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fésforo, °N.

Se establecieron experimentos de invernadero y de campo en la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro para analizar el efecto de la
coinoculacién con Pseudomonas putida y Glomus spp., aislados de la rizosfera
de malezas de la regién, sobre la eficiencia de absorcion de nitrégeno y fosforo,
asi como sobre el crecimiento y rendimiento del trigo en suelos calcareos. Para

ello, se coinocularon semillas de trigo var. Pavon F-76, se fertilizaron con



diferentes niveles de nitrogeno y fésforo y se evaluo el peso seco, contenido de
nitrogeno y fosforo total en diferentes partes de la planta y su rendimiento. El
destino del nitrogeno en la planta, se registro mediante un analisis isotopico con
"N-urea y se calculé la eficiencia de absorcién de nitrdgeno en el vastago y

grano del trigo.

Los resultados muestran que, en invernadero, la coinoculacioén, con el
50 por ciento de N'y P (60kgN ha™' y 40 kgP ha™), incrementd el peso seco total
del trigo con un valor de 68.3 por ciento, en comparacion con el peso seco del
trigo usado como control relativo (sin inocular y con 120 kgN ha™ y 80 kgP
ha'). El efecto benéfico de la coinoéulacic’m se cree deriva de la accion
sinérgica entre P. putida 'y Glomus spp., que aumentaron el area de exploracion
radical y la sensibilizacién al nitrégeno y fésforo. La aplicacién de 60 kgN ha™'y
80 kgP ha’ en el trigo coinoculado, no aument6é el peso seco total, en
comparacion con el peso del trigo control relativo, lo que sugiere que el cambio
en la concentracion de fésforo en el suelo modifico la produccion de exudados
radicales y, en consecuencia, la actividad benéfica de los microorganismos
sobre la planta. En campo, la coinoculacion incrementé la absorcién y la
translocacion del nitrogeno y del fésforo en el vastago y el grano del trigo con
60 kgN ha™' y 40 kgP ha'. La coinoculacién, ademas, increment6 en un 45.8
por ciento, el Nt en el vastago del trigo sin fertilizar, en comparacion con el Nt
del trigo no inoculado, mientras que el Pt fue similar al trigo usado como control
relativo. En el grano, la coinoculacién, con 60 kgN ha' y 40 kgP ha’,

incrementé el Nt 24.4 por ciento y el Pt, 31.25 por ciento, en comparacién con el

Vil



Nt y el Pt en el trigo usado como control relativo. El incremento de Nt y Pt,
indica que los microorganismos mejoraron la eficiencia de absorcion radical del
nitrégeno y el fésforo del suelo o del fertilizante aplicado. El efecto positivo de la
coinoculacion se apoyo en el analisis isotopico con ">N-urea, el cual confirmé el
incremento en la eficiencia de absorcién, pues a 60 kgN ha™ y 40 kgP ha™, la
planta asimilé 54.5 y 18.4 por ciento mas nitrogeno en el vastago y en el grano, |
respectivamente, que lo observado en el trigo usado como control relativo. El
efecto de P. putida+Glomus spp., también se manifesté en el rendimiento del
trigo, pues con 60 kgN ha” y 40 kgP ha', éste fue estadisticamente igual
" (P<0.01) al rendimiento del trigo control relativo, aunque con 120 kgN ha™' y 80
kgP ha™', se redujo, probablemente porque la alteracién en la concentracion de
nitrégeno y fésforo en el suelo, cambid la calidad y cantidad de los exudados
radicales, lo cual disminuye su conversion en fitohormonas por P. putida y esto,
a su vez, afecté negativamente la infeccion y la actividad benéfica de Glomus
spp.; en consecuencia, disminuyé la absorciéon radical de nitrégeno y fosforo.
Los resultados permiten concluir que la necesidad fisiolégica del trigo por un
elemento no disponible, es un factor limitante para la interaccion entre P. putida
y Glomus spp. y entre éstos y la raiz del trigo. Desde el punto de vista
agronémico, la coinoculacién, en combinaciéon con niveles reducidos de
nitrégeno y fésforo, puede ser una estrategia adecuada para mantener el
rendimiento del trigo a un nivel comparable al que se obtiene en el trigo no
inoculado vy fertilizado con la dosis recomendada de nitrogeno y fésforo, lo cual
permite reducir el costo de produccién, el deterioro de la fertilidad del suelo y la

contaminacion ambiental.



ABSTRACT

Effect of Pseudomonas putida/Glomus spp. Coinoculation on Nitrogen and
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Greenhouse and field experiments were established at the Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro to analyze the effect of the coinoculation with
Pseudomonas putida and Glomus spp., isolated from the rhizosphere of regional
weeds, on the uptake efficiency of wheat grown in a calcareous soil. Wheat var.

Pavon F-76 seeds were coinocglated and fertilized with different levels of



nitrogen and phosphorus and dry weight, total nitrogen and phosphorus in
different plant organs and yield were evaluated. The fate of nitrogen in the plant
was'registered by isotopic analysis with ">N-urea and uptake efficiency in shoot

and grain was determined.

The results show that, in the greenhouse, coinoculation and 50 per cent
N and P (60 kgN ha™' and 40 kgP ha™), increased total dry weight 68.3 per cent,
compared with wheat utilized as a relative control (uninoculated and with 120
kgN ha™' and 80 kgP ha'). The beneficial effect of the coinoculation is possibly
due to a synergic action between P. putida and Glomus spp., which increased
the root exploration area and nitrogen and phosphorus sensitiveness. Sixty kgN
ha™' and 80 kgP ha™' did not increase total dry weight in the coinoculated wheat,
compared with the weight of the relative control wheat, which suggests that
changes in the soil phosphorus concentration modified the production of root
exudates, and consequently, the beneficial microbial activity. In the field,
coinoculation increased the uptake and translocation of nitrogen and
phosphorus in wheat shoot and grain with 60 kgN ha™' and 40 kgP ha’.
Coinoculation also increased shoot Nt in the unfertilized wheat 45.8 per cent
compared with the Nt in the uninoculated and unfertilized wheat, while shoot Pt
was similar to the relative control wheat. Coinoculation together with 60 kgN ha™
and 40 kgP ha"' increased grain Nt 24.4 per cent and Pt 31.25 per cent
compared with the Nt and Pt in the relative control wheat. The increase in Nt
and Pt suggests that the microorganisms increased the root’s uptake efficiency

of nitrogen and phosphorus from the soil or from the applied fertilizer. The
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beneficial effect of the coinoculation was based on isotopic analysis with '°N-
urea which confirmed the increased uptake efficiency because with 60 kgN ha
and 40 kgP ha™', wheat plants absorbed 54.5 and 18.4 per cent more nitrogen in
shoot and grain, respectively, than the wheat used as a relative control. The
effect of P. putida+ Glomus spp. was also observed in wheat yield with 60 kgN
ha” and 40 kgP ha™', which was statistically equal (P<0.01) to the yield in the
relative control wheat although 120 kgN ha” and 80 kgP ha' reduced it,
probably due to changes in soil nitrogen and phosphorus concentrations that
modified the quality and the quantity of the root exudates, which in turn
negatively affected the infection and beneficial activity of Glomus spp., curtailing
nitrogen and phosphorus root uptake. The results show that the plant’s
physiological requirements for a non available mineral is a limiting factor in the
P. putida and Glomus spp. interaction and between these microorganisms and
the wheat’s roots. From an agronomic perspective, coinoculation together with
reduced nitrogen and phosphorus levels may by an adequate strategy to
maintain wheat yield at a level similar to the yield obtained with uninoculated
wheat fertilized with the nitrogen and phosphorus recommended dose, which in
turn would reduce cost production, soil deterioration and environmental

contamination.
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INTRODUCCION

En algunas zonas del norte de México, los suelos calcareos limitan la
disponibilidad de nitrégeno y fosforo, lo cual, aunado a la escasez de agua,
ocasiona un rendimiento de trigo inferior al promedio de otras zonas del pais.
El estado de Coahuila, tiene un rendimiento promedio de trigo de 2.5 t ha™ bajo
riego, 55 por ciento menor que otras regiones de mayor produccién de la
republica (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica —INEGI-,
1996). Una de las posibles alternativas para mantener la produccion de trigo,
es la aplicacion de inoculantes y la posterior reduccion y fraccionamiento de
fertilizante nitrogenado y fosforado. Esta estrategia puede mejorar la baja tasa
(24 a 50 por ciento) de absorcién radical del trigo (Van Cleimput y Hera, 1996) y
evitar un rendimiento no proporcional a la dosis de fertilizacién, a la vez que
disminuye los compuestos de nitrégeno, como NO3™ y N>O, que contaminan los
mantos fredticos y la atmdsfera. Este problema es mas critico en los suélos
calcareos, pues parte del fésforo inorganico aplicado se precipita o adsorbe al
calcio o magnesio de las arcillas, limitando aiun mas su disponibilidad y, en
consecuencia, reduce el crecimiento y disminuye el rendimiento del trigo. Lo
anterior, eleva el costo de produccion, deteriora el suelo y contamina el

ambiente.



La inoculacién de semillas a la siembra con bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV), en combinaciéon con hongos endomicorrizicos
vesiculo arbusculares (VAM), y la posterior aplicacion de una dosis reducida y
fraccionada del fertilizante, influyen fundamentalmente sobre el crecimiento y
rendimiento de la planta. La combinacién microbiana anterior, también llamada
coinoculacién, supone un efecto sinérgico, semejante al observado en las
interacciones bioldgicas de los ecosistemas naturales, que facilita el crecimiento
de Ias‘ plantas a dosis reducidas de nitrégeno y fésforo. Las BPCV
frecuentemente utilizadas para mejorar la eficiencia de absorcion radical de
gramineas, han sido Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum y Azotobacter
(Ferrera, 1989 y Garcia et al.,, 1995). Algunas de estas bacterias solubilizan el
féosforo (Tinker, 1984) o el fierro (Lankford, 1993), otras son antagdnicas de
fitopatégenos radicales (Beachamp et al, 1991) y ciertos tipos producen

fitorreguladores para aumentar la absorcion radical mineral (Marschner, 1995).

Con respecto a las VAM, se ha reportado que el trigo inoculado con
Glomus, incrementoé la absorcién radical de N, P, Cuy Zn y, en consecuencia,
el crecimiento, en comparacion con el trigo sin inocular (Xavier y Germida,
1997). Estos efectos se atribuyen a diversas acciones de las VAM sobre la
fisiologia radical: incremento de la superficie de absorcién de las raices,
liberacion de acidos organicos y enzimas fosfatasas y aumento en el
almacenamiento del fosforo absorbido (Baker et al,, 1998). Por lo anterior, se

supuso que la coinoculacién de trigo con Pseudomonas+Glomus, podria



incrementar la absorcion radical de nitrogeno y fosforo y, por lo tanto, su

crecimiento y posterior rendimiento (Fester et al., 1999).

Una practica para seleccionar un candidato para la inoculacién de un
cultivo vegetal especifico, es el aislamiento de un microorganismo nativo de la
zona y asociado al cultivo. Esto se basa en el hecho de que el microorganismo
estd adaptado al tipo de exudado radical de la planta y a las condiciones
fisicoquimicas del suelo, lo que supone un efecto de la inoculacién mas
favorable para la planta que la introduccion de microorganismos foraneos
(Rennie et al., 1993). Sin embargo, la practica ha demostrado que esta forma
de seleccion no resuelve la respuesta inconsistente de la planta en términos de
crecimiento y rendimiento vegetal (De Freitas et al., 1982 y Bashan et al., 1996).
Una idea poco explorada establece que, si se aisla un microorganismo de una
planta silvestre, es posible que éste ofrezca mejores ventajas que un
microorganismo seleccionado a partir de plantas domésticas (Sanchez et al.,
1997), debido a que las plantas silvestres han desarrollado, paralelamente con
los microorganismos, mecanismos muy eficientes para enfrentar diferentes
tipos de estrés: hidrico, nutricional, de enfermedades y temperatura, entre otros,
para los cuales las plantas domésticas requieren proteccion humana. Al mismo
tiempo, se sabe que ninguna planta desarrollada en un ambiente natural esta
libre de microorganismos. Esto significa que el éxito de las plantas silvestres se
debe a dos caracteres fundamentales, el primero, es su origen e informacion
genética, y el segundo, es el tipo de interaccién que establece con diferentes

microorganismos del ambiente. Un ejemplo de lo anterior, son las malezas, las



que se consideran perjudiciales para la agricultura tradicional, por lo que se han
hecho innumerables esfuerzos para eliminarlas. Existe evidencia de que
algunos de los microorganismos asociados a sus raices son benéficos para el
crecimiento y rendimiento de gramineas domesticas, como el trigo (Sanchez et
al., 1998 y Valdivia et al., 1999). La accion benéfica de los microorganismos se
puede explicar con base en varios criterios: i) flexibilidad para adaptarse a
diferentes exudados radicales; ii) alta competitividad para colonizar raices y
suelo; vy iii) diversos mecanismos de persistencia en el ambiente, especialmente
en suelos con evidentes problemas de desequilibrio nutricional como se ha
demostrado al inocular trigo con rizomicroorganismos aislados de malezas

(Nava y Sanchez, 1996 y Galvan et al., 1997).

Con base en lo anterior, se realizd el presente trabajo con
microorganismos benéficos aislados de la rizosfera de malezas asociadas al
trigo. Los objetivos del trabajo fueron: (1) evaluar el efecto de la coinoculacion
Pseudomonas putida+Glomus spp. sobre la eficiencia de absorcién radical de
nitrogeno (N) y fosforo (P) en trigo, y; (2) aumentar el uso 6ptimo de la dosis de

Ny P sin alterar negativamente el rendimiento de trigo en suelos calcareos.

Hipotesis

La coinoculacion de trigo con rizobacterias y endomicorrizas vesiculo

arbusculares de malezas, favorece la eficiencia de absorcion radicalde Ny P, a



dosis inferiores a las recomendadas, sin afectar negativamente el rendimiento

del cultivo.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la coinoculacién sobre el uso 6ptimo de Ny P en el

trigo sin afectar negativamente su rendimiento.

Objetivos Especificos

e Aislar rizobacterias benéficas y endomicorrizas vesiculo arbusculares de

malezas asociadas al trigo.

e Seleccionar las rizobacterias y endomicorrizas vesiculo arbusculares que

mejoren la eficiencia de absorcion de Ny P.

e Evaluar el efecto de la coinoculacion Pseudomonas putida+Glomus spp. y la

dosis de N y P sobre el rendimiento del trigo.



REVISION DE LITERATURA

Trigo

Caracteristicas Generales

El trigo, por su superficie sembrada, es el cultivo comercial mas
extendido en el mundo, ocupando el primer lugar en produccién. Esto se debe
a que tiene una amplia flexibilidad de adaptacién y es un cultivo de elevado

consumo en la mayoria de los paises de clima templado y frio.

El trigo ocupa el segundo lugar en la alimentacion de los mexicanos,
superado sélo por el maiz. Es un cereal que se cultiva en la mayor parte de los
estados de Meéxico, adaptable a suelos de fertilidad pobre o rica, a zonas
humedas, subhimedas y secas, y a altitudes desde el nivel del mar hasta 3000

msnm.

En el estédo de Coahuila, se cosechan anualmente, bajo regimenes de
riego, 17,765 hectareas de trigo, con un rendimiento promedio de 2.5 t ha’
(INEGI, 1996), aunque en el norte del estado, la produccién apenas alcanza 1.5
t ha', debido a las condiciones edaficas de la region, que limitan la
disponibilidad de minerales, en especial de nitrogeno (N) y fosforo (P) (Torres,

1980).



Requerimientos de Cultivo

Pocos cultivos se desarrollan con éxito en tan ampl'ia gama de
condiciones ambientales como el trigo, que se produce en regiones templadas y
frias, con una precipitacion anual de 800 a 1250 mm. La germinacion ocurre,
por lo general, entre 4 y 37 °C (Robles, 1990) y el crecimiento entre 3 a 40 °C,
con una optima de 30 a 32 °C (Leonard y Martin, 1967). El requerimiento de
agua del trigo, es de 450 a 650 mm, dependiendo del clima y de la duracion del
periodo vegetativo (Dorrembos y Kassan, 1979). Las plantas de trigo requieren

mas agua al inicio de la floracion y de la formacion de grano.

El trigo se cultiva con éxito en una amplia diversidad de tipos de suelo,
aunque se adapta mejor a suelos limosos y a migajon arcillosos fértiles, bien
drenados, con buen contenido de materia organica y un rango de pH del suelo

es 6.5 a 8.5 (Robles, 1990).

La dosis de fertilizacién nitrogenada para trigo es variada, pues
depende de la concentracion del N y de otros minerales (P y K) en el suelo de
cada regién agricola; en Coahuila, la dosis recomendada es 120-80-60 (INEGI,
1996). La cantidad de N disponible regula la concentracion de proteina en el
trigo. Si el suelo es pobre en N, el grano producido es suave y amilaceo,
mientras que si el suelo contiene el nivel de N adecuado para el cultivo, el grano
es duro y con alta concentracién de proteina, cualidad deseada por la industria

panificadora (Kirchner et al., 1987).



La siembra de trigo debe efectuarse a una profundidad de tres a seis
centimetros, segun el tipo de suelo. Su densidad de siembra va desde 100 a
150 kg ha™', incluso menor de acuerdo con la fecha de siembra, fertilidad del
suelo, preparacion del terreno, caracteristicas de la variedad y calidad de la

semilla (Colin, 1992).

Nitrégeno

Nitrogeno en el Suelo

El nitrégeno en el suelo se encuentra en forma organica o inorganica.
La organica representa del 97 al 98 por ciento del N total del suelo y esta
conformada por los aminoacidos de las proteinas, aminoacidos libres,
glucosaminas y otros compuestos nitrogenados complejos (INPOFO, 1998). El
N inorganico, generalmente representa el dos o tres por ciento del N total del
suelo e incluye NH4*, NO3', NO2', N2O, NO y nitrdgeno molecular. Las primeras
tres formas son las mas comunes y se relacionan con la fertilidad del suelo; se
derivan de la mineralizacién aerébica de compuestos nitrogenados complejos, o
se liberan de la transformacion de fertilizantes nitrogenados comerciales

(Tisdale y Nelson, 1982).

