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RESUMEN GENERAL

Fertilizacion, bioacumulacion e interaccion del selenio en la planta frijol
(Phaseolus vulgaris L.) variedad pinto Saltillo

La fertilizacion via foliar en las plantas ha logrado ser una herramienta de gran
utilidad que permite incorporar de forma inmediata los nutrimentos esenciales
corrigiendo el déficit de nutrientes que no se logra cubrir con la fertilizacién
edafica, problemas de origen fitopatolégico, aumenta la calidad del producto y
optimiza el rendimiento de cosecha. El elemento Selenio (Se) juega un papel
importante en la fisiologia de las plantas, en concentraciones bajas el selenio
tiene efectos positivos sobre el desarrollo, crecimiento y rendimiento de la planta.
La calidad de los alimentos es de vital importancia debido a que de estos
obtenemos los nutrimentos que requerimos para un correcto funcionamiento. El
cultivo y produccion de frijol en una alternativa factible para mejorar la calidad
alimentaria, en donde se aborden los contextos nutrimentales de este grano. El
objetivo del presente estudio fue determinar la respuesta fisioldgica del cultivo de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad pinto Saltillo a la adicion de selenito
(Na2Se0:3), dioxido de selenio (SeO2) y selenato (Na>SeOa) a las concentraciones
de 5, 10 y 20 mg L, bajo condiciones de invernadero. Se evaluaron las
caracteristicas fisicas del grano (ancho, longitud, diametro, espesor, esfericidad,
relacién aspecto, volumen y area superficial), Area foliar durante la etapa de
madurez y llenado de grano, peso total de semillas por planta, peso de semillas
vanas por planta, peso de cien semillas, % de semillas dafiadas, concentracion
de pigmentos (Clorofila A, Clorofila B y carotenos durante la etapa de floracion y
llenado de grano), actividad enzimatica de peroxidasas, actividad antioxidante
total y contenido de nutrientes (Ca, Cu, Mg, Mn y Fe) en el cultivo de frijol. Los
datos se analizaron mediante un analisis de varianza y prueba de rango multiple
de medias Tukey (P <0.05) mediante uso del software estadistico SPSS Version
18.0.0 (Inc. Chicago IL, USA). Los datos mostraron diferencia significativa entre
tratamientos en las caracteristicas fisicas del grano, area foliar, peso total de
semillas por planta, peso de cien semillas, concentracidén de pigmentos, Actividad
enzimatica de peroxidasas y nutrientes (Cay Cu).

Palabras clave: Biofortificacion foliar, Selenio, productividad, toxicidad.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Recursos Naturales y Medio Ambiente en Zonas Aridas,
Universidad Auténoma Chapingo.

Autor: Ma. Elizabeth Azpilcueta Pérez.

Director de Tesis: Dr. Aurelio Pedroza Sandoval



ABSTRACT

Biofortification, bioaccumulation and interaction of selenium in the bean
plant (Phaseolus vulgaris L.) variety pinto Saltillo

Foliar fertilization in plants has become a very useful tool that allows the
immediate incorporation of essential nutrients, correcting the nutrient deficit that
cannot be covered with edaphic fertilization, problems of phytopathological origin,
increases the quality of the product and optimizes harvest performance. The
element Selenium (Se) plays an important role in the physiology of plants, in low
concentrations selenium has positive effects on the development, growth and
performance of the plant. The quality of food is of vital importance because from
these we obtain the nutrients that we require for proper functioning. The cultivation
and production of beans is a feasible alternative to improve food quality, where
the nutritional contexts of this grain are addressed. The objective of the present
study was to determine the physiological response of the bean crop (Phaseolus
vulgaris L.) variety pinto Saltillo to the addition of selenite (Na>SeO3), selenium
dioxide (Se0O-) and selenate (Na>SeQs) at concentrations of 5, 10 and 20 mg L1,
under greenhouse conditions. The physical characteristics of the grain (width,
length, diameter, thickness, sphericity, aspect ratio, volume and surface area),
foliar area during the stage of maturity and grain filling, total weight of seeds per
plant, weight of empty seeds were evaluated. per plant, weight of one hundred
seeds,% of damaged seeds, pigment concentration (Chlorophyll A, Chlorophyll B
and carotenes during the flowering and grain filling stage), enzymatic activity of
peroxidases, total antioxidant activity and nutrient content (Ca, Cu, Mg, Mn and
Fe) in the bean crop. Data were analyzed by means of an analysis of variance
and Tukey's multiple range test of means (P <0.05) using the statistical software
SPSS Version 18.0.0 (Inc. Chicago IL, USA). The data showed a significant
difference between treatments in the physical characteristics of the grain, leaf
area, total weight of seeds per plant, weight of one hundred seeds, concentration
of pigments, enzymatic activity of peroxidases and nutrients (Ca and Cu).

Key words: Foliar biofortification, Selenium, productivity, toxicity.

Doctoral Thesis, Posgraduate in Recursos Naturales y Medio Ambiente en Zonas Aridas,
Unidad Regional Universitaria de Zonas Aridas,Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Ma. Elizabeth Azpilcueta Pérez.

Advisor: Aurelio Pedroza Sandoval, Ph. D.
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CAPITULO |

1. PRESENTACION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la especie de leguminosas con mayor
importancia para el consumo humano debido a que poseen semillas comestibles
aportando un alto contenido proteico y minerales esenciales, especialmente en
Centroamérica y Sudamérica (Delgado et al., 2013). La produccion mundial de
frijol crecié a una tasa promedio anual de 5.9% entre 2013 y 2017, para ubicarse
en 31.4 millones de toneladas (FIRA, 2019). En el afio 2017, los principales
paises productores de frijol fueron: India (20.3%), Myanmar (17.4 %), Brasil (9.7
%), Estados Unidos (5.2%), China (4.2%) y México (3.8%) (FIRA, 2019).

El frijol por crecer bajo casi todas las condiciones de suelo y clima, se cultiva en
las 32 entidades federativas de México; sin embargo, los principales productores
son los estados de: Zacatecas, Sinaloa, Durango, Chiapas, Chihuahua, Nayarit y
San Luis Potosi (SAGARPA, 2015). De acuerdo a datos extraidos de la
plataforma SIAP, en el afio 2020 la produccion de frijol fue la siguiente: Zacatecas
(442 mil ton), Durango (235 mil ton), Chiapas (61 mil ton), Sinaloa (141 mil ton),
San Luis Potosi (45 mil ton), Guanajuato (46 mil ton) y Nayarit (101 mil ton);
ubicando asi a los estados de Zacatecas y Durango como los principales

productores de frijol.

Las clases primordiales de frijol que se producen y comercializan en Durango
son: pinto, negro, flor de mayo y canario (garbancillo). En la region norte de
México, los estados de Nuevo Ledn y Durango, asi como la region de la Comarca
Lagunera tienen una mayor preferencia al consumo del frijol pinto (FIRA, 2015;
CEDRSSA, 2020). Colateralmente se registré en el 2015, que la produccion de
frijol generada por el sistema predominante (temporal), es tres veces menos

productivo que el de riego. Adicionalmente, mediante la fertilizacion al frijol se



podria inducir mayor tolerancia a sus estreses, lo cual se veria reflejado en el

incremento de su rendimiento aun en cultivo de temporal.

El grano del frijol es de suma importancia en la alimentacion de poblacion, por
sus cualidades nutritivas, su variedad y contenido proteico, sobre todo en paises
donde el poblamiento es de bajos recursos (Suarez-Martinez et al., 2015;
Fernandez & Sanchez, 2017). Las propiedades nutracéuticos del frijol se
relacionan con su alto contenido proteico y en menor medida a su aportacién de
carbohidratos, vitaminas y minerales. Dependiendo del tipo de frijol, por cada 100
g se obtiene un contenido de proteinas de 20 a 24 g, grasa 0.53 a 1.5 g, fibra de
12 a 22 g y carbohidratos de 37 a 50 g; ademas de minerales como Fe, Mg, P,
K, Zny Cu (FAO, 2016).

El selenio es un elemento de suma importancia debido a que cumple
funciones fisiologicas en humanos, plantas y animales (Gardufio & Marquez,
2018). El selenio es un nutriente benéfico para las plantas por su relacion a la
respuesta favorable en el crecimiento, dicho efecto se observa en brotes de
tomate (Alves et al., 2019), rendimiento de tomate (Hernandez-Hernandez et al.,
2019), y mayor productividad en la planta de olivo (Tedeschini et al., 2015). El
selenito (Na2SeO3s), Selenato (Na2SeOs) 0 compuestos organicos de Selenio
como la Selenocisteina (SeCis) y Selenometionina (SeMet) son las principales

formas en que la planta toma este elemento (Ros et al., 2016).

