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INTRODUCCION

El trigo es el cereal de mayor importancia mundial por su demanda
como fuente caldrica y protéica en la alimentacién humana y por la superficie
agricola destinada a su cultivo. En México, el trigo representa el cereal de

mayor consumo después del maiz.

La produccion actual de trigo, de alrededor de cinco millones de
toneladas anuales que ocupa una superficie agricola nacional de cerca de un
millén de hectareas, es casi suficiente para satisfacer la demanda del consumo
del pueblo mexicano. Sin embargo, el acelerado crecimiento de la poblacién y el
aumento del consumo “per capita” de trigo en nuestro pais, hace predecir que
para el ano 2,000, México debera producir ocho millones de toneladas de trigo
para cubrir las demandas alimenticias de mas de 100 millones de habitantes

(Rodriguez, 1992).

Una de las limitantes en el cultivo de trigo es la disponibilidad de
nutrimentos minerales, situacién que es particularmente notable en suelos
calcareos que no permiten un desarrollo 6ptimo de los cultivos, ya que los
pocos minerales que se encuentran presentes no estan disponibles para la

planta.



Como solucion alternativa a este problema, se han planteado
estrategias que reduzcan el nivel de fertilizacion, disminuyan la contaminacion
ambiental y el costo de produccion y mantengan el rendimiento de trigo. Una de
las estrategias es la inoculacion de cultivos de importancia agronémica, como el
trigo. A la fecha, ha habido un impacto positivo de programas integrales, que
incluyen la inoculacién, sobre el rendimiento de grano en esta graminea y otras

COmo maiz y sorgo.

En la actualidad, se han utilizado como inoculantes algunas bacterias
de la rizosfera (rizobacterias) y endomicorrizas vesiculo-arbusculares (VAM).
Entre las primeras, se encuentra el genéro Pseudomonas, que beneficia a las
plantas mediante mecanismos como la solubilizacion de nutrimentos minerales,
en especial del fésforo, producciéon de hormonas reguladoras del crecimiento,
interaccion sinérgica con otros microorganismos benéficos de la rizosfera e
inhibicion de fitopatdgenos; todas estas actividades incrementan la
productividad agricola. Estas rizobacterias son capaces de trasladarse de las
semillas a las raices e incrementar la biomasa vegetal, por lo que se les

considera colonizadores competitivas de raices.

Las VAM son una forma de simbiosis, que se establece entre hongos
de la familia Endogonaceae y una alta diversidad de especies vegetales. Entre
las VAM mas comunes se encuentra el género Glomus que permite a las
plantas crecer en suelos infértiles y absorber fésforo y otros nutrimentos poco

moviles en forma mas eficiente que en la condiciéon no micorrizada.



La inoculacién con microorganismos como Pseudomonas y Glomus
aumenta la eficiencia de absorcién de fésforo, ya que del total de fésforo
aplicado a un cultivo en un ciclo, solo es asimilada una cantidad menor al 50 por
ciento. La inoculaciéon puede incrementar la eficiencia de absorcion de ese

elemento, lo cual permite ahorrar fertilizantes fosfatados.

En virtud de lo anterior, se realizé el presente trabajo con el objetivo de
evaluar el efecto de la inoculacién Pseudomonas putida y Glomus spp en
semillas de trigo, fertilizado con diferentes dosis de fésforo. El estudio se
realizd en el campo experimental de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro y se evaluo el efecto de los inoculantes sobre el peso seco y por ciento

de fésforo total en vastago asi como el rendimiento y fésforo total en grano.



OBJETIVO GENERAL

¢ Incrementar el rendimiento del trigo con la inoculacion Pseudomonas

putida'y Glomus spp .

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto de la inoculacion Pseudomonas putida y Glomus
spp, aislados de malezas de la regién, sobre el rendimiento de trigo.
e Mejorar la eficiencia de absorcion de fésforo de trigo inoculado con

Pseudomonas putida 'y Glomus spp (VAM).

HIPOTESIS

e La inoculacion Pseudomonas putida y Glomus spp (VAM) incrementa la

absorcion de fésforo en trigo.



REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES DEL TRIGO.

1.1. Origen y distribucion geografica.

El trigo es originario de la region que comprende el Caucaso, Turquia e
Irak. Muchas especies de trigo se pudieron hallar silvestres en Sicilia, Grecia,

Palestina, Egipto, Babilonia, Persia (Iran), India y China.

Las primeras semillas fueron introducidas al continente americano por
Hernan Cortés e inicialmente se sembrd en las areas de climas calidos, pero
debido a bajos rendimientos y enfermedades, se empez6 a cultivar en las zonas
altas. Los espanoles introdujeron a México el cultivo de trigo a principios de
1520, poco después de su llegada, encontrando que se adaptaba bien a las
condiciones climaticas y edaficas de nuestro pais (Robles, 1990; Terra Nova,

1995).



1.2. Morfologia.

El trigo es una planta herbacea no mayor de 80 cm de altura en las
variedades silvestres; su sistema radical es adventicio, ya que pierde sus raices
primarias cuando el tallo comienza a desarrollarse. El tallo o caha es verde,
rigido, un tanto pubescente, formando nudos y entrenudos. Las hojas nacen de
los nudos, son acintadas, sin peciolo, y poseen vaina o parte que sobresale del
tallo. Las ligulas y auriculas del trigo se encuentran en la parte que empieza a
sobresalir del tallo y el limbo, ldmina verde que es angosta y con nervaduras
longitudinales. La inflorescencia es la espiga conformada por el raquis; es un
adelgazamiento del tallo constituido por nudos, entrenudos y la espiguilla, que
se compone de un grupo de flores, no todas fértiles, que constan de glumas y

glumelas.

El fruto del trigo es una cariépside mas o menos larga con un solo
grano, que es la semilla caracterizada por una hendidura longitudinal en la parte
central, compuesta por el embrion y el endospermo. Su periodo vegetativo es

de 150-180 dias segun las variedades (Terra Nova, 1995).

1.3. Clasificaciéon taxonémica.

Robles (1990), indica que el trigo presenta la clasificacion botanica que

se muestra a continuacion:



Clase......cco........ Monocotiledoneae

Orden................ Graminales
Familia.............. Poaceae o Gramineae
Tribu.......oeveeeeee. Triticeae
Subtribu............ Triticinae
Género.............. Triticum
Especie............. aestivum

1.4. Requerimientos agronémicos del cultivo.

1.4.1. Condiciones ecoldgicas y edaficas.

El trigo se produce en regiones templadas y frias situadas desde 15 a
60° de latitud norte y de 27 a 40 ° de latitud sur, prospera en altitudes que van
de 0 a 3000 msnm, con una precipitacion anual de 800 a 1250 mm/afio. Los
suelos pueden variar de francolimosos a arenoarcillosos con buen contenido de
materia organica y fértiles. Tolera suelo con pH de 6.5 a 8.5, las condiciones de
temperatura son muy variables dependiendo del cultivar y la regién, sin
embargo, las que se consideran éptimas fluctian entre 10 y 25 °C (Robles,

1990; Terra Nova, 1995).



1.4.2. Riego.

Diversos estudios reportan que la eficiencia de los fertilizantes aumenta
cuando los riegos se aplican en forma adecuada. Para rendimientos elevados
de trigo, las necesidades de agua son de 450 a 650 mm, dependiendo del clima
y de la duraciéon del periodo vegetativo (Doorembos y Kassam, 1979). Las
etapas en que requiere mas agua el cultivo de trigo son:

e Establecimiento del cultivo.
e Etapa inicial.
e Etapa de floracion.

e Etapa de formacién de grano.

1.4.3. Fertilizacion.

Los nutrimentos son uno de los factores que pueden limitar la calidad y
rendimiento de las cosechas, por lo que toda persona involucrada en la
produccion de cultivos debe tener presente que cualquier descuido en el
suministro de éstos, resultard en una seria reduccion en el rendimiento y

calidad del cultivo (Pratley, 1988).

Para conservar y aumentar la fertilidad del suelo, resulta necesario
afiadir cantidades de nitrégeno, fésforo y potasio. Por lo general, un contenido

elevado de materia organica significa un adecuado contenido de estos



elementos, pero cuando los analisis indican la carencia de alguno de ellos es

necesario recurrir a los abonos minerales (Alexander, 1980).

1.4.4. Cosecha.

La cosecha de trigo se realiza cuando la espiga ha cambiado el color,
de verde a blanco cremoso u ocre en variedades café, y el grano tiene una
consistencia algo dura, no pastosa ni lechosa. Si se recogen con cosechadora,
ésta entrega el trigo limpio y si se recolecta manualmente deben ftrillarse las

espigas y luego limpiar los granos (Robles, 1990).

RIZOSFERA.

La rizosfera es considerada como la interfase entre la raiz y el suelo.
Esta determinada por todas las regiones donde tienen lugar las interacciones
entre los organismos del suelo (principalmente microorganismos), las raices y

los constituyentes del suelo (Berthelin et al., 1994).