Transformaciones del Nitrogeno en el Suelo

El N es un elemento muy movil que circula entre la atmésfera, el suelo y

los seres vivos (Figura 2.1). Se sabe que las raices vegetales absorben la
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Figura 2.1. Ciclo del nitrégeno en la naturaleza.

mayor parte del N en forma de NH;* o NO3™ (Alexander, 1977). Sin embargo, la
concentracion y disponibilidad de estos iones, depende de la actividad
microbiana de mineralizacion de los compuestos organicos, que incluye
fertilizantes organicos. Esta actividad esta asociada con la concentracion vy tipo
de C organico del suelo. Si la cantidad de C organico es mayor que la cantidad
de N, como en el caso de la paja de trigo, solo sera posible su mineralizacion si

existe suficiente NHs* o NO3 en el suelo (Atlas y Bartha, 1981). Mediante la
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mineralizacion del N organico, los microorganismos obtienen energia vy
nutrimentos. Este proceso (Fig. 2.1), se presenta en tres etapas; (a) hidrolisis
de las proteinas, con liberacion de aminas; (b) amonificaciéon, o produccion
de NH4*, a partir de aminas, y; (c) nitrificaciéon, o conversiéon del amonio a
nitritos y nitratos (Mengel y Kirby, 1982). La mineralizacién tiene impacto
porque el NH;" y NOj liberados son utilizados inmediatamente por los
microorganismos y las raices vegetales. Una parte del NH,*, se adsorbe a
las arcillas del suelo por sustitucién de iones Ca®*, Mg®*, Na* o H* y otra,
se nitrifica. La nitrificacion produce NOjz ~ soluble y, por tanto, faciimente
lixiviable. El N transformado por la actividad microbiana del suelo, también
se puede perder por desnitrificacion, que ocurre cuando las bacterias del suelo
reducen los NO3 y NO; a gases nitrogenados (N,O, NO) que se liberan a la

atmosfera (MarSchner, 1995).

La mineralizacion de la materia organica suministra casi todo el N del
suelo, pero la mayoria de los suelos contienen poca materia organica,
generalmente menos de dos por ciento. Por esta razén, es necesario adicionar
fertilizantes nitrogenados orgdnicos o inorganicos. Entre los primeros, se
encuentra la urea, que es una buena fuente de N debido a que contiene 46 por
ciento de este elemento. Sin embargo, su solubilidad la hace perderse
facilmente por lixiviacion. En el suelo, la urea se hidroliza rapidamente en
carbonato de amonio, que se disocia en iones de carbonato y de amonio, como

se muestra en la siguiente ecuacién (Tisdale y Nelson, 1982). El amonio es
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adsorbido por el suelo donde, por via bioldgica, se nitrifica. Ya que la hidrolisis
rapida de la urea produce amoniaco que se pierde por volatizacion, es
necesario incorporarla en el suelo o aplicarla en banda. Asimismo, la
concentracion de amoniaco en el suelo, causa deterioro en las plantulas, por
ello, la urea debe colocarse a cierta distancia de las semillas (INPOFO, 1998).

CO(NHg)g + 2H,0 —> (NH4)2003
Urea Ureasa Carbonato
de amonio

(NH4)QCOQ + 4H20 — 2HN03 + 3HQO + COQ

Funcidén del Nitrogeno en la Planta

El N es vital en la nutricion de las plantas porque se utiliza en la sintesis
de compuestos nitrogenados: aminodacidos, proteinas y vitaminas. La
concentracion de N en los tallos y hojas alcanza su maximo nivel al
espigamiento y después disminuye, mientras que en el grano, aumenta desde
su formacion hasta su madurez (Taiz y Zeiger, 1991). En el trigo, el suministro
adecuado de N, genera hojas de color verde obscuro con mayor absorcion de
energia luminica, que el trigo con bajos niveles de N. Lé deficiencia de N reduce
la cantidad de aminoacidos y acidos nucleicos y, en conéecuencia, de
proteinas, ADN y ARN; la planta se atrofia, o crece lentamente y produce
menos macollos (Jacob, 1973). Si el trigo no recibe suficiente N y P, se reduce
el crecimiento de la hoja bandera y disminuye la produccién de los fotosintatos

que se utilizan para la sintesis de carbohidratos. La deficiencia de N, aumenta
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la produccion de acido abscisico que, a la vez, genera granos pequenos,
aunque un exceso de N, causa plantas suculentas, susceptibles a
enfermedades fungicas y al acame (Tisdale y Nelson, 1982). La concentracion
de N también afecta la calidad y el valor nutricional del grano de trigo, pues el
componente de la calidad del grano es la proteina gluteina (Rodriguez, 1992),
que a la vez, esta relacionada con el contenido de vitaminas, especialmente del

grupo B (Marschner, 1995).

Fosforo

Fosforo en el Suelo

El fosforo elemental (P), no se encuentra en estado libre en la
naturaleza, porque se oxida facilmente y forma fosfatos con diferentes
minerales. El acido fosférico (HsPOs), del cual se derivan los diferentes
fosfatos, requiere tres H* para alcanzar el equilibrio idnico (Teuscher y Adler,
1987). Cualquiera de estos iones, reemplazado por cationes en el intercambio

de bases, forma sales de distinto grado de solubilidad.

Segun Mengel y Kirby (1982) existen tres estados principales de fésforo en

el suelo.

e Fdsforo en solucion o fosfato disuelto en la solucion del suelo.
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e Fosforo labil o fosfato soélido unido a los compuestos de las arcillas,
carbonatos, 6xidos, apatita y aluminio, en equilibrio dinamico con el fosfato

de la solucion del suelo.

e Fodsforo no labil o fosfato insoluble, constituido principalmente por apatita; se

libera muy lentamente y puede pasar al reservorio del fésforo labil.

La cantidad de fosfato en la solucién del suelo es baja con relacién al
fosfato adsorbido, el cual excede el fosfato de la solucion del suelo de 100 a
1,000 veces. Los iones mas importantes que contienen fosforo son el
ortofosfato primario (H,PO,4) y el ortofosfato secundario (HPO4*) (Tisdale y
Nelson, 1982). Asi, el factor critico para la asimilacion vegetal de los fosfatos
en el suelo, es el pH. A pH de 6.0 a 7.8, el fosfato dicalcico es de los mas
asimflables por las plantas. Un pH del suelo menor a este intervalo, aumenta la
solubilidad de los compuestos de hierro y aluminio y forma fosfato de hierro y
aluminio, insolubles, mientras que a pH superior a 7.8, forma fosfato tricalcico,
insoluble (Teuscher y Adler, 1987). Esto explica que las plantas s6lo absorben
de 10 a 30 por ciento de los fosfatos del fertilizante anadido (Buckman y Brady,
1966). La disponibilidad del fésforo también depende del pH en la superficie de
la raiz, el cual puede ser de una (Hauter y Mengel, 1988) a dos (Marschner,
1995) unidades mayores o menores que en el resto del suelo por la absorcion
de cationes y aniones de las raices. La tasa de absorcion de aniones esta
relacionada con la liberacién de OH y H* de la raiz que, a su vez, depende del

tipo de fertilizante nitrogenado aplicado. Las raices de las plantas alimentadas
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con N amoniacal, liberan H* y acidifican el suelo, y las que reciben NOj', liberan
OH', alcalinizando el suelo (Raven, 1986). Otra forma de solubilizacion de P, se
debe a los exudados radicales que contienen acidos organicos, como acetico,
propionico, butirico y valérico. Noghimi et al. (1978) encontraron que las raices
del trigo, liberan acido glucénico que solubiliza cantidades considerables de

fosfato.

La mineralizacidn de la materia organica, es otro factor que influye el pH
del suelo y, consecuentemente, la solubilidad del fosforo. La accion microbiana
sobre la materia organica produce acidos orgéanicos y CO2, que se equilibran
con el agua del suelo y liberan iones hidrégeno que disminuyen el pH del suelo.
La mineralizacién de la materia o_rgénica nitrogenada, produce amonio y sulfuro
de hidrégeno que se oxidan hasta &cidos fuertes, reduciendo el pH del suelo

(Marschner, 1995).

Fosfatos en Suelos Calcareos

La intemperizacién de materiales calizos, comunes en climas aridos y
semiaridos, origina la formacion de suelos calcareos o calizos (Balderas, 1990).
Su pH oscila entre 7.5 y 8.5, debido a la hidrélisis de carbonato de calcio, en
donde la liberacién de OH’, por la disociacién del hidréxido de calcio, es mayor
que los H* procedentes del acido carbénico débil (Cepeda, 1983). El exceso de
calcio en estos suelos disminuye la disponibilidad de P, Zn, Fe, Mn y Bo y

dificulta el crecimiento vegetal (Tisdale y Nelson, 1982).



15

La solubilidad de cualquier fuente de fosforo depende de las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, de la naturaleza fisica del fertilizante y
de las necesidades nutricionales del cultivo vegetal. Los fosfatos reaccionan
con los componentes del suelo liberando compuestos “suelo-fertilizante”, que
determinan la concentracion de foésforo disponible para el cultivo vegetal
(Tisdale y Nelson, 1982). Por ello, se emplean fertilizantes fosforados de
diferente tamano de particula y solubilidad que, aplicados en banda, aseguran

el mayor beneficio para la planta (INPOFO, 1998).

La roca fosférica es la fuente principal de fertilizante fosforado, de la
cual se obtienen diversos tipos: acido fosférico (HsPO4) y los ortofosfatos de
calcio, como el superfosfato triple, con 44 a 52 por ciento de P,0s, y el fosfato
monocalcico (Mengel y Kirby, 1982). Sin embargo, la transformacion del
superfosfato en suelos calcareos, libera compuestos menos solubles que el
fosfato monocalcico. Cuando el superfosfato triple se aplica al suelo, el vapor de
agua entra al granulo, reacciona con el fosfato monocaicico y lo libera. La
solucién que sale del granulo estd saturada de fosfato mono y dicalcico, es
extremadamente &acida (pH 1.8) y reacciona con los diferentes minerales y
arcillas del suelo. En suelos calcareos, el alto contenido de calcio depende de
la concentracion de CaCO; y MgCO; libres, que reducen la solubilidad del
fertilizante fosfatado. Esta disminucién se debe a la precipitacion de fosfato
dicalcico y las pequenas cantidades de apatita en las particulas de carbonato
de calcio. La cantidad del precipitado depende de: (1) actividad quimica del

calcio; (2) cantidad y tamano del carbonato de calcio en el suelo; y (3) el
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porcentaje de arcilla. Se precipita mas fosforo del fertilizante si los suelos
contienen calcio, asi como elevadas concentraciones de carbonato de calcio
finamente dividido y un alto por ciento de arcillas saturadas con calcio (Mengel y

Kirby, 1982).

La reaccion suelo-fertilizante ocurre rapidamente cuando el superfosfato
se aplica como polvo, por contacto entre el fertilizante y el suelo. Para reducir
este efecto, se aplica el superfostato granular y en banda, que satura la
capacidad de adsorcion de fosfato del suelo faciimente y aumenta la
concentracion de fosfatos en la solucion del suelo (Instituto Nacional de la

Potasa y el Fosforo —-INPOFO-, 1998).

Funcion del Fésforo en la Planta

El fésforo, como fosfato, es un componente integral de las células
vegetales, como los fosfogliceratos, usados en la respiracion y fotosintesis, y de
los fosfolipidos, constituyentes de las membranas vegetales. El fosforo es
esencial en los acidos nucleicos (ADN y ARN) y en los nucleétidos y coenzimas
utilizados en el metabolismo energético (ATP) (Bidwell, 1979), promueve la
formacion temprana y el crecimiento de las raices de trigo, acelera la madurez
del grano y mejora su calidad (Kirchner et al, 1987). En la planta, la
concentracion de P es mas alta en la semilla que en ninguna otra parte de la

planta madura (Mengel y Kirby, 1982).
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En trigo, las deficiencias de fésforo causan senescencia prematura de la
hoja bandera, en consecuencia, disminuye la actividad fotosintética y el
rendimiento del trigo hasta un 40 por ciento, y el contenido de fosforo en grano,
hasta un 75 por ciento (Batten et al., 1986). El contenido de almidén en el
grano disminuye porque no se sintetiza la enzima ADP glucosa pirofosfatasa,

que regula la sintesis de almidén (Rijven y Gifford, 1983).

Rizosfera

Caracteristicas Generales

La absorcién de N y P, no depende solamente de la naturaleza quimica
y las propiedades del suelo; la rizosfera también participa activamente en este
proceso. La rizosfera fue definida por Hiltner en 1904, como la zona alrededor
de las raices de las plantas que estimulaba el crecimiento bacteriano (Box y
Hammond, 1990). Esta definicién se ha ampliado y en la actualidad, comprende
tres zonas: (1) la ectorrizosfera o zona alrededor de la raiz; (2) el rizoplano, que
es la superficie de la raiz; y (3) la endorrizosfera o interior de las raices (Ferrera,
1989). La interaccion entre las diferentes zonas de la rizosfera con los
microorganismos del suelo, o efecto rizosfera, se debe a los compuestos
organicos (Cuadro 2.1) exudados por la raiz durante su crecimiento que, directa
o indirectamente, afectan el tipo, densidad y actividad de la poblacion

microbiana (Elliot et al., 1984).
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Cuadro 2.1. Compuestos organicos detectados en los exudados radicales
de gramineas.

Tipo de Compuesto Componentes del exudado

Azucares Glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa,
galactosa, ribosa, arabinosa.

Compuestos aminados Asparagina, alanina, glutamina, acido
aspartico, serina, acido aminobutirico,
metionina, lisina, tirosina, arginina.

Acidos organicos Tartarico, oxalico, citrico, malico, acético,
propidnico, butirico, fumarico, valérico,
malonico.

Acidos grasos y esteroles Palmitico, oléico, linoléico, colesterol.

Factores de crecimiento Biotina, tiamina, niacina, colina, inositol.

Nucledtidos, flavonoides y enzimas Adenina, guanina, uridina, fosfatasa,
invertasa, amilasa, proteinasa.

Curl y Truelove, 1986

Los exudados radicales, por tanto, favorecen el crecimiento microbiano
en o cerca de la raiz. La microflora del suelo puede responder de varias
formas: causando dano a la planta, como los fitopatégenos, o beneficiandola,
como Rhizobium spp., las micorrizas y las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal. El tipo y cantidad de los exudados radicales depende de la especie
vegetal y el estado nutricional de la planta. Rovira (1956) reporté diferencias
entre los patrones de exudados radicales de avena (Avena sativum) y chicharo
(Pisum sativum) y encontré que el chicharo excreta 22 compuestos aminados y
la avena 14, aunque ambas plantas excretan glucosa y fructuosa. Bokhari et al.
(1979) analizaron los compuestos exudados por pastizales en diferentes etapas

de desarrollo fenoldgico y encontraron que las plantas jovenes y maduras
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liberan mas compuestos nitrogenados que las plantas en etapas intermedias de
desarrollo, mientras que las plantas maduras excretan mas azucares que las
plantas jovenes. Estos investigadores atribuyen los cambios en los compuestos
de los exudados radicales a la asimilacién de diferentes concentraciones de

minerales, segun la etapa de desarrollo de la planta.

Rizobacterias

Caracteristicas Generales

El términb rizobacteria designa a las bacterias de la rizosfera capaces
de colonizar activamente las raices en respuesta a los exudados radicales
(Schroth y Hancock, 1982; Weller, 1984). Las rizobacterias forman parte del
nicho ecolégico de la rizosfera que incluye, tanto a las bacterias unidas
fisicamente a la raiz, como aquellas que estan en su area de influencia
(Kloepper et al., 1985). Las rizobacterias (RB) pueden tener un efecto positivo o
negativo sobre el crecimiento de las plantas; las que ejercen una accion
benéfica, reciben el nombre de promotoras del crecimiento vegetal (BPCV)
(Kloepper y Schroth, 1978). Los géneros de BPCV mas frecuentes en la
rizosfera son Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Flavobacterium vy

Mycobacterium, entre otros (Ferrera, 1995).
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Mecanismos de Accion

Las rizobacterias contribuyen al crecimiento vegetal mediante diversos

mecanismos (Marschner, 1995).

Fijacion de nitrégeno. Este proceso lo llevan a cabo los rhizobios y las
bacterias diazotréficas de vida libre como Azospirillum, Azotobacter y

Pseudomonas, principalmente (Bashan et al., 1996).

Solubilizacién de minerales. Es de particular interés la solubilizacién de
fésforo, proceso que realizan bacterias como Pseudomonas y Bacillus,
mediante la produccién de &cidos organicos que convierten la apatitia
(Cax(POs4)2) en fosfatos di y monocélcicos, accesibles para las raices

(Alexander, 1977).

Sintesis de sustancias que promueven el crecimiento vegetal. Las
rizobacterias utilizan sustratos especificos de los exudados radicales para
sintetizar hormonas. Por ejemplo, L-metionina, para etileno, L-triptofano,
para acido indol acético y adenina, para citocininas (Marschner, 1995). Las
hormonas producidas modifican la morfologia de las raices e incrementan su
capacidad de absorcién de minerales (Tinker, 1984).

Antagonismo a patoégenos. Se ha observado que las rizobacterias
disminuyen el numero y la actividad de patégenos, como Fusarium

oxysporum en papa (Beauchamp et al., 1991), Alternaria en girasol (Hebbar
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et al., 1991) y nematodos en soya (Kloepper et al., 1992), lo cual incrementa

el crecimiento de la raiz.

e Produccién de sideréforos. Son compuestos producidos por algunas
rizobacterias; actuan como quelantes de fierro y aumentan su solubilidad
(Kloepper y Schroth, 1981). Se ha observado que los sideroforos reducen el
efecto de algunos microorganismos patégenos, como Fusarium, debido a
que les limitan la disponibilidad del fierro, por lo que se les ha propuesto

como agentes de control biolégico (Kloepper, 1993).

Pseudomonas spp.

El género Pseudomonas es el grupo gram-negativo mas abundante en
el suelo. Son bacilos de 1.5 a 4 um de largo con flagelos polares, aerobios
estrictos, excepto las especies desnitrificadoras que utilizan el NO3™ como
aceptor de electrones, tienen versatilidad nutricional y son capaces de degradar

diversos tipos de substratos naturales y artificiales (Atlas, 1984).