La disponibilidad de los micros y macro nutrientes no siempre se tiene en las
proporciones o concentraciones necesarias, es por ello que se ha empleado una
herramienta agrondémica que permite mejorar la calidad nutricional de los cultivos
como lo es la biofortificacion. Esta es una estrategia convencional para mejorar
la seguridad alimentaria y nutricional en las poblaciones en desarrollo, tomando
en cuenta alimentos basicos como el frijol, ya que es importante por su alta
demanda en el consumo humano. Es por ello, que el objetivo del presente trabajo

es determinar la respuesta fisiolégica y acumulacién de tres formas quimicas de
2



Se (NazSeos, SeO. y Na;SeQ4) a concentraciones (5, 10y 20 mg L 1) en la planta

frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad pinto Saltillo.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la respuesta fisioldgica del cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
variedad Pinto Saltillo a la adicién de selenito (Na>SeOs3), diéxido de selenio
(Se0,) y selenato (Na2SeOa4) a las concentraciones de 5, 10 y 20 mg L, bajo

condiciones de invernadero.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto del Selenio administrado via foliar en las formas quimicas
de Na»SeOs, SeO, y Na>SeO. en concentraciones de 5, 10y 20 mg Lt en
las caracteristicas fisicas del grano: peso total de semillas por planta, peso
de cien semillas y % de semillas dafiadas en el cultivo de frijol.

2. Evaluar dicho efecto del Selenio, en la concentracion de pigmentos
(Clorofila A, Clorofila B, carotenos y pigmentos totales), actividad
enzimatica de peroxidasas, actividad antioxidante total y contenido de

nutrientes (Ca, Cu, Mg, Mn y Fe) en el cultivo de frijol.

3.- HIPOTESIS

La fertilizacion con Se via foliar no tiene impacto en las caracteristicas
morfométricas, nutrientes (y rendimiento del grano de frijol, (Phaseolus vulgaris

L.) variedad pinto Saltillo.
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CAPITULO Il

APLICACION FOLIAR DE SELENIO COMO NUTRIENTE QUE MEJORA EL
RENDIMIENTO Y CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE GRANOS DE
FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.)

RESUMEN
El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de tres diferentes formas

guimicas de selenio administradas via foliar sobre las caracteristicas fisicas del
grano, el area foliar, pesos de cien semillas, peso y porcentaje de semillas
dafiadas en la planta de frijol. El disefio experimental utilizado fue bloques
completo al azar con 10 tratamientos y 7 repeticiones. El elemento selenio se
suplemento en tres formas quimicas: selenito de sodio (Na>SeOs), diéxido de Se
(Se0,) y selenato de sodio (Na>SeOQs) a tres concentraciones cada una: 5,10 y
20 mg L1, mas el testigo. En la etapa de llenado de grano, la administracién de
Na>SeOs a concentracion de 20 m L't y SeO, a concentraciones de 5y 10 mg L-
Lincrementaron el area foliar. En la etapa de maduracién del frijol, la aplicacion
de selenio en ninguna de sus tres formas quimicas y concentraciones, tuvieron
efecto significativo en el area foliar de la planta. En cuanto a caracteristicas
fisicas, el selenio incremento el ancho longitud, espesor y diametro del grano; la
esfericidad no presento variacion. El peso de semillas malas y % de semillas
dafadas no tuvieron diferencia estadistica significativa, lo que significa que el
selenio no afecta la calidad de la semilla, sin embargo, si incrementa el peso total

y peso de cien semillas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of three different chemical
forms of selenium administered via foliar on the physical characteristics of the
grain, the foliar area, weights of one hundred seeds, weight and percentage of
damaged seeds in the bean plant. The experimental design used was randomized
complete blocks with 10 treatments and 7 repetitions. The element selenium was
supplemented in three chemical forms: sodium selenite (Na>SeO3), Se dioxide
(Se0O.) and sodium selenate (Na>SeO4) at three concentrations each: 5.10 and
20 mg L%, plus the control. In the pod filling stage, the administration of Na>SeOs
at a concentration of 20 m L** and SeO: at concentrations of 5 and 10 mg L
increased the leaf area. In the bean maturation stage, the application of selenium
in any of its three chemical forms and concentrations, had a significant effect on
the leaf area of the plant. Regarding physical characteristics, selenium increased
the width, length, thickness and diameter of the grain; the sphericity did not
present variation. The weight of bad seeds and % of damaged seeds did not have
a statistically significant difference, which means that selenium does not affect the
guality of the seed, however, it does increase the total weight and weight of one

hundred seeds.

Keywords: Bean morphology, leaf area, yield, quality.
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INTRODUCCION

Se sabe que las plantas utilizan diferentes nutrientes inorganico ademas de
CO- y agua para su crecimiento y produccioén, dichos nutrientes se encuentran
presentes en el suelo y se pueden agotar bajo diferentes condiciones (Alshaal &
El-Ramady, 2017). Al agotarse los nutrientes, su aplicacion en suelos es
necesaria y se convierte en la practica mas comun en la fertilizacion de suelos,
sin embargo, tiene muchas limitaciones con respecto a la biodisponibilidad de los
nutrientes para la planta (Alshaal & EI-Ramady, 2017). La aplicacion foliar tiene
el potencial de proporcionar un estado alto de biodisponibilidad de nutrientes en
comparacion con la aplicacion en el suelo (Li et al., 2018), ademas de resultar
benéfico para mejorar la calidad del fruto, accion que se relaciona estrechamente
con la especie vegetal, la forma quimica del elemento, la concentracion aplicada
y el nimero de aplicaciones (Kapolna et al., 2009; Li et al., 2018; Ziogas et al.,
2020). El selenito (Na2Se0s) y selenato (Na>SeO4) son dos importantes fuentes
guimicas de fertilizacion con selenio, cuya baja disponibilidad en el suelo se debe
a factores naturales como el tipo de suelo, actividad microbiana y lluvia (Supriatin
et al., 2016; Ros et al., 2016).

Los estudios de fertilizacion con selenio han ido en aumento debido a la
importancia que tiene este elemento en realizar ciertas funciones fisioldgicas en
humanos, plantas y animales (E€imovi¢ et al., 2018; Gardufio & Marquez, 2018),
ya que su carencia provoca patologias en el humano (Nothstein et al., 2016). El
consumo de productos vegetales enriquecidos con selenio puede ser un
mecanismo seguro y eficiente para atender la deficiencia de dicho nutriente (Bian
et al., 2020). La aplicacion de selenio se ha realizado en cultivos que
proporcionan una fuente de proteinas, fibra, carbohidratos y nutrientes esenciales
en la dieta humana (Murphy et al., 2018); ademas de su relacién a la respuesta
inducida como promotor de crecimiento en la planta (Xue et al., 2001; Hajiboland
& Amjad, 2007; Hajiboland & Keivanfar, 2012). El efecto en el crecimiento se ha

podido observar en hojas y raices de lechuga (Lactuca sativa L.) (Bian et al.,
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2020), crecimiento vegetativo y reproductivo en toronjil (Melissa Officinalis L.)
(Habibi & Alizade, 2017), incremento de tallos y hojas en tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Becvort-Azcurra et al., 2012), en el crecimiento de la altura en
plantas de haba (Vicia faba L.) (Boghdady et al., 2017), plantulas de lechuga
(Lactuca sativa L.) y melén (Cucumis melo L.) (De los Santos-Vazquez et al.,
2016), en biomasa de girasol (Helianthus annuus L.) bajo estrés salino (Habibi,
2017), incremento crecimiento y numero de hojas en la planta de fresa (Fragaria
L.) (Palencia et al., 2015) y en el rendimiento de trigo (Triticum aestivum L.)
(Nawaz et al., 2015).

En muchas partes del mundo las leguminosas son la Unica fuente de proteina
dietética y es inclusive el principal sustituto de las proteinas animales por su bajo
costo (Ruiz-Lopez et al., 2019). El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es un cultivo de
gran demanda para la alimentacion humana en diversos paises, principalmente
por su contenido de proteinas, carbohidratos, fibra dietética, minerales y
vitaminas (Delgado et al., 2013; SAGARPA, 2017; Gomes et al.,, 2018). El
consumo de frijol es una parte integral de la dieta alimenticia de la familia
mexicana desde sus origenes prehispanicos ya que Mesoamérica y en particular
México, es centro de origen de este cultivo (Chavez-Mendoza & Sanchez, 2017).
Actualmente la produccion de esta leguminosa en México es de 1,184 millones
de ton ha' con un valor de 16,376 millones de pesos, lo que representa una
participacion de 2.8% en el valor total de la produccion agricola del pais (SIAP,
2019). Los frijoles pintos, bayos, flor de mayo, garbancillo y negros, son los
materiales genéticos de produccion y consumo alto en el norte de México
(Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017).