Los efectos estimulantes de las plantas sobre la abundancia y actividad
de los microorganismos son mas marcados en la rizésfera; en esta region del
suelo adyacente a las raices se genera un microhabitat enriquecido con
nutrimentos inorganicos provenientes de exudados. Los exudados radicales
juegan un papel clave en la determinacién de las interacciones especificas del

hospedero con, la descomposicion de la poblacién rizobacteriana (Kieft, 1991;



Nehl et al., 1997). Por lo tanto, todas las especies vegetales interactuan con
una gran variedad de microorganismos, asi la nutricion vegetal ocurre dentro de

un sistema complejo de planta-sustrato y microorganismos (Tinker, 1984).

2.1. Exudados.

La superficie de la raiz es un sitio critico para que se dé una interaccion
entre los microorganismos y la planta (Paul y Clark, 1989). Lynch y Whipps
(1990) estimaron que alrededor del 40 por ciento de la produccion primaria de
las plantas puede ser perdida por rizodeposicion (pérdidas de carbén a través
de las raices), dependiendo de la especie y edad de la planta y condiciones

ambientales.

La principal fuente de sustratos para la actividad microbiana en la
rizésfera son los productos de rizodeposicién y segun Lynch y Whipps (1990)
consiste en:

e Exudados: azucares, aminoacidos, acidos organicos, hormonas vy
vitaminas liberados por la raiz sin involucrar energia metabdlica.
e Lisatos: liberados cuando las células mueren, incluyen paredes celulares

y, con el tiempo, la raiz completa.

¢ Mucilagos: consisten en polisacaridos hidratados con residuos galactosa

y acido galacturénico.



e Secreciones: tales como carbohidratos poliméricos y enzimas que
dependen de procesos metabdlicos para su liberacion, y

e (Gases: como etileno y bidéxido de carbono.

Los cambios en la cantidad y calidad de los exudados radiculares, por
su contenido de carbohidratos y su facilidad para ser absorbidos por los
microorganismos del suelo, permiten la proliferacién de una gran diversidad de
flora microbiana alrededor de la rizésfera destacando particularmente las
bacterias (Garbaye, 1994).

2.2. Microorganismos de la rizosfera.

Los tipos de organismos microscopicos son diferentes en la rizésfera
que en el suelo circundante, ésta incluye bacterias, hongos y protozoarios. Las
bacterias pueden cubrir del cinco al 10 por ciento de la superficie radical,
distribuidas en micrositios particulares de la raiz. Los hongos diferentes a las
formas micorrizicas presentan una cobertura escasa (Paul y Clark, 1989). Los
hongos del suelo generalmente forman la mayor parte de la biomasa
microbiana y pueden exceder a las bacterias por factores de tres a 10, aunque

en numero pueden ser menores a éstas.

Las bacterias tienen un mayor efecto de rizosfera que otros habitantes
microbianos. La rizésfera es conocida como hospedera proporcionalmente de

mas Dbacterias Gram-negativas en forma de bacilo (Pseudomonas,



Achromobacter) y desnitrificantes y pocos Gram-positivos y Gram-variables

como Bacillus y Arthrobacter (Hagedorn et al ., 1989).

La microflora rizosférica puede favorecer el desarrollo de la planta
mediante diversos mecanismos tales como (Alexander, 1980; Kloepper et al.,
1989):

1.- Contribuyendo a la formacién de una estructura estable del suelo,

2.- Liberando elementos presentes en forma organica por medio de la
mineralizacion.

3.- Supresion de patdégenos causantes de enfermedades.

4.- Incremento en la disponibilidad de nutrimentos limitantes del crecimiento
vegetal tales como nitrégeno y fésforo.

5.- Supresion de microorganismos nativos perjudiciales de la rizosfera que
reducen el crecimiento de la planta pero no causan sintomas de enfermedad.

6.- Produccioén de sustancias de crecimiento.

2.3. Factores que afectan a la poblacion rizosférica.

Los microorganismos de la rizésfera son afectadas por la proximidad y
la profundidad de las raices, la edad de la planta y el estado de madurez de la
misma, todo lo cual controla la magnitud del efecto rizésfera y el grado de

respuesta por microorganismos especificos.



Debido a que la masa rizobacteriana es muy grande, existe una intensa
competencia. En las condiciones de tension que prevalecen en una gran
comunidad, los organismos que crecen con rapidez y los mas activos
bioquimicamente resultan ser los mas favorecidos (Alexander, 1980). La
respuesta de los microorganismos a la presencia de raices vivas ocurre en una
gran variedad de ambientes, pero la planta es el factor principal que tiene
influencia sobre la colonizacion de la rizoésfera por las bacterias (Piert y

Stankiewicz, 1990; Bashan et al., 1995).

El agua es generalmente considerada como el factor mas limitante para
la actividad bioldgica en las regiones aridas; en estas condiciones, las bacterias
formadoras de esporas y células vegetativas prevalecen por su alta resistencia
a la desecacion. La produccion de mucigel en la rizésfera de las plantas del
desierto, actia como una barrrera retentiva de humedad y también incrementa

la cantidad de bacterias fijadoras de nitrégeno no simbidticas.

Se han hecho generalizaciones acerca de los efectos de pH en la
distribucion y actividad de los microorganismos del suelo: las bacterias tienen
un rango mas estrecho de tolerancia de pH que los hongos; los hongos son
favorecidos sobre las bacterias en ambientes acidos y los actinomicetos se
desarrollan mejor que los hongos y otras bacterias en condiciones alcalinas

(Kieft, 1991).



DESCRIPCION DE Pseudomonas.

La biotecnologia ha abierto nuevas posibilidades para la introduccion de
microorganismos benéficos en suelos con el fin de promover el crecimiento de
plantas y llevar a cabo un control bioldégico de patdégenos presentes en suelos
(Kloepper et al., 1989). Por lo tanto, el aislamiento y seleccién de
microorganismos (con actividad promotora de crecimiento en plantas, con alta
capacidad de sobrevivencia en suelo y de colonizacién radical, versatilidad
metabdlica, etc.) presentes de manera natural, continta interesando a institutos

biotecnoldgicos.

Ademas de simbiontes del grupo de los rizobios, se han encontrado
algunos grupos de bacterias asociadas a raices. Estos grupos denominados
genéricamente como PGPR, cuyas siglas en inglés significan Rhizobacterias
Promotoras de Crecimiento en Plantas, comprenden principalmente a los
géneros Pseudomonas y Bacillus los cuales inhiben el crecimiento de
microorganismos patdgenos y promueven directamente el crecimiento de

plantas (Kloepper et al., 1989).

Los primeros estudios efectuados sobre bacterias influyendo
evidentemente sobre la rizésfera de plantas, se remontan a varias décadas
atras y en estas relaciones simbidticas se observd la modificacion que los
tejidos radiculares sufrian. Pero las relaciones no simbidticas entre bacterias y

raices de plantas aunque reconocidas, no fueron tan extensamente estudiadas



sino hasta hace poco tiempo, y comienzan mas formalmente con estudios
efectuados en Rusia con la descripcion de microorganismos capaces de
disolver P vy fijadores libres de N (Cooper, 1959). A partir de esa fecha, las
investigaciones se han desarrollado enormemente con diversos géneros de
bacterias PGPR eficientes en la induccion de respuestas en contenido de N en

planta y rendimiento de diversos cultivos, entre ellos el trigo.

El género Pseudonomas constituye uno de los mayores grupos de
bacterias aerdbicas estrictas, quimioherétrofas, gram-negativas. Sus células
son bastones rectos o curvos que no sobrepasan 0.8 um de ancho y que se
mueven mediante uno o varios flagelos polares. Los pseudomonidos aerdbicos
incluyen bacterias con la mayor versatilidad metabodlica entre los organismos
conocidos, capaces de utilizar hasta 100 compuestos organicos diferentes

como unica fuente de carbono y energia (Stanier et al., 1981).

La familia Pseudomonadaceae, comprende el género Pseudomonas,
algunas de cuyas especies son importantes en las alteraciones alimenticias de
brécoli y la coliflor (Frazier, 1962). La mayoria de las Pseudomonas oxida la
glucosa, a menudo con formacion de gas. Frecuentemente producen en el

medio de cultivo pigmentos fluorecentes solubles en agua (Gonzalez, 1977).



MICORRIZAS (Glomus spp).

La micorriza es una forma de simbiosis que ocurre entre las raices de
las plantas y cierto tipo de hongos del suelo. En 1885, el botanico aleman Albert
Bernad Frank propuso por primera vez el término micorriza, el cual se compone
de los vocablos griegos “mikos” que significa hongo y “rhizo” que significa raiz

(Siqueira, 1988).

Para Frank (1885) las micorrizas representaban un fendmeno de
naturaleza generalizada que resulta de la unién organica entre las raices de la
planta y el micelio del hongo en un érgano morfolégicamente independiente,
con dependencia fisiolégica intima y reciproca, seguida por el crecimiento de
ambas partes y con funciones fisiolégicas muy estrechas (Ferrera-Cerrato,

1983).

4 1. Clasificacion de las micorrizas.

