal, la proteccidén de
plantas a partir de fitopatogenos mediante el control o la inhibicion de ellos,
mejorar la estructura del suelo y bioremediacion de suelos contaminados
mediante el secuestro de las especies de metales pesados téxicos y

compuestos x enobiodticos degradantes (como pesticidas) (Ahemad, 2012).

Ademas de su aplicacion directamente en agricultura, Azospirilum se ha
convertido en un excelente modelo para los estudios genéticos de bacterias

asociadas a plantas en general. El mayor volumen de literatura sobre
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Azospirillum consiste en estudios genéticos en casi todos los aspectos de la
bacteria, y su asociacion con las plantas. Debido a esto, Azospirillum constituye
la piedra angular de las investigaciones relacionadas con la rizosfera, a pesar
de su cuestionable aplicacion en campo. Adicionalmente, aplicaciones
diferentes a la agricola, como la produccién de poli-beta-hidroxibutirato para
usos médicos, degradacion de contaminantes, produccién de vitaminas y
tratamiento de aguas residuales, estan introduciéndose lentamente (Bashan et
al., 2004).

El género Azospirillum

La primera especie de Azospirillum fue aislada en Holanda por (Beijerinck,
1925)a partir de suelos arenosos pobres en nitrégeno, y originalmente se llamoé
Spirillum lipoferum, pero durante 50 afios el autor fue ignorado, hasta que fue
descubierto en Brasil por (Bulow y Dobereiner 1975; Day y Dobereiner 1976).

Después (Tarrand, et al. 1978) propusieron a Azospirillum como género con
base en diferencias morfolégicas y fisiolégicas entre varias cepas y en
experimentos sobre homologia del ADN. Estas bacterias son bacilos
ligeramente curveados a menudo con puntos en los extremos, Gram negativos,
moviles, es microarerofilicas con diametro celular es de 1 ym y pH de
crecimiento entre 6.8 y 7.8 (Madigan y Parker,1999). Actualmente son
reconocidas siete especies aunque las mas comunes son Azospirillum;
lipoferum, y A.Brasilense (Ecker, et al, 2001).Esta bacteria puede ser de vida
libre o asociada con las raices de los cereales, pastos y plantulas tuberosas.
Azospirillum sp ha sido el objetivo de numerosos estudios por su capacidad de
fijar nitrdgeno asociado con las raices de diversos cultivos de importancia

agronomica (Dobbeleare et al.,2001).
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Caracteristicas de Azospirillum

Azospirillum (a- subclase de las proteobacerias) es la una bacteria Gram
negativa, de vida libre, fijadora de nitrogeno y asociada a la rizosfera de plantas.
Tiene un metabolismo carbonado y nitrogenado muy versatil, lo que le permite
adaptarse y establecerse en el competitivo entorno rizosférico. Como fuentes
nitrogenadas, Azospirillum puede utilizar un amplio rango de sustratos, amonio,
nitrato, nitrito, aminoacidos y nitrégeno molecular. En condiciones
desfavorables, tales como desecacién y carencia de nutrientes, puede
enquistar, recubriéndose de una capa de polisacaridos produciendo una
acumulacién de granulos de [B-hidroxibutirato, que sirven a la bacteria de

reserva de fuente carbonada (Collados, 2006)

Es una bacteria movil, que muestra gran variabilidad en el nUmero y posicién de
sus flagelos. En medio liquido produce un solo flagelo mientras que en medio
sélido se inducen diversos flagelos laterales, siendo diferente la cantidad y
posicion de estos flagelos para cada una de las especies del género
Azospirillum (Collados, 2006). Para identificar si las bacterias son moviles se
realiza la prueba de movilidad con manitols con 3.5 g/l de agar (Benavides &
Hermida, 2008)
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Clasificacion taxondémica de Azospirillum

La clasificacion como género de Azospirillum fue hecha por (Tarrand, et al.