Un grupo especializado de Pseudomonas se asocia a las raices
vegetales. Este grupo tiene caracteristicas, como altas tasas de crecimiento,
movilidad (Weger et al., 1987) y quimiotaxis a los exudados radicales (Arora et
al, 1983 y Scher et al, 1985), que favorecen la colonizacion activa de las
raices. Se ha reportado que algunas Pseudomonas, solubilizan fésforo y
benefician a la planta por las auxinas que producen. Leinhos (1994) analizé el

efecto del pH y la concentracién de glucosa en la produccién de acido indol
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acético en Pseudomonas aislada de trigo y centeno, y reporté que sintetiza
mayor cantidad de auxinas a pH 7 con uno por ciento de glucosa, concluyendo
que los factores nutricionales radicales influyen en la produccion de auxinas en
rizobacterias. Mufoz-Garcia y Valdés (1995) encontraron que Pseudomonas
putida, aislada de la rizosfera de maiz, sintetiza 4cido indol acético, giberelinas
y sideréforos. Esta bacteria, inoculada en plantulas de maiz en suelo sin N
adicionado, incrementd 23 por ciento el peso seco de vastago, con respecto al
maiz sin inocular pero con N, y atribuyeron el efecto benéfico a la estimulacion
hormonal de origen bacteriano que aumentd el nimero y longitud de los pelos

radicales, para una mayor exploracién de N y P del suelo.

Trabajos sobre la solubilizacion de P con Pseudomonas spp. (Dubey,
1997) muestran que en campo, la inoculacién de semillas de soya con P.
striata, a 30 kg de P ha™', incrementd la eficiencia de absorcién de P, en
comparacién con la soya inoculada y con 60 kg de P ha'. El aumento en la
absorcién de P, se debié a que P. striata incrementd el area de exploracion de
las raices de soya y ello, aumenté el peso seco de vastago y el contenido en N
y P, asi como el rendimiento. Alagawadi y Gaur (1992) reportaron que en
campo, la coinoculacion de semillas de sorgo con Pseudomonas striata y
Azospirillum brasilense, aumenté la solubilidad de P en la rizosfera, en
consecuencia, encontraron un incremento de 47 por ciento en la absorcion de
P, 64 por ciento en materia seca y 40 por ciento de rendimiento, en

comparacion con las plantas inoculadas con cada bacteria por separado.
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Lo anterior muestra que existe una relacion de dependencia entre la
absorcién de Ny P, pues cuando la planta absorbe uno de estos elementos, se
estimula la incorporacion del otro, resultando un mayor desarrollo y rendimiento
vegetal. Estudios en campo, realizados por Khalid et al. (1997) muestran que
la inoculacién de semillas de trigo con Pseudomonas, increment6 el contenido
de N y de P total, 65 y 42 por ciento, respectivamente, asi como el peso seco
del vastago (14.2 por ciento) y el rendimiento de grano (20.14 por ciento),

comparado con en el trigo sin inocular.

Endomicorriza Vesiculo Arbuscular

Caracteristicas Generales

Otros microorganismos de las raices son las micorrizas. EIl término
micorriza significa, literalmente, hongo-raiz y se refiere a la estructura,
estudiada desde principios del siglo XX, que resulta de la asociacion entre los
pelos radicales de una planta y hongos no patégenos especificos del suelo. Se
consideré a la micorriza como un 6rgano morfolégica y funcionalmente distinto a
la raiz no micorrizada. En todos las micorrizas mutualistas, el hongo contribuye
significativamente a la asimilacién mineral de la planta hospedera a cambio de
fotosintatos (Baker et al., 1998). Las micorrizas se encuentran ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, el 83 por ciento de las dicotiledoneas y el 79 por
ciento de las monocotileddneas las poseen, y todas las Gimnospermas estan

micorrizadas (Wilcox, 1991).
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Existen dos grandes grupos de micorrizas segun las alteraciones
anatémicas que los hongos ocasionan en las raices colonizadas, las
ectomicorrizas y las endomicorrizas. Las endomicorrizas se subdividen en
vesiculo-arbusculares (VAM), ericoides y orquidaceas. Los ultimos dos tipos
tienen poca influencia sobre la absorcion mineral de las plantas (Tinker et al,
1992). Por el contrario, la mayoria de los cultivos de importancia agricola,
incluyendo el maiz, trigo, papa, frijol, soya, tomate, fresa, manzano, naranjo,
vid, algodén, té, café y caha de aztcar, entre otros, forman asociaciones VAM

(Atlas, 1984).

Las VAM pertenecen al orden de los Glomales e incluyen un nimero
limitado de géneros (Glomus, Acaulospora, Gigaspora y Scutellospora). En la
actualidad, su taxonomia se basa principalmente en las caracteristicas
morfolégicas de sus esporas, pues no es posible estudiarlos in vitro ya que no

crecen en cultivos puros (Bonfante y Perotto, 1994).

Las hifas de los hongos VAM, crecen fuera y dentro de la raiz de la
planta hospedera. Fuera de la raiz, el conjunto de hifas o micelio, puede
extenderse varios centimetros hacia el suelo (Garcia y Ocampo, 1989),
mientras que, dentro de la raiz, las hifas crecen dentro y entre las células
radicales. La caracteristica distintiva de las VAM, es que dentro de las células
de la raiz, las hifas forman dos tipos de estructuras, unas ramificadas,
conocidas como arbuUsculos y otras ovoides o esféricas, llamadas vesiculas. La

principal funcién de los arbusculos es transferir minerales entre el hongo y la
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planta hospedera. Gianinazzi et al. (1983) encontraron que la transferencia se
debe a que la pared celular de la raiz de la planta, en el punto de contacto con
los arbusculos, es extremadamente delgada, lo cual genera una zona
fisiolégicamente compleja, que permite la actividad de ATPasas y fosfatasas del
hongo para intercambiar minerales con la planta. Las vesiculas, cuya funcion
es almacenar nutrimentos, se forman después de los arbusculos, cuando se
hincha la punta terminal de una hifa y su desarrollo continia aun después de

que los arbusculos entran en senescencia (Buwalda et al., 1984).

El primer paso para que se establezca la simbiosis VAM, es la
germinacién de las esporas del hongo endomicorrizico y el desarrollo de las
hifas. Algunas esporas tienen periodos de letargo que requieren baja
temperatura y humedad. Después de la germinacion, las condiciones que
favorecen el crecimiento radical, son adecuadas para el desarrollo de las hifas
(Siqueira et al., 1985). Durante su desarrollo, las hifas son atraidas por los
exudados de la raiz, como los flavonoides (Becard y Piche, 1989). Cuando las
hifas se establecen en la superficie de la raiz, forman un apresorio, a traves del
cual penetran a las células de la epidermis y la hipodermis y se extienden a la
corteza, donde forman una matriz fingica o unidad infecciosa. La concentracion
de P en la solucién del suelo, el tipo de exudados radicales y la concentracion
de CO,, afectan el desarrollo de la unidad infecciosa (Mosse, 1981). Simultaneo
al crecimiento intrarradical del hongo, las hifas se desarrollan exteriormente por
el suelo y dan lugar a una red de micelio sobre el que se forman las esporas.

Las hifas externas, por lo tanto, actian como soporte para las estructuras
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reproductivas del hongo y como medio de transporte de nutrimentos (Brundrett

et al., 1985).

Mecanismos de Accion

Los beneficios de las VAM son el resultado de interacciones complejas
y dinamicas entre el hongo micorrizico, la raiz de la planta y las propiedades
fisicas y quimicas del suelo, en especial la concentracion de N y P. Entre los
beneficios mas comunes para la planta, esta el incremento de la absorcion de
macro y micronutrimentos y, por tanto, una mayor tolerancia al estrés hidrico y

patdégenos.

Durante la asociacién VAM, la planta proporciona carbono organico al
hongo y, en respuesta, la VAM extiende el area de’ exploracion de la raiz,
facilitando la absorcién de agua y minerales, como P, N, Ca, K, Mg, Zny Cu de
la solucién del suelo (Guzmaén y Ferrera, 1990). Las VAM también incrementan
la tolerancia a la sequia, al estrés salino y a los metales pesados (Aziz y Sylvia,

1991).

Uno de los efectos mas estudiados de las VAM sobre el crecimiento
vegetal es el aumentb en la disponibilidad y absorcién de P. Las plantas
micorrizadas absorben mas P debido a que: (a) hay mayor exploracion fisica del
suelo; (b) se incrementa la transferencia del elemento a las raices; y (c) hay una

utilizacién mas eficiente del P dentro de la planta (Bolan, 1991). Ademas, al
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igual que las raices de las plantas hospederas, las hifas VAM tienen actividad
fosfatasa y, por lo tanto, tienen acceso al fosforo organico. Todos estos
mecanismos, pueden explicar por qué la tasa de absorcion de P en las raices
micorrizadas generalmente es dos a tres veces mayor que en las raices no

micorrizadas (Tarafdar y Marschner, 1994).

En los suelos calcareos, la tasa de respiracion (produccién de CO,) de
las raices con VAM, comparado con las raices sin VAM, aumenta la solubilidad
de los fosfatos de calcio e incrementa la eficiencia de absorcion radical de P
(Knight et al., 1989). El efecto de las VAM sobre el crecimiento vegetal es
evidente en suelos donde el P es un factor limitante, ya que elevadas
concentraciones de P en el suelo inhiben la colonizacién de la raiz por los
hongos VAM, asi como la longitud y actividad de las hifas externas (Ferrera,

1989).

Aunque las VAM tienen efecto positivo sobre la absorcion de N en
plantas, su influencia es menor que sobre la absorcion de P. Ames et al. (1983)
encontraron que las VAM proporcionan el 20 por ciento del N en plantas no
leguminosas, como el apio, debido a las altas tasas de transporte de N reducido
(arginina o glutamina), que se moviliza junto con los polifosfatos en las hifas.
Sin embargo, otros investigadores (Kothari et al, 1990)4 consideran que el
incremento de N se debe al efecto que tienen las VAM sobre el desarrollo

general de la planta y la mayor absorcién de agua, que moviliza minerales como

los NO3'.
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Con respecto a la mayor tolerancia de las plantas micorrizadas al estrés
hidrico, comparado con las plantas no micorrizadas, Augé y Stodola (1990),
explican que esta respuesta se debe a los cambios en la morfologia radical
(nimero y ramificacion de las raices) que inducen las VAM. Otros
investigadores (Davies et al, 1992), han reportado que los cambios en la
estructura del suelo, producidos por las hifas VAM, aumentan la extraccion de

agua, debido a una mayor conductividad hidraulica del suelo.

Las VAM también ejercen un efecto de supresiéon de los patégenos
fungicos y bacterianos de las raices. Perrin (1990) considera que este efecto se
debe al mejor estado nutricional de la planta por el incremento en la absorcién
de P, Zn y Cu. Sin embargo, Waschkies et al. (1994) reportaron que las VAM
reducen el ataque de Pseudomonas florescens en plantulas de vid porque

modifican la fisiologia de la raiz (reacciones de defensa).

Glomus spp.

La inoculacion de cultivos agricolas con hongos endomicorrizicos
vesiculo arbusculares, como Glomus spp., puede incrementar el crecimiento
vegetal en suelos con escasa disponibilidad de P (Kuo y Huang, 1982). Glomus
se encuentra libre en el suelo o formando esporocarpos y presenta
clamidosporas que nacen terminalmente en una hifa. Existen mas de 20

especies de Glomus, pero en la actualidad, a nivel comercial se utilizan
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principalmente G. fascicultaum, G. fistulosum, G. mosseae y G. intraradices

para inocular cultivos agricolas (Brundrett et al., 1985).

En invemadero, Majjigudda y Screenivisa (1998) inocularon trigo con
Glomus y fertlizaron con 0, 50, 75 y 100 por ciento de la dosis de P
recomendada para la region, correspondiente a 75 kg P ha'. La inoculacion
aumenté significativamente el porcentaje de colonizacion radical de los hongos
efectivos porque compitieron con los hongos VAM inefectivos nativos del suelo.
La infeccion VAM efectiva aumentd el rendimiento del trigo inoculado vy
fertilizado con 75 por ciento de P, con relacién a las plantas sin inocular y con
100 por ciento de P. También se ha estudiado el efecto de la inoculacion sobre
el establecimiento de VAM efectivas en campo. Medina et al. (1990) inocularon
las Ieguminésas forrajeras Macroptilium atropurpurem 'y Aeschynomene
american con Glomus y fertilizaron con 30, 90 y 120 kg de P ha™'. Estos
investigadores encontraron que las leguminosas inoculadas y fertilizadas con 30
y 90 kg de P ha’, tenian un peso seco de vastago y contenido de N y P
significativamente mayor que las leguminosas colonizadas por VAM inefectivas

nativas y fertilizadas con 120 kg de P ha™".

Sylvia et al. (1993) estudiaron en campo, el efecto de Glomus y
diferentes niveles de humedad sobre el crecimiento y rendimiento de maiz.
Aplicaron el inéculo en banda al suelo (1500 propagulos m’), y sembraron y
fertilizaron segun las practicas convencionales de la region. La inoculacion

aumenté significativamente las concentraciones de P y Cu en el vastago y
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grano de maiz, comparado con las plantas de maiz sin inocular, debido a una
mayor colonizacion VAM de las raices durante los primeros estadios de

desarrollo del maiz.

Inoculacién con Pseudomonas y Glomus

Con el fin de aprovechar el efecto benéfico que las rizobacterias y las
VAM tienen sobre el crecimiento vegetal, se han realizado inoculaciones
conjuntas, o coinoculaciones, con Pseudomonas y Glomus para estudiar la
accién sinérgica de ambos microorganismos, en un intento de reproducir la
interrelacion bacteria-hongo-planta que se observa en la naturaleza. En este
sentido, Germida y Walley (1997) coinocularon semillas de trigo con cinco
especies de Pseudomonas (107-108 unidades formadoras de colonia [ufc]
semilla) y Glomus spp. y observaron que algunas de las interacciones
bacteria-hongo, fueron positivas pero otras diminuyeron el crecimiento de trigo.
El rendimiento de las plantas coinoculadas con P. putida+Glomus fue
significativamente mayor que en el trigo sin inocular, mientras que otras
especies de Pseudomonas inhibieron la colonizacion por Glomus ',

consecuentemente, disminuyé la longitud y la distribucién de las raices del trigo.

Sattar y Gaur (1989) evaluaron, en invernadero, el efecto de la
coinoculacion con P. striata y G. fasciculatum en trigo fertilizado con 30 y 60 kg
P ha™', aplicado como roca fosférica. Estos investigadores reportaron que las

plantas inoculadas y con 30 kg de P, asimilaron 41 por ciento mas fosforo que
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las plantas sin inocular, pero cuando se aplico 60 kg de P, se redujo el
contenido de fosforo 38 por ciento. Los autores atribuyen este efecto a la dosis
alta de fosforo que disminuyé la actividad solubilizadora de P. fluorescens vy,

consecuentemente, redujo la absorcién de P por las hifas de G. fasciculatum.

Técnicas Isotopicas en los Estudios de Absorcion de Fertilizantes N

El estudio de la dinamica del N en el suelo es un reto para los
investigadores agricolas, debido a la variedad de los compuestos nitrogenados
formados por los microorganismos del suelo y a su efecto sobre el ambiente.
Por ello, es mas practico evaluar el destino del fertilizante mediante el contenido
de N en el cultivo, utilizando fertilizantes marcados con isétopos de N (Bowen y
Zapata, 1991). Las técnicas isotdpicas constituyen un valioso instrumento en la
investigacion agricola porque proporcionan informacion rapida y especifica

sobre la absorcion del fertilizante por la planta (Cioban, 1996).

La mayoria de los elementos minerales esenciales de los cultivos
agricolas tienen, cuando menos, dos isétopos estables, de los cuales el mas
pesado (atomo con mayor masa), suele utilizarse como marcador en los
sistemas biolégicos. El isétopo estable se encuentra en pequenas cantidades
en la naturaleza, y su relacion con los isétopos ligeros, conocida como
composicion isotépica estable, se mide por espectrometria de masas o de
emision Optica. La cantidad del isétopo pesado se expresa en atomos por

ciento en exceso de la abundancia natural (Axmann y Zapata, 1990). El
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fertiizante marcado se aplica en microparcelas que abarcan la superficie mas
pequena posible, para obtener una muestra representativa. En el caso de trigo,

la microparcela es de 1.0 m? (Hardarson y Danso, 1990).

Is6topos del Nitrogeno

El nitrégeno tiene dos isétopos estables, el ™ N y el *N. La
composicién isotépica de *N en la atmésfera, es aproximadamente 0.366 por
ciento del nitrégeno total en la atmésfera, mientras que el N, forma 99.634 por
ciento. Es decir, por cada atomo de '°N, existen 272 atomos de N que

producen 0.3663 atomo por ciento de °N.

La relacion N/'°N en la atmésfera, permite que los materiales de
nitrégeno artificialmente enriquecidos en ®N, se utilicen como trazadores
bioldgicos. Puesto que el N y N no son radiactivos, su uso en la
investigacion, no constituye un riesgo para la salud y, ademas, su naturaleza
estable permite realizar experimentos a largo plazo. Por esta razén, el "*N se
ha convertido en un isétopo de amplia aplicacion en las investigaciones

relacionadas con los fertilizantes nitrogenados en los sistemas agricolas.

Como ya se menciond, la medicién de la relacién isotépica '°N/™N, se
realiza mediante espectrometria de masas o de emision optica. En ambos
casos, solo puede usarse el nitrégeno gaseoso para el analisis, por lo que los

compuestos nitrogenados de la muestra deben convertirse en nitrégeno



33

gaseoso. Para ello, se puede utilizar el método de Kjeldahl-oxidacién Rittenberg
o el método Dumas de combustién en seco (Zapata, 1990). Los métodos
espectrometricos detectan los tres tipos de moléculas nitrogenadas que se
forman cuando se unen los atomos de nitrégeno; los atomos "Ny "N forman
moléculas de "N-"N, "N-">N y '*N-">N, que se representan como N, *N y
N, respectivamente. El porcentaje de abundancia de °N (a) de una muestra,
que representa la proporcién de atomos de '°N con respecto al nimero total de

nitrégeno, se calcula mediante la siguiente ecuacion:

(PNz) + 1N,
a= 2 x 100
(28N2 + 29_N2 + 30N2)




MATERIALES Y METODOS

La investigacion const6 de dos experimentos, uno de invernadero y otro
de campo. Bajo condiciones de invemadero, se prob6 el efecto de las
rizobacterias y VAM aislados en el laboratorio sobre el crecimiento de la planta
de trigo, y bajo condiciones de campo, se evalué el efecto de los
microorganismos seleccionados sobre la absorcion de N y P y sobre el

rendimiento del cultivo.