Si bien los efectos del Se en el crecimiento vegetativo de las plantas han sido
abordados por diversos autores, los efectos en frijoles de variedades mexicanas
es muy escaso, asi como la caracterizacién de sus efectos en el desarrollo y
morfologia de los granos de esta planta. El objetivo principal de este trabajo fue
evaluar el efecto via foliar de la adicion de tres formas quimicas de Se a tres

concentraciones en area foliar de la planta, caracteristicas morfolégicas, el
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rendimiento y calidad del grano de frijol variedad pinto saltillo bajo condiciones

controladas en invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion geografica del area.

El experimento se realizé en el invernadero del Centro Nacional de Investigacion
Disciplinaria en la Relacion Agua Suelo Planta y Atmésfera (CENID RASPA) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
ubicado en Gémez Palacio, Durango 25° 35" 21.7” N, 103° 27" 08.77” W (INEGI,
2021).

El experimento se llevo a cabo en condiciones controladas de invernadero
durante el afio de 2018, a una temperatura de 30 °C, una altura de 1.10 m sobre
el piso y a una humedad relativa de 50-60%. El invernadero estuvo cubierto en
sus lados por policarbonato de doble pared y el techo con plastico color verde
clorofila calibre 720. El control de la temperatura y humedad relativa se realizaron
usando extractores y pared humeda, y se monitorearon ambas variables

mediante uso de sensores de temperatura y humedad, respectivamente.

Disefio experimental y de tratamientos

Las semillas empleadas se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 5% durante 5 minutos. Tres semillas de frijol variedad pinto saltillo se
sembraron en cada maceta de 18 L de capacidad, empleando como sustrato una
mezcla de peat moss y perlita (v/v=80/20), para posteriormente aclarar a una sola
planta por maceta. Las macetas fueron regadas inicialmente con agua del
acuifero local y se aplicaron riegos frecuentes para mantener 60% de la humedad
disponible en el sustrato. Un litro extra de agua fue afiadido para evitar la
salinizacién de la superficie del sustrato. Adicionalmente, la fertilizacion se realizé
usando una solucién nutrimental compuesta por 13 ml de acido fosférico (HzsPO4),
10



55 g de MULTI- NPK® (Nitrato de potasio KNO3 enriquecido con fosforo), 61 g de
Haifa MKP® (fosfato monopotasico; KH2PO.), 133 g de nitrato de calcio
(Ca(NOs)2) y 9.4 g de Librel Mix-AL® micronutrientes (Cu, Fe, Mn y Zn) diluidos
en 200 L de agua. La fertilizacion se aplicé a partir del surgimiento del primer par
de hojas.

El disefio experimental empleado fue bloques completos al azar (BCA) con siete
repeticiones, cada repeticion esta conformada por tres unidades experimentales.
Diez tratamientos fueron involucrados en el experimento, nueve de ellos fueron
diseflados usando tres formas quimicas de selenio; selenito de sodio (Na>SeO3),
diéxido de selenio (SeO3) y selenato de sodio (Na>SeO4) en concentraciones de
5,10 y 20 mg Lt cada una. El tratamiento restante fue el control, al cual solo se
le aplico agua desionizada. El total de macetas utilizadas fue de 210.

Todos los tratamientos se aplicaron via foliar con una frecuencia aproximada de
15 dias hasta la maduracion. La concentracion del cada aplicacion foliar fue de
5,10y 20 mg L*; el volumen inicial de la solucién fue de 250 ml y para la etapa
de maduracion fue de 750 ml por maceta. La aplicacion foliar se realizé entre las
9:00 vy las 10:00 horas cuando el dia se encontraba soleado. El proceso
experimental tuvo una duracion de 120 dias aproximadamente (ciclo otofio-
invierno) para obtener el mayor crecimiento y calidad en la produccién del cultivo.
Durante el desarrollo del cultivo se realizaron dos muestreos, el primero a los 53
dias después de la siembra (dds) en etapa de floracién y el segundo a los 84 dds

en etapa de llenado de vainas.

Variables respuesta

Las variables medidas fueron: area foliar (m?), mediante uso del equipo LI-3100C
marca LI-COR; longitud (L), ancho (W) y espesor (T) de la semilla (mm), con uso
de Vernier digital marca Ultra Tech (£ 0.01 mm); didmetro medio geométrico de
la semilla (Dg), mediante la relacion Dg= (LWT)3 (Suleiman et al., 2015; Mohite
& Sharma, 2018); esfericidad (®) de la semilla, calculada con los valores

promedios de las tres dimensiones principales antes citadas, mediante la
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ecuacion ®= [(LWT)Y3/L]*100 (Altuntas et al., 2005; Mohite & Sharma, 2018);
relacion aspecto (Ra) de la semilla, calculada con la ecuacién Ra=W/L (Davies,
2018; Davies, 2020); volumen de la semilla (V) (mm?), mediante la ecuacién V=1
B2L?/ 6 (2L-3), donde B= (WT)2 (Davies, 2018; Mahapatra et al., 2019; Davies,
2020); area superficial (mm?) de la semilla, con uso de la funcién AS= 1 B2L?/2L
— B (Jain & Bal, 1997; Coskuner & Karababa, 2007; Mahapatra et al., 2019). Las
variables relacionadas al grano, se realizaron con 30 semillas de frijol
seleccionadas al azar dentro de cada tratamiento y repeticion.

Adicionalmente, se obtuvo el peso de 100 semillas (g) y el peso total de semillas
por planta (g) de cada tratamiento durante la fase de madurez fisiol6gica; la
calidad de la semilla se midi6 clasificandola en buena o dafiada, mediante uso

de criba.

Analisis de datos

Para la identificacion del efecto de tratamiento, se realizo un analisis de varianza
y prueba de rango multiple de medias Tukey (P <0.05) mediante uso del software
estadistico SPSS Version 18.0.0 (Inc. Chicago IL, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de llenado de vainas las formas quimicas Na>SeOzy SeO; a una
concentracion de 20 mg L? la primeray 5y 10 mg L la segunda, fueron los
tratamientos de mayor area foliar, con valores de 1.048, 1.116, 1.146 m?,
respectivamente; sin embargo, la forma quimica Na>SeOs a 20 mg L, afecto
negativamente esta variable, con valores de 0.405 m? que fueron mas bajos que
el testigo que fue de 0.606 m?. Lo anterior, sugiere que altas concentraciones de
selenio en esta forma quimica, afecta el crecimiento y el desarrollo del tejido
foliar. Pilon-Smits (2019), cita que las plantas se ven beneficiadas en su
crecimiento y desarrollo al aplicar concentraciones bajas de selenio, mientras que

altas concentraciones resultan toxicas.

En la etapa de madurez fisiologica (llenado de granos), el area foliar no mostro
ningun efecto significativo por la aplicacion de selenio en las formas quimicas y
concentraciones usadas en este estudio, aun cuando se observa alta variabilidad
numerica entre tratamientos (Cuadro 1). Lo anterior sugiere que, en la etapa final
de desarrollo del cultivo, la suplementacion de Se no ejerce ninguna funcion
organica dentro del cultivo, lo cual difiere de lo reportado por Shekari et al. (2016),
guienes mostraron un incremento del area foliar de plantas de pimienta en un
25% a 35% cuando se adicion6 Se como coadyuvante, disminuyendo las

concentraciones del cadmio en el cultivo.
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Cuadro 1. Respuesta del area foliar a diferentes formas quimicas y
concentraciones de selenio en dos etapas de desarrollo fenoldgico del frijol
(Phaesolus vulgaris L.)