1978), para sustituir el antiguo nombre Spirillum y su divisién en las especies:

Reino: Procaryote
Division: Gracilicute
Clase: Scotobacteria
Familia: No existe
Género: Azospirillum
Especie: Sp.
lipoferum
brasilense
amazonense
haloproferenses

irakenses

Fijacion de nitrogeno por Azospirillum

El nitrégeno que se localiza en el suelo procede de la atmosfera, pero el N,
atmosférico no puede ser utilizado directamente por los seres vivos salvo en el
caso de algunos microorganismos (Villalobos, et. al., 2002). Para que el
nitrégeno atmosférico sea absorbido por las plantas y la mayoria de los
microorganismos, este tiene que formar parte de otros compuestos quimicos,
este proceso se llama fijacion (Fuentes, 2002). Considerando la capacidad de
Azospirillum para asociarse con plantas de interés agricola, asi como su
capacidad para fijar N,, en medios de cultivo, Por lo qué se realizaron pruebas
para verificar qué el Azospirillum no causa sintomas visibles de enfermedad

sobre la raiz o las hojas de plantas de trigo, algoddn o tomate (Bashan, 1998).
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Cuando el oxigeno es un factor limitante en las culturas, Azospirlllum puede
utilizar nitrato, nitrito u Oxido nitroso (s) como aceptores de electrones

respiratorias terminales (Lamattina et al. 2003).
Importancia biolégica de Azospirillum

El efecto de la inoculacion de Azospirillum sp. sobre el rendimiento total
aumenta generalmente con el crecimiento de las plantas y est4 en un rango de
10-30% (Bashan y Vazquez, 2000). Resultados obtenidos en el estudio de Se
demuestra la efectividad agrobiol6gica de Azospirillum brasilense a partir del
estimulo positivo ejercido en el crecimiento y estado nutricional de las plantas
asi como en el rendimiento agricola del cultivo; y se establece con un alto nivel

poblacional en la rizosfera de las plantas inoculadas (Alfonso, 2005).

Dos variables basicas que contribuyen a la respuesta del rendimiento a la
inoculacion son los cultivares los cuales muestran respuestas diferentes a la
inoculacién y al nivel de fertilizacion nitrogenada; por lo tanto, la inoculacién de
Azospirillum sp.puede considerarse un sustituto parcial de la fertilizacion

nitrogenada (Schloter y Hartmann, 1998).
Trabajos en Hortalizas conAzospirillum

Plantas inoculadas con Azospirillum producen mayor cantidadde raices laterales
y mejor desarrollo del pelo radicular (Creus et al.,, 2005). Estos efectos
promotores se han atribuido principalmente a la produccion de hormonas de
crecimiento. El éxido nitrico (NO) ha sido recientemente descrito para actuar
como una molécula de sefial en la cascada hormonal que conduce a la

formacion de raices.

En un experimento con semillas de tomate fueron inoculados con promotoras
de crecimiento de las plantas, Yy con rizobacterias Azospirillum brasilense
FT326, y cambios en los parametros asociados con el crecimiento de las

plantas se evaluaron 15 dias después de la inoculacion. Azospirillum fueron
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localizados en las raices y en el tejido xilematico. Un aumento en los brotes y
peso fresco de raiz, longitud principal del pelo de la raiz, y la superficie de la
raiz indica que la inoculacion con A. brasilense FT 326 resultdé en una mejoria

del crecimiento vegetal (Ribaudo et al. 2006).

En un experimento donde se aislaron 43 cepas de Azospirillum spp. y 50 cepas
de Klebsiella spp. de la rizosfera, rizoplano, raiz estéril, tallo y semilla de plantas
de maiz y teocintle (maiz ancestral) y se observo que dichos microorganismos
pueden vivir en el suelo y en las plantas como enddfitos. Ademas demostré que
las cepas aisladas de Azospirillum spp. Klebsiella spp. secretan sustancias que
regulan el crecimiento vegetal en diferentes concentraciones, las cuales
dependen de la zona de aislamiento de la planta. En adicion, se detectaron
sideroforos en 20 y 90% de las cepas de Azospirilum y Klebsiella,
respectivamente. Debido a estas propiedades, estas cepas podrian tener un
enorme potencial para usarse en la inoculacién de plantas de maiz o de otros

cultivos de interés agricola (Carcafio-Montiel et al., 2006).

Pereyra et al., 2006, encontraron en semillas de lechuga (Lactuca sativa L., cv)
qué fueron imbibidas, con células de A. brasilense SP245 qué tenian
porcentajes de germinacion significativamente mas altos que los controles en

todos los tratamientos después de haber sido expuestas a NacCl.