Todos los 6rganos micorrizicos pertenecientes a un tipo particular son
muy similares en su estructura, desarrollo y caracteristicas fisiolégicas, no
obstante que la simbiosis puede estar formada por varias especies de hongos.
Tradicionalmente las micorrizas han sido clasificadas en base a las
caracteristicas de las alteraciones anatémicas que los hongos ocasionan sobre

la morfologia de las raices colonizadas; lo anterior fue establecido por Peyronel



et al., (1996) y comprende principalmente dos grandes grupos: ectomicorrizas y

endomicorrizas.

4.1.1. Endomicorrizas.

Este tipo de asociacidon micorrizica se caracteriza por la penetracion
inter e intracelular de las hifas en las raices, ausencia del manto fungico y la
presencia de modificaciones morfolégicas en la raiz. Las endomicorrizas son de
ocurrencia muy generalizada y se subdividen en tres grandes grupos: ericoides,
orquidioides y vesiculo-arbusculares (VAM), siendo estos Uultimos los de

principal interés en los trabajos de investigacion agricola.

Los hongos VAM, pertenecen al orden Glomales e incluyen un numero
limitado de géneros (Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora). En la
actualidad se conoce muy poco acerca de su taxonomia, debido principalmente
a que no ha sido posible mantenerlos en cultivos puros aislados lo que
permitiria conocer sus estructuras de reproduccién sexual, por lo que se han
clasificado principalmente en base a las caracteristicas morfolégicas de sus

esporas (Bonfante-Fasolo y Perotto, 1994).

Las observaciones microscopicas muestran que los hongos
endomicorrizicos penetran las células corticales del hospedero sin causarle
dafo; este tipo de micorriza forma tres estructuras principales denominadas

hifas, arbusculos y vesiculas (Siqueira, 1988).



Las hifas tienen una distribucion inter e intracelular en el parénquima de
la corteza. Las hifas pueden enrollarse dentro de la célula vegetal y
diferenciarse en ramificaciones denominadas arbusculos, a los cuales se les
atribuye la capacidad de intercambio nutricional hongo-planta. Como resultado
de la interaccion fisioldgica entre el hongo y la raiz, fuera de ella se desarrolla
un micelio capaz de explorar hasta ocho cm mas que la raiz no infectada,
llegando a sitios donde la planta no puede llegar por si misma favoreciendo asi
la absorcidon de elementos tales como P, N, Ca, K, Mg y microelementos tales
como Zn, Cu, Mn y Fe, asi como de otros elementos como el Br, I, Cl, Na, Al, Si

y metales pesados (Rhodes y Gerdemann, 1975; Taiz y Zeiger, 1991).

Las vesiculas son estructuras terminales ovoides o esféricas que
contienen abundantes gotas de aceite producidas por las hifas, tanto inter como
intracelulares. Se ha determinado que las vesiculas funcionan como sitios de
reserva para el simbionte y normalmente se forman después de que lo han
hecho los arbusculos y cuando la planta estd madura o bien cuando es tratada

con altos niveles de fertilizacién (Mosse, 1981).

El arbusculo es una estructura haustorial producto de ramificaciones
sucesivas que se forman a partir de un ensanchamiento de la misma hifa,
denominado tronco arbuscular, cuando una rama de hifa intercelular penetra en

la célula cortical (Mosse, 1963; Hayman, 1983).



4.1.1.1. Taxonomia de VAM.

Las endomicorrizas vesiculo-arbusculares se clasifican de acuerdo a
sus caracteristicas morfoldgicas y a la germinacién de sus esporas, como se

muestra a continuacién (Morton y Benny, 1990).

ReiNO....ccoviiii e, Mycetae
Subrein0........oooevvviiie Thallophyta
Division........ccoovveeiiiieeeeeeee Eumycota
Subdivision.........ccccciiiieeee Zigomicotina
Clase.....oooevceieeeieieeeee, Zigomicetos
Orden......cooociiiiii Glomales
Familia........ccooooeiiiii Endogonaceae
GEéNEros.......cocvvvviiieeeeeeeeeeee, Glomus, Acaulospora, Gigaspora y
Scutellospora.

4.2. Factores que afectan la micorrizacion.

Las asociaciones VAM son las de ocurrencia mas generalizada, ya que

se han detectado en aproximadamente el 97 por ciento de las plantas



vasculares (por lo menos 300,000 especies), conociéndose alrededor de 140
especies de hongos (Siqueira, 1988).

La formacion de las micorrizas es afectada por factores inherentes a las
plantas, al hongo y al medio ambiente (suelo y clima), los cuales actuan sobre
los propagulos y sobre las diferentes fases de la simbiosis, ejerciendo gran
influencia sobre la formacion y funcionamiento de las asociaciones con su
entorno ecolégico (Siqueira,1988). Los factores propios de la planta, como
especie, variedad o cultivar, estadio nutricional, edad, sintesis de compuestos
fungistaticos o alelopéaticos, follaje, etc., ejercen una gran influencia sobre la

micorrizacion.

La micorrizacién generalmente se ve influenciada por las propiedades
fisicas del suelo (textura y estructura), lo que a su vez afecta el contenido de
humedad y la aereacion del mismo, dado que los suelos con alta humedad o
sujetos a inundaciones son suelos con una aereacion deficiente y generalmente
en ellos no existen micorrizas debido a que los hongos micorrizicos son

organismos aerobios obligatorios.

Las variables climaticas, tales como la intensidad de la luz, temperatura
y la cantidad y distribucion de las lluvias, representan otro grupo de factores que
actuan sobre la micorrizacion; estas variables controlan principalmente la
distribucion espacial y temporal de las poblaciones de los vegetales superiores,
ejercen influencias sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos y

controlan de manera directa o indirecta la distribucidon geografica de los



diferentes tipos de micorrizas, sus variaciones estacionales asi como su
composicion cualitativa y cuantitativa (Siqueira, 1988).

4.3. Importancia de las micorrizas.

Las micorrizas vesiculo-arbusculares, mejoran la nutricion de las
plantas, proporcionan estabilidad a los ecosistemas, mejoran la capacidad de
sobrevivencia y crecimiento de las plantas, asi como las productividad en
suelos de baja fertilidad, y proporcionan una mayor tolerancia a condiciones de
estrés y a los patégenos del suelo. Asi mismo, mejoran la absorcién de los
elementos minerales inmdviles del suelo debido a la extensa ramificacion de las

hifas (Janos, 1983).

El efecto de las VAM no se restringe solamente al campo, ya que
también se ha reportado el mejoramiento de la calidad, sobrevivencia y
crecimiento de las plantulas en vivero después de la formacion de la micorriza

(Perry et al ., 1988).

No es muy dificil demostrar el impacto que las micorrizas pueden tener
sobre la produccion de las cosechas, especialmente en los suelos con bajo
nivel de nutrimentos; la importancia principal de las asociaciones micorrizicas
es que permiten a las plantas aumentar la absorcion mineral tanto en los suelos
fértiles como en los infértiles; asi mismo, a través del micelio de los diversos

sistemas radiculares de las plantas hospederas, es posible que éstas se



interconecten originando canales para la transferencia directa de nutrimentos

tales como C, N y P (Francis y Read, 1984; Ritz y Newman, 1984).

La respuesta del crecimiento micorrizico es mayor en los suelos
deficientes en foésforo y en aquellos con una elevada capacidad para fijar
fosfatos (por ejemplo oxisoles, andisoles, etc.). Este efecto es explicado
principalmente por el hecho de que las raices con VAM tienen un mayor poder
de absorcién que las raices no micorrizadas ya que pueden absorber varias
veces mas fésforo y tienen tasas de flujo considerablemente mayores (Smith,

1982).

Las hifas absorben el fésforo de la solucion del suelo por un proceso
activo; después de que el fésforo es absorbido es convertido a polifosfato en las
vacuolas del hongo y es transportado por la corriente citoplasmatica hasta las
vesiculas, en donde es almacenado temporalmente, o bien puede ir
directamente a los arbusculos, donde es hidrolizado por las fosfatasas en
fosfato inorganico (Pi) que es transferido a la célula vegetal, pasando por la

interfase hongo-planta denominada matriz (Siqueira, 1988).

INOCULACION Pseudomonas-Glomus.

La inoculacion de cultivos de importancia agronémica como el trigo, ha

sido materia de estudio desde finales del siglo pasado. Al presente, ha habido

un impacto positivo sobre el rendimiento de grano en esta graminea y otras



como maiz y sorgo (Okon, 1985), como resultado de programas integrales que
incluyen la inoculacidn. Esta practica ademas, se ha planteado como una
herramienta importante en el esfuerzo integral de recuperaciéon de la fertilidad
de los suelos sobreexplotados en proyectos a largo plazo para una agricultura
sustentable, pero también demuestran una enorme utilidad impactando de
forma significativa las estrategias a corto plazo frenando en principio la
fertilizacion creciente de fosfatos mediante la utilizacion de micorrizas, aunque
estudios con inoculaciones bacterianas han sugerido importantes mejoras en la

asimilacion de P.