Materiales

Material Vegetal y Microbioldgico

Se utiliz6 el trigo (Triticum aestivum L.) como planta testigo porque es
una graminea importante en la alimentacién del pueblo mexicano y su cultivo
en suelos calcareos esta limitado por la disponibilidad de N y P. La variedad
utilizada, Pavon F-76, es un trigo harinero de habito de primavera que resulta
de la cruza de VICAM S71 x CIANO S siete cerrus-kalyan bluebird y fue
proporcionado por el Departamento de Cereales de la Universidad Autonoma

Agraria Antonio Narro (UAAAN). La planta florece a los 88 dias en el campo,
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alcanza su madurez fisiolégica a los 136 dias y presenta una altura de 1.10 a

1.15m.

Los microorganismos utilizados para inocular el trigo fueron
'Pseudomonas putida'y Glomus spp., aislados de malezas de la region como se

describe en la seccion correspondiente.
Suelo

El suelo fue tomado de los terrenos dedicados al cultivo agricola de la
UAAAN, Saltillo, Coah. Es un suelo clasificado como Xerosol haplico, de origen
sedimentario, de color claro, debido al contenido de calcio, y textura migajon
arcilloso. Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo se muestran en la

seccién correspondiente.

Fertilizantes

Fuente de N. Urea (NHz) 2 CO) con 46 por ciento de N. Ademas, en la

etapa de campo, se aplicé '*N-urea para seguir el destino del N en el trigo.

Fuente de P. Superfosfato triple, con 46 por ciento de P2Os, uno por

ciento de impurezas de &cido fosférico y 17 a 20 por ciento de CaO.

Fuente de K. Sulfato de potasio, con 44.8 por ciento de K.
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Solucion nutritiva de Jensen

Es una fuente de minerales para plantas cultivadas en sistemas
hidroponicos. Su composicién quimica se describe en la seccion

correspondiente.

Experimento en Invernadero

Se parti6 de la premisa de que las raices de las malezas poseen una
poblacién microbiana adaptada a las condiciones ambientales de la region y de
que esta poblacion favorece el crecimiento de la planta. Asi, se aislaron dos
clases de microorganismos, rizobacterias y hongos VAM de malezas asociadas
al cultivo de trigo, sembrado en los terrenos de la Universidad Autonoma

Agraria Antonio Narro (UAAAN), Saltillo, Coah., México.

Seleccién de Rizobacterias Benéficas Para Trigo Aisladas de Malezas

Origen de las Rizobacterias

Se seleccionaron e identificaron (Villarreal, 1983) cuatro malezas
asociadas al cultivo de trigo en el drea de influencia de la UAAAN, Reseda
luteola (gualda), Asphodelus fistulosus L. (cebollin), Eruca sativa Mill (nabo
silvestre) y Aristida spp L. (tres barbas). Se colectaron tres plantas de cada

especie, incluyendo la rizosfera, se colocaron dentro de bolsas de polietileno y
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se transportaron al Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Departamento
de Suelos de la UAAAN. Se separé el sistema radical y se mantuvo a 5° C por
un periodo no mayor de 24 horas previo a su procesamiento. Se prepararon
diluciones del material rizosférico (raiz y suelo) de cada planta y se sembr6 0.1
ml en cajas Petri con medio Ashby (g I": manitol, 1.5 g; K;HPOQ,, 0.02 g;
MgS0,4.7H20, 0.02 g; NaCl, 0.02 g; CaS0,4.2H;0, 0.01 g; CaCO3, 0.5 g; agar,
1.6 g y pH final, 7). Las muestras se incubaron a 30° C durante 48 h y se
resembraron por estria en el mismo medio hasta obtener cultivos axénicos. De
cada maleza, se selecciond la bacteria mas abundante en el medio de
aislamiento que formaba colonias lisas, de color crema y con alta produccion de
mucilago. Se asigné una clave de identificaciéon a cada bacteria, segun la
maleza de procedencia: RB1 aislada de R. luteola, RB2, de A. fistulosus, RB3,
de E. sativa y RB4 de Aristida spp. Las bacterias se propagaron en caldo
nutritivo (Bioxon), en un agitador rotatorio (150 rpm), a 30° C por 48 h, para
tomar una alicuota que se diluyé en solucién salina estéril hasta obtener una
suspension bacteriana con una densidad de 9.8 x 10° ufc mI™ por la técnica de

cuenta viable. Esta suspension se utilizé como inéculo bacteriano.

Sistema Semihidropodnico “Jarra Leonard”

Se probo el efecto de las rizobacterias sobre el peso seco de trigo
fertilizado con el 50 por ciento de la dosis de urea recomendada para la region,
que corresponde a 120 kgN ha™ (INEGI, 1996). Para esto, se utilizé el sistema

semihidropénico o jarra Leonard (Figura 3.1) que facilita la exposicion a la luz,
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humedad y nutrimentos para las plantas y un control microbioldgico (Luna y
Sanchez-Yanez, 1991). En la parte superior de la jarra, se colocé el sustrato,
formado por una mezcla estéril (120 °C/20 min) de suelo-arena en proporcion
1:4 y en el reservorio, 500 ml de solucién nutritiva estéril de Jensen (g I
CaHPO,, 0.1 g; Kz2HPO4, 0.02 g; MgS0,4.7H;0, 0.02 g; NaCl, 0.02 g; FeCl, 0.01
- g;pH, 7; ml I'" de solucién de micronutrimentos: H3BO3, 0.05 g; MnSOy, 0.05 g;
ZnS0s, 0.005 g; NazMoOs, 0.005 g y CuSOs, 0.002 g), enriquecida con 60 kgN -

ha'1, en forma de urea.

Sustrato " - ‘ -
‘ !
' i
Solucién
nutritiva = Mecha de
T algodon

Figura 3.1. Sistema semihidropénico jarra Leonard.

Inoculacion del Trigo

Se utilizaron semillas de trigo ( Triticum aestivum L.) var. Pavon F-76 del
ciclo otofio-primavera. Previo a la siembra, se desinfectaron las semillas con

hipoclorito de sodio al 1.2 por ciento, durante 15 minutos, se lavaron cinco
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veces con agua destilada estéril y se germinaron en agar-agua en cajas Petri,

para evitar interferencias ajenas de contaminacion.

Se colocaron cuatro plantulas en cada jarra Leonard y posteriormente
se aclared a una por unidad. A la emergencia, se inocularon las plantulas con
dos ml de cada suspension bacteriana por separado, o una combinacion de las
mismas (Cuadro 3.1), y se mantuvieron en invernadero con temperatura diurna
de 25° C y nocturna de 19° C . Se regé con la solucién nutritiva de Jensen para

mantener suficientemente hiumedo el suelo.

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

Los tratamientos se distribuyeron en el invernadero en un disefno
completamente al azar. Se realizaron dos muestreos, el primero, al
amacollamiento, o etapa cinco de la escala de Feeke (Large, 1954) y el
segundo, al espigamiento, o etapa 10.5 de la misma escala. En cada
muestreo, se separaron las raices, hojas, tallos y, en su caso, las espigas, para
secarlas a 70° C y determinar peso seco.

Los resultados obtenidos s’e sometieron a un andlisis de varianza con
siete tratamientos y tres repeticiones para evaluar el efecto de las rizobacterias
sobre el peso seco de trigo cultivado en invernadero. Las diferencias entre
tratamientos se obtuvieron por comparacion de medias segun el método DMS

(diferencia minima significativa) con P < 0.05.
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Cuadro 3.1. Tratamientos para evaluar el efecto de la inoculacién de
trigo var. Pavén F-76 con rizobacterias aisladas de
malezas en invernadero.

Trata- a _Tipode Origen de la rizobacteria
miento rizobacteria
1(c.r.) Sin inocular

2 RB1 Reseda luteola L. (gualda)

3 RB2 Asphodelus fistulosus L. (cebollin)

4 RB3 Eruca sativa Mill (nabo silvestre)

5 RB4 Aristida spp. (tres barbas)

6 RB1 + RB2

7 RB3 + RB4

® Tres repeticiones por tratamiento. c.r., control relativo (sin inocular y con 100% de urea).

Efecto de la Coinoculaciéon Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el

Peso Seco de Trigo en Invernadero

Identificacion de Pseudomonas putida

Con base en los resultados del experimento anterior, se seleccion¢ la
rizobacteria que mayor efecto tuvo sobre el peso seco de trigo y se utiliz6 en los
ensayos de coinoculacion con el hongo endomicorrizico Glomus spp. La
rizobacteria seleccionada fue identificada como Pseudomonas putida, mediante

el sistema de caracterizacion bacteriolégico BIOLOG M.

Aislamiento de Endomicorrizas Vesiculo Arbusculares

Para determinar la presencia de hongos endomicorrizicos vesiculo

arbusculares (VAM) en malezas asociadas al trigo, se procedio de manera
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similar a la descrita en el aislamiento de rizobacterias. Se colectaron tres plantas
de cada especie de maleza (Reseda luteola L., Asphodelus fistulosus L., Eruca
sativa Mill y Aristida spp.) y se trasladaron al laboratorio, como se describio
anteriormente. Después, se separé el suelo de las raices para la extraccion de
esporas y se lavaron las raices con agua de la llave para su tincion y

observaciéon microscopica.

La tincién de las VAM se realizé6 mediante la técnica de Phillips y
Hayman (1970) en donde las raices se cubrieron con KOH al 10 por ciento y se
calentaron durante 10 minutos, a 10 atmdsferas de presién. Después de
eliminar el exceso de KOH y lavar las raices con agua destilada estéril, se
trataron con H.O, al 10 por ciento, durante‘ tres minutos, y se lavaron
nuevamente. Las raices se acidificaron con HCI al 10 por ciento, durante tres
minutos, y se lavaron y tifieron con azul de tripano al 0.05 por ciento en
lactoglicerol, que se dej6 actuar durante 10 minutos, a 10 atmésferas de presion.
Se decoloraron las raices con lactoglicerol limpio y se observaron al microscopio,
encontrando arbusculos y vesiculas en las raices de las cuatro especies de

maleza colectadas.

Evaluacién de la Capacidad de Infeccién de las VAM e ldentificacion de

Esporas

Para determinar la infectividad de las VAM en las raices del trigo, se

realizé un ensayo utilizando como inéculo micorrizico las raices de las malezas,
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previamente desinfectadas con kanamicina, secadas y molidas por separado en
un mortero (Luna y Sanchez, 1991). Posteriormente, se desinfectaron semillas
de trigo como se describié, se mezclaron con un adherente (sacarosa 10 por
ciento) y se cubrieron con 0.1g del inéculo VAM de cada una de las cuatro
malezas. Las semillas inoculadas se sembraron en macetas con suelo estéril en
invernadero por 30 dias. Las plantas se cosecharon y se separaron sus raices
para tenirlas y observarlas al microscopio. Asi, se encontré que las VAM de las
malezas Reseda luteola 'y Eruca sativa infectaron las raices del trigo, por lo que

se seleccionaron para los experimentos posteriores.

Para identificar las VAM que infectaron el trigo, se aislaron sus esporas
por el método de tamizado y decantacién de Gerdeman y Nicolson (1963) para
lo cual se diluyeron 100 g de suelo rizosférico por tratamiento en 1000 ml de
agua, se agitdé mecanicamente durante cinco minutos y se dejo reposar tres
minutos, con la finalidad de eliminar particulas grandes por sedimentacion. La
suspension se pasoé a través de tres tamices de diferente calibre, colocados uno
sobre el otro, de menor a mayor nimero de malla (200, 230 y 325). Se trasladd
la fraccién de suelo obtenida en cada tamiz a frascos de vidrio para aislar las
esporas con tubos capilares. Se realizé un examen microscopico de las esporas
y, después de considerar su forma, textura y color, se identificaron cémo Glomus
spp. (Morton, 1988). Se designé como G1 a Glomus aislado de Reseda luteola'y

como G2 al proveniente de Eruca sativa.
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Coinoculacion de Trigo con Pseudomonas putida/Glomus spp.

Las semillas de trigo se desinfectaron como se describio, se mezclaron con un
adherente (sacarosa 10 por ciento) y se cubrieron con 0.1 g del inéculo micorrizico de R.
luteola o E. sativa (Cuadro 3.2). Las semillas inoculadas se colocaron en jarras Leonard,
en el cual se usd como sustrato una mezcla estéril de suelo-arena (1:4) y solucion
nutritiva estéril de Jensen, enriquecida con 50 por ciento de la dosis de N recomendada
para la region (120 kgN ha™) aplicada como urea y 50 y 100 por ciento de la dosis de P
recomendada para la regiéon (80 kgP ha) aplicada como superfosfato triple. A la
emergencia se inocularon las plantulas con 2 ml de la suspension de P. putida (8.5 x 10*
ufc ml'"). Las plantas se conservaron en invemadero (25° C/19° C) y se repuso la

solucién nutritiva Jensen para mantener el suelo suficientemente humedo.

Cuadro 3.2. Tratamientos para evaluar el efecto de la inoculacién con
Pseudomonas putida'y Glomus spp. en el trigo var. Pavén
F-76 en invernadero.

Trata-  Inoculacién ? Fertilizacion®
miento kgN ha™ kgP ha’
1(c.a.) 0 0 0
2(cr) 0 120 80
3 Gl 60 80
4 G1 ’ 60 40
5 G2 60 80
6 G2 60 40
7 Gt +G2 60 80
8 G1 +G2 60 40
9 P.p+G1 60 80
10 P.p+G1 60 40
11 P.p + G2 60 80
12 P.p+G2 60 40
13 Pp+G1+G2 60 80
14 Pp+G1+G2 60 40

c.a., control absoluto; c.r., control relativo. * P.p, Pseudomonas putida; G1, Glomus aislado de
Reseda luteola, G2, Glomus aislado de Eruca sativa.® N, aplicado como urea, dosis recomendada,
120 kgN ha™; P, aplicado como superfosfato triple, dosis recomendada, 80 kgP ha.
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Determinacién del Porcentaje de Infeccion VAM en la Raiz de Trigo

Inoculado

Esta variable se evalué a la cosecha, para lo cual se obtuvo una
muestra de raices de cada jarra Leonard y se tiferon segun la técnica de
Phillips y Hayman (1970) previamente descrita. Se colocaron 10 segmentos, de
un centimetro de longitud, de raiz tefida sobre un portaobjetos y se cubrieron
con una gota de lactoglicerol limpio. Los segmentos se observaron al
microscopio éptico en el aumento de 100x y se asigné el valor de uno a los
segmentos que contenian hifas, vesiculas y/o arbusculos, independientemente
de la intensidad de la micorrizacién (Ferrera et al, 1993). Se calculé el

porcentaje de colonizacion VAM total segun la siguiente férmula:

Porcentaje de Numero de segmentos colonizados  x 100
colonizacion total = Numero de segmentos totales

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

El experimento se realizd bajo un diseno completamente al azar con 14
tratamientos y tres repeticiones. Se incluyé un tratamiento con trigo sin inocular
ni fertilizar (control absoluto) y otro con trigo sin inocular y fertilizado con 120 kgN
ha"y 80 kgP ha'(control relativo). El trigo se coseché al inicio del espigamiento
(etapa 10.5 de la escala de Feeke), se cuantifico el peso seco (70 °C/72 h) de la

raiz y del vastago y el porcentaje de colonizacién VAM. Los datos obtenidos se
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sometieron a un analisis de varianza y a una comparacion de medias segun

Tukey (P<0.05).

Experimento de Campo

Efecto de la Coinoculacidn Pseudomonas putida+Glomus spp. sobre la

Absorcién de Nitrdgeno y Fésforo de Trigo y sobre el Rendimiento del

Cultivo en Campo

Localizacién y Descripcion del Sitio Experimental

El estudio se realizé en el campo experimental de la UAAAN, localizada
a siete kildémetros al sur de la ciudad de Saltillo, Coahuila, en las coordenadas
25° 25’ 41” latitud norte y 100° 57’ 57” longitud oeste y altitud de 1742 msnm.
La regidn tiene un clima seco, semicalido, con invierno fresco y extremoso. Las
lluvias en verano y la precipitacion invernal, superan el 10 por. ciento de la
precipitacién total anual. La temperatura y precipitacion media anual es de

16.9° C y 497.8 mm, respectivamente (INEGI, 1996).
Andlisis de Suelo
Previo al establecimiento del experimento se tomaron muestras de

suelo del campo experimental a una profundidad de 30 cm para su analisis

fisico y quimico. Los resultados se muestran en el Cuadro 3.3.



Cuadro 3.3. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo sembrado con
trigo coinoculado con Pseudomonas putida/Glomus spp.
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Caracteristica

Método de

determinacion

Valor

Interpretacion

Textura

pH

Conductividad
eléctrica (CE)

Materia organica (MO)
Nitrégeno total (Nt)
Capacidad de inter-
cambio catiénico (CIC)

Carbonatos totales

(CaCO:;)

Fésforo aprovechable

Densidad aparente

(Da)

Hidréometro de
Bouyoucos

Potenciometro
Puente de
Wheastone
Walkley-Black
Kjeldahl
Acetato de
amonio

NaOH 1N

Olsen

Probeta

Arena 52.8%
Limo 24.0%
Arcilla 22.5%

8.3
027Sm”’

1.92 %

0.12%
30.6 cmol kg’
36.3%

32.5 mg kg

1.3gcm®”

Migajon
arcilloso

Medianamente
alcalino

Ligeramente
salino

Mediano

Medianamente
Pobre

Mediano

Mediano

Departamento de Suelos de la UAAAN

Preparacion del Terreno

El terreno, con una superficie total de 1,060 mé, se preparé con tractor

segun las practicas culturales recomendadas para la region, que incluyen

barbecho, rastra cruzada, nivelaciéon, surcado y bordeo. Se trazaron parcelas

de rendimiento de 4 m*? (2 x 2 m) con cinco surcos cada una, separadas 30 cm.
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Se considerd como parcela util el area de 1.0 m* formada por los tres surcos

centrales.