Barassi et al. 2007, muestran evidencias de que los microorganismos
promotoras de crecimiento Vegetal (PGPMs) podrian mejorar la productividad
vegetal en un entorno humano deteriorado. En general, podrian contribuir a
reducir la carga de la pérdida de nutrientes del suelo en tierras de cultivo, para
contrarrestar parte de los efectos negativos del agua y solucion salina tensiones
sobre el crecimiento de la planta, y para ayudar a las plantas a evitar o reducir
al minimo la captacion de contaminantes. Estos resultados alientan a nuevas

investigaciones sobre su aplicacion en el sector horticola.
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El Efecto de la inoculacion con Azospirillum sobre el desarrollo de desarrollo de
las raices son relacionados a con la concentracion del inoculo, cuando este es
superior a los niveles 6ptimos tienen efectos inhibitores, mientras que la dosis
bajas no causan efecto, el nivel de inoculacion optimo para la semilla y
plantulas para muchos cereales y en vegetales y plantas del cultivo comercial
se ha observado que los niveles es a 10°-10° ( ufc mI'") mientras que en el maiz
es a 10’ ufc, una concentraciéon de 108-10°ufc ml* generalmente inhibe el
desarrollo radicular, estos datos no se han revelado cuantas células bacterianas
requieren para obtener una respuesta positiva, los efectos positivos de la
bacteria reflejan diversos pardmetros morfolégicos de la raiz, como incremento
de longitud de la raiz y laterales, incremento el volumen radicular , incremento
en el peso seco de la raiz, densidad y aparicion temprana de la raiz de pelos

radiculares, (Creus et al, 2004).

Como se aplica la bacteria

Actualmente se utilizan algunos métodos para inocular Azospirillum. ElI méas
simple es aplicado las bacterias en suspension liquida, ya sea directamente al
suelo o a las semillas. Esta técnica ha sido utilizada en numerosos
experimentos de invernadero y de campo, pero resulta inadecuado puesto que
el tiempo de sobrevivencia de Azospirillum en suelo es relativo corto en
ausencia de un acarreador. Los mejores resultados en rendimiento han sido
obtenidos a partir de suspensiones de turba vertido por goteo al surco o
distribuyendo el inoculante de turba granular al momento de la siembra. Otra
opcién es la produccién de microesferas o microencapsulados bacterianos en
una matriz de alginatos y liofilizados. De esta manera, se satisfacen los
requerimientos de un inoculante bueno y practico, es un acarreador
guimicamente inerte similar a polvo de marmol, arena o carbonato de calcio,
seco, facil de usar, uniforme, biodegradable por organismos del suelo, de
naturaleza no-toxica, que contiene una poblacion bacteriana basta y uniforme,
permite la liberacion gradual de las bacterias durante periodos largos hasta un

mes y puede ser producido a gran escala. (Bashan et al. 1996).
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Lopez et al (2010) obtuvo que los contenidos de materia organica aumentan
con la mezcla de las cantidades bajas de los &cidos humicos de leonardita
experimentales y las concentraciones altas de la bacteria Azospirillum. En la
materia organica, hay efecto altamente significativo de los tratamientos. Asi, de
forma particular se puede establecer que al adicionar la mezcla de 2 ml.litro-1
de agua de los acidos humicos de leonardita experimentales, con la bacteria
Azospirillum a la concentracién de 10° unidades formadoras de colonias, se
presento la cantidad superior de materia organica y aventajo al testigo absoluto

en 34 por ciento.

Pérez (2010) encontrd que las dosis bajas de acido himico (2ml Lt') de
leonardita y bacterias Azospirillum (10° UFCmL™), tienen efecto positivo en la
distribucion radicular del chile jalapefio, aumentando el area y ancho de raiz.
Para el peso fresco de la raiz se elevé al aplicar las dosis de 2 miLt” de &cido
himico mas 10’ UFC de bacterias Azospirillum y 4 ml.Lt* de acidohtimico més
10° de Azospirillum superando al testigo y el tratamiento que presenté mayor
area radical fue la combinaciéon de 2 ml.Lt* de &cido himico mas 10" UFC de
Azospirillum, superando al testigo.