Tratamientos Dosis de Se Area foliar (m?)
mg L™ Etapa de madurez Etapa de llenado de vainas
fisiolégica
Na.SeOs3 5 3.321+£0.179 a 0.964 + 0.100 ab
Na.SeOs3 10 3.254 £ 0.150 a 0.947 + 0.058 ab
Na.SeOs3 20 2.013 £ 0.060 a 1.048 £+ 0.025 a
SeO; 5 1.983 £ 0.039 a 1.116 £ 0.055 a
SeO; 10 2.050 £ 0.075a 1.146 £+ 0.055 a
SeO; 20 2.210+£0.177 a 0.994 + 0.043 ab
Na,SeO4 5 2.240 £ 0.044 a 0.793 £ 0.035 ab
NaSeO4 10 2.291 £ 0.045 a 0.790 £ 0.040 ab
Na.SeO, 20 2.443 £ 0.126 a 0.405+£0.016 c
Testigo 0 2.048 £0.083 a 0.606 £ 0.031 ab

fFormas quimicas de selenio aplicadas via foliar en la planta frijol; * Cifras con las
mismas letras dentro de una misma columna no tienen diferencia estadistica, de acurdo
a la prueba de separacion de medias de Tukey (P<0.05).

Este comportamiento de respuesta podria estar relacionado a lo citado por Pilon-
Smits (2019), quien reporté un decremento del area foliar a concentraciones altas
de selenio, con el consecuente menor desarrollo y crecimiento del grano de frijol
al disminuir el area fotosintética. Adicionalmente se reporta que la aplicacion foliar
de este microelemento, se ha correlacionado negativamente con la cantidad de
N disponible en la planta, afectando el desarrollo, crecimiento y produccion de

algunos cultivos como el tomate (Narvaez-Ortiz et al., 2018).

La morfologia de los granos resulta de gran utilidad para analizar la relacion

taxondmica en una amplia gama de plantas, por tanto, la forma y el tamafio son

parametros importantes para mejorar su rendimiento y calidad (Williams et al.,

2012; Cervantes et al., 2016). Los atributos fisicos ancho, longitud, espesor y

didmetro del grano de frijol fertilizado con selenio via foliar se muestra en el
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Cuadro 2. Se observé un aumento significativo (P< 0.05) en el ancho, longitud,

espesor y didametro del grano. Cuando se adicion6 Na>SeOs a una concentracion

de 10 mg L* el ancho y longitud del grano alcanzaron valores de 7.221 y 12.687

mm, respectivamente, lo que fue significativo Tukey (P<0.05) y significé un aumento

de 2.46 y 2.62 %, respectivamente en comparacion con el testigo. La adicion de

SeO; a concentraciones de 20 y 5 mg L* favorecié significativamente Tukey

(P<0.05) el espesor y didmetro de la semilla, cuyos valores promedios fueron de

5.091 y 7.688 mm, respectivamente, esto fue 4.17 y 2.57% superior al testigo

(valores de 4.887 y 7.495 mm, respectivamente).

Cuadro 2. Efecto de diferentes formas quimicas y concentraciones de
selenio (Se) en los atributos morfologicos de la semilla del frijol (Phaseolus

vulgaris L.)

TTratamientos Dosis de Se Ancho Longitud Espesor Didmetro
mg L? (mm) (mm) (mm) (mm)

Na2SeOs 5 7.204 £ 0.023ab 12.522 + 0.036abc  4.916 + 0.026¢ 7.601 + 0.024abc
Na2SeOs 10 7.221 + 0.026a 12.687 + 0.039%a 4.967 + 0.028abc 7.666 + 0.027ab
Na:SeOs 20 7.111 £ 0.029abcd 12.479 + 0.053abc  5.003 £ 0.029abc 7.604 + 0.031abc
SeO:2 5 7.182 £ 0.026abc  12.655 + 0.048ab  5.048 + 0.0271ab 7.688 + 0.029a
SeO:2 10 7.057 £ 0.031cd 12.473 + 0.048bc  4.910 £ 0.029c 7.533 £ 0.029c¢
SeO:2 20 7.092 £ 0.027bcd 12.649 £ 0.058ab 5.091 +0.035a  7.673 = 0.03ab
Na:SeOq4 5 7.136 £ 0.030abcd 12.529 + 0.048abc 5.017 £ 0.032abc 7.625 + 0.029abc
Na2SeOq 10 7.064 + 0.033cd 12.329 + 0.051c 4.901 + 0.031c 7.504 + 0.032c
Na2SeOq 20 7.011 £ 0.027d 12.492 + 0.046abc  4.953 £ 0.029bc  7.545 + 0.029bc
Testigo 0 7.047 £ 0.028d 12.363 + 0.046¢c 4.887 + 0.029¢c 7.495 + 0.029c¢

fFormas quimicas de selenio aplicadas via foliar en la planta frijol; * Cifras con las mismas
letras dentro de una misma columna no tienen diferencia estadistica, de acurdo a la
Prueba de separacion de medias de Tukey (P<0.05).
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Los resultados de las caracteristicas fisicas esfericidad, relacion aspecto,
volumen y area superficial se observan el Cuadro 3. La esfericidad es una
variable integral de las tres dimensiones morfométricas de la semilla (longitud,
ancho y espesor) y por tanto, directamente relacionada a la productividad de
grano. Dicha variable no mostr6 ningun efecto de respuesta a la suplementacion
de selenio en ninguna de las concentraciones y formas quimicas usadas, con
respecto al testigo. Lo anterior significa que el desarrollo de la semilla no es

afectado por la suplementacion del selenio.

Larelacion aspecto (Ra) es una variable méas simple correspondiente a la relacién
entre el ancho y la longitud de la semilla, que es un indicativo de su tendencia a
ser alargada (Wani et al., 2017). El tratamiento Na>SeOs3 a una concentracion de
5 mg L tuvo el valor méas alto de Ra con 0.576, entretanto el peor tratamiento,
correspondié al Na;SeOs a 20 mg L; mientras que, las tres concentraciones

aplicadas de SeO; arrojando valores inferiores al testigo.

El volumen y éarea superficial de la semilla tuvieron diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos. Los tratamientos con la suplementacion SeO-
a concentraciones de 5y 20 mg L** mostraron mayor volumen y area superficial
en el grano. En la variable volumen los valores fueron 137.91 mm?3 para la
concentracion de 5 mg L de SeO, y 137.71 mm?3para la concentracién de 20 mg
Lt de SeO.. En cuanto a la variable superficial se registr6 un valor de 157.17
mm?3 para la concentracion de 5 mg L de SeO, y 157.20 mm? para la
concentracion de 20 mg L de SeO..Un efecto estadisticamente igual se obtuvo
cuando se suplementé Na>SeOs a una concentraciéon de 10 mg L arrojando

valores en volumen de 136.37 mm? y en area superficial de 156.522 mm?.

No se encontrd informacion sobre las caracteristicas morfométricas en granos
fertilizados con selenio. Sin embargo, dicha informacion es importante debido a
gue estos parametros determinan la preferencia del consumidor y los rasgos de

la forma del grano (Davies, 2020).
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Cuadro 3. Efecto de la suplementacion de diferentes formas quimicas y
dosis de selenio en atributos morfolégicos de la semilla de frijol (Phaseolus

vulgaris L.)

TTratamientos Dosis de Se Esfericidad Relacion Volumen Area

mg L* (%) Aspecto (mm3) Superficial (mm?)
Na2SeOs3 5 60.728+0.120 a 0.576+0.0017 a 132.784+1.152 abcd 154.061+0.940 ab
Na2SeOs3 10 60.448+0.134 a 0.570+0.0018 abcd 136.378+1.334 ab 156.522+1.088 a
Na2SeOs3 20 61.007+0.134 a 0.571+0.0018 ab 134.031+1.572 abcd 154.931+1.237 ab
SeO2 5 60.807+0.132 a 0.568+0.0018 abcd 137.917+1.448 a 157.171+1.205 a
SeO2 10 60.457+0.134 a 0.567%0.0023 bcd 130.014+1.397 bcd  150.092+1.191 b
SeO2 20 60.736+0.135a 0.562+0.0019 cd 137.374+1.646 a 157.207+1.143 a
Na2SeO4 5 60.917+0.141 a 0.570+0.0021 abcd 134.744+1.445 abc 153.867+1.206 ab
Na2SeO4 10 60.908+0.141 a 0.574 +0.0021 ab 129.010+1.505 cd 149.812+1.304 b
Na2SeO4 20 60.424+0.116 a 0.562+0.0017 d 130.620+£1.423 bcd  152.490+1.148 ab
Testigo 0 60.709+0.140 a 0.571+0.0019 abc 128.267+1.374 d 150.646+1.098 b

fFormas quimicas de selenio aplicadas via foliar en la planta frijol; * Cifras con las mismas
letras dentro de una misma columna no tienen diferencia estadistica, de acurdo a la
Prueba de separacion de medias de Tukey (P<0.05).