Marcaje de Pseudomonas putida

Se marcé Pseudomonas putida por el método de resistencia a
antibidticos para registrar su colonizacion en la rizosfera de trigo en el
experimento de campo. Para ello, se propago la bacteria en caldo nutritivo en
un agitador rotatorio (150 rpm) a 30° C por 24 h. Posteriormente, se introdujo
un hisopo estéril en el medio de propagacién y con él se hicieron estrias sobre
agar nutritivo contenido en cajas Petri para obtener un crecimiento uniforme.
Sobre el crecimiento bacteriano, se colocé un multidiscos Gram(-) (Senofi) para
determinar la sensibilidad de P. putida a 12 antibiéticos. Se observé la mayor
resistencia a trimetoprim-sulfametoxasol (Bactrin, Roche), que se utiliz6 para

preparar un medio selectivo con 200 mg ml™* en caldo nutritivo.

Preparacion del Inoculante

Se cultivdé Pseudomonas putida en caldo nutritivo, en un agitador
rotatorio (150 rpm), a 25° C durante 24 h, o hasta obtener una densidad
bacteriana de 10° ufc mI”’. Como soporte para el inoculante se utilizé turba
(peat moss) canadiense, molida en un molino eléctrico (marca Thomas
Williams, malla de 2 mm) y esterilizada en autoclave a 120° C por 2 h. Se
elimind el exceso de humedad de la turba estéril en una estufa a 60° C, se dejo

enfriar y se coloc6 en bolsas de polietileno. En condiciones asépticas, se
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impregno la turba con P. putida y se dejo madurar a 20-25° C durante 15 a 20

dias, hasta que presenté una densidad bacteriana de 3.5 x 10* ufc g'.

Preparacion del Inoculante VAM

Se utilizaron las VAM previamente identificadas como G1 (aislada de
Reseda luteola L.) y G2 (aislada de Eruca sativa Mill). Las raices de las
malezas se desinfectaron, se secaron a temperatura ambiente y se molieron
por separado en un mortero. El indculo micorrizico obtenido se guard6 en

bolsas de papel, hasta su uso posterior.

Inoculacion y Siembra de Trigo

La inoculacién de las semillas de trigo con Glomus spp. y P. putida se
realizé 12 h antes de la siembra. Las semillas se cubrieron con un adherente
(sacarosa 10 por ciento), se impregnaron con 0.2 g del inoculante VAM de la
maleza respectiva (Cuadro 3.4) y se mezclaron con 40 g del inoculante
bacteriano. Se prepararon bolsas de polietleno con 60 g de la semilla
coinoculada para cada tratamiento. La siembra se realizé por el método de
chorrillo, con una densidad de 150 kg ha™', a principios del mes de febrero de
1998 y durante las primeras horas del dia con el fin de evitar danos a los

inoculantes por radiacion solar.



Cuadro 3.4. Tratamientos para evaluar el efecto de la coinoculacion
Pseudomonas putida/Glomus spp. en trigo var. Pavon F-
76, fertilizado a tres niveles de N y dos de P en campo.
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Inoculaciéon®

Trata- | Fertilizacidon Trata- | Fertilizacién | Inoculacién
miento| (kg ha™)? miento (kg ha™)
N P N P
1 0 0 0 19 120 0 0
2 0 0 P.p+G1 20 120 0 Pp+ Gt
3 0 0 Pp+G2 21 120 0 Pp+G2
4 0 40 0 22 120 40 0
5 0 40 P.p +G1 23 120 40 P.p+ Gt
6 0 40 P.p+G2 24 120 40 P.p+G2
7 0 80 0 25 120 80 0
8 0 80 P.p+Gi1 26 120 80 P.p + G1
9 0 80 P.p+ G2 27 120 80 P.p+G2
10 60 |0 0 28 180 0 0
11 60 |0 P.p + G1 29 180 0 P.p + G1
12 60 |0 Pp+G2 30 180 0 P.p+ G2
13 60 |40 0 31 180 40 0
14 60 |40 P.p+G1 32 180 40 P.p +G1
15 60 |40 Pp+G2 33 180 40 Pp+G2
16 60 |80 0 34 180 80 0
17 60 |80 P.p +G1 35 180 80 P.p + G1
18 60 |80 Pp+ G2 36 180 80 P.p+ G2

® N, aplicado como urea, dosis recomendada, 60 kgN ha; P, aplicado como superfosfato triple,
dosis recomendada, 80 kgP ha'. ® P.p, Pseudomonas putida; G1, Glomus spp aislado de
Reseda luteola; Glomus spp aislado de Eruca sativa.

Fertilizacion

Con base en la dosis de fertilizacién recomendada para la region, 120-

80-60 (INEGI, 1996) se probaron 0, 60, 120 y 180 kgN ha”, aplicado como

urea, y 0, 40 y 80 kgP ha', aplicado como superfosfato triple (Cuadro 3.4).

Asimismo, se adiciond potasio como sulfato de potasio a razon de 60 kgK ha™

en todos los tratamientos.

Los fertilizantes se fraccionaron en tres partes

iguales, aplicandose manualmente en banda, durante las etapas criticas de

desarrollo del trigo (amacollamiento, antesis e inicio de llenado de grano}



Riego y Control de Plagas

Se aplicaron seis riegos por rodado y aspersion en las etapas de
germinacién, amacollamiento, encafe, formacion de la hoja bandera, durante la
floracion y al inicio del llenado de grano. El deshierbado y la escardada se
efectuaron manualmente cuando el cultivo lo requirié y se aplicé un insecticida

(Folidol 11 ha™') para el control de arafia roja y pulgon.

Deteccién de Pseudomonas putida en el Rizoplano de Trigo Inoculado

Dos meses después de la siembra (etapa 10.5 de la escala de Feeke),
se cuantificé la poblacién de Pseudomonas putida en el rizoplano del trigo
inoculado. Para esto, se colectaron tres plantas de la parcela util de cada
repeticién de los tratamientos y se colocaron en bolsas de polietileno para su
traslado al laboratorio, donde se separé la raiz y se mantuvo en refrigeracion
(5° C) por un periodo no mayor de 24 h. Las raices se lavaron con agua de la
llave y se prepararon diluciones del rizoplano en agua destilada estéril. Se
tomé una alicuota de 0.1 ml de las diluciones para inocular cajas de Petri con el
medio selectivo previamente disenado (200 mg mi’ de trimetoprim-
sulfametoxasol en agar nutritivo). Las muestras se incubaron a 30° C por 24 h

y se cuantificaron las colonias por gramo de raiz de trigo.



51

Variables Evaluadas

La cosecha se realizd manualmente cuando el trigo de la parcela util
alcanzé la madurez fisioldgica. Las plantas se transportaron a un solario para su
secado, donde permanecieron hasta que su peso fue constante. Después, se
utilizé una trilladora mecanica para separar el grano del vastago y se pesaron
ambas partes. Se molieron porciones de grano y vastago en un molino eléctrico

para su analisis quimico.

Las variables evaluadas fueron: (a) contenido de N y P total (porcentaje
de Ny P) y peso seco de vastago (t ha™); (b) contenido de Ny P total en grano;

y (c) rendimiento de grano (t ha™).

El contenido c_ie N total se determind por el método de micro Kjeldahl que
se basa en la digestion o conversion del N organico en N mineral (amonificacion)
mediante el calentamiento prolongado con acido sulfurico (digestion). Después,
se destilé el N en forma de amonio mediante la accién de hidroxido de sodio,
que se recogié en una solucién de acido bdrico (Lépez y Lopez, 1990). El
contenido de P total se determind por el método de Olsen, modificado para
plantas, en el cual se digiere con acido clorhidrico la muestra calcinada y se
suspende en una solucién de molibdato de amonio y acido ascérbico (Watanabe
y Olsen, 1965). Se determind la absorbancia de la muestra en un

espectrofotémetro, a una longitud de onda de 660 nm.
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Eficiencia de Absorcién Radical de '°N Urea

Para determinar el efecto de la coinoculacién sobre la eficiencia de
absorcion del fertilizante en trigo, se aplicé '>N-urea, con 10 por ciento de
atomos en exceso de '°N, en siete microparcelas de 1.0 m* cada una. Se
inocularon las semillas de trigo, como se senal6, con Pseudomonas putida,
Glomus spp. o una combinacién de ambos, y se fertiliz6 con 60 kgN ha™,
aplicado como urea+'°N-urea, y 40 y 80 kgP ha™, aplicado como superfosfato
triple (Cuadro 3.5). Debido al costo de la ">N-urea, en este ensayo no se
incluyeron repeticiones de los tratamientos ni se realizé un andlisis estadistico
de los resultados obtenidos. A la madurez fisiolégica, se cosecharon 20
plantas de la microparcela (Zapata, 1990) y se secaron en un solario hasta
peso constante. Se trillaron las plantas mecanicamente para separar el vastago .
del grano, y ambas porciones se molieron hasta particulas de 1.0 mm. Las
muestras se sometieron a una digestiéon acida para convertir el N proteico en
sales de amonio y posteriormente, en N molecular para obtener el por ciento de
SN atomos en exceso en vastago y grano de trigo por espectrometria de
masas, que se realizé en el CINVESTAV, unidad Irapuato, Guanajuato. La
eficiencia de absorcién de "°N, se calculé mediante la férmula recomendada
por Zapata (1990):

Nddf = % de atomos de '°N en exceso en la planta x 100
% de atomos de °N en exceso en el fertilizante — 0.36

Nddf = Nitrégeno en la planta derivado del fertilizante.
0.36 = Abundancia natural de "*N.
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Cuadro 3.5. Tratamientos para evaluar la eficiencia de asimilaciéon de
15 .

N en el trigo inoculado con Pseudomonas putida y

Glomus spp. y fertilizado con una dosis de N y dos de P

en campo.
Inoculacion® Fertilizacion®
Tratamiento N+"°N P
: (kgN ha™') (kg ha)
1 (c.r.) 0 120 80
2 G1 60 40
3 G2 60 80
4 P.p+GT 60 40
5 P.p+G2 60 80
6 Pp+G1+G2 60 80
7 Pp+G1+G2 60 40

c.r., control relativo. ® P.p, Pseudomonas putida; G1, Glomus sp. aislado de Reseda luteola; G2,
Glomus sp. aislado de Eruca sativa. ®N, aplicado como urea; P, aplicado como superfosfato
triple.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se establecid el experimento bajo un disefo experimental
completamente al azar con arreglo factorial de los tratamientos y cuatro
repeticiones; cuatro niveles de N, tres niveles de P y tres categorias de
inoculacion (sin inocular, inoculado con P. putida + G1 o P. putida + G2). Esto
resulté en un total de 144 parcelas o unidades experimentales. Los resultados
obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANVA), un anélisis de
correlacién lineal y una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey

(P<0.01).

El modelo estadistico utilizado para esta investigacion se ajusta a la
formula:

Yijm =un+ Ai + [3j + Ck + (AB)[I + (AC);k + (BC)jk + (ABC)jjk + Zijm



donde:

Y;; = Valor observado.

pn = Efecto de la media general.

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

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

Cy = Efecto del k-ésimo nivel de fosforo.

(AB); = Interaccion del i-ésimo nivel de inoculacién por el j-€simo nivel de
nitrégeno.

(AC)i = Interaccidn del i-ésimo nivel de inoculacion por el k-ésimo nivel de
féstoro.

(BC)i = Interaccion del i-ésimo nivel de nitrégeno por el k-ésimo de nivel de
fésforo.

(ABC);x = Interaccion del i-ésimo nivel de inoculacion por el j-ésimo nivel

de nitrégeno por el k-ésimo nivel de fosforo.

Tij = Efecto del error experimental.

Se realizd el analisis de correlacion entre los niveles de fertilizacion
nitrogenada y fosforada y las variables evaluadas en el trigo (porcentaje de Ny
P total, peso seco y rendimiento) en diferentes categorias (sin inocular y
coinoculado con P. putida+G1 y P. putida+G2). El modelo aplicado se muestra
a continuacion. Se estimé la significancia de los valores obtenidos con base en

la tabla de valores significativos de r (Steel y Torrie, 1985):



2 xy - (2x) ()

r= n

V(2 - (20°) (
n
donde:
r = coeficiente de correlacidon
X = niveles de fertilizacion
y = variable evaluada

n = numero de pares

Ty ~ (Zy)°)

n
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados corresponden a los dos experimentos que se realizaron,

el de invernadero y el de campo.

Experimento de Invernadero

Aislamiento y Seleccion de Rizobacterias Benéficas para Trigo de Malezas

En el Cuadro 4.1 y la Figura 4.1 se muestran los resultados del efecto
de la inoculacion con rizobacterias (RB) aisladas de malezas, sobre el peso

seco radical del trigo con 60 kgN ha'. En ellos, se observa que al

Cuadro 4.1. Comparacion de medias de la respuesta peso seco de la raiz
del trigo var. Pavon F-76, inoculado con rizobacterias en

invernadero.
Tratamiento Inoculacién 2 Peso seco (q) °
Amacollamiento Espigamiento

1 (c.r.) 0 0.48+0.12b 1.02+0.11a

2 RB1 0.40+0.09b 0.79 + 0.21 bc
3 RB2 0.34 +0.17 ¢ 058 +0.16 ¢

4 RB3 0.67 +0.15a 0.92 +0.31 ab
5 RB4 0.55 +0.03 ab 0.98 +0.26 a

6 RB1+RB2 0.39+0.14b 0.67 + 0.08 bc
7 RB3+RB4 0.33+0.09¢ 0.65 + 0.35 bc

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha”). * Aislados: RB1, de Aeseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus; RB3, de Eruca sativa; RB4, de Aristida spp. ® Media y error estandar
corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales
(DMS P<0.05).
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Figura 4.1. Efecto de la inoculacién con rizobacterias aisladas de malezas sobre el peso seco de la raiz
del trigo var. Pavon F-76, en invernadero.
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amacollamiento, este peso aumento; RB3 causo6 un incremento de 39.5 por
ciento y RB4, de 14.5 por ciento, en comparacién con el peso radical del trigo
usado como control relativo (sin inocular y con el 60 kgN ha™'). El incremento
observado en el trigo inoculado, se atribuye a un aumento en la eficiencia de
absorcion radical por la transformacién de exudados en fitohormonas. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Lippmann et al. (1995) quienes
encontraron que, en invernadero, el incremento en la longitud y el nimero de
raicillas laterales en plantulas de maiz inoculadas con Pseudomonas spp. se
debe al &cido indolacético sintetizado por la bacteria. Sin embargo, al
espigamiento, el peso radical del trigo inoculado fue estadisticamente igual o
inferior al trigo usado como control relativo, posiblemente porque en esta etapa
fenoldgica, se modifica la cantidad y tipo de exudados radicales y, en
consecuencia, su posterior conversién en hormonas. Este resultado coincide
con Breland y Baken (1991) quienes analizaron la liberacién de exudados de
raices de centeno, pastizales y trébol y reportaron que las plantas en la fase
juvenil, generan mayor cantidad de exudados que en la madurez, lo que, a su

vez, estimula una mayor actividad bacteriana en la etapa juvenil.

El Cuadro 4.2 y la Figura 4.2 presentan el efecto de las rizobacterias
sobre el peso seco del tallo del trigo. La RB4 aumenté el peso seco 34 por
ciento, con respecto al peso del trigo control relativo, lo que indica un efecto
regulatorio, probablemente derivado de su capacidad para transformar los exu-

dados del trigo en fitohormonas (Schmidt et al., 1993 y Brito et al., 1995).
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Cuadro 4.2. Comparacién de medias de la respuesta peso seco del tallo
del trigo var. Pavon F-76, inoculado con rizobacterias en

invernadero.
Tratamiento Inoculacion Peso seco (g)

1 (c.r) 0 0.82 +0.13 ab

2 RB1 0.70 + 0.25 abc

3 RB2 0.44 + 0.08 bcd

4 RB3 0.42 + 0.03 bed

5 RB4 1.10+0.32 a

6 RB1+RB2 0.31+0.12 cd

7 RB3+RB4 0.23+0.08 d

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha'). ~ Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus; RB3, de Eruca sativa; RB4, de Aristida spp. Media y error estandar
corresponden a fres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales
(DMS P<0.05).

En el Cuadro 4.3 y la Figura 4.3 se muestra el efecto de la inoculacion
de rizobacterias sobre el peso seco de la hoja del trigo. En ellos se observa
que tanto al amacollamiento como al espigamiento, la RB4 estimulé mayor
incremento en el peso seco que el med‘ido en el trigo usado como control

relativo, lo que indica que la bacteria aumenté la absorcién de N.

Cuadro 4.3. Comparacion de medias de la respuesta peso seco de la hoja
del trigo var. Pavon F-76, inoculado con rizobacterias en

invernadero.
Tratamiento Inoculacion Peso seco (q)
Amacollamiento Espigamiento
1(c.r.) 0 "~ 0.95+0.18 abc 1.33+0.03 ab
2 RB1 0.73+0.14 bc 1.17 + 0.07 ab
3 RB2 0.54 +0.26 ¢ 0.80 + 0.18 bc
4 RB3 1.38+0.41 a 0.93+0.49 ab
5 RB4 1.76 + 0.35 ab 1.51+0.33a
6 RB1+RB2 0.55+0.10c 0.41 +0.09¢c
7 RB3+RB4 0.65 + 0.35 bc 0.40+0.15¢

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha”). ~ Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus; RB3, de Eruca sativa, RB4, de Aristida spp. Media y error estandar
corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales
(DMS P<0.05).
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Figura 4.2. Efecto de la inoculacién con rizobacterias aisladas de malezas sobre el peso seco del
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Figura 4.3. Efecto de la inoculacién con rizobacterias aisladas de malezas sobre el peso seco de la
hoja del trigo var. Pavon F-76, en invernadero.
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En el Cuadro 4.4 se muestra la relacion entre el peso seco de la raiz y
la hoja del trigo inoculado. En él se observa que el trigo inoculado con RB4,
presentd la menor relacion raiz/hoja pero la mayor relacion hoja/peso seco total.
Lo anterior confirma que la RB4 aumentd la capacidad de absorcién radical del

trigo y tuvo un efecto regulatorio sobre el desarrollo de su sistema foliar.

Cuadro 4.4. Relacion entre el peso seco de la raiz y de la hoja del trigo
var. Pavon F-76, inoculado con rizobacterias en invernadero
al amacollamiento

Trata-  Inoculacién ? Peso seco (g) ° Relacion (%)

miento Raiz Hoja Total Raiz/hoja  Raiz/total Hoja/total
1 (c.r.) 0 048 0.95 1.43 50 33 66

2 RB1 0.40 0.73 1.13 55 35 65

3 RB2 0.34 054 0.88 63 39 61

4 RB3 0.67 1.38 2.05 48 33 67

5 RB4 055 1.76 2.31 31 24 76

6 ~ RB1+RB2 0.39 0.55 0.94 71 41 58

7 RB3+RB4 0.33 0.65 0.98 51 34 66

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha™). ® Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus; RB3, de Eruca sativa; RB4, de Aristida spp. ° Media corresponde a
tres repeticiones.