Caracteristicas agronémicas
Altura de la planta

En un experimento en trigo inoculado con Azospirillum brasilense Sp- 248 y
diferentes niveles de N- fertilizante utilizando el agua de mar como agua de
riego. Todos los tratamientos inoculados aumentaron la altura de planta, tallo y
peso seco de raiz, y el numero de hoja en comparacion con los tratamientos no
inoculados (Alamri & Mostafa, 2009). También se han obtenido plantulas mas
vigorosas en cuanto a la altura y la longitud de las raices en los tratamientos
donde se inoculé el biofertilizante AzoFert® combinado con dosis de 30 y 25
kgN.ha-1 respectivamente, difiriendo estadisticamente del testigo absoluto y del
testigo de produccion. Con esto se puede disminuir la fertilizacion del macro-

nutriente nitrégeno en su efecto sobre el crecimiento de las plantas, ya que la
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no aplicacion del mismo (testigo absoluto) produce un efecto negativo en las
variables evaluadas (Alfonso, 2005).

NUumero de hojas

Las plantas de café en vivero (Coffea arabica) que fueron inoculadas con los
microorganismos presentaron mayor nimero de hojas en comparacion con el
testigo. Entre tratamientos, Glomus. intraradices y Azospirillum brasilense
adheridas por separado a las semillas, indujeron la emision de mas hojas en
comparacion con el testigo sin inocular y cuando se introdujeron juntos ambos
microorganismos. El mayor incremento en el niumero de hojas de las plantas
inoculadas se considera que se debe a un efecto concomitante entre el
aumento en la capacidad de absorcion y el transporte del sistema radical

(Aguirre-medina et al., 2011)

Para evaluar los efectos de las PGPR, sobre el crecimiento y el desarrollo de
Tagetes minuta var-IED con Azospirillun brasilense, o su combinacién).
Encontraron qué la inoculacion con A. brasilense caus6 aumentos significativos
en el numero de hojas, longitud de la raiz, y peso seco de raiz , pero no en

rodaje peso fresco (Santoro et al., 2011).
Peso fresco de la planta

Se realizd un experimento en macetas utilizando con suelo Franco arenoso
como medio de crecimiento para la lechuga (Lactuca var sativa Grtelit. ) ,
Tomate (var Lycopersican esculentum Hagein Maestro 100) , Rabano (
Raphanus sativus var Indiaradis) y la fresa (Tioga ) para estudiar las diferencias
entre algunas plantas en la acumulacion de selenio de los suelos de
suplementacién con selenio las plantas para cada cultivo examinado fueron
divididos en cinco grupos de tratamiento (0, 2 mg Se inorganico, 2 mg Se
organico, 30 mg de Se inorganico y 30 mg de Se organico por Kg de suelo) ,.
En laboratorio estudiaron el efecto de selenio en bioensayos de semillas, a
concentraciones de 0, 10, 25, 50,100 y 200 ppm se utilizaron en los bioensayos.

Los resultados obtenidos revelaron que el aumento de los niveles de selenio
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disminuyeron los pesos frescos para las cuatro plantas ensayadas
Estadisticamente se estudiaron las diferencias significativas en la apetencia, la

produccion de la planta, y el peso fresco de la planta producida (Ahmed, 2010).

La aplicacion de selenio en alta concentracion tuvo un efecto negativo sobre el
peso de la raiz y de tallos y hojas, en el sustrato perlita en donde las plantas
tratadas mostraron de forma constante hojas cloréticas. Sin embargo la
aplicacion foliar de selenio en concentraciones de 10 y 20 mg L-1 resultd
positiva para tallos y hojas asi como para el peso seco y contenido de materia

seca de los frutos (Benavides-Mendoza et al. 2011).

En un experimento con plantas de orégano italiano (Origanum X majoricum

inoculado con Azospirillum brasilensese incrementd el 30 % en peso fresco,
ademasla bacteria produjo un efecto fitorregulador claro en el sistema de raices
de T. minuta. La produccion de auxina se ha demostrado que estimula el
crecimiento de raices y para promover el crecimiento de la planta (Lucy et al.,
2004)(Lucy, Reed, & Glick, 2004).por otro lado, Inoculacion individual de P.
fluorescens y su co-inoculacién con A. brasilense aumenté significativamente
(por ~ 50 %) el peso fresco de T. minuta. Ademas del numero de hojas y el

namero de nodo (Banchio et al, 2010).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area experimental

El presente trabajo experimental se llevo a cabo en el invernadero 2 del area de
invernaderos del Departamento de Fitomejoramiento “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

Materiales/ equipo

e Cinta métrica (2m) e Bolsas de 1 kg de papel estraza
e Tijeras e Autoclave

e Toneles de 200 L e Agua destilada

e Vernier e Insecticidas

e Balanza analitica

e Material vegetal. Se utiliz6 semillas de tomate tipo Saladette (Solanum
lycopersicum) 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.