El peso total de semillas por planta fue estadisticamente superior cuando se
adicion6 Na,;SeOs a una concentracion de 5 mg L con un valor de 93.52 g, en
comparacion con el testigo. La adicion de selenio en las tres formas quimicas
probadas incrementaron la cantidad de semillas entre un 27 y 61 % en contraste

con el testigo (Cuadro 4).

El peso de 100 semillas fue significativamente mayor respecto del testigo,
cuando se aplicé SeO; a una concentraciéon de 5 mg L™ con un valor de 30.99
g, y solo 24.35 g del testigo, lo que representa un incremento del 27.26%; el resto
de los tratamientos observaron valores intermedios entre ambos promedios
(Cuadro 4). Estos resultados concuerdan con los reportados por Ragavan et al.,
(2017), quienes reportaron un incremento en el peso de grano en frijol
(Cyamopsis tetragonalaba L.) en 57 a 9.5 %, cuando se adicionaron

nanoparticulas de Se a las plantas.
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El peso de semilla mala y porcentaje de semilla daflada no presentaron
diferencia significativa entre tratamientos y el testigo (Cuadro 4), lo cual sugiere
gue la aplicacién del selenio, no afecta la calidad de la semilla del frijol. Lo anterior
es coincidente con lo reportado por Lopez-Gutiérrez et al., (2015), quienes
reportaron que la aplicacién de Se no causdé modificaciones en la calidad del
cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.). Zahedi et al, (2019) aplicaron
nanoparticulas de selenio en plantas de granada (Punica granatum L.) via foliar
y el rendimiento se incrementd en un 17% con relacion al testigo. Por el contrario,
al aplicar Se en plantas de maiz (Zea mays L.) no se observé diferencia en el
rendimiento de grano, ni en produccion de rastrojo (Chilimba et al., 2012). Sin
embargo, al aplicar Se en forma foliar y al suelo en el cultivo de trigo sarraceno
(Fagopyrum esculentum Moench), se identificoO un incremento en el rendimiento
de grano en un 6.22% (Jiang et al., 2015).

Cuadro 4. Efecto de diferentes formas quimicas y concentraciones de

Selenio en diferentes componentes del rendimiento y calidad del semilla
de frijol (Phaseolus vulgaris L.)

Tratamientos Dosis de Se Peso de semillas Peso de semillas semillas dafiadas Peso de 100
mg L? planta* (g) malas planta’(g) (%) semillas (g)
Na:Se0s 5 93.524+9.361 a 15.43043.002 a  19.596+4.868 a  30.007+1.248 a
Na:Se0s 10 78.197+4.831 ab 20.905+3.130a 28.973%#5.242 a  28.448+0.782 ab
Na:Se0s 20 73.609+6.039 ab 15.569+2.366 a  24.648+5.341a  29.155+1.120 ab
SeO: 5 78.108+8.314 ab 21.587+3.243a 27.872+2.899a  30.993+1.317 a
SeO: 10 79.828+7.914 ab 17.418+2.264a 24.351+3.490a 27.640+0.788 ab
SeO: 20 80.710+8.281 ab 18.213+3.936 a 24.613+5.282a  28.413+1.043 ab
Na2Se04 5 78.161+6.909 ab 20.611+2.221a 28.464+4.038a  28.700+1.083 ab
Na2Se04 10 81.481+6.909 ab 18.657+3.825a 25.511+5.599a 29.280+0.964 ab
Na:Se04 20 76.152+7.540 ab 24.115+3.275a 33.472+4.667 a  28.192+0.964 ab
Testigo 0 58.063+4.127 b 21.752+2.503a 38.064+3.843a 24.352+1.520 b

fFormas quimicas de selenio aplicadas via foliar en la planta frijol; * Cifras con las mismas
letras dentro de una misma columna no tienen diferencia estadistica, de acurdo a la
Prueba de separaciéon de medias de Tukey (P<0.05).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a nuestros resultados la planta frijol Phaseolus vulgaris L. variedad
pinto Saltillo fertilizado con selenio, presentd beneficio con respecto a las
caracteristicas fisicas: anchura, longitud, espesor, diametro, relacién aspecto,
volumen y area superficial; ademas, mostr6 un aumento en el peso total de
semillas por planta y en el peso de 100 semillas, optimizando la calidad y
rendimiento en la semilla de frijol. Dichas caracteristicas son importantes para su

seleccion por parte de productores, comerciantes y consumidores de frijol.

Para mejorar la reaccion de las plantas hacia la adicion de nutrientes via foliar
con selenio, es recomendable implementar mas investigaciones sobre esta
técnica de fertilizacion en los cultivos que sean de mayor interés para el area
agronomica, ademas de llevar dicha experimentacion en campo abierto bajo

condiciones productivas.
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CAPITULO 11l

APLICACION FOLIAR DE SELENIO EN FRIJOL: SU RESPUESTAS EN
PIGMENTOS FOTOSINTETICOS, ANITIOXIDANTES, PEROXIDASA Y
MICRONUTRIENTES

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de tres diferentes formas
guimicas de Se en el contenido de pigmentos (clorofila A (Clo A), clorofila B (Clo
B) y carotenos), actividad antioxidante, actividad de peroxidasas (POX) y
contenido de Ca, Mg, Mn, Cu y Fe en la planta de frijol (Phaseolus vulgaris L.).
El disefio experimental utilizado fue bloques al azar con 10 tratamientos y 7
repeticiones. El elemento Se se suplemento en tres formas quimicas: selenito de
sodio (Na:Se03), dioxido de Se (SeOy) y selenato de sodio (Na:SeO.) a tres
concentraciones cada una: 5,10 y 20 mg L?, mas el testigo. En la etapa de
floracion, la suplementacion de 20 mg L de Na>SeO4 incrementé el pigmento de
Clo A pero no la Clo B. En la etapa de llenado de vainas, la concentracion de Clo
A y Clo B disminuyé en comparacion a la etapa de floracion. La actividad
antioxidante total no tuvo efecto a la aplicacion de Se en ninguna de sus formas
guimicas y concentraciones probadas en este estudio. La adicién de 10 mg L
de Na;SeOsy 5 mg L de Na»SeO. incrementaron la actividad peroxidasas.
Adicionalmente, la concentraciones de Ca y Cu se incrementaron, en tanto que

los contenidos de Mg, Mn y Fe no se variaron por efecto de la aplicacion de Se.

Palabras clave: Fisiologia vegetal, suplementacion, nutrientes, pigmentacion,
oxidacion.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of three different chemical
forms of Se on pigment content (chlorophyll A (Clo A), chlorophyll B (Clo B) and
carotenes), antioxidant activity, peroxidase activity (POX) and content of Ca, Mg,
Mn, Cu and Fe in the bean plant (Phaseolus vulgaris L.). The experimental design
used was randomized blocks with 10 treatments and 7 repetitions. The element
Se was supplemented in three chemical forms: sodium selenite (Na>SeO3), Se
dioxide (SeO2) and sodium selenate (Na>SeO,) at three concentrations each:
5.10 and 20 mg L, plus the control. In the flowering stage, the supplementation
of 20 mg L of Na>SeOa increased the pigment of Clo A but not Clo B. In the pod
filling stage, the concentration of Clo A and Clo B decreased compared to the
stage flowering. The total antioxidant activity had no effect on the application of
Se in any of its chemical forms and concentrations tested in this study. The
addition of 10 mg L' of Na;SeOs and 5 mg L of Na>SeO. increased the
peroxidase activity. Additionally, the concentrations of Ca and Cu increased, while

the contents of Mg, Mn and Fe did not vary due to the application of Se.

Keywords: Plant physiology, supplementation, nutrients, pigmentation,
oxidation.
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INTRODUCCION

Los nutrientes esenciales de las plantas se dividen en macronutrientes (C, H, O,
N, P, K, Ca, Mg y S) y micronutrientes (Zn, Cu, Fe, Mn, B, Mo, Cl y Ni) (Fageria
et al.,, 2002; Pandey, 2015; Lambers & Oliveira, 2019). Los macronutrientes
oxigeno, carbono e hidrégeno se suministran a las plantas a través del agua y el
aire, los elementos restantes deben estar presentes en el medio de crecimiento
de la planta en proporciones y cantidades O6ptimas (Fageria, 2005). La
suplementacion de nutrimentos aplicados como fertilizantes al suelo depende de
diferentes factores como caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas del suelo
(Trinidad & Aguilar, 1999; Li et al., 2009; Alloway et al., 2009). La fertilizacion
foliar proporciona nutrientes directamente en la partes aérea de la planta
(Bindraban et al., 2015), se logra una mayor eficiencia en su aplicacion, reduce
el impacto negativo en el medio ambiente (salinizacién y degradacion del suelo)
y mejora los beneficios para la salud del consumidor (Otalora et al., 2018; Niu et
al., 2020).