En el Cuadro 4.5 y la Figura 4.4 se presenta un efecto positivo similar
de la RB4 sobre peso seco de la espiga, en comparacion con el peso del trigo
usado como control relativo. El aumento de peso seco se supone fue debido al
reconocimiento de los exudados radicales y su transformacién en fitohormonas,
lo cual mejoré la eficiencia de absorciéon radical y, posiblemente, la

translocacion del nitrégeno al tejido vegetal. Lo anterior se apoya en el hecho
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de que el trigo y Aristida spp. son gramineas, por lo que parcialmente

comparten un patron de exudados radicales.

Cuadro 4.5. Comparacién de medias de la respuesta peso seco de la
espiga del trigo var. Pavén F-76 inoculado con rizobacterias
en invernadero.

Tratamiento Inoculacién Peso seco (g)

1(c.r) 0 0.44 +0.13 ab
2 RB1 0.32 + 0.15 bc
3 RB2 0.27 + 0.14 bc
4 RB3 0.24 +0.12 cd
5 RB4 0.50+0.07 a

6 RB1+RB2 0.21 +0.16 cd
7 RB3+RB4 0.12+0.12d

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha™). ~ Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus; RB3, de Eruca sativa; RB4, de Aristida spp. Media y error estandar
corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales
(DMS P<0.05).

El trigo inoculado con las combinaciones de RB, tuvo un peso seco
inferior de la hoja y la espiga, que el trigo usado como control relativo, lo que
indica una competencia entre las RB por los exudados radicales, los minerales
del suelo y/o la colonizacién de la raiz, lo que en consecuencia, disminuyé su
accion benéfica sobre la planta, como reportaron otros autores en maiz y trigo
inoculados con rizobacterias (Garcia et al.,1995 y Caracheo y Sanchez,1996).
Sin embargo, la competencia detectada entre las rizobacterias sirvié para

seleccionar objetivamente el grupo benéfico para el trigo.
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El Cuadro 4.6 y la Figura 4.5 presentan el resultado del efecto de la
inoculacion del trigo sobre el peso seco total. Se reafirma el efecto positivo de
la RB4, que causé un incremento de 61.5 por ciento en el peso seco total del
trigo al amacollamiento y 13 por ciento al espigamiento, en comparacion con el
trigo utilizado como control relativo (Valdivia et al., 1997). Este incremento del
peso seco, se atribuye al reconocimiento de la RB4 de los exudados
radicales que transforma en sustancias promotoras de crecimiento que
mejoraran la eficiencia de absorciéon y translocaciéon de N, como reportaron
Rennie et al. (1993) al inocular trigo de primavera con rizobacterias. La RB4 fue
aislada de Aristida spp, graminea silvestre considerada una maleza, lo que
apoya la teoria de que las malezas que tienen éxito para enfrentar condiciones
adversas, son una fuente potencial de microorganismos benéficos para cultivos

agricolas.

Cuadro 4.6. Comparacion de medias de la respuesta peso seco total del
trigo var. Pavon F-76, inoculado con rizobacterias en

invernadero.
Tratamiento Inoculacién _Peso seco (g)
Amacollamiento Espigamiento

1 (c.r) 0 143+ 0.12abc 3.61+ 0.31ab
2 RB1 1.13 + 0.38 bc 2.98 + 0.24 abc
3 RB2 0.88+ 0.13 ¢ 2.08 + 0.51cd

4 RB3 2.05+ 0.47 ab 2.51 + 0.14 bcd
5 RB4 231+ 0.29a 408+ 0.19a

6 RB1+RB2 0.94 + 0.08 bc 1.61+ 0.22cd

7 RB3+RB4 0.98 + 0.14 bc 140+ 0.17d

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha™'). ~ Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus, RB3, de Eruca sativa, RB4, de Aristida spp. Media y error estandar
corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales
(DMS P<0.05).
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En el Cuadro 4.7 se presenta la relacion entre el peso seco de la raiz 'y
el vastago del trigo inoculado con rizobacterias el espigamiento. En él se
observa que el trigo inoculado con RB4, obtuvo una relacion raiz/vastago menor
y vastago/total mayor que el trigo usado como control relativo, lo que pudiera
deberse al desarrollo de un sistema radical altamente eficiente en la absorcion

de agua y N, que permitié un mayor crecimiento de la hoja, tallo y espiga.

Cuadro 4.7. Relacion entre el peso seco de la raiz y del vastago del trigo
var. Pavon F-76, inoculado con rizobacterias en invernadero,
al espigamiento.

Relacion (%)

Trata- Peso seco (g)° Raiz/ Raiz/ Vastago/
miento  Inoculacién® Raiz Hoja Tallo Espiga Total vastago total  total

1 (c.r.) 0 1.02 133 0.82 044 361 39 28 72

2 RB1 0.79 117 0.70 0.32 298 36 26 73

3 RB2 0.58 0.80 0.44 0.27 208 38 28 72

4 RB3 0.92 093 0.42 024 251 58 37 63

5 RB4 098 151 1.10 050 4.08 32 24 76

6 RB1+RB2 0.67 0.41 0.31 0.21 1.61 72 42 58

7 RB3+RB4 0.65 0.40 0.23 0.12 1.40 87 46 53

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha™). ? Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2,
de Asphodelus fistulosus, RB3, de Eruca sativa; RB4, de Aristida spp. ® Media corresponde a
tres repeticiones.

Los resultados muestran que en las malezas existen RB benéficas para
plantas domésticas como el trigo, particularmente en aquellas que estan
geneticamente asociadas con esta planta, como Aristida spp., de donde se
aislé RB4, que estimuld su crecimiento a dosis reducidas de N, como sucede en
la naturaleza (Bashan, 1998). Una posible estrategia en la produccion
sustentable de trigo requiere de una reduccion y, a la vez, un uso 6ptimo de la

dosis nitrogenada, previa inoculacién con microorganismos que respondan a la
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condicion de estrés nutricional del trigo, como sucede naturalmente (Sanchez et
al., 1997). La RB4, que posteriormente fue identificada como Pseudomonas
putida se utili26 en los experimentos subsecuentes porque causd mayor efecto
positivo sobre el crecimiento del trigo que las otras RB probadas (Valdivia et al.,

1999).

Efecto de la Coinoculacion Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el

Peso Seco de Trigo en Invernadero

Peso Seco del Trigo Inoculado

El Cuadro 4.8 y la Figura 4.6 muestran el resultado de la inoculacion
individual y combinada de Pseudomonas putida 'y Glomus spp. sobre el peso

seco radical del trigo con 60 kgN ha'y 40y 80 kgP ha”. En ellos se bbserva

Cuadro 4.8. Comparacion de medias de la respuesta peso seco de la raiz
del trigo var. Pavéon F-76 inoculado con Pseudomonas
putida y Glomus spp. a 60 kgN ha” y dos dosis de P en

invernadero.

Tratamiento Inoculacién ® kgP ha Peso seco (g) °
1. (c.a.) 0 0 0.55 +0.14d
2. (c.r) 0 80 1.49 + 0.43 bcd
3 G1 40 1.17 +0.20 cd
4. G1 80 1.11+0.18 cd
5. P. putida + G1 40 2.19 + 0.55 abc
6 P. putida + G1 80 1.89 + 0.36 abc
7 G2 40 1.64 + 0.19 bcd
8. G2 80 1.02 + 0.22 cd
9. P. putida + G2 40 2.00 + 1.02 abc
10. P. putida + G2 80 263+0.14 a
11. G1+ G2 40 1.54 + 0.18 bcd
12. G1+G2 80 1.49 + 0.43 bcd
13. P. putida + G1 + G2 40 276 +0.27 a
14. P. putida + G1 + G2 80 2.11 + 0.64 abc

c.a., control absoluto (sin inocular ni fertilizar); c.r., control relativo (sin inocular y con 120 kgN
ha' y 80 kgP ha'). ®Aislados: G1, Glomus spp. de Reseda luteola; G2, Glomus spp. de Eruca
sativa. Media y error estandar corresponden a tres repeticiones. ® Valores con la misma literal,
son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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Aislados: G1, Glomus de Reseda luteola; G2, Glomus de Eruca sativa. P.p, Pseudomonas putida.

Figura 4.6. Efecto de la inoculacién con Pseudomonas putiday Glomus spp. sobre el peso seco
de la raiz del trigo var. Pavon F-76, con 60 kgN ha'y dos dosis de P, en invernadero.
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que Glomus, aislado de Reseda luteola (G1) y Glomus, aislado de Eruca sativa
(G2) o la combinacion de ambos, con 40 kgP ha™', causaron un incremento del
peso seco radical del trigo equivalente al trigo utilizado como control relativo (sin
inocular y con 120 kgN ha™ y 80 kgP ha™), lo que indica que ambas especies
mejoraron la absorcion radical de N y P, como reportaron Schweiger et al.
(1995) quienes observaron que en campo, los pastizales con Glomus spp. y
dosis bajas de fertilizante N y P, tienen mayor absorcién de N, P y Zn que
aquéllos con Glomus spp. y altos niveles de estos fertilizantes. Cuando se usé
la combinacion P. putida'y Glomus spp., y 40 kgP ha™, el incremento en el peso
radical fue mas evidente. Esto supone que el efecto benéfico de la
coinoculacion fue dependiente de la especificidad entre los microorganismos y
la raiz. Ello explica por qué las plantas inoculadas con P. putida+G1, con 40
kgP ha™ incrementaron su peso seco 47 por ciento, comparado con el trigo
usado como control relativo, mientras que con P. putida+G2, el incremento fue
de 34 por ciento y con P. putida+G1+G2, 85 por ciento. Esto sugiere que P.
putida hace susceptible a las raices a la infeccion de Glomus spp. y, en
consecuencia, se incrementé la absorcién radical de N y P, como reportaron
Chanway et al. (1991) al estudiar, en campo, las interrelaciones entre los
microorganismos de la rizosfera. Estos autores encontraron que algunas cepas
de Pseudomonas estimulan la infeccion de la raiz por el hongo VAM vy, en

consecuencia, incrementan la absorcién radical de minerales, como N, P y Cu.
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El trigo coinoculado con P. putida+Glomus spp a 60 kgN ha™' y 80 kgP
ha' alcanzé, en general, un peso seco radical igual o inferior al trigo
coinoculado y con 60 kgN ha' y 40 kgP ha'. Esta respuesta del trigo a la
coinoculacion, sugiere que con 60 kgN ha”' y 80 kgP ha', se modifica la
produccion de exudados radicales, que la bacteria posteriormente utiliza para la
| sintesis de hormonas. Al respecto, Ferrera y Pérez (1994) reportaron que, al
incrementar las dosis de P en plantas inoculadas con VAM, disminuye la
infeccion de Glomus, lo que a la vez, reduce la eficiencia de absorciéon de P y el

peso seco vegetal.

Es evidente que la combinacién P. putida+G2, a 60 kgN ha™ y 80 kgP
ha, fue mds eficiente en la absorcién de N y P que P.putida+G1. El trigo con
P.putida+G1, iguald el peso seco del trigo control relativo, mientras que el
coinoculado con P.putida+G2, alcanzé un peso significativamente superior
(P<0.05) al mismo control. Esta diferencia podria atribuirse a que, por ser la

fuente de VAM malezas diferentes, se trata de dos especies de Glomus.

En el Cuadro 4.9 y la Figura 4.7 se presentan los resultados de la
inoculacion sobre el peso seco del vastago de trigo. En ellos se observa que, el
trigo con G2 o con P. putida+G1+G2, ambos con 60 kgN ha™ y 40 kgP ha™,
alcanz6 un peso seco 55 por ciento superior al trigo usado como control
relativo, debido a un incremento en la eficiencia de absorcion radical y
translocacién de N y P. Sin embargo, con 80 kgP ha™' se redujo el efecto

benéfico de la inoculacion, pues solo las plantas con G1 alcanzaron un peso
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superior al trigo control relativo. La relacion entre los microorganismos y los
diferentes niveles de P, refuerza lo observado en el peso radical del trigo, ya
que las dosis altas de P modifican el estado fisioldgico de la planta y alteran la
produccion de exudados radicales, lo cual afecta negativamente la simbiosis
microorganismo-raiz e impide una absorcién eficiente de N y P. Lo anterior
concuerda con Knight et al. (1989) quienes analizaron el efecto de las VAM
sobre el crecimiento de trigo a diferentes niveles de P en invernadero vy
encontraron que las altas concentraciones de este elemento reducen la
infeccion y colonizacién de la raiz por las VAM, asi como la longitud y actividad

de las hifas.

Cuadro 4.9. Comparacion de medias de la respuesta peso seco del
vastago del trigo var. Pavén F-76 inoculado con
Pseudomonas putida 'y Glomus spp., a 60 kgN ha™ y dos
dosis de P en invernadero.

Tratamiento Inoculacion kgP ha™ Peso seco (g)
1. (c.a.) 0 « 0 0.69 +0.27d
2. (c.r) 0 80 1.95 + 0.33 abc
3. G1 40 2.03 + 0.48 abc
4. G1 80 3.14+1.04a
5. - P. putida + G1 40 2.09 + 1.12 abc
6 P. putida + G1 80 2.16 + 0.87 ab
7 G2 40 3.14+091a
8 G2 80 1.94 + 0.71 bcd
9. P. putida + G2 40 0.96 + 0.15 cd
10. P. putida + G2 80 1.91 + 0.52 bcd
11. G1+ G2 40 2.29 +1.08 ab
12. G1+G2 80 2.18 +0.19 ab
13. P. putida + G1 + G2 40 3.03+0.99a
14. P. putida + G1 + G2 80 2.32 + 0.54 ab

c.a., control absoluto (sin inocular ni fertilizar); c.r., control relativo (sin inocular y con 120 kgN
ha’ y 80 kgP ha'). Aislados: G1, Glomus spp. de Reseda luteola; G2, Glomus spp. de Eruca
sativa. Media y error estdndar corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal,
son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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En el Cuadro 4.10 y la Figura 4.8 se observa que la combinacion P.
putida+G1+G2, increment6 68.3 por ciento el peso seco total del trigo a 60 kgN
hay 40 kgP ha', en comparacién con trigo usado como control relativo. Esto
sugiere una produccion de hormonas por P. putida, como respuesta a los
exudados radicales que, simultaneo a las modificaciones en la raiz originadas
por Glomus, como el incremento en el area de exploracion, aumentaron la
absorcion radical de N y P. Estd documentado que P. putida, produce diversas
substancias reguladoras del crecimiento vegetal, como auxinas (Prikryl et al.,
1985), citocininas (Nieto y Frankenberger, 1989) y etileno (Pazout et al., 1981)
que influyen positivamente en el desarrollo vegetal. Las auxinas, promueven la

formacion de raices laterales y adventicias y la elongacién de los tallos.

Cuadro 4.10. Comparacion de medias de la respuesta peso seco total del
trigo var. Pavén F-76 inoculado con Pseudomonas putida y
Glomus spp., a 60 kgN ha™' y dos dosis de P en invernadero.

Tratamiento Inoculacién - kgP ha™ Peso seco (g)
1. (c.a.) 0 0 1.23+0.50d
2. (c.r.) 0 80 344 +1.12cd
3. G1 40 3.20 +1.03 cd
4. G1 80 425+ 0.93 bc
5. P. putida + G1 40 4.28 + 0.85 bc
6. P. putida + G1 80 4.03+0.71 bc
7. G2 40 4.78 + 1.16 bc
8. G2 80 2.96 + 1.07 cd
9. P. putida + G2 40 2.96 + 0.45 cd
10. P. putida + G2 80 4.57 + 0.89 bc
11. G1+G2 40 3.83+1.48 bc
12. G1+G2 80 3.68 + 0.74 bc
13. P. putida + G1 + G2 40 5.79+0.88b
14. P. putida + G1 + G2 80 4.44 +1.07 bc

c.a., control absoluto (sin inocular ni fertilizar); c.r., control relativo (sin inocular y con 120 kgN
ha'y 80 kgP ha™'). Aislados: G1, Glomus spp. de Reseda luteola; G2, Glomus spp. de Eruca
sativa. Media y error estandar corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal,
son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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Las citocininas estimulan el movimiento de nutrimentos hacia dentro y fuera de
las células y aceleran la formacién de proteinas involucradas en la fotosintesis,
mientras que el etileno, induce la formacion de raices, hojas y tallos (Taiz y
Zeiger, 1991). Asimismo, las VAM benefician a las plantas, debido a que
extienden el area de exploracién de la raiz y facilitan la absorcién de N y
P (Guzman y Ferrera, 1990). La aplicacién de 80 kgP ha™', no incrementé
significativamente el peso seco total del trigo inoculado, en comparacion
con el trigo usado como control relativo, lo que sugiere que, al aumentar
la concentracion de P, se redujo la actividad hormonal, el crecimiento
radical y la absorciéon de P y, en consecuencia, el crecimiento de trigo

no fue proporcional al incremento de la dosis del fertilizante P.

En el Cuadro 4.11 se muestra la relacidn entre el peso seco de la
raiz y del vastago del trigo inoculado. En él se observa que el trigo
inoculado con G1, y con 80 kgP ha™', alcanzé la relacién raiz/vastago
menor que todos los tratamientos pero, la proporcidon vastago/total fue la
mayor, lo que indica mayor eficiencia de absorcién del sistema radical y
mayor promocion del crecimiento del vastago, debido a que G1 aumenté
el area de exploracion de la raiz del trigo e incrementé la absorcion de
agua y N y P. El peso seco del trigo con G2, y 40 kgP ha’', fue
ligeramente mayor que con G1y 80 kgP ha™' (Cuadro 4.10), aunque la
relacion raiz/vastago fue menor, lo que podria interpretarse como que el
incremento del peso seco total se debié a G2 y el incremento en la

eficiencia de absorcion radical a G1.
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Cuadro 4.11. Relacidn entre el peso seco de la raiz y el vastago del trigo
var. Pavén F-76 inoculado con Pseudomonas putida y
Glomus spp., a 60 kgN ha™ y dos dosis de P en invernadero.