e Siembra en contenedores. La siembra de las semillas se hizo de manera
directa en contenedores de Poliestireno expandido de 1 litro. El sustrato
utiizado fue de un material llamado Peatmoss mix (organico) en

combinacion de otro material llamado perlita A-13 saco 100 L, es de origen
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volcanica de particulas blancas de poco peso, Entre ellos se mezclaron con
una relaciéon 1:1, en ambos sustratos son previamente esterilizados en
autoclave a 180° para estar seguros de que el material sea limpia y no

contagiarse con otros patégenos

e Solucion nutritiva. La solucidn nutritiva que se utlizd para este
experimento fue Steiner (1961) la cual se considera los siguientes
elementos y sus concentraciones: Nitrégeno (NO3)= 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.

Cuadro 1. Componentes de la solucion Steiner en miliequivalentes por litro.

NO; PO, SOZ K* Ca™ Mg>*  Concentracién
(meq.L?) (meq.L") (meq.L!) (meq.L') (meq.L") (meq.L") total
12 1 7 7 9 4 100%
6 0.5 35 35 4.5 2 50%
24 04 2.8 2.8 3.6 1.6 40%

Alos 10 dias después de la siembra se decidié comenzar la nutricion de las
plantulas con la aplicacion de la solucidbn nutritiva Steiner al 40%.
Aplicando esta concentracion de nutrientes como una fertilizacidbn 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

ésta todos los dias a las 10 de la mafana.
A los 30 dias después de la siembra los miliequivalentes por litro de los

nutrimentos que aparecen en la tabla, la concentracién del 40% de la solucion

nutritiva se decidi6 aumentar al 50% de acuerdo a la edad de las plantas, se
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muestra las diferencias al aumentar en 10%de concentracién de los nutrimentos

propuestas, donde se muestran los fertilizantes que se utilizaron.

e Descripcién de tratamientos

En este estudio se manej6 diferentes concentraciones de la bacteria
Azospirillum, a tres concentraciones 10% 10° 10%ufc ml?, y selenio en
concentraciones 1, 5 y 10 ppm utilizando selenito de sodio como fuente de
selenio. Para la inoculacion de plantulas de tomate, se utilizaron 2 testigos, uno
sin Azospirillum y otro sin selenio, la aplicacion se hizo manualmente con la
solucién preparada y se decidié aplicar un volumen de 20 ml por planta

dependiendo de la concentracién utilizada.

Cuadro?2. Descripcion de los tratamientos que se aplicaron en el estudio de las

plantulas de tomate saladette (Solanum lycopersicum), a los 8 dias después de

siembra.
Tratamientos Se(Mg L)+ Tratamientos Se(Mg L)+
Azospirillum (ufc ml™) Azospirillum (ufc ml™)

T, 0O + O Tg 5 + 0
T, 0 + 10* T10 5 + 10
Ts 0 + 10° Tu 5 + 10°
Ta 0 + 10° T12 5 + 108
Ts 1+ 0 Tis 10 + 0
Te 1 + 10° T 10 + 10*
T, 1 + 10° Tis 10 + 10°
Ts 1 + 108 Tie 10 + 108
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Variables estudiadas

Altura de la planta. Esta se midi6 con una cinta métrica (cm) a partir de la
base del tallo hasta la parte terminal de la planta.

Numero de hojas. Se contabilizaron todas las hojas verdaderas formadas
completamente por cada planta evaluada.

Diametro de tallo. Para esta variable se le realizaron las respectivas
mediciones de los lados ecuatoriales con la ayuda de un vernier, se midieron
todas las repeticiones hasta terminar los 16 tratamientos.

Peso fresco de la planta. Al momento de cortar la planta en parte aérea, se
estimaron esta variable mediante una bascula analitica de la marca AND EK-
1200.