La absorcion de los nutrientes a través de las hojas no se considera una forma
comun, debido a que la principal funcion de la hoja es la produccion de
carbohidratos. A pesar de que sus propiedades anatdbmicas muestran las
condiciones adecuadas para la incorporacion de los nutrientes como materia
prima para la elaboracion de fotosintatos y la translocacion de los mismos a los
sitios de demanda (Trinidad & Aguilar, 1999).

La asimilacion de los nutrientes aplicados via foliar es por contacto con la hoja 'y
absorcién a la superficie de la misma; penetracion cuticular, estomética y otras
estructuras epidérmicas; contindia con la absorcion celular y penetracion en los
sectores celulares con metabolismo activo en la hoja (Fernandez et al., 2015). La
velocidad de absorcion de los nutrientes aplicados via foliar depende de la
especie de planta, la presencia de nutrientes involucrados, el ion que lo

acompana, las condiciones del medio ambiente (temperatura, humedad relativa,
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precipitacion pluvial, entre otros) y la técnica de aspersion (INPI, 1996; Abanto-
Rodriguez et al., 2019). Después de la absorcion de las sustancias nutritivas
ocurre la translocacion de las mismas, a través de corriente de transpiracion,

espacios intercelulares, floema, pared celular y células vivas (INPI, 1996).

Desde el punto de vista nutrimental, el Se (Se) es un micronutriente esencial
cuyas funciones aun se encuentran en etapa de dilucidacion en diferentes
especies de plantas cultivadas. Diversos estudios han reportado un efecto
benéfico agroalimentario de este microelemento al suplementarlo a la planta,
particularmente contrarrestando efectos perjudiciales presentes en el ambiente:

metales pesados, sequia y salinidad, (Cartes et al., 2010; Saidi et al., 2014).

Por la similitud entre las caracteristicas quimicas que comparte los elementos Se
y azufre, el primero es absorbido por la planta a través de los transportadores de
sulfato por la via de asimilacion de azufre (Sors et al., 2005). La captacion,
distribucion y translocacion de Se depende de las especies vegetales, fase de
desarrollo y condicion fisioldgica de la planta, forma quimica y concentracion de
Se, entre otras (Renkema et al., 2012). Durante el crecimiento de la planta, la
mayor concentracion de Se es localizada en las hojas jovenes, en comparacion
con las hojas mas viejas (Cappa et al., 2014; Harris et al., 2014); dentro de las
células vegetales el Se es acumulado en las vacuolas (Mazej et al., 2008) y
expulsado a través de los transportadores de sulfato que se encuentran

presentes en el tonoplasto (Gigolashvili et al., 2014).

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto al aplicar tres formas quimicas
de selenio (Na:Se0Os3, SeO2y Na>SeOa) en tres diferentes concentraciones (5, 10
y 20 mg L) sobre la actividad antioxidante, actividad enzimatica de peroxidasa,
contenido de pigmentos fotosintéticos y contenido de micronutrientes en la planta

frijol (Phaseolus vulgaris L) variedad Pinto Saltillo.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion geografica del area

El estudio se llevo a cabo en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Relaciones Agua Suelo Planta y Atmoésfera (CENID RASPA) del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en
Gbmez Palacio, Durango, ubicado a 283° 10°76.51” LN, 65°55°04.77” LE (Garcia,
1973).

El experimento se desarroll6 en condiciones controladas de invernadero durante
el afio de 2018, a una temperatura promedio de 30 °C, una altura de 1.10 m sobre
el piso y a una humedad relativa de 50-60%. Las partes laterales del invernadero
correspondieron a cubiertas de policarbonato de doble pared y el techo con
plastico color verde clorofila calibre 720. El control de la temperatura y humedad
fueron monitoreadas con el uso de sensores y se regulé usando extractores y

pared humeda.

Disefio experimental y de tratamientos

El disefio experimental utilizado fue de bloques al azar con siete repeticiones. Los
nueve tratamientos aplicados fueron producto de la combinacién de tres formas
guimicas de Se: selenito de sodio (Na>SeOs3), didxido de Se (SeO.) y selenato de
sodio (Na;SeQa) a tres concentraciones cada una (5,10 y 20 mg L) mas el

testigo, al cual sélo se le aplicé agua desionizada.

El experimento se llevd a cabo en condiciones de invernadero con humedad
relativa entre 50-60%. Las semillas se desinfectaron con una solucion de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% por 30 min. Las macetas que se utilizaron
tenian una capacidad de 18 L y el sustrato fue a base de Peat Moos y Perlita

(v/v=80/20). Las macetas fueron regadas inicialmente con agua del acuifero local
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y la humedad del suelo se mantuvo al 60%. La unidad experimental fue de tres
macetas.

La aplicacion del Se realizé via foliar entre las 9:00 y 11:00 horas del dia,
iniciando 15 dias después a la emergencia de las plantulas, con una solucion
nutrimental compuesta por 13 ml de &cido fosforico (HsPOa), 55 g de MULTI-
NPK® (nitrato de potasio KNO3), 61 g de Haifa MKP® (fosfato monopotésico
KH2PO4), 133 g de nitrato de calcio, 9.4 g de LibrelMix-Al® (micronutrientes B,
Cu, Fe, Mn, Mo y Zn) y 51 g de Magnisal® (nitrato de magnesio Mg(NO3)2)
diluidos en 200 L de agua de riego. Se hicieron tres aplicaciones de las sustancias
probadas hasta el primer muestreo destructivo y cuatro aplicaciones hasta la
cosecha con intervalos de 15 dias. El experimento tuvo una duracion de 120 dias

(ciclo otofio-invierno).

Variables medidas

La medicion de las variables se realiz6 a los 53 dias después de la siembra (dds)
en etapa de floracion y a los 84 dds en la etapa de llenado de vaina. Las variables
medidas fueron: la concentracion de pigmentos clorofila A, B, carotenoides y
pigmentos totales en pg m2, para lo cual se usé la metodologia descrita por
Wellburn (1994).

La actividad enzimatica de peroxidasa (ADO min') se determiné por el método
reportado por Chavez (1988) modificado por Scholis et al., (2010). El tejido
vegetal (1g) previamente congelado con Nz liquido se maceré en un mortero con
5 mL de solucién de K2HPO4 al 0.1 M. Posteriormente, el macerado se coloco en
un recipiente A&mbar para llevarlo a refrigeracién durante 24 horas. Después de
este tiempo, el macerado se filtré y el sobrenadante se centrifugé a 3500 rpm por
30 min. El extracto de la planta (0.16mL) se colocé en una celda de cuarzo con
1.6 mL de TRIS-HCL 0.01 M a pH 7, mas 1.2 mL de guayacol 0.1 My 0.1 mL de

H202al 2 M. La mezcla de reaccion se leyo a 470 nm cada 1min durante 7 min.
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La unidad de actividad de la peroxidasa se define como el cambio de absorbancia
por minuto (ADO min!) (Santander et al., 2013).

La actividad antioxidante total (umol Trolox Eq. 100 g ps) se determin6 de
acuerdo a la metodologia de Brand et al., (1995) modificado por Fukumoto &
Mazza (2000); para ello, el extracto se obtuvo macerando 1g de grano en 5 ml
de metanol al 80%, posteriormente se centrifugé a 6000 rpm durante 10 min. Del
sobrenadante resultante se tom6 20 uL del extracto y se mezclé con 200 ul de
una solucién 150 uM de DPPH recién preparada y la mezcla se incub6 durante
60 minutos en obscuridad a una temperatura de 4°C. La absorbancia fue medida
por espectrofotometria a 517 nm, para la muestra blanco se reemplazé el extracto
por 0.5 ml de metanol. Los resultados se expresaron como valores TEAC
(capacidad antioxidante trolox equivalente) mediante la construccion de una
curva patron usando como antioxidante Trolox® Sigma-Aldrich ((x)-6-Hydroxy-
2,5,7,8 tetramethylchromane-2-carboxylic acid, 97%) (Mesa-Vanegas et al.,
2010).