Las investigaciones que han procurado mejorar la eficiencia de
asimilacion de nitroégeno y fésforo por parte de la planta, se han dirigido al uso
de diferentes microorganismos, aunque normalmente de forma independiente,
es decir, se busca mejorar la eficiencia de asimilacion de N por medio de la
inoculacion de bacterias y se hace lo propio con el P mediante la infecciéon con
micorrizas (Okon, 1985). Sin embargo, se ha reportado que el establecimiento
de la simbiosis micorrizica en las raices de las plantas es afectada de multiples
formas por otros microorganismos de la rizésfera, principalmente por ciertas
bacterias (Garbaye, 1994). Meyer y Linderman (1986), trabajando con
endomicorrizas arbusculares, demostraron que algunas razas rizosféricas de
Pseudomonas putida mejoran la infeccion micorrizica y su crecimiento en

plantas de trébol.



Debido a la naturaleza biotréfica obligada de los hongos micorrizicos V-
A, el método para su propagacion es la inoculacion de hospedantes cultivados
en el suelo fumigado o esterilizado; para ello se utilizan segmentos de raiz
previamente infectados, esporas solas o suelo con esporas y otros propagulos.
Mediante este procedimiento se producen inoculantes en Estados Unidos,
Colombia y Francia (Wood, 1985; Sieverding, 1989); y también es el método

mas comun en trabajos de investigacion.

IMPORTANCIA DEL FOSFORO EN LA AGRICULTURA.

La importancia del fésforo es proporcionar energia en numerosas
reacciones efectuadas por la fosforilacion y la desfosforilacion. Los cereales son
sensibles a la deficiencia de fésforo, especialmente en las primeras etapas de
desarrollo. El fosforo, al igual que el nitrégeno, se encuentra en el suelo en
forma organica (humus) e inorganica, combinado con hierro, aluminio, calcio,
fluor y otros elementos. El contenido de fosforo en forma inorganica se

encuentra en mayor proporcién que en forma organica en el suelo.

El fésforo en las primeras etapas vegetativas del trigo, favorece el
desarrollo de sus hojas, sistema radicular y proporciona mas rigidez a la planta
haciéndola mas tolerante a las heladas, su ausencia puede ocasionar el acame

a la planta (Guerrero, 1981).



El fosforo juega un papel importante en las principales funciones de las
plantas como:
e Acelera el crecimiento rapido y vigoroso en las primeras etapas de vida ya
que forma parte del ADN y fosfolipidos; da fuerza a los tallos y ayuda a evitar
el acamado.
e Aumenta la calidad de frutos, granos, hortalizas, forrajes, incrementando la
resistencia a las enfermedades y acelerando la maduracion de los frutos.
e Promueve la formacién de semilla y se le encuentra en grandes cantidades
en frutos y semillas, aumenta el numero de renuevos en cereales produciendo
un numero mayor de vastagos y genera espigas con mas y mejor grano

(Tisdale y Nelson, 1991).

6.1. Fertilizacion fosforada.

El fésforo puede ser agregado al suelo en forma de fertilizante, estiércol
de animales, desperdicios humanos, residuos de cultivos u otros productos de
desecho o el reciclaje del fésforo a través de la aplicaciéon de distintos
productos de desecho que se ha llevado a cabo por varios siglos, pero
actualmente la demanda de fésforo es mayor que lo que estas fuentes pueden

suministrar.



Gil (1995), encontré que la mayor parte del fosforo en el suelo esta en
la fraccidn inorganica, en forma de iones fosfatados y en la fraccion organica del

suelo en forma de acidos nucléicos, fosfolipidos y acidos fiticos.

Pancholli y Bishnoy (1980), sefialan que tanto el nitrdgeno como el
fésforo ejercen un papel importante en el crecimiento del cultivo no sélo en el

desarrollo vegetativo, sino en el contenido de proteina de grano.

Pasashnikova (1990), realiz6 estudios sobre el efecto de los
fertilizadores fosforados en la produccion y calidad de grano en el trigo en
suelos calcareos con un pH de 8.0 y demostré que las mayores producciones
de trigo se obtenian con 60 kg de fésforo/ha. El contenido de proteinas y la
calidad de la harina del trigo fue mucho mejor, pero solamente hasta un afio
después de la aplicacion del fertilizante. Esta dosis de fosforo contrasta con la
de Charles (1976), quien evalu6 el efecto de la fertilizacion nitrogenada vy
fosforada en dos variedades de trigo en la region central de Coahuila, y
encontré que la dosis de fertilizacion 50-50-0 aumenté la produccion en mas

de media tonelada por hectarea, en suelos calcareos.

6.2. Efecto del fésforo sobre las micorrizas.

La micorrizacion generalmente se inhibe en condiciones de elevada

fertilidad. Dentro de los macronutrimentos, se ha detectado que el P y el N son

los dos elementos que ejercen una mayor inhibicion. La aplicacion de pequenas



cantidades de fertilizantes puede favorecer el desarrollo de las micorrizas en
suelos pobres; sin embargo, cantidades elevadas inhiben la colonizacién, lo
cual a su vez, esta relacionado con el estado nutricional de la planta (Siqueira,
1988).

Hayman (1983), argumenta que la simbiosis micorrizica es un proceso
autorregulado. El fésforo es el elemento que ha sido mas estudiado en relacion
a la formacion de las VAM por la influencia que ejerce sobre su formacion. Los
incrementos sucesivos en la cantidad de fésforo aplicado al suelo producen un
aumento en el contenido de fosforo en la planta pero reducen la colonizacion, y
la longitud de las hifas externas (Abbott et al., 1983; Amijee et al., 1989). Esto
depende del contenido inicial de ese elemento en el sustrato; cuando éste es
muy bajo ocurre un aumento en la micorrizacién hasta alcanzar un valor

maximo, el cual depende del tipo de sustrato y de los simbiontes.

Braunberger et al . (1991), estudiaron la morfologia de las micorrizas
obtenidas mediante la colonizacién de maiz con Glomus versiforme, bajo
diferentes niveles de fosforo y encontraron que la fraccion de raices que
contiene arbusculos, asi como aquella que contiene vesiculas, presentd una

relacion inversa a la aplicacion de fésforo.

Otros investigadores (Ratnayake et al., 1978) han estudiado los
posibles mecanismos de inhibicion de la colonizacion micorrizica en Sorghum
vulgare y Citrus aurantium bajo diferentes niveles de fésforo. Sus resultados

indican que hay mayor exudacion de aminoacidos y azucares reductores



cuando se aplican dosis bajas de fosforo y que la cantidad de exudados esta
correlacionada con la caida en los niveles de fosfolipidos. Graham et al. (1981)
confirmaron los resultados anteriores y demostraron que las diferencias iniciales
en exudacion radical tuvieron una estrecha correlacion con los niveles

subsecuentes de colonizacidon micorrizica.

Siqueira et al (1984) reportaron también que la adicion de niveles
crecientes de fésforo a plantas de soya produjo una disminucion en la
exudacion de azucares y un incremento en su concentracion en el interior de la
raiz. Estos autores observaron que a niveles mayores de 30-40 y g P/g de
suelo el contenido de azucares reductores disminuyé como producto del
desbalance en la nutricién de la planta. Por el contrario, Same et al (1983)
reportaron que en Trifolium subterraneum, inoculado con Glomus fasciculatum,
el incremento en los niveles de fésforo disminuy6 la concentracidn de azucares

en la raiz.

El trabajo de Koide y Li (1990), en el cual determinaron que conforme
aumenta la disponibilidad de fosforo la colonizacion de plantulas de girasol con
Glomus etunicatum disminuye, confirma que la colonizacion es regulada en
funcion del contenido nutricional de la raiz, lo cual a su vez esta en funcion de la

disponibilidad de nutrimentos en el suelo (Amijee et al., 1989).

Buwalda et al. (1982), al analizar el efecto de niveles crecientes (5, 14y

30 mg/kg de suelo) de fésforo soluble en acetato de sodio, sobre la dispersion



de Glomus mosseae en el sistema radical de Allium porrum'y Triticum aestivum,
detectaron que aunque el aumento en la dosis redujo el porcentaje de longitud
de la raiz micorrizada, la velocidad de dispersién del hongo fue poco afectada.
Sylvia et al. (1983), reportaron que Gigaspora margarita, Glomus
clarum, Glomus mosseae y Gigaspora heterogama, incrementaron
significativamente su esporulacién al aumentar el nivel de fosforo en el suelo de
98 a 199 mg/kg, mientras que Glomus etunicatum, Glomus macrocarpum y
Gigaspora gigante la disminuyeron, debido a la mayor tolerancia del primer

grupo de hongos a niveles altos de este elemento en el suelo.

SUELOS CALCAREOS.

Existen cuatro tipos distintos de suelos alcalinos, de acuerdo a lo
mencionado por Cepeda (1983): calizos o calcareos, salinos, sédicos vy

salinosddicos.