43



DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 con la ayuda del software Statical Analisys
System (SAS 9.1) el cual se utiliz6 para correr los datos con disefio
completamente al azar y con arreglo factorial 4x4, este ultimo para analizar el
efecto de cada factor y la interaccion de ambas (Azospirillum y Selenio) sobre la
variable respuesta (altura de la planta, diametro de tallo, numero de hojas y
peso fresco de plantas).para la comparacion de medias se utiliz6 el método
Duncan (P<0.05).
El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yij = u+Ti+Eij
i=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16 (tratamientos)
i=1,2,3,4,5,6, 7, 8,9 (repeticiones)
En donde:
Yij= Valor observado en las diferentes variables
u= Efecto de la Media poblacional

Ti= Efecto verdadero del i-enésimo tratamiento

Eij= Error experimental en la e-nésima repeticion
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza muestra en la altura de planta una respuesta significativa
entre tratamientos en el factor Azospirillum (P= 0.019) en el factor selenio
(P<0.001) y en la interaccion de ambos (CuadrolA). En cambio, el diametro de
tallo no fue afectado significativamente por el factor Azospirillum y la
interaccién, sin embargo, el factor selenio fue altamente significativo (Cuadro
2A). El numero de hojas no fue afectado por el factor Azospirillum mientras que
el factor selenio y la interaccidbn mostraron efectos significativos (P< 0.001 y P=
0.0005, respetivamente) (Cuadro 3A). Por ultimo, en el peso fresco de la planta
los dos factores y la interaccion resultaron ser significativos (Cuadro 4A). Los
datos sugieren que el factor el selenio resultdé ser muy importante porque de
acuerdo al ANVA resulté tener un efecto significativo en todas las variables

estudiadas.

Al realizar la comparacion de medias, se observa que en la altura de planta
(Cuadro 5), la concentracién de 10° de Azospirillum comparado con el testigo
(solucién Steiner) resultaron estadisticamente iguales, solo con 2.5 cm de
diferencia, superando a las plantas tratadas con 10*y 10%. El didmetro de tallo
no mostré que los tratamientos fueron diferentes y en cuanto al nimero de
hojas las plantas tratadas con la concentracién 10° resultaron estadisticamente
igual que el testigo, solo con la concentracién de 10%se produjo un menor
namero. Por dltimo, el peso fresco de la planta indica que la concentracion y el
testigo produjeron resultados estadisticamente iguales, mientras que con la

concentracion 10%se tuvo la menor acumulacion de materia fresca.
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Cuadro 3. Prueba de comparacion de medias de Duncan (p< 0.05) de
las variables de respuesta, inoculadas en tres concentraciones de Azospirillum

y el testigo aplicado a plantas de tomate var. Rio Grande, en invernadero.

Azospirillum AP DT NH PFP
(ufc ml'™) (cm) (mm) (g)
0 41.4 ab 54a 7.1ab 41.0ab
10* 40.1b 5.5a 6.9 b 39.5bc
10° 439a 5.6a 7.3a 46.0a
10° 40.2 b 56a 7.1 ab 34.2c¢

AP= altura de plantas DT= diametro de tallo NH= namero de hojas PFP= peso fresco de la
planta. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

En relacion a las caracteristicas agronémicas, Ribaudo et al. (2006) encontraron
en semillas de tomate inoculadas con Azospirillum brasilense FT326 cambios
del crecimiento en plantas, en raices y tejido xilemético, ademas de un
incremento en los brotesl5 dias después de la inoculacién. Alfonso (2005)
mostro un estudio donde se evalud la efectividad agrobiologica de Azospirillum
sp, en el desarrollo y rendimiento en el cultivo del tomate y obtuvo las plantulas
mAas vigorosas en cuanto a la altura y la longitud de las raices en los
tratamientos donde se inocul6 el biofertilizante AzoFert® combinado con dosis
de 30 y 25 kgN.ha-1 respectivamente, difiiendo estadisticamente del testigo
absoluto y del testigo de produccién. Este resultado pone de manifiesto la
eficiencia de la rizobacteria al permitir disminuir la dosis de fertilizante

nitrogenado sin afectar la calidad de las plantas.

Con respecto al factor selenio se presentaron diferencias estadisticas para las
variables AP y PFP, sin embargo el mejor tratamiento fue el testigo, mientras
que el DT y NH, con 1 ppm de selenio y el testigo fueron estadisticamente

iguales; con la concentraciéon de 5y 10 ppm disminuyeron ambas variables.

46



Cuadro 4. Prueba de comparacion de medias de Duncan (p< 0.05) de
las variables de respuesta en tres concentraciones de selenio y el testigo

aplicado a plantas de tomate var. Rio Grande en invernadero.