El contenido de nutrientes Ca, Cu, Mg, Mn y Fe (mg Kg* de materia seca), se
realizd con digestidon acida (acido nitrico 0.2 N) en la que se us6 0.5 g de harina
de frijol adicionado con 10 ml de HNO3 (65%) y se coloco a reflujo en el digestor
automatizado marca MARS por 60 min. Posteriormente, el sobrenadante se filtré
con un embudo de vidrio clase Ay aforé a 50 ml con un matraz aforado clase A.
Las muestras se leyeron por absorcién atébmica empleando un espectrémetro
(AA-700, PerkinElmer) (PerkinElmer AAnalyst 700 User Manual, 1998-2000).
Para su cuantificacion se usaron soluciones estandares de referencias grado AA,
garantizando la calibracién y una mayor precisién en los resultados. Como
mecanismo de verificacibn se analizaron muestras duplicadas y muestras

adicionadas.
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Analisis de datos

Para la identificacion del efecto de tratamiento, se realizé un analisis de varianza
y prueba de rango multiple de medias Tukey (P <0.05) mediante uso del software
estadistico SPSS Version 18.0.0 (Inc. Chicago IL, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion de clorofilas y carotenos. En etapa de floracién del frijol, en el
tratamiento 20 mg L' de selenato de sodio, el contenido de clorofila A se
incremento significativamente (P < 0.05), pero no asi el de clorofila B. En la etapa
de llenado de vainas, los contenidos de clorofila Ay B fueron significativamente
mayores (P< 0.05) al resto de los tratamientos cuando se aplicé 10 mg L de
diéxido de selenio. El contenido de carotenos fue significativamente mayor (P<
0.05) cuando se aplicé 10 mg L* de selenato de sodio en la etapa de floracion y
sin ningun efecto para este tratamiento en la etapa de llenado de vainas (Cuadro
5).

Estos resultados difieren parcialmente de los reportados por Garousi et al.,
(2015), quienes mostraron que la adicion de selenato de sodio en maiz no tuvo
efecto para clorofilas y carotenos. Lo anterior es importante, porque menor
clorofila repercute en la reduccion de la capacidad fotosintética de la hoja, debido
a que se limita el proceso fotoquimico que depende de la absorcién de radiacion
(Pezeshki, 2001).

Los carotenos son constituyentes integrales de la membrana tilacoidal y son
asociados con las proteinas de antena y con el centro de reacciéon de los
pigmentos. La luz que absorben estos pigmentos es generalmente transmitida a
las clorofilas, debido a lo cual se debe el término pigmentos accesorios (Taiz &

Zeiger, 2002). Una porcién de la energia luminica absorbida por las clorofilas y
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los carotenos es eventualmente almacenada como energia quimica por la via de

formacién de enlaces quimicos (Khan Academy, 2020).

Los contenidos de pigmentos totales (Clorofila A, B y carotenos), disminuyeron
en un 40% al pasar de la fase de floracion a la fase de llenado de vainas, con
valores de 249.49 ug m2y 149.62 ug m2, respectivamente (Cuadro 5). Este
comportamiento podria estar relacionado al nimero de aplicaciones de selenio
realizadas durante cada etapa fenoldgica del frijol, correspondientes a cuatro en
floracion y siete en maduracion, lo cual podria haber provocado una condicién de
estrés en la planta, induciendo una disminucion de la clorofila en sus hojas, y con
ello, una pérdida en la capacidad fotosintética (Carter & Knnap, 2001). Habria
gue considerar que en la etapa de llenado de vainas, la planta se enfoca a la

produccion tanto de glucosa como almidones para el llenado de las semillas.

Cuadro 5. Concentracion de pigmentos en el follaje de la planta de frijol
sujetas a tratamientos con selenio

Concentracién de *pigmentos (ug m)

Dosis de

+ . .,
Tratamientos Semg L+ Etapa de floracion Etapa de llenado de grano

CloroA CloroB Caro Cloro A Cloro B Caro
Na>SeOs3 5 ¥147.8 b 100.2a 11.0b 74.4 b 36.6b 13.8 a
Na-SeOs3 10 154.3 b 95.0a 13.1ab 926 ab 42.5 ab 15.0a
Na>SeOs3 20 152.3 b 81.9a 11.2ab 899ab 42.4 ab 16.5a
SeO: 5 136.5b 103.5a 155ab 89.4ab 39.7b 15.2a
SeO: 10 142.2 b 91.2a 14.7ab 103.7a 56.1 a 13.7a
SeO: 20 1476 b 106.7a 16.8ab 90.4 ab 44.8 ab 16.1a
Na2SeOq4 5 146.6 b 80.5a 17.3ab 93.0ab 46.4 ab 14.7 a
Na2SeOs4 10 161,1b 101.1a 19.3a 84.4 ab 389b 14.7 a
Na2SeOq4 20 201.0a 103.7a 184ab 974 ab 40.4 b 15,3 a
Testigo 0 149.7 b 91.7a 151ab 96.5ab 45.0ab 154 a
Promedio de pigmentos totales 249.49 149.62

'Formas quimicas de selenio aplicadas al follaje del frijol; ¥ Cloro Ay B = clorofilas A y B,
Caro = Carotenos; *Cifras con las mismas letras dentro de una misma columna no tienen
diferencia estadistica, de acurdo a la Prueba de separacion de medias de Tukey
(P=<0.05).
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Actividad antioxidante total. En una investigacion, de acuerdo a la forma
guimica y concentracion de selenio aplicado puede generar procesos oxidativos
de efecto toxico para la planta, en detrimento de su crecimiento, desarrollo y
productividad. El proceso de toxicidad por accion oxidativa puede genera una
respuesta antioxidante (Galvan et al., 2008; Quintanar & Calderén, 2009;
Coronado et al., 2015), de ahi que la actividad antioxidante sea un parametro de
referencia para medir el riesgo de toxicidad y por ende de estrés en la planta al

aplicarse.

Los resultados de este estudio, muestran que en los tratamientos con selenio, la
actividad antioxidante total fue estadisticamente semejante (P< 0.05) al testigo;
lo cual indica que los tratamientos no tuvieron efecto alguno de tipo oxidativo, que
provoco riesgo de toxicidad y estrés para la planta (Cuadro 6). Hartikanein et al.,
(2000) reportaron que la aplicacion de selenio en concentraciones mayores a 10
mg L sobre el césped (Lolium perenne L.), disminuyé la actividad antioxidante,
debido a la ausencia de productos oxidativos. Lopez et al., (2015) y Ramos et al.
(2014), identificaron que al aplicar selenito y selenato de sodio via foliar en
plantas de lechuga, se indujo un aumento en la capacidad antioxidante.
Adicionalmente, la aplicaciéon de 10 y 20 mg L de Se via foliar, increment6 el
estado antioxidante total en fruto de tomate (Becvort-Azcurra et al., 2012).
Asimismo, se report6 que al aplicar selenito y selenato de sodio sobre arboles de
manzana a una concentracion de 0.15 kg ha?, se incrementd el nivel de
antioxidantes (Groth et al., 2020). Lo anterior hace ver, la respuesta de las
plantas al selenio, dependiendo del tipo, 6rgano de la planta, fuente y dosis de

selenio aplicado.
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Actividad enzimética peroxidasas. Las peroxidasas vegetales (E.C.1.11.1.17),
conocidas como peroxidasas de clase lll, catalizan la descomposicion del peroxido
de hidrogeno H20. oxidoreductasa (POD) tomando electrones de varias
moléculas donantes como fenoles, metabolitos secundarios o precursores de
lignina (Passardi et al., 2005; Mcinnis et al., 2006), capaces de controlar el
crecimiento y desarrollo de la planta (Sakharov et al., 1999). Las peroxidasas se
expresan en tejidos vegetales y desempefian diversas funciones en los procesos
fisioldgicos y metabolismo de las plantas como la respuesta al estrés oxidativo,
lignificacion, suberizacion, reticulacion de componentes de la pared celular,
tolerancia a la sal y defensa contra ataques de patdgenos (Welinder et al., 1992).
Las plantas cuentan con un sistema eficiente para la eliminacion de especies
reactivas de oxigeno para protegerse de las reacciones oxidativas, entre dichas
enzimas se encuentran las destoxificadoras de H20O> como las peroxidasas (Kong
et al., 2005).

Los tratamientos donde se aplicaron 5y 10 mg L de selenito de sodioy 5 mg L
! de selenato de sodio al frijol, la actividad enzimatica de la peroxidasa fueron de
2.7 a 3.5 veces mayor que laregistrada en el testigo; en tanto que, el tratamiento
de 5 mg L de diéxido de selenio fue el de menor actividad enzimatica, incluso
menor que el testigo (Cuadro 6). Los resultados anteriores son similares a los
reportados por Nowak et al., (2004) quienes mostraron que la aplicacion de bajas

dosis de selenio, incrementaron la actividad enzimética de peroxidasa en trigo.