Los suelos que se originaron a partir de la intemperizacién de
materiales calizos se incluyen dentro de los calcimoérficos, es decir, que poseen
un horizonte calcico (Balderas,1990). El pH de los suelos calcareos oscila entre
7.5y 8.5 por lo general, debido a la acciéon tampon del carbonato de calcio. Su
valor esta controlado por el sistema CaCO3-CO,-H,0. Debido a que la presion
parcial del CO, es controlada por los factores que favorecen el intercambio
gaseoso (aireacion) del suelo, este gas disminuye en el suelo hasta que éste

esta bien aireado, de tal manera que para un mismo contenido de CaCOg3 en el



suelo, el que tenga mas arcilla y sea mas pobre en estructura, sera el de pH

mas bajo.

El pH de los suelos calcareos es elevado debido a la hidrolisis de
carbonato de calcio, donde la produccién de iones OH’, por la disociacion del
hidroxido de calcio formado es mayor que los iones H* procedentes del acido

carboénico débil (Buckman y Brady, 1996).

Los problemas creados por los suelos calcareos derivan de su
humedad excesiva, dificultades de aireacion y nutritivas que se reflejan en las
plantas cultivadas en este tipo de suelo. La presencia excesiva de calcio
disminuye la disponibilidad de ciertos nutrimentos, tales como el P, Zn, Fe, Mn y

Br (Tisdale y Nelson, 1991).



MATERIALES Y METODOS

1. LOCALIZACION.

1.1. Area general.

La presente investigacion se llevo a cabo en terrenos de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada en Buenavista, municipio
de Saltillo, Coahuila y cuyas coordenadas geograficas son 25° 21’ 20” de latitud
norte y 101° 01’ 30” de longitud oeste y una altitud media sobre el nivel del mar

de 1743 m.

El clima predominante en esta localidad de acuerdo a la clasificacion de
Koppen modificada por Garcia (1973), es del tipo BW ho (X’) (e) que equivale a
un clima muy seco, semicalido, con invierno fresco, extremoso y verano calido,
la temperatura media anual es de 16.6 ° C, con régimen de lluvias intermedio
entre verano e invierno, con una precipitacion media anual de alrededor de 443

mm y una evaporacion promedio anual de 2167 mm.

1.2. Area de estudio.



La investigacion se realizé en una parcela localizada dentro del area
denominada el Bajio, al poniente de la UAAAN, con una superficie aproximada
de 500 m? . La superficie se dividié en parcelas de rendimiento de 4 m? con 5
surcos de 2 m de largo cada uno y una separacién entre parcelas de 0.3 m. Se

cosechd solo 1 m? del centro de la parcela de rendimiento.

2. MATERIALES.

2.1. Material vegetativo.

Se utilizé semilla de trigo de la variedad Pavén F-76, producida por la
seccion de cereales del Departamento de Fitomejoramiento de la UAAAN. Es
un trigo harinero de habito de primavera, la planta florea a los 88 dias y alcanza

su madurez a los 136 dias bajo condiciones de campo (SARH, 1980).

2.2. Suelo.

Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo utilizado en esta
investigaciéon se presentan en el Cuadro 1. El suelo segun la clasificaciéon
taxondmica corresponde a un xerosol haplico, es un suelo que tiene influencia
de las Sierras Zapalinamé y de San Juan, la formacioén casi de su totalidad es a

través de material aluvial procedente de las sierras mencionadas. Estos suelos,



de origen calizo, son obscuros aunque algunos son claros debido al

carbonato de calcio; son de textura migajon-arcillosa

Cuadro 1. Principales caracteristicas fisicas y quimicas del suelo de la

UAAAN utilizado en la presente investigacion.

CARACTERISTI- | UNIDADES METODO CONTENIDO
CAS DEL SUELO
Hidrometro de
Textura % Bouyoucos Migajon-arcilloso
PH 2:1 Potencidmetro 8.2
Materia
Organica % Walkley-Black 1.9
Nitrégeno
Total % Kjeldahl 0.11
Capacidad
de intercambio Meq/100 g Acetato de 30.6
Cationico (CIC) amonio
Carbonatos




totales % Titulacion acida 31.3

Fosforo
Aprovechable ppm Olsen 75
Da g/lcm® Probeta 1.25

Departamento de Suelos de la UAAAN, 1998.

con profundidad mayor a los 2 m y se localizan sobre un estrato calcareo duro

y continuo denominado petrocalcico.

2.3. Fuentes nutrimentales.

El nitrégeno, fésforo y potasio se aplicaron, respectivamente, en las

siguientes formas:

e Urea [(NH;)>CO], con 46 por ciento de nitrdgeno organico.



e Superfosfato triple [10Ca (H2PO4)2] con 46 por ciento de P,0Os que
contiene aproximadamente uno por ciento de impurezas del acido fosféricoy 17
a 20 por ciento de CaO.

e Cloruro de potasio (KCL) con 52 por ciento de potasio y 48 por ciento de

cloro.

2.4. Preparacion del inéculo micorrizico.

Las endomicorrizas vesiculo-arbusculares (VA) utilizadas fueron
aisladas de malezas asociadas al cultivo de trigo en la UAAAN. Las malezas,
identificadas como Reseda luteola L. (gualda) y Eruca sativa Mill (nabo
silvestre) fueron extraidas del suelo, procurando dejar completo el sistema
radicular que se envolvié en papel periddico y se colocd en bolsas de plastico
para su traslado al laboratorio de Microbiologia del Departamento de Suelos.
Posteriormente se separd la raiz de cada maleza y se secé a temperatura
ambiente, para después triturarlas por separado en un mortero. El triturado
obtenido o indéculo micorrizico se guarddé en bolsas enceradas hasta su

utilizacion.

2.5. Material microbiano.

2.5.1. Endomicorriza vesiculo-arbuscular (VA).



Se detectd la presencia de las endomicorrizas VA en las malezas
Reseda luteola (gualda) y Eruca sativa (nabo silvestre) asociadas al cultivo de
trigo. La deteccion se realiz6 mediante la técnica de tincion de Phillips y
Hayman (1970) que consta de cinco pasos: 1) clareo, 2) blanqueo, 3)
acidificacion, 4) tincion, 5) decoloracion.

1. Clareo. Las raices libres de suelo se colocaron en capsulas
esterilizables y se agrego suficiente KOH al 10 % para cubrirlas. Se procedié a
calentar por 10 minutos bajo 10 libras de presion.

2. Blanqueo. EI KOH se retir6 y se lavaron las raices con agua
destilada. Se agreg6 H,O, al 10 % en suficiente cantidad para que cubriera las
raices durante tres minutos, pasando este tiempo se procedid a lavarlas con
agua destilada.

3. Acidificacion. Las raices se cubrieron con HCI al 10 % por tres
minutos, se elimind el 4cido y sin enjuagar se procedio a la tincion.

4. Tincién. Las raices se cubrieron con la solucién colorante (azul
tripano 0.05 % en lactoglicerol) y se calentaron por 10 minutos a 10 libras de
presion.

5. Decoloracion. El colorante se elimind y se decoloraron las raices con

lactoglicerol limpio.

Los hongos endomicorrizicos VA fueron identificados en el laboratorio
de Microbiologia de Suelos como pertenecientes al género Glomus tomando

como base las caracteristicas morfolégicas de las esporas fungicas. Se designé



como G a la endomicorriza VA aislada de Reseda luteola y como N a la

endomicorriza VA aislada de Eruca sativa (Cuadro 2).

2.5.2. Rizobacteria (Pseudomonas putida).

Se inoculd caldo nutritivo, previamente esterilizado a 120 °C/15’, con la
rizobacteria Pseudomonas putida y se incubo a 20 ° C bajo agitacion constante
durante 48 horas. La rizobacteria utilizada se aislé de la maleza Aristida spp,
asociada al cultivo de trigo y que en estudios anteriores mostré un efecto
positivo sobre el crecimiento de trigo (Guzman, 1997). La bacteria, identificada
por el sistema computarizado de identificacion bacteriana (BIOLOG), forma
parte de la coleccidon microbiana del Laboratorio de Microbiologia del

Departamento de Suelos.

2.6. Turba.

Se utilizd turba candiense comercial como soporte para el
bioinoculante. La turba se tritur6 mecanicamente utilizando un molino marca
Thomas Williams con una malla de 2 mm. Se pesaron 80 g de turba molida y se
colocaron en recipientes de vidrio para esterilizarse a 120 °C durante 2 horas y
se eliminod el exceso de humedad en una estufa a 60 °C. Ya seca la turba, se

guardo en bolsas de polietileno hasta su utilizacion.

3. Preparacion del bioinoculante.



En condiciones de asepcia se agregd, en dos partes, 60 ml de caldo
nutritivo que contenia el cultivo de la rizobacteria Pseudomonas putida. El
medio de cultivo se distribuyd homogéneamente en la turba y se dejé madurar
por un periodo de 15 a 20 dias a 30 ° C, realizandose conteos bacterioldgicos
periddicamente para seguir el desarrollo de la rizobacteria hasta lograr una

poblacién bacteriana de 10° UFC/g turba.

4. Preparacién del terreno.

Con la maquinaria de la UAAAN, el terreno recibié la siguiente
preparacion: barbecho, dos pasos de rastra cruzados, nivelacion, surcado y
bordeo. Posteriormente se aplicd un riego de presiembra y se dividio el terreno
en 72 parcelas experimentales de 4 m? con cinco surcos de 2 m de largo cada

uno, dejando 0.3 m de pasillo entre cada una de las parcelas.