Relacion (%)

Trata- Peso seco (g)° Raiz  Raiz/ Véstago/

miento Inoculacion® kgP ha' Raiz Vastago Total vastago total  total

1. (c.a.) 0 0 0.55 0.69 1.23 80 44 56

2. (c.r.) 0 80 1.49 1.95 3.44 76 43 57

3. G1 40 1.17 2.03 3.20 85 36 63

4 G1 80 1.1 3.14 425 35 26 74

5 P. putida + 40 219 209 428 105 51 49
G1

6. P. putida + 80 1.89 2.16 4.03 87 47 53
G1

7. G2 40 164 3.14 478 52 34 66

8. G2 80 1.02 1.94 296 52 34 65

9. P. putida + 40 2.00 0.96 296 208 67 32
G2

10. P. putida + 80 2.63 1.91 457 138 57 42
G2

11. G1+G2 40 1.54 229 3.83 67 40 60

12. G1+G2 80 149 2,18 3.68 68 40 59

13. P. putida + 40 276 3.08 5.79 91 48 52

G1+G2
14. P.putida+ - 80 2.1 232 4.44 91 47 52
G1+G2

c.a., control absoluto (sin inocular ni fertilizar); c.r., control relativo (sin inocular y con 120 kgN
ha' y 80 kgP ha'). 2 Aislados: G1, Glomus spp. de Reseda luteola; G2, Glomus spp. de Eruca
sativa. ® Media corresponde a tres repeticiones.

Porcentaje de Colonizacion VAM en la Raiz del Trigo Inoculado

En el Cuadro 4.12 se presenta el porcentaje de colonizacion VAM en la
raiz del trigo inoculado. En él se observa que la colonizacion del trigo
coinoculado con P. putida+Glomus spp., fue significativamente mayor (P<0.01)
que en el trigo inoculado con G1, G2 o la combinacién de ambos. El incremento
en el porcentaje, se atribuye a que P. putida estimula la formacién del apresorio
a través del cual penetran las hifas a las células de la corteza radical para

formar la colonia VAM (Kluchnikov y Kozhevin, 1990). Las raices del trigo
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inoculado con Glomus o coinoculado con P. putida+Glomus, a 80 kgP ha™,
resultaron con un porcentaje de colonizacion inferior a las plantas con 40 kgP
ha', lo que prueba el efecto inhibitorio del P sobre la colonizacion VAM. Este
resultado coincide con lo reportado por Bethlenfalvay (1992) quien senala que
los niveles altos de P modifican la produccién de exudados radicales los cuales
afectan negativamente‘ la infeccion y colonizacion de los hongos VAM. El
incremento en el porcentaje de colonizacion en el trigo con 40 kgP ha™', se
reflejé en el peso seco total de la planta, debido a que las hifas VAM aumentan
el area de exploracion de la raiz y, en consecuencia, se incrementa la absorcion

radical de Ny P.

Cuadro 4.12. Efecto de la inoculacion con Pseudomonas putida y
Glomus spp. sobre el porcentaje de colonizacién Glomus
en el trigo var. Pavén F-76, a 60 kgN™' y dos dosis de P en

invernadero.

Tratamiento Inoculacién ® Fertilizacion % de
kgN ha™ kgP ha' colonizacion ®

1. (c.a) 0 0 0 00 g
2. (c.r) 0 120 80 00 g
3. G1 60 40 54+38 f
4, G1 60 80 49 + 5.1 ef
5. G2 60 40 53+4.0ef
6. G2 60 80 48+ 27f
7. G1+G2 60 40 64 + 7.5 def
8. G1+G2 60 80 58 + 8.0 def
9. P.p+G1 60 40 91 +88a
10. P.p+G1 60 80 73 + 5.3 bcd
11. P.p+G2 60 40 85 + 9.1 abc
12. P.p+G2 60 80 71 + 7.3 cde
13. P.p+G1+G2 60 40 89+66ab
14. P.p+G1+G2 60 80 73 + 5.4 bcd

c.a., control absoluto; c.r., control relativo. ® P.p, Pseudomonas putida, G1, Glomus aislado
de Reseda luteola; G2, Glomus aislado de Eruca sativa. ® Media y error estandar
corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales
(Tukey, P<0.01).
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Experimento de Campo

Efecto de la Coinoculacion Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre la

Absorcion de Nitrogeno y Fosforo del Trigo y sobre el Rendimiento del Cultivo

Analisis Fisico y Quimico del Suelo

El Cuadro 3.3 presenta el analisis fisico y quimico del suelo previo a la
siembfa. El suelo es de textura migajon arcilloso, pH alcalino, calcareo,
mediano en el contenido de materia organica, N total y P aprovechable. El alto
contenido de carbonatos explica el pH alcalino que, segun Tisdale y Nelson
(1991) favorece la formacién de trifosfatos de calcio y reduce la absorciéon

radical de P, limitando el crecimiento vegetal y el rendimiento del cultivo.
Contenido de Nitrégeno Total en Vastago

El Cuadro 4.13 y la Figura 4.9 muestran que en el trigo, la coinoculacién
y el esquema de ferilizaciéon causaron una respuesta que, al evaluarse
estadisticamente, mostré diferencias significativas (P<0.01) sobre la absorcién
de N en el vastago. El trigo coinoculado y sin N y P, alcanz6 un nitrégeno total
(Nt) 48.5 por ciento mayor que el trigo usado como control absoluto (sin inocular
ni fertilizar). Esta respuesta del trigo, sugiere que P. putida mejoré la eficiencia
de absorcion radical del N del suelo, por un efecto hormonal que incrementé la
superficie de absorcion de la raiz. El incremento en la absorcion de N, también
puede atribuirse a la actividad de Glomus en la raiz, pues se ha reportado
(Ames et al. 1983) que este género contribuye a la absorcion radical de N, a

través del transporte de arginina y glutamina, junto con los polifostatos.
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Cuadro 4.13. Comparacion de medias de la respuesta contenido de
nitrégeno total en el vastago de trigo var. Pavén F-76
coinoculado con Pseudomonas putida/Glomus spp. en campo.

Tratamiento Inoculacién® Fertilizacion® Nitrégeno
kgN ha’ kgP ha’ total (%)°
1 (ca) 0 0 0 0.48 + 0.16 Im
2 P.p+Gl 0 0 0.69 + 1.21 Kl
3 P.p+G2 0 0 0.72 + 0.18 jKI
4 0 0 40 0.78 £ 0.11 ijk
5 P.p + G1 0 40 0.88 1 0.04 fgh
6 P.p+G2 0 40 0.90 + 0.13 fgh
7 0 0 80 0.87 + 0.24 fgh
8 P.p+Gi 0 80 0.85 + 0.08 fgh
9 P.p+G2 0 80 0.84 + 0.11 hij
10 0 60 0 0.70 + 0.10 jkI
11 P.p+G1 60 0 0.58 + 0.20 Kim
12 P.p+G2 60 0 0.75 + 0.13 ijK
13 0 60 40 0.82 + 0.15 ijk
14 P.p+GI 60 40 0.96 + 0.08 fgh
15 P.p+G2 60 40 1.00 + 0.03 efg
16 0 60 80 1.25 + 0.22 cde
17 P.p+ G1 60 80 1.93+0.05a
18 P.p+G2 60 80 211 +0.09a
19 0 120 0 0.92 + 0.13 fgh
20 P.p+G1 120 0 0.77 + 0.24 ijk
21 P.p+G2 120 0 0.44 + 0.07 m
22 0 120 40 0.90 + 0.14 fgh
23 P.p+Gi 120 40 0.90 + 0.08 fgh
24 P.p+G2 120 40 0.94 1 0.13 fgh
25 (c.r.) 0 120 80 1.12 + 0.04 def
26 P.p+Gi 120 80 0.92 + 0.07 fgh
27 P.p+G2 120 80 0.87 + 0.12 fgh
28 0 180 0 1.36 + 0.09 cd
29 P.p+Gi 180 0 1311 0.11 cd
30 P.p+ G2 180 0 1.43 + 0.09 def
31 0 180 40 1.50+0.15¢
32 P.p+GI 180 40 152+ 0.56
33 P.p+ G2 180 40 1.30 + 0.08 cd
34 0 180 80 1.11 + 0.05 def
35 P.p+Gi 180 80 1.35 1 0.07 cd
36 P.p+G2 180 80 1.25 1 0.02 cde

c.a., control absoluto; c.r., control relativo. * P.p, Pseudomonas putida; G1, Glomus spp. aislado
de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de Eruca sativa. ®N aplicado como urea, dosis
recomendada, 120 kgN ha™’; P, aplicado somo superfosfato triple, dosis recomendada, 80 kgP
ha'. ® Media y error estandar de cuatro repeticiones. Valores con la misma literal, son
estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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Figura 4.9. Efecto de coinoculacion Pseudomonas putida + Glomus spp.
sobre el nitrégeno total en el vastago de trigo a diferentes

niveles de N y P en campo.
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En el trigo coinoculado y con 60 kgN ha' y 80 kgP ha™', se encontro
mayor concentracién de N en el vastago que en el trigo usado como control
relativo (sin inocular y con 120 kgN ha' y 80 kgP ha™"), aunque el incremento
fue dependiente de la combinacién microbiana: P. putida+G1, aumentd el Nt
72.3 por ciento y P. putida+G2, 88.4 por ciento. Esta respuesta del trigo,
sugiere que la concentracion de N y P del suelo, influye el estado fisioldgico de
la planta y modifica el patron de producciéon de exudados radicales, que P.
putida transforma en hormonas o que Glomus utiliza como fuente de
carbohidratos. Sin embargo, cuando se aplicé 120 kgN ha™ y cualquiera de los
niveles de P, disminuyé el efecto de los inoculantes, que se manifest6 en la
reduccion de Nt a valores inferiores al trigo usado como control relativo debido a
que las interacciones raiz-microorganismo son reguladas por la concentracion
de elementos minerales esenciales, como el N y P, pues a medida que éstos

aumentan, las interacciones se reducen.

El Cuadro 4.14 presenta los coeficientes de correlacion entre los
inoculantes y la fertilizacion N y P, con relacién a las variables evaluadas en el
vastago de trigo. En él, se observa una correlacion significativa entre P.
putida+G1 y la fertilizacion N y el Nt el trigo, lo que muestra que el incremento
en el Nt esta en relaciéon directa a la accién de estos microorganismos. La
correlacion entre el Nt y la fertilizacion P, no fue significativa en el trigo
coinoculado, lo que indica que la concentracion de P del suelo puede inhibir el
efecto benéfico de los inoculantes, ya que en el trigo sin inocular, la fertilizacion

P mostré una correlacion significativa con el Nt del vastago.
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Cuadro 4.14. Correlaciéon entre las variables evaluadas en el vastago del
trigo var. Pavén F-76 coinoculado con Pseudomonas
putida+Glomus spp., y la fertilizaciéon nitrogenada y
fosforada en campo.

Inoculacion ? Fertilizacién ° Coeficiente de correlacion
Nitrégeno Fosforo Peso
Total total seco
Sin inocular N 612 * 597 * .638 **
P 670" .083 NS 750 **
P.p+G1 N .696 ** .896 ** 753 **
P 476 NS .601* 787 **
P.p+G2 N 535" 210 NS .068 NS
P .338 NS 545 * .585*

*P.p, Pseudomonas putida; Aislados: G1, Glomus de Reseda luteola, G2, Glomus de Eruca
sativa. ° Niveles de N =0, 60, 120 y 180 kgN ha™'; niveles de P = 0, 40 y 80 kgP ha™. NS = no
significativo, * = significativo (P<0.05), ** altamente sngnmcatlvo (P<0.01).

Contenido de Fésforo Total en Vastago

En el Cuadro 4.15 y la Figura 4.10 se muestra que la coinoculacion
aumenté la absorcio’n de fosforo total (Pt) en el vastago de trigo. Con P.
putida+G2, sin N ni P, el trigo asimilé una cantidad de Pt que estadisticamente
iguald (P<0.01) al trigo usado como control relativo (sin inocular y con 120 kgN
ha' y 80 kgP ha), lo que sugiere que P. putida solubilizé e incrementé la
absorcién radical del P del suelo. Lo anterior coincide con Alexander (1977)
quien senala que algunas rizobacterias como Pseudomonas, producen éacidos
organicos que, al acidificar el pH del suelo, convierten las formas insolubles de
P en fosfatos di y monocdlcicos, accesibles para las plantas. Los suelos
alcalinos, retienen o precipitan hasta el 80 por ciento del P (Holford, 1997); por
ello, la accion solubilizadora de Pseudomonas puede ayudar a aumentar la

absorcién radical de trigo.
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Cuadro 4.15. Comparacion de medias de la respuesta contenido de
fésforo total en el vastago de trigo var. Pavén F-76
coinoculado con Pseudomonas putida/Glomus spp. en campo.

Tratamiento Inoculacion® Fertilizacion® Fésforo total
kgN ha™ kgP ha™ (%)°
1 (c.a.) 0 0 0 0.05 +0.01 cd
2 P.p + G1 0 0 0.04 +0.00d
3 P.p+ G2 0 0 0.06 + 0.01 bed
4 0 0 40 0.06 + 0.01 bed
5 P.p + G1 0 40 0.08 + 0.00 bed
6 P.p+ G2 0 40 0.10 + 0.01 abc
7 0 0 80 0.05+0.00 cd
8 P.p+ G1 0 80 0.09 + 0.01 abc
9 P.p+G2 0 80 0.08 + 0.00 bcd
10 0 60 0 0.06 + 0.01 bed
11 P.p+G1 60 0 0.06 + 0.01 bed
12 P.p+ G2 60 0 0.08 + 0.01 bed
13 0 60 40 0.08 + 0.02 bcd
14 P.p + G1 60 40 0.07 + 0.00 bcd
15 P.p+G2 60 40 0.16 + 0.02 a
16 0 60 80 0.06 + 0.01 bed
17 P.p+ G1 60 80 0.12 + 0.01 abc
18 P.p+ G2 60 80 0.10 + 0.01 abc
19 0 120 0 0.07 + 0.02 bed
20 P.p+G1 120 0 0.06 + 0.00 bed
21 P.p+G2 120 0 0.05 + 0.00d
22 0 120 40 0.06 + 0.00 bed
23 P.p + G1 120 40 0.06 + 0.01 bcd
24 P.p+G2 120 40 0.10 + 0.01 abc
25 (c.r.) 0 120 80 0.10 + 0.01 abc
26 P.p+ G1 120 80 0.11 + 0.00 abc
27 P.p+G2 130 80 0.07 + 0.01 bed
28 0 180 0 0.10 + 0.00 abc
29 P.p + G1 180 0 0.10 + 0.00 abc
30 P.p+ G2 180 0 0.08 + 0.00 bcd
31 0 180 40 0.11 + 0.01 abc
32 P.p+ G1 180 40 0.12 + 0.01 abc
33 P.p+G2 180 40 0.08 + 0.01 abc
34 0 180 80 0.12 + 0.01 abc
35 P.p+ G1 180 80 0.10 + 0.00 abc
36 P.p+ G2 180 80 0.11 + 0.01 abc

Leyenda igual que en el Cuadro 4.13
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Sl, sin inocular; P.p., Pseudomonas putida; G. Glomus spp.; c.a., control absoluto (sin inocular
ni fertilizar; c.r., control relativo (sin inocular, y con 120 kgN ha™ y 80 kgP ha™).

Figura 4.10. Efecto de coinoculacién Pseudomonas putida + Glomus spp.
sobre el fésforo total en el vastago de trigo a diferentes
niveles de Ny P en campo.
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Glomus incrementé la absorcion de P, posiblemente porque las hifas
ampliaron el area de exploracién radical de trigo. Fitter y Garbaye (1994)
reportaron que si el N y P son limitantes, los exudados radicales producidos
actuan como senales quimicas que atraen a las rizobacterias que, a su vez,
promueven la infeccién micorrizica, incrementando la exploracion y absorcion
radical del P. La combinacién P. putida+G2, con 60 kgN ha™' y 40 kgP ha™,
causdé un incremento de Pt en el vastago, 60 por ciento superior al observado
en el trigo control relativo, lo que sugiere que la coinocul.acién, y la posterior
aplicacion de la dosis reducida de N y P, incrementaron la eficiencia de
absorcion radical de P. La aplicacién de 80 kgP ha™', independientemente del
nivel de N, afecté negativamente la asociacién entre P.putida + G2, pues redujo
el contenido de Pt en el vastago a un nivel inferior o igual al trigo usado como
control relativo. Esta repuesta de la planta fue opuesta a la del trigo coinoculado
con P.putida+G1, que causd una acumulacién mayor de Pt al incrementar el
nivel de fertilizacion P. La diferencia en la sensibilidad de Glomus spp. a las
altas dosis de P, se atribuye a que provienen de diferentes fuentes; Glomus 1,

fue aislado de Reseda luteola y, Glomus 2, de Eruca sativa.

El andlisis de correlacion entre el Pt del vastago y la fertilizacion Ny P
(Cuadro 4.14) muestra valores altamente significativos entre la fertilizacion N y
el trigo coinoculado con P. putida+G1, lo que prueba que el incremento en el Pt
del vastago se debio a la acciéon de estos microorganismos. Con respecto a la

fertilizacion P, se observd una correlaciéon significativa entre ésta y el trigo



87

coinoculado, lo que muestra el efecto benéfico de P. putida y Glomus spp. en el

uso optimo del fertilizante fosforado, con relacion al contenido de Pt.

Peso Seco de Vastago

En el Cuadro 4.16 y la Figura 4.11 se muestra que en el trigo, la
coinoculacion y el esquema de fertilizacion N y P, causd una respuesta
estadisticamente significativa (P<0.01) en el peso seco del vastago. El trigo
coinoculado y sin N ni P, alcanzé un peso seco mayor que el trigo usado como
control absoluto (sin inocular y sin N ni P): la combinacion P. putida+G1, causé
un incremento de 42.6 por ciento, y P. putida+G2, 24 por ciento. El incremento
de peso, sugiere que P. putida+Glomus spp., actuaron sinérgicamenie, y con
ello, incrementaron la absorcion radical del N (Figura 4.9) y del P (Figura 4.10)
del suelo. Lo anterior es posible ya que, como senalan Dukestra et al. (1987)
las auxinas sintetizadas por Pseudomonas spp. aumentan el nimero y longitud
de las raices del trigo inoculado, incrementando significativamente la absorcion
radical de Ny P y el peso seco del vastago, comparado con el trigo sin inocular.
Asimismo, esta documentado (Klyuchnikov y Kozhevin, 1990) que
Pseudomonas incrementa la infeccion y colonizacion de la raiz por las VAM,
debido a que las hormonas bacterianas estimulan la formacion de las
estructuras fangicas involucrados en el establecimiento del hongo. La accién
benéfica de Glomus sobre la absorcion radical del trigo, se atribuye a que las
hifas aumentan la superficie de exploracion de la raiz, facilitando la absorcion

de agua y minerales como N, P, Ca, Mg, Zn y Cu (Guzman y Ferrera, 1990).