Selenio AP DT NH PFP
(ppm) (cm) (mm) (g)
0 57.7 a 6.3a 7.7 a 67.6a
1 52.5b 6.3 a 7.7 a 58.2b
5 349¢c 5.0b 7.0b 24.7 ¢

10 20.0d 45¢c 5.8c¢ 9.3d

AP= altura de plantas DT= diametro de tallo NH= nimero de hojas PFP= peso fresco de la
planta. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Los resultados encontrados en este experimento son similares a los de (Ahmed,
2010), quién realiz6 un experimento en macetas utilizando suelo franco arenoso
como medio de crecimiento para la lechuga (Lactuca sativa Grtelit), tomate
(Lycopersicum  esculentum var. Hagein Maestro 100), rdbano (Raphanus
sativus var India radish) y la fresa (Fragaria vesca), para estudiar las diferencias
entre algunas plantas en la acumulacion de selenio de los suelos
suplementados con este elemento , las plantas para cada cultivo examinado
fueron divididas en cinco grupos de tratamientos, cada uno con cuatro
repeticiones: (1) sin la adicion de selenio (2) cada planta recibié un total de 2,0
mg de selenio por kg de suelo,(3) 2,0 mg de una organica de selenio por kg de
suelo (4) 30 mg de un inorganica del selenio por kg de suelo, y (5) 30 mg de un
compuesto organico de selenio por kg de suelo. También, en el laboratorio, se
estudié el efecto de selenio en bioensayos de semillas. Las concentraciones de
0, 10, 25, 50,100 y 200 ppm se utilizaron en los bioensayos. Los resultados
obtenidos revelaron que el aumento de los niveles de selenio disminuy6 el peso

fresco.

Respecto a la interaccion de los tratamientos se muestra en el Cuadro 7 que los
resultados de Azospirillum con selenio, afecté el desarrollo de la plantula de
tomate, sin embargo hay algunas interacciones que ayuda a mantener el

crecimiento normal de la planta, como se muestra en la altura de planta con la
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aplicacién de 10%ufc ml™* de Azospirillum y con O ppm de selenio, y que resultd
mayor numéricamente, aunque le siguen la concentraciéon 10° con O de selenio
y sin  Azospirillum con 1 ppm de selenio resultdé estadisticamente iguales. El
diametro de tallo mostré que con la concentracién 10° de Azo*lppm resultd
ligeramente mayor pero las siguientes concentraciones de 10°Azo* 0 Se y 10*
Azo*1Se mostraron una tendencia similar, por lo cual se considera
estadisticamente iguales. Por lo siguiente, el numero de hojas en la
concentracion 10%Y 10°Az* sin selenio reflejaron el mayor nimero y por dltimo la
variable peso fresco de la planta demostr6 mayor con 10°Az*0 selenio

siguiendo la concentracién10°Az*0 selenio.

Cuadro 5. Efecto de la interaccién Selenio*Azospirillum sobre la variable de

respuesta en el cultivo de tomate saladette en invernadero.

VAR. AGRON --- AP ----------- DT ------------- NH ----------- PFP----
Az | Se | N | Medias E.E Medias E.E Medias E.E Medias E.E

0 | 0|9 5287 0.60 6.28 0.06 7.56 0.12 66.11 2.85
10| 0 [ 9| 59.22 0.94 6.20 0.05 7.78 0.14 68.33 1.82
10°| 0 | 9| 34.82 0.96 4.87 0.09 7.67 0.19 23.33 1.77
10°| 0 | 9| 18.60 0.43 4.42 0.04 5.44 0.09 6.11 0.37

0 |0 |9|49.91 | 231 6.18 0.05 7.11 0.18 58.89 3.79
10| 1 [ 9| 55.46 | 1.03 6.40 0.08 7.78 0.07 64.44 2.10
10°| 5 [ 9] 35.12 | 0.65 5.05 0.06 6.89 0.06 23.89 1.08
10° |10 | 8 | 17.28 0.41 4.41 0.04 5.50 0.09 7.38 0.58

0 |0 |9|63.14 | 0.62 6.38 0.05 8.00 0.08 69.44 2.78
10* 91| 53.43 | 0.74 6.46 0.08 7.89 0.10 68.89 2.69
10°| 5 | 9| 37.56 0.79 4.95 0.08 7.00 0.08 31.11 1.66
10° 10 | 9 | 21.34 0.72 4.61 0.09 6.11 0.13 14.44 2.37

0 | 0|9 | 6486 0.79 6.41 0.06 8.22 0.07 76.11 2.82
10* 9| 41.80 0.96 6.25 0.07 7.33 0.12 31.11 2.20
10°| 5 | 9| 31.96 1.06 5.14 0.06 6.44 0.17 20.56 1.74
10° |10 | 9| 22.29 0.34 4.69 0.05 6.22 0.11 8.89 0.37

Az= Azospirillum Se= selenio E.E= error estandar

48



En relacién de los resultados descritos, las mejores concentraciones que puede
mantener la plantula de tomate son 10° y 10° UFC mLde Azospirillum

combinado con 1 ppm de selenio favorece el crecimiento de las plantas.