5. Inoculacion de trigo.

Se inocularon las semillas de trigo variedad Pavon F-76 con Glomus G
(aislado de R. luteola) o Glomus N (aislado de E. Sativa) y Pseudomonas putida
12 horas antes de la siembra. Para ello, se pesaron 60 g de semilla por
parcela de rendimiento, correspondiente a una densidad de siembra de 150
kg/ha, y se cubrieron con adherente (sacarosa 10 %). Posteriormente se

mezclaron las semillas con 0.2 g del inéculo micorrizico y 40 g de



bioinoculante segun los tratamientos senalados en el Cuadro 2. La semilla
inoculada se guardd en bolsas de polietileno hasta su uso el dia siguiente. Se

prepard una bolsa para cada parcela experimental.

6. Siembra.

La siembra se realizd por el método a chorrillo a principios del mes de
febrero de 1998, durante las primeras horas del dia con el objetivo de evitar

dafos a los inoculantes por radiacion solar u otro factor climatico.

7. Fertilizacion.

Se utilizd6 como base de fertilizacién la dosis 6éptima recomendada para
la region, 120-80-60, (SAGAR, 1996). El nitrégeno se aplicé en dos niveles, 0
y 100 por ciento de la dosis recomendada, en forma de urea con 46 %, el
fésforo se aplico en tres niveles, 0, 50 y 100 por ciento de la dosis
recomendada, en forma de superfosfato triple. El nitrégeno y fésforo se
fracciono en 3 partes iguales y se aplicdé cada parte durante el inicio del
amacollamiento, antes de la floracion y al iniciarse el llenado de grano, el
potasio se aplicé en su totalidad al inicio de amacollamiento. Toda la

fertilizacion se aplicoé en banda en forma manual.

Cuadro 2. Distribucién de los tratamientos utilizados en la presente

investigacion.



Tratamiento Nitrogeno (%)? P, 05 (%)° Inoculacion ©

1 0 0 0
2 0 0 G
3 0 0 N
4 0 50 0
5 0 50 G
6 0 50 N
7 0 100 0
8 0 100 G
9 0 100 N
10 100 0 0
11 100 0 G
12 100 0 N
13 100 50 0
14 100 50 G
15 100 50 N
16 100 100 0
17 100 100 G
18 100 100 N

a 100 % N =120 kg urea/ha.

b 100 % P, Os = 80 kg superfosfato triple/ha.




¢ 0 = sin inocular; G = inoculacion con Glomus spp, aislado de gualda
(Reseda luteola L.) + Pseudomonas putida; N = inoculacién con Glomus spp

aislado de nabo silvestre (Eruca sativa Mill) + Pseudomonas putida.

8. Riegos.

Se realizé un riego de presiembra por inundacion y gravedad y seis

riegos por aspersion en las siguientes etapas del desarrollo de trigo.

e Antes de la germinacion de las semillas.

e Durante el estado de amacollamiento.

e Durante el encanie.

¢ Durante la formacién de la banderilla 0 embuche.
e Durante la floracion.

¢ Durante el estado lechoso del grano.

9. Cosecha.



Se cosechd 1 m? del centro de la parcela de rendimiento poco después
de que la planta alcanz6 su madurez fisiolégica. El trigo se corté con una hoz y
se transportd a un local de secado del area de Cereales del Departamento de

Fitomejoramiento donde posteriormente se trill6.

10. Variables.

Las variables evaluadas fueron peso seco (t/ha) y fosforo total (%) en

vastago y rendimiento (t/ha) y fésforo total (%) en grano.

11. Analisis quimico.

La determinacion de fésforo se evalu6 en los laboratorios de
Microbiologia y Servicios Generales del Departamento de Suelos de la UAAAN.
Se tomo una porcidn de grano y vastago de trigo de cada repeticion y se molié

en un molino Thomas Williams utilizando una malla de 2 mm.

Para determinar el fosforo total se utilizé el método modificado de Olsen
para lo cual se pesé una muestra de 1 g del material molido y se calciné a 600
°C por 1 hora. Se dejo enfriar el material calcinado y se agregaron 2 ml de acido
clorhidrico y con una varilla de vidrio se mezcla muy bien el acido con el

material, dicha mezcla se pasa a un matraz de 100 ml y se afora con agua



destilada, se agita y se deja reposar hasta que las cenizas se sedimenten. Se
tom6 un alicuota del sobrenadante y se agregd a un matraz de 50 mi
posteriormente se le aplico 4 ml de la solucién B (1.056 g acido ascoérbico en
200 ml de Sol. A) y se aforo luego se agité el matraz para que se homogenice la
solucién adquiriendo una coloracién azul, se ley6 al Fotoespectrometro a una
longitud de onda de 660 nm. Se tomé el valor de la absorvancia y se calculo el

valor de fésforo segun una regresion lineal.

12. Disefio y analisis estadistico.

El experimento se realiz6 con un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 2 (niveles de nitrégeno) x 3 (niveles de fésforo) x 3 (sin inocular,
inoculado con Pseudomonas putida + Glomus G, inoculado con Pseudomnas
putida + Glomus N) con cuatro repeticiones, lo cual equivale a 72 unidades
experimentales (Cuadro 2). Se utilizé el paquete estadistico de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL), para calcular los analisis de varianza y las

pruebas de medias (Tukey con nivel de significancia = 0.05).

Modelo estadistico.

Para examinar los resultados obtenidos en la presente investigacién se

utilizé el siguiente modelo lineal.

Yix = p + A + By + C¢ + (AB); + (AC)i + (BC)j + (ABC)ijk + Ziju



donde:

Y = Valor observado.

u = Efecto verdadero de la media general.

A; = Efecto del i-ésimo nivel de nitrégeno.

B; = Efecto del j-ésimo nivel de fésforo.

Ck = Efecto del k-ésimo nivel de inoculacion.

(AB); = Interaccion del i-ésimo nivel de N por el j-ésimo nivel de P.

(AC)ik = Interaccion del i-ésimo nivel de N por el k-ésimo nivel de I.

(BC)jk = Interaccion del j-ésimo nivel de P por el k-ésimo nivel de I.

(ABC)j = Interaccion del i-ésimo nivel de N por el j-ésimo nivel de P y el
k-ésimo nivel de |.

2k = Efecto verdadero del error experimental.



RESULTADOS Y DISCUSION

El proposito de este trabajo fue analizar el efecto de la inoculacion de semillas
de trigo con Pseudomonas putida + Glomus spp con dos niveles de fertilizacion
nitrogenada y tres de fertilizacion fosforada. Las variables evaluadas fueron peso seco y
por ciento de fosforo total en vastago y rendimiento y fosforo total en grano.

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANVA), que
es una prueba estadistica que determina la variacion y diferenciacion de los tratamientos,
mientras que el coeficiente de variacion (CV) otorga el grado de confiabilidad del
proceso realizado, debiendo ser < 30 por ciento en condiciones de campo (Apéndice).

Peso seco de vastago.



En la Figura 1 se observan los resultados de la inoculacion de trigo con
Pseudomonas putida y Glomus spp sobre el peso seco de vastago con dos
niveles de nitrégeno y tres de fosforo. El trigo inoculado con P. putida + Glomus
(G) (aislado de gualda) o Glomus (N) (aislado de nabo silvestre), sin fertilizante,
obtuvo un peso seco de vastago estadisticamente superior (Cuadro 3) al trigo
utilizado como control absoluto (sin inocular o fertilizar). Esto indica que el
beneficio principal de la micorriza V-A es aumentar el crecimiento vegetal,
probablemente mediante una mayor absorcion de los nutrimentos del suelo
como N y P. Ademas, Pseudomonas contribuye a una mayor produccién de
fitohormonas que promueven directamente el crecimiento de las plantas

(Kloepper et al., 1989).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) + 100 por ciento de N y sin
P20s, obtuvo un peso seco de vastago superior al trigo utilizado como control
absoluto. Lo anterior indica que la inoculacion con Pseudomonas mejord la
solubilizacion y asimilacion del fésforo del suelo y que la micorriza V-A permitio
una mayor absorcion de fésforo del suelo, con lo cual la planta obtuvo un mayor
peso seco. Esto sugiere que hubo una asociacién simbidtica entre los

microorganismos inoculados y la planta, como observé Okon (1985).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G) y solo fertilizado con 50 % P,0s,
alcanzd un peso seco de vastago estadisticamente mayor (Cuadro 3) al trigo
utilizado como control relativo (sin inocular + 100 % N y P), lo cual indica que

los microorganismos con un nivel intermedio de P tienen un efecto positivo



sobre el crecimiento de trigo. Una de las mayores contribuciones benéficas de
los inoculantes al desarrollo de la planta, es el abastecimiento de nutrimentos
esenciales, particularmente N y P, ya que éstos son los dos nutrimentos que
comunmente limitan el crecimiento de la planta. Marschner vy Dell (1994),
encontraron que el peso seco de vastago de sorgo se incrementd cuando se

inoculd con Glomus fasciculatum a un nivel intermedio de fertilizacion fosforada.