De acuerdo a Sharma et al., (2014), la actividad de peroxidasas se incrementa
significativamente debido a la acumulacién de selenio en hojas y flores, durante
la etapa de floracion, lo cual ocasiona estrés oxidativo que favorece el proceso
de lignificacion, debido a que las peroxidasas son las principales enzimas
implicadas durante la etapa de polimerizacion, que corresponde con el dltimo
proceso de biosintesis de ligninas. De esta manera, existe una correlacion

espacio-temporal en la lignificacion de la pared celular y las peroxidasas, las
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cuales estan presentes en altos niveles en los tejidos lignificantes de todas las
plantas vasculares (Higuchi et al., 1990; Hapiot et al., 1994).
Cuadro 6. Actividad antioxidante total y enzimética de peroxidasa en el

grano de frijol, cosechado de plantas sujetas a tratamientos con selenio
(Se).

HTratamientos Dosis dg Anti_oxidante total en um(_)l Enzimatica p_eroxidasa
Semg L? equivalente Trolox 100 gt (Uml?
Na.SeOs 5 1579.0 a 6.23 ab
Na2SeOs 10 570.2 a 6.96 a
Na2SeOs 20 5719 a 3.89 bcd
SeO:2 5 472.7 a 1.65d
SeO:2 10 510.7 a 4.44 bc
SeO:2 20 595.0 a 2.60 cd
Na2SeOa4 5 5239a 5.77 ab
Na2SeOa4 10 550.5 a 2.82 cd
Na2SeOa4 20 564.6 a 3.86 bcd
Testigo 0 619.2 a 2.09 cd

fFormas quimicas de selenio aplicadas al follaje del frijol; *Cifras con las mismas
letras dentro de una misma columna no tienen diferencia estadistica, de acurdo
a la Prueba de separacién de medias de Tukey (P<0.05).

Contenido de nutrimentos. El Ca es un elemento que forma parte estructural
de la planta constituyendo las paredes y membrana celular, participa en la
division y extension celulares, influye en el comportamiento en la célula, estabiliza
la pared y membrana, y contribuye al equilibrio de iones en la célula. Los valores
de calcio entre los tratamientos oscil6 de 350.3 a 477.5 mg kg™, mientras el
testigo fue el de menor valor con 324.7 mg kg*; todos los tratamientos fueron
estadisticamente superior al testigo (P=0.05), excepto el tratamiento de 10 mg L
! de selenato de sodio (Cuadro 7). Los resultados anteriores son similares a los
reportados por Golubkina et al., (2019) quienes sefialaron que la administracion
de 50 mg L* de Na>SeOs incrementé la concentracion de Ca en chalotas (Allium
ascalonicum L). Sin embargo, difieren con lo citado por Sabatino et al., (2019)
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quien reporto que la adicion de Na>SeO4 a cualquier dosis aplicada (0.2 a 1.5 mg
de NazSeOs L1) disminuy6 la concentracién de Ca en escarola (Endibia rizada
L).

Ningun tratamiento aplicado en este estudio afecto la concentracion del resto de
los nutrientes e (Mg, Mn y Fe) en la planta (Cuadro 7). En lo referente al Mg, los
resultados son similares a los reportados por Sabatino et al., (2019) y Golubkina
et al., (2019) quienes reportaron que la adicién de selenio en escarola (Endibia
rizada L.) y chalotas (Allium ascalonicum L.) no mostraron efecto en la
concentracion de magnesio. Respecto al manganeso (Mn), si hay diferencia de
resultados con lo reportado por otros autores. Kleiber et al., (2018) mostraron que
al suplementar dosis menores a 1.05 mg kg de selenito de sodio, se increment6
la concentracion de manganeso en lechuga (Lactuca sativa L.); en tanto que
aplicar selenio en chicharo (Pisum sativum L.) disminuy0 la concentracion de Mn
(Lukaszewicz et al., 2018). Respecto al Fe, los resultados de este estudio son
similares a lo reportado por Kleiber et al., (2018) quienes mostraron que la adicion
de selenito de sodio no tuvo efecto alguno en la concentracién de este elemento.
Sin embargo, lo anterior difiere de lo citado por Lukaszewicz et al., (2018) quienes
reportaron que al afiadir selenio en chicharo, se incremento la concentracion de
Fe.

El Cu participa en los procesos bioquimicos como la fotosintesis, respiracion,
respuesta al estrés oxidativo, metabolismo de la pared celular y sefializacién de
hormonas, entre otras. Excepto en el tratamiento selenato de sodio a 20 mg L
la planta de frijol acumul6é mas Ca que el testigo. Los contenidos de Cu en la
planta oscilaron en los tratamientos entre 4.01 a 12.1 mg kg, en donde el testigo
tuvo 5.5 mg kg, que fue menos del 50 % de lo acumulado en tratamiento de 20
mg L* de diéxido de selenio, (Cuadro 7). Dichos resultados son similares a lo
mostrado por Kleiber et al.,, (2018) y Lukaszewicz et al., (2018) quienes
administraron selenio en lechuga y chicharo, respectivamente, lo cual incremento

la concentracion de Cu en la planta.
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Cuadro 7. Contenido de minerales en el grano de frijol, cosechado de

plantas sujetas a tratamientos con selenio.

_ Dosis de Se Minerales en mg kg™
TTI’a'[amIen'[OS mg L‘l Ca Mg Mn Cu Fe

Na.SeO 5 #425.3 ab 653.6 a 5.2a 7.8 abc 120.5a
2o=s (x28.3) (+16.6) (x0.6) (x0.9) (£8.4)
371.2 ab 638.8 a 3.8a 8.6 abc 116.7 a

NazSeOs 10 *337)  (+13.2) (+0.5) (+1.1) (0.6)
420.6 ab 699.9 a 4.1a 10.8 ab 1229 a

NazSeOs 20 *27.1)  (+18.2) (0.6) 171  (+11.0)
SeO 5 400.6 ab 693.6 a 3.3a 8.1 abc 115.5a
2 (+25.6) (x15.9) (20.4) (x0.8) (£7.6)
SeO 10 4775a 694.4 a 35a 12.1a 122.8 a

2 (+31.6) (+21.7) (£0.4) (+2.0) (8.4)
SeO 20 368.3 ab 694.7 a 3.6a 11.2 ab 129.5a

? (+18.5) (*11.7) (x0.4) (+1.8) (¥8.7)
Na,SeO 5 417.0 ab 668.8 a 43a 10.1 ab 127.0 a

2o= (+21.4) (+21.6) (+0.4) (+1.1) (+7.6)
350.3 b 7115a 3.7a 7.6 abc 137.5a

NazSeO. 10 (£293)  (+26.0) (+0.5) (+1.2) (9.2)
406.8 ab 694.6 a 3.7a 40c 129.6 a

Naz5e04 20 (+28.2) (+26.8) (+0.4) (+0.5) (+7.8)
Testido 0 324.7b 638.0 a 3.7a 5.5 bc 114.1a

9 (+18.1) (+24.1) (+0.5) (+0.9) (£5.1)

fFormas quimicas de selenio aplicadas al follaje del frijol; * Cifras con las mismas letras
dentro de una misma columna no tienen diferencia estadistica, de acurdo a la Prueba de
separacion de medias de Tukey (P<0.05). Numeros entre paréntesis indican la
desviacion estandar.
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CONCLUSIONES

El comportamiento de respuesta al selenio en las variables clorofila A, clorofila B
y carotenos mostré una variacion entre los valores debido a la etapa fenolégica
en que se encontraba el cultivo, la forma quimica y concentracion aplicada. En la
etapa de floracién favorecié el contenido de clorofila A y carotenos; en la etapa
de llenado de vainas increment6 los dos tipos de clorofilas, pero sin efecto en el
contenido de carotenos. En este trabajo, la actividad antioxidante total muestra
gue la aplicacion de Se no representd ningun riesgo de toxicidad para la planta
de frijol y, la actividad enzimética peroxidasas, probablemente influya en una
aceleracion de la fase de madurez con efecto en la lignificacion. En tanto que, el
contenido de macro y microelementos, como el Ca y el Cu, se incrementaron al
aplicar Se en alguna de sus formas y concentraciones usadas en este estudio;

los contenidos de Mg, Mn y Fe no fueron afectados por la suplementacion de Se.
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