A continuacion se muestran las gréficas (Figuras 3-6) de las variables de
respuesta de plantas de tomate, esto es, las cuatro variables de respuesta:

altura de planta, diametro de planta, numero de hojas y peso fresco de la planta

Figura 3. Efecto de la interaccion Selenio*Azospirillum sobre el altura de planta.
Las barras indican el error estdndar de la media en respuesta a la interaccion
de los dos factores.

ALTURA DE PLANTA
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70 -
60 -
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50 -
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40 -
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1 2 3 4
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Figura 4. Efecto de la interaccion Selenio*Azospirillum sobre el diametro de
planta. Las barras indican el error estandar de la media en respuesta a la

interaccion de los dos factores.

DIAMETRO DE TALLO
MM
7.00 -+
6.00 - : UFC ml™
5.00 - — ()
4.00 - - 1074
3.00 - 10°6
2.00 -+
—]_0/\8
1.00 -
000 T T T 1
1 2 3 4
PPM DE SELENIO

Figura 5. Efecto de la interaccién Selenio*Azospirillum sobre el diametro de
planta. Las barras indican el error estandar de la media en respuesta a la
interaccion de los dos factores.
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Figura 6. Efecto de la interaccion Selenio*Azospirillum sobre el diametro de

planta. Las barras indican el error estandar de la media en respuesta a la

interaccion de los dos factores.
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CONCLUSION

La produccion de plantulas de tomate saladette en invernadero se mejora con
la aplicacion de 1 ppm de selenio y con 10% y 10 ® UFC mlI™* de Azospirillum
Mientras la aplicacion de 5y 10 ppm de selenio muestra una disminucion en el

desarrollo de las plantulas de tomate.
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ANEXOS

Cuadro 1A. Analisis de varianza de la variable altura de plantas con la
aplicacion de selenio y Azospirillum en plantas de tomate saladette var. Rio
Grande en invernadero

F.v. GL SC CM F P>F
Azospirillum 3 330.76 110.25 3.42 0.0193
Selenio 3 31615.53 10538.51 327.34 <.0001
Se*Azos 9 2958.95 328.77 10.21 <.0001
Error 127 4088.65 32.20
Total 142 38993.90

Se* Azos= interaccion entre selenio y Azospirillum

Cuadro 2B. Andlisis de varianza del variable diametro de tallo con aplicacion de
selenio y Azospirillum en plantas de tomate saladette var. Rio Grande en
invernadero.

FV GL SC C™M F P>F
Selenio 3 0.66 0.22 1.47 0.2249
Azospirillum 3 89. 52 29.84 199.06 <.0001
Se*Azos 9 0.89 0.10 0.66 0.7463
Error 127 19.04 0.15
Total 142 110.10

Se* Azos= interaccion entre selenio y Azospirillum

Cuadro 3A. Andlisis de varianza del variable nimero de hojas con aplicacion de
selenio y Azospirillum en plantas de tomate saladette var. Rio Grande en
invernadero.

FV GL SC CM F P>F
Selenio 3 2.89 0.94 1.85 0.1410
Azospirillum 3 83.47 27.82 54.83 <.0001
Se*Azos 9 16.57 1.84 3.63 0.0005
Error 127 64.44 0.51
Total 142 167.30

Se* Azos= interaccion entre selenio y Azospirillum
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Cuadro 4A. Analisis de varianza del variable peso fresco de planta con
aplicacion de selenio y Azospirillum en plantas de tomate saladette var. Rio

Grande en invernadero.

FV GL SC CM F P>F
Selenio 3 2546.34 848.78 5.04 0.0025
Azospirillum 3 80896.12 26965.37 160.22 <.0001
Se*Azos 9 8654.75 961.64 571 <.0001
Error 127 21374.76 168.30
Total 142 113471.97

Se* Azos= interaccion entre selenio y Azospirillum
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