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) + 100 por ciento de N + 50
por ciento de P;0s, manifest6 un peso seco de vastago
estadisticamente inferior (Cuadro 3) al trigo utilizado como control
relativo. Lo anterior indica que la aplicacion alta de fertilizacion
nitrogenada inhibi6 el efecto benéfico de los inoculantes,
probablemente debido a que se modificé la produccién de exudados
radicales y, consecuentemente, se redujo la colonizacién de la raiz.
Un efecto similar fue observado por Vrany et al. (1981), quienes
reportaron que después de inocular semillas de trigo con
Pseudomonas putida y aplicar altas dosis de urea, las plantas
usualmente presentaron menor crecimiento que resultdé en un
menor peso seco de vastago.

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) y solo fertilizado con 100 por
ciento de P,0s5, manifesté un peso seco de vastago mayor al trigo
utilizado como control relativo. Esto se atribuye a que esta dosis de
fertilizacion modifico la produccion de exudados radicales que
fueron reconocidos por los microorganismos, lo que permitié que se
establecieran en la rizésfera. Sin embargo, la adicion de 100 por
ciento de nitrogeno y fosforo disminuyé el efecto positivo de los
inoculantes sobre el peso seco de vastago de trigo.

Fosforo total de vastago.

En la Figura 2 se observan los resultados de la inoculacidon de trigo con
Pseudomonas putida + Glomus spp sobre el contenido de fosforo total en vastago. El
trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) y sin fertilizar alcanz6 un por ciento de
fosforo total estadisticamente igual (Cuadro 4) al trigo utilizado como control absoluto.



Esto indica que es necesaria la aplicacion de fertilizantes para que se manifieste el efecto
de los inoculantes sobre el contenido de fosforo en el vastago. Lo anterior coincide con
lo reportado por Holguin et al. (1996), quienes afirman que con la aplicacion de
cantidades minimas de fertilizantes se establece la asociacion mutualista entre bacterias
de la rizésfera y hongos endomicorrizicos que posibilita una mayor absorcion de
nutrimentos, principalmente de fosforo. Por otra parte, el trigo inoculado y fertilizado
solo con 100 por ciento de N, alcanz6 un por ciento de fosforo total de vastago mayor al
trigo utilizado como control relativo. Este resultado se puede atribuir a que la
fertilizacion nitrogenada aumento6 el efecto sinérgico de los inoculantes posiblemente
debido a una mayor colonizacion radical, que permitié que Pseudomonas aumentara la
solubilizacion del fosforo del suelo o que, junto con Glomus, incrementara la absorcion
de este nutrimento.

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) y fertilizado sélo con 50 por
ciento de P,Os, manifest6 un por ciento de fosforo total de vastago superior a los demas
tratamientos. Esto indica que a este nivel de fertilizacion fosforada los inoculantes son
capaces de solubilizar P y aumentar la absorcion radical de este elemento. Por el
contrario, cuando el trigo inoculado se fertilizdo con 100 por ciento de N y 50 por ciento
de P,0s, su contenido de fosforo disminuyo6 notablemente, debido a que esta cantidad de
nitrégeno inhibe el efecto positivo de los inoculantes sobre la eficiencia de asimilacion
de fosforo, como observaron Poit et al. (1988).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) y s6lo con 100 por ciento de
fertilizacion fosforada, obtuvo un por ciento de fosforo total de vastago superior al trigo
utilizado como control relativo. Esto pone de manifiesto que la dosis alta de fertilizacion
fosforada por si sola es suficiente para que P. putida y Glomus aumenten la absorcion
radical de fésforo en trigo. Lo anterior es congruente con lo observado por Freitas y
Germida (1992), quienes inocularon trigo con Pseudomonas fluorescens y observaron
una mayor absorcion de fosforo en vastago.

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) + 100 por ciento de Ny P,
presentd un por ciento de fosforo total de vastago inferior al trigo utilizado como control
relativo. Con esto se comprueba que las dosis altas de fertilizacion nitrogenada y
fosforada probablemente reducen la colonizacion radical, y con ello, el efecto positivo
de los inoculantes sobre la absorcion de fosforo. Same et al. (1983), reportaron que en
Trifolium subterraneum, inoculado con Glomus fasciculatum, el incremento en los
niveles de fosforo disminuyd la concentracién de azucares en la raiz, lo cual disminuyo
la colonizacion y redujo el contenido de fosforo en vastago.

Rendimiento de trigo.

En la Figura 3 se observa el efecto de la inoculacion P. putida + Glomus sobre
el rendimiento de trigo fertilizado a dos niveles de nitrogeno y tres de fésforo. El trigo
inoculado con P. putida + Glomus (G o N), sin fertilizante, logré un rendimiento
estadisticamente superior (Cuadro 5) al trigo utilizado como control absoluto, lo que
indica que los inoculantes afectaron positivamente la capacidad de absorcion de la planta
de los nutrimentos del suelo.



El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G) + 100 % N y sin P,Os, manifesto
un rendimiento significativamente mayor (Cuadro 5) al trigo utilizado como control
absoluto. En general, el efecto de Pseudomonas sobre trigo se refleja en el incremento
de rendimiento y contenido de fosforo de grano segiin Vrany et al. 1981. Por otra parte,
las endomicorrizas vesiculo-arbusculares como Glomus benefician el rendimiento de la
planta al incrementar su zona de exploracion, absorcion y traslocacion de nutrimentos de
baja solubilidad como el fosforo del suelo (Sylvia et al., 1983).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (N) + 50 por ciento de P,Os y sin N,
alcanzé un rendimiento estadisticamente mayor (Cuadro 5) a todos los demas
tratamientos. La inoculacion con P. putida + Glomus (G) y a la misma fertilizacion
produjo un rendimiento de trigo ligeramente menor que la inoculacion P. putida +
Glomus (N), pero superior al control relativo. Esta respuesta del trigo a la inoculacion se
debe a que los inoculantes con niveles intermedios de fertilizacion fosforada aumentan
el rendimiento de trigo debido a la produccion de fitohormonas, por parte de
Pseudomonas putida, y a una mayor colonizacion y produccion de esporas por Glomus,
como observaron Guzman-Plazola et al. 1988; Mosse, 1981. Cuando las plantas
inoculadas se fertilizaron con 100 por ciento de N y P,Os, disminuyé el rendimiento,
especialmente en el trigo inoculado con P. putida + Glomus (N). Esto muestra que
Glomus (G) y Glomus (N) probablemente son especies distintas porque responden de
manera diferente a la misma dosis de fertilizacion. La disminuciéon del rendimiento se
puede deber a una reduccion en la colonizacién radical debido a que la dosis de
nitrégeno impidio el establecimiento de los inoculantes o redujo su efecto benéfico
(Collao, 1972).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) y fertilizado so6lo con
100 por ciento de P,0s, presentd un rendimiento estadisticamente mayor
(Cuadro 5) al trigo utilizado como control relativo, pero inferior al trigo inoculado
y fertiizado con 50 % P20s, lo que indica que las dosis crecientes de
fertilizaciéon fosforada reducen la accién de Pseudomonas, en cuanto a su poder
de solubilizacion del fésforo del suelo, y disminuyen el efecto de Glomus,
posiblemente debido a que se reduce la longitud de la raiz micorrizada,
impidiendo la absorcion de fosforo (Buwalda et al., 1982). Este efecto se
acentua cuando el trigo inoculado se fertiliza con 100 por ciento de N y P, ya

que el rendimiento es significativamente menor al control relativo (Cuadro 5). Lo



anterior se debe a que con niveles extremos de estos dos elementos se inhibe
la colonizacién. Segun Ratnayake et al. (1978), el efecto perjudicial de las altas
dosis de fertilizaciéon nitrogenada y fosforada sobre la colonizaciéon micorrizica,
parece deberse a las modificaciones en el metabolismo de carbohidratos,
ademas de reducir la exudacion de aminoacidos y azucares. Por otro lado,
Graham et al. (1981), propusieron que la inhibicién de la simbiosis micorrizica
por el aumento de la dosis de fertilizante puede estar relacionada con la

disminucién en la exudacion radical.

Foésforo total de grano.

En la Figura 4 se muestran los resultados de la inoculacion P. putida +
Glomus en el contenido de fésforo total de grano de trigo con dos niveles de
nitrogeno y tres de fésforo. Se observa que el trigo inoculado con P. putida +
Glomus (G o N) y sin fertilizar, o solo fertilizado con 100 por ciento de N,
alcanzé un por ciento de fosforo total de grano superior al trigo utilizado como
control absoluto. Esto se debe a que Pseudomonas tiene la capacidad de
solubilizar los minerales y nutrimentos existentes en el suelo, dejandolos
disponibles para la planta y que Glomus ayuda a incrementar la disponibilidad y
absorcién de nutrimentos y aumenta el contenido de fésforo en grano (Sylvia et

al., 1983).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) + 100 por ciento de N

y sin P20s, obtuvo un por ciento de fosforo total de grano superior al trigo



utilizado como control absoluto. Estos resultados sugieren que los inoculantes
con una dosis alta de nitrégeno incrementaron la asimilacion de fésforo de trigo,
debido a que existe mayor exudacién radicular en la rizosfera (Baca et al.,

1994).

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) y sélo con 50 por
ciento de P,Os y sin N, obtuvo un por ciento de fésforo total de grano
estadisticamente mayor (Cuadro 6) al trigo utilizado como control relativo pero,
estadisticamente igual al inoculado y fertilizado con 100 por ciento de N + 50
por ciento de P,0s. Probablemente los microorganismos aumentaron la
capacidad de absorcion de fésforo en grano. Estos resultados coinciden con lo
observado por Collao (1972), que encontré mayor cantidad de fésforo en grano

por medio de la incorporacion de microorganismos como son los inoculantes.

El trigo inoculado con P. putida + Glomus (G o N) + 100 por ciento de N
y P2Os, presentd un por ciento de fosforo total de grano inferior al trigo utilizado
como control relativo. Con esto se comprueba que al incrementar los niveles de
fertilizantes nitrogenados y fosforados disminuye el contenido de fésforo total de
grano, posiblemente debido a que no se establece la simbiosis entre los
inoculantes y el hospedero. Lu y Miller (1989), en un estudio de maiz en campo,
establecieron que los incrementos en las aplicaciones de fertilizantes reducen el
grado de colonizacién de la micorriza vesiculo-arbuscular, lo que se refleja en

un menor contenido de fésforo de grano.



CONCLUSIONES

Después de analizar los resultados del efecto de la inoculacion P. putida +
Glomus spp sobre el crecimiento, rendimiento y absorcion de fosforo de trigo fertilizado
con tres niveles de fosforo, se concluye lo siguiente:

1. Se comprueba que la inoculacién P. putida + Glomus (G) de trigo

produjo un mayor peso seco de vastago cuando se fertilizé s6lo con
50 por ciento de P,Os, comparado con el control relativo.

2. Se observa un incremento en el contenido de fosforo total de
vastago con la inoculacion P. putida + Glomus (G) + 50 por ciento de
fésforo y sin N.

3. Se determin6 que la inoculacién P. putida + Glomus (N) logré un
mayor rendimiento de trigo si se fertiliza exclusivamente con 50 por
ciento de fésforo.

4. Se comprueba que se obtuvo un mayor por ciento de fésforo total de
grano con la inoculacién P. putida + Glomus (N) + 50 por ciento de

fésforo y sin N.

5. Se comprueba que la inoculacién P. putida + Glomus aumenta el

contenido de fésforo en vastago y grano en el trigo con 50 por ciento



y sin N pero cuando se incrementa la dosis de fertilizacién fosforada,
disminuye el contenido de fésforo

. El contenido de fésforo en vastago del trigo inoculado dependio de
la dosis de fertilizacién nitrogenada y fosforada mientras que en el
grano fue independiente del fertilizante aplicado.

. El trigo tuvo mejor respuesta en el peso seco y contenido de fésforo
total en vastago cuando se inoculo con P. putida + Glomus (G) pero
mejor rendimiento y contenido de fésforo total de grano con la

combinacion P. putida + Glomus (N).



RESUMEN

Se realizé una investigacion experimental como una alternativa de solucion a
los problemas agricolas que reduzcan el nivel de fertilizacién, disminuyan el costo de
produccion y mantengan el rendimiento. Una de las alternativas es la inoculacion a
semillas de trigo con la incorporacion de bacterias de la rizosfera (rizobacterias) y
endomicorrizas vesiculo-arbusculares (VAM), ya que estos microorganismos benefician
a las plantas por diversos mecanismos como la solubilizacion y absorcion de
nutrimentos minerales, como el fosforo y el nitrégeno.

Los microorganismos utilizados como inoculantes fueron aislados de malezas
asociadas al cultivo de trigo. Pseudomonas putida fue aislada de la rizosfera de Aristida
spp (tres barbas) y los hongos micorrizicos del género Glomus spp se obtuvieron de
Reseda luteola (gualda) y Eruca sativa (nabo silvestre). Se inocularon semillas de trigo
con P. putida y uno de los Glomus y se fertilizaron con 0, 50 y 100 % P,Os. Las
variables evaluadas fueron peso seco (t/ha) y fosforo total (%) en vastago asi como
rendimiento (t/ha) y fésforo total (%) en grano.

Se compruebo que la inoculacion P. putida + Glomus (G) de trigo produjo un
mayor peso seco de vastago y contenido de fosforo total de vastagoo cuando se fertilizd
s6lo con 50 por ciento de fosforo y sin N.

Se determind que la inoculacion P. putida + Glomus (N) logré un mayor
rendimiento y contenido de fosforo en grano cuando se fertilizo exclusivamente con 50
por ciento de fosforo.

Se concluye que la inoculacion P. putida + Glomus aumenta el contenido de
fosforo en vastago y grano en el trigo con 50 por ciento y sin N pero cuando se
incrementa la dosis de fertilizacion fosforada, disminuye el contenido de fosforo. Y el
trigo tuvo mejor respuesta en el peso seco y contenido de fosforo total de vastago
cuando se inoculo con P. putida + Glomus (G) pero mejor rendimiento y contenido de
fosforo total de grano con la combinacion P. putida + Glomus (N).
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APENDICE



Cuadro 1A. Analisis de varianza de rendimiento (t/ha)

de trigo variedad Pavén F-76.

Disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Fv Gl Sc Cm Fc Fa
0.05 0.01

Factor A 1 27.011215 |27.011215 |2618.7209 4.024 —7.15 **
Factor B 2 4.452118 2.226059 215.8151 3.174 — 5.04 #x
Factor C 2 2.021942 1.010971 98.0130 3.174 — 5.04 **
AxB 2 9.002701 4.501350 436.4032 3.174 — 5.04 #*
AxC 2 0.715042 0.357521 34.6614 3174 — 5.04
BxC 4 3.564987 0.891247 86.4058 2 554 — 3.70 #x
AxBxC 4 4.871017 1.217754 118.0606 2 554 - 370 %+
Error 54 0.556992 0.010315 ’ ’
Total 71 52.196014

** = altamente significativo.

C.V.=6.68 %

Cuadro 2A. Analisis de varianza de fésforo total (%) de grano de trigo variedad Pavén F-76.

Factor A=0y 100 % de Nitrogeno.

Factor B =0, 50 y 100 % de Fésforo.
Factor C = Inoculacion, siny con G o N.

Disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Fv Gl Sc Cm Fc Fo
0.05 0.01

Factor A 1 0.000325 0.000325 3.2772 4,024 - 7.15 ns
Factor B 2 0.002419 0.001209 12.1783 3.174 - 5.04 =
Factor C 2 0.003517 0.001759 17.7099 3.174 - 5.04 #x
AxB 2 0.007442 0.003721 37.4713 3.174 - 5.04 *x
AxC 2 0.006521 0.003260 32.8329 3174 - 5.04 #**
BxC 4 0.000764 0.000191 1.9237 2554 - 3.70 ns
AxBxC 4 0.000499 0.000125 1.2568 2554 - 3.70 ns
Error 54 0.005363 0.000099

Total 71 0.026851

ns = no significativo.

*% = altamente significativo.

CV.=581%




Cuadro 3A. Analisis de varianza de peso seco (t/ha) de vastago de trigo variedad Pavén F-76.

Disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Fv Gl Sc Cm Fc Fa
0.05 0.01

Factor A 1 10.436707 10.436707 105.6600 4.024 - 7.15 sx
Factor B 2 0.956116 0.478058 4.8398 3.174 - 5.04 =
Factor C 2 6.975037 3.487518 35.3072 3.174 - 5.04 #*
AxB 2 0.354919 0.177460 1.7966 3.174 - 5.04 ns
AxC 2 8.297363 4.148682 42.0008 3.174 - 5.04 **
BxC 4 39.343018 9.835754 99.5760 2554 - 3.70 #x
AxBxC 4 3.551147 0.887787 8.9878
Error 54 5.333923 0.098776 2.554 - 3.70
Total 71 75.248230

*% = altamente significativo.

* = significativo.

ns = no significativo.

C.V.=9.63 %

Cuadro 4A. Analisis de varianza de fosforo total (%) de vastago de trigo variedad Pavén F-76.

Disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Fv Gl Sc Cm Fc Fa
0.05 0.01

Factor A 1 0.000834 0.000834 1.9040 4.024 - 7.15 ns
Factor B 2 0.003023 0.001512 3.4515 3.174 - 5.04 =*
Factor C 2 0.000445 0.000223 0.5082 3.174 - 5.04 ns
AxB 2 0.033145 0.016573 37.8396 3.174 - 5.04 ==
AxC 2 0.004130 0.002065 4.7148 3.174 - 5.04 *
BxC 4 0.000850 0.000213 0.4855 2554 - 3.70 ns
AxBxC 4 0.003261 0.000815 1.8615 2554 - 3.70 ns
Error 54 0.023650 0.000438
Total 71 0.069339

ns = no significativo.

* = significativo.

** = altamente significativo.

CV.=24.04 %