Cuadro 4.16. Comparacion de medias de la respuesta peso seco del
vastago de trigo var. Pavon F-76 coinoculado con
Pseudomonas putida/Glomus spp. en campo.

Tratamiento Inoculacion® Fertilizacion® Peso seco
kgN ha’ kgP ha ()

1 (c.a.) 0 0 0 1.83 + 0.03 jk
2 P.p + G1 0 0 2.61 +0.94 hij
3 P.p+G2 0 0 2.27 + 0.76 ijk
4 0 : 0 40 2.58 + 0.34 hij
5 P.p + G1 0 40 3.08 + 0.24 efg
6 P.p+G2 0 40 3.08 + 0.58 efg
7 0 0 80 2.59 + 0.04 hij
8 P.p+ G1 0 80 2.56 + 0.30 hij
9 P.p+ G2 0 80 3.30 + 0.11 efg
10 0 60 0 2.09 + 0.50 ijk
11 P.p + G1 60 0 3.01 +0.10 fgh
12 P.p+G2 60 0 2.97 + 1.35 fgh
13 0 60 40 2.69 + 0.75 fgh
14 P.p + G1 60 40 2.90 + 1.03 ghi
15 P.p+ G2 60 40 3.93 + 0.09 def
16 0 60 80 4.21 + 0.22 def
17 P.p +G1 60 80 4.19 + 1.47 def
18 P.p+G2 60 80 3.92 + 0.82 def
19 0 120 0 2.27 + 0.82 ijk
20 P.p + G1 120 0 5.17 + 0.06 bcd
21 P.p+ G2 120 0 4.05 + 0.37 def
22 0 120 40 4.15 + 0.03 def
23 P.p+ Gt 120 40 4.40 + 0.16 def
24 P.p+ G2 120 40 2.57 + 0.85 hij
25 (c.r.) 0 120 80 4.45 + 0.76 de
26 P.p + G1 120 80 2.35 + 0.03 ijk
27 P.p+G2 120 80 3.37 + 0.04 efg
28 0 180 0 2.95 + 0.04 fgh
29 P.p + G1 180 0 4.50 + 0.74 cde
30 P.p+G2 180 0 2.11 +0.02 ijk
31 0 180 40 2.78 + 0.09 ghi
32 P.p + G1 180 40 5.31 + 0.75 bed
33 P.p+G2 180 40 5.40 + 1.11 bcd
34 0 180 80 4.95 + 0.90 cde
35 P.p + G1 180 80 3.47 + 0.59 efg
36 P.p+G2 180 80 5.33 + 0.28 bcd

Leyenda igual que la del Cuadro 4.13.
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S|, sin inocular; P.p., Pseudomonas putida; G. Glomus spp.; C. a., control absoluto (sin inocular
ni fertilizar; c.r., control relativo (sin inocular, y con 120 kgN ha” y 80 kgP ha )

Figura 4.11. Efecto de coinoculacién Pseudomonas putida + Glomus spp.
sobre el peso seco del vastago de trigo a diferentes niveles
de Ny P en campo.



El analisis de correlacion (Cuadro 4.14) muestra una asociacion
altamente significativa entre el peso seco del vastago en el trigo sin inocular y
en el coinoculado con P. putida+G1. Sin embargo, sélo en el trigo con esta
combinacién microbiana, se detectd una correlacion altamente significativa con
relacion al Nt y Pt del vastago, lo que indica que el incremento en la
concentraciéon de N y P del vastago, esta directamente relacionada con la

accion de P. putida+G1.

Contenido de Nitrégeno Total en Grano

En el Cuadro 4.17 y la Figura 4.12 se muestra que la coinoculacion y
los diferentes niveles de N y P, causaron un contenido de nitrégeno total (Nt) en
el grano estadisticamente significativo (P<0.01). P.putida+G1, con 60 kgN ha™,
~causé un Nt en el grano estadisticamente igual al trigo usado como control
relativo pero, cuando se aplico 60 kgN ha' y 40 kgP ha™", la absorcién de N fue
24.4 por ciento superior al mismo trigo control. El incremento en la absorcion
de N, indica que P. putida posiblemente utilizé los exudados radicales para
producir fitorreguladores que aumentaron la densidad de la raiz y, en
consecuencia, aumento la absorcidn radical y la translocacion del N. Lo anterior
concuerda con Barber y Martin (1976) quienes reportaron que en invernadero,
las rizobacterias transforman las substancias orgénicas, producidas por la raiz
de trigo, maiz y centeno, en hormonas, que modifican la morfologia radical,

incrementando la absorcién de agua y N.
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Cuadro 4.17. Comparaciéon de medias de la respuesta contenido de
nitrégeno total en el grano de trigo var. Pavon F-76
coinoculado con Pseudomonas putida/Glomus spp. en

campo.
Tratamiento Inoculacion® Fertilizacion® Nitrogeno
kgN ha’ kgP ha total (%)
1 (c.a.) 0 0 0 1.31 + 0.49 Kkl
2 P.p+ G1 0 0 1.38 + 0.26 ki
3 P.p+G2 0 0 1.51 + 0.23 jk
4 0 0 40 1.41 + 0.16 kI
5 P.p+G1 0 40 0.92 +0.191
6 P.p+G2 0 40 1.53 + 0.19 jkl
7 0 0 80 1.32 + 0.25 ki
8 P.p+ G1 0 80 1.61 + 0.29 hij
9 P.p+G2 0 80 1.69 + 0.30 hij
10 0 60 0 2.03 + 0.58 fgh
11 P.p+G1 60 0 2.42 + 0.14 cde
12 P.p+G2 60 0 2.12 + 0.17 efg
13 0 60 40 1.95 + 0.56 fgh
14 P.p+G1 60 40 3.21 +1.00 ab
15 P.p+G2 60 40 2.59 + 0.29 abc
16 0 60 80 2.43 + 0.25 efg
17 P.p+G1 60 80 2.82 + 0.19 abc
18 P.p+G2 60 80 1.75 + 0.36 ghi
19 0 120 0 2.01 + 0.12 fgh
20 P.p+ G1 120 0 2.62 + 0.22 abc
21 P.p+G2 120 0 2.59 + 0.75 abc
22 0 120 40 2.46 + 0.84 bcd
23 P.p+ G1 120 40 2.28 + 0.96 def
24 P.p+G2 120 40 2.40 + 0.25 cde
25 (c.r.) 0 120 80 2.58 + 0.46 abc
26 P.p+ Gl 120 80 1.43 + 0.54 jkI
27 P.p+G2 120 80 1.59 + 0.51 ijk
28 0 180 0 2.81 + 0.98 abc
29 P.p+ G1 180 0 2.66 + 0.11 abc
30 P.p+G2 180 0 3.01 + 0.19 abc
31 0 180 40 2.88 + 0.39 abc
32 P.p+ G1 180 40 329 +0.17 ab
33 P.p+ G2 180 40 3.04 + 0.95 abc
34 0 180 80 2.89 + 0.18 abc
35 P.p+ Gi 180 80 321+0.11ab
36 P.p+ G2 180 80 3.23+0.15ab

Leyenda igual que la del Cuadro 4.13.
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S, sin inocular; P.p., Pseudomonas putida; G. Glomus spp.; ca., control absoluto (sin inocular
ni fertilizar: c.r., control relativo (sin inocular, y con 120 kgN ha" y 80 kgP ha™).

Figura 4.12. Efecto de coinoculacion Pseudomonas putida + Glomus spp.
sobre el nitrégeno total en el grano de trigo a diferentes
niveles de N y P en campo.
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El trigo coinoculado con P.putida+G2, y sin N ni P, alcanz6 15.3 por ciento mas
Nt que el trigo usado como control absoluto (sin inocular ni fertilizar), lo que confima que
esta combinacién microbiana incremento la absorcion radical del N del suelo. Cuando el
trigo se coinoculé con P. putida+G2, y se aplicd 60 kgN ha” y 40 kgP ha”, alcanzé la
misma cantidad de Nt en el grano que el trigo usado como control relativo, lo que indica
que la concentracion de N en el suelo influyd en la produccion de exudados radicales
del trigo, que P. putida transforma en fitohormonas que mejoran la eficiencia de
absorcion radical. Los cambios fisiologicos de la raiz aumentaron la sensibilidad y el
area de contacto suelo-raiz y mejoraron la eficiencia de absorcion radical y translocacion
del N. La combinacion P. putida+G1 con 60 kgN ha™y 40 kgP ha™, indujo un 24.4 por
ciento mas Nt en el grano que el Nt detectado en el grano del trigo usado como control
relativo, mientras que con P. putida+G2, el Nt fue igual al trigo control relativo. Esta
respuesta del trigo, indica que Glomus 1}y Glomus 2 son especies diferentes, ya que
una mejoré mas la absorcion radical y translocacién de N y P. Este efecto de Glomus,
coincide con Clark y Zeto (1996) quienes reportaron que las especies de Glomus varian
en su capacidad para incrementar la eficiencia de absorcion radical, pues observaron
que el maiz, en suelo pH 7.5 a 8.0, inoculado con G. intraradices y G. etunicatum,
absorbié mayor cantidad de N, P, S, Ca, Mg, K y Na, que el maiz inoculado con G.

diphanum.

La aplicacion de 180 kgN ha™ al trigo sin inocular, no incrementd significa-
tivamente (P<0.01) el Nt del grano, en comparacién con el Nt del trigo usado como
control relativo. Esto prueba que la dosis de N recomendada para la regién, supera la

necesidad real del trigo, por lo que el excedente que no se asimila, causa un continuo
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deterioro del suelo y contaminacion del ambiente, de acuerdo con las diferentes rutas
de la dinamica de N, como lixiviacion de NOs o desnitrificacion de N2O o NH,"
(Marschner, 1995). La coinoculacién no incremento significativamente el Nt en el
grano a este nivel de N, que posiblemente causé un estrés por exceso, y modificé el

tipo de exudado que la planta utiliza para atraer los microorganismos que le benefician.

El Cuadro 4.18 presenta los coeficientes de correlacion entre los inoculantes
y la fertilizacién nitrogenada y fosforada, con relacién a las variables evaluadas en el
grano del trigo. En él se observa que hubo una comrelacién altamente significativa
entre la fertilizacion N y el contenido de Nt en el grano cuando el trigo se coinoculo,
lo que indica que el incremento en el Nt del grano, esta en relacion directa con la
accion benéfica de P. putida+GIomus spp. Asimismo, no se detectd correlacion entre
el trigo sin inocular o coinoculado y la fertilizacién P con relacion al Nt del grano, lo
que prueba que la fertilizacién fosforada, no esta relacionada con el contenido de Nt

del grano.

Cuadro 4.18. Correlaciéon entre las variables evaluadas en el grano del
trigo var. Pavon F-76 coinoculado con Pseudomonas
putida+Glomus spp., y la fertilizacién nitrogenada y fosfo-
rada en campo.

Inoculacién ? Fertilizacion ° v Coeficiente de correlacion
Nitrégeno Fosforo Rendi-
total total miento
Sin inocular N 553 * .055 NS .601*
P .331 NS -.145 NS 541 *
P.p + G1 N 844 ** -.030 NS 699 **
P .294 NS .134 NS 315 NS
P.p+ G2 N .960 ** .077 NS 651 **
P .324 NS .025 NS 741

9]

¥ P.p, Pseudomonas putida, Aislados: G1 Glomus de Reseda luteoka, G2, Glomusde Eruca satva.
Niveles de N = 0, 60, 120 y 180 kgN ha”; niveles de P = 0, 40 y 80 kgP ha'. NS = no significativo, * =
significativo (P<0.05), ** altamente significativo (P<0.01).
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Eficiencia de Absorcion Radical de °N

En el Cuadro 4.19 y la Figura 4.13 se presenta el resultado del efecto
de la coinoculacion sobre el destino del N en el trigo mediante el andlisis
isotépico empleado para demostrar la abosrcién radical de '*N-urea. El trigo
utilizado como control relativo (sin inocular y con 120 kgN ha™ y 80 kgP ha),
absorbi6 44 por ciento de N, lo que coincide con lo reportado por Sanford y
MacKown (1986) quienes encontraron que la eficiencia de absorcion de N en
diferentes genotipos de trigo, varia de 23 a 51 por ciento. Sin embargo, el trigo
coinoculado con P. putida+G1, a 60 kgN ha” y 40 kgP ha’, alcanzé una
eficiencia de absorcion 54.5 por ciento superior al trigo control relativo.
Este resultado indica claramente que los microorganismos incrementaron la
densidad radical de trigo y su actividad y, en consecuencia, la absorcién radical

de N fue mas eficiente.

Cuadro 4.19. Efecto de la inoculacién con Pseudomonas putiday Glomus
spp. sobre la eficiencia de absorcién de '°N en el vastago y
grano del trigo var. Pavon F-76 en campo.

Trata- Inoculacion? Fertilizacion Eficiencia de
miento (kg ha™")° absorcion (%)
N P Vastago Grano
1. (c.r) 0 120 80 44 38
2 G1 60 40 42 40
3. P. putida + G1 60 40 68 45
4. P putida + G1 + G2 60 40 41 41
5 G2 60 80 44 40
6 P. putida + G2 60 80 40 43
7. P. putida +G1+G2 60 80 43 40

c.r., control relahvo G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, G/omus spp. aislado de
Eruca sativa. ® N, aplicado como urea, dosis recomendada 120 kgN ha™'; P, aplicado como
superfosfato triple, dosis recomendada, 80 kgP ha™'.
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Figura 4.13. Efecto de la inoculacién con Pseudomonas putida'y Glomus spp. sobre la eficiencia de
absorcion de ®N en el vastago del trigo a 60 kgN ha™' y dos niveles de P.
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Rennie et al. (1994) senalan que la eficiencia de absorcidon
radical de N depende de la distribucién espacial de las raices, que
puede incrementarse por acciéon hormonal de bacterias benéficas o por
VAM. Ambos procesos, se han comentado en otras partes del
presente trabajo. Cuando el trigo se coinoculd con P.putida+G1+G2,
disminuyé la eficiencia de absorcién de N, probablemente por la
competencia entre los microorganismos por los exudados radicales de
trigo o por el N del suelo, lo cual redujo la actividad benéfica

microbiana.

La Figura 4.14 muestra que, el trigo coinoculado y con 60 kgN
ha' 'y 40 y 80 kgP ha', alcanzé mayor eficiencia de absorcién y
translocacion de nitrégeno que el trigo utilizado como control relativo.
Igual que en el caso del vastago de trigo, la combinacién microbiana
que mas aumentd la absorciéon radical de N en grano, fue P.
putida+G1. El efecto positivo de la coinoculacién sobre la absorcién
radical de '° N, indica la necesidad de coinocular el trigo para ahorrar
y optimizar la fertilizacion N. Esta estrategia, puede reducir el
deterioro del suelo y la contaminacién ambiental causados por los
compuestos nitrogenados generados cuando el exceso de N se somete

a diversas dinamicas naturales.
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Figura 4.14. Efecto de la moculamon con Pseudomonas putlda y Glomus spp. sobre la eficiencia de
absorcién de "N en el grano del trigo a 60 kgN ha™y dos niveles de P.
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Contenido de Fosforo Total en Grano

El Cuadro 420 y la Figura 4.15 muestra que las diferentes
combinaciones de microorganismos y niveles de N y P, causaron una respuesta
significativa (P<0.01) sobre el contenido de fosforo total (Pt) en el grano del
trigo. El trigo coinoculado, y sin N ni P, alcanz6, en promedio, 11.5 por ciento
mas P que el trigo usado como control absoluto (sin inocular y sin N ni P), lo
que indica que P. putida+Glomus spp. incrementaron la solubilizacion,
absorcion radical y translocacion del trigo del P en el suelo calcareo (Valdivia et
al., 1999). La actividad de P. putida sobre la absorcion radical se sugiere de
origen hormonal, lo que concuerda con lo reportado por Leinhos (1994) quien
encontré que Pseudomonas spp. sintetiza auxinas que incrementan la densidad
del sistema radical que, a su vez, aumenta el area de exploracion de la raiz por
el Ny P. El contenido de N y P aprovechable del suelo también influye la
sintesis de fitorreguladores de P. putida. Lo anterior concuerda con Chabot et
al. (1996) quienes reportaron que el maiz inoculado con cepas de
Pseudomonas, conocidas como solubilizadoras de P, y sembrado en suelo con
bajos niveles de N y P aprovechable, absorbié mas P que el maiz inoculado y
sembrado en suelo con cantidades moderadas o altas de estos minerales,
porque en presencia de suficiente N y P, Pseudomonas no sintetiza los
fitorreguladores necesarios para incrementar el area de exploracion del sistema
radical. El suelo de la presente investigacién, es pobre en N y P aprovechable
(Cuadro 3.3), lo que explica el efecto positivo de P. putida sobre la absorcion

radical del P insoluble del suelo.
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Cuadro 4.20. Comparacion de medias de la respuesta contenido de
fésforo total en el grano del trigo var. Pavon F-76
coinoculado con Pseudomonas putida/Glomus spp. en
campo.

Tratamiento Inoculacion® Fertilizacion® Fdsforo total
kgN ha™ kgP ha’ (%)°

1 (c.a.) 0 0 0 0.13+0.03¢c

2 P.p+ G1 0 0 0.15 + 0.02 bc
3 P.p+G2 0 0 0.14+0.07 ¢

4 0 0 40 0.15 + 0.08 bc
5 P.p + G1 0 40 0.15 + 0.09 bc
6 P.p+G2 0 40 0.14 + 0.13 ¢

7 0 0 80 0.16 + 0.10 bc
8 P.p+ G1 0 80 0.15 + 0.09 bc
9 P.p+ G2 0 80 0.16 + 0.08 bc
10 0 60 0 0.14 +0.05¢

11 P.p + Gt 60 0 0.21 +0.11 ab
12 P.p+G2 60 0 0.22 + 0.09 ab
13 0 60 40 0.14+0.10 ¢

14 P.p + G1 60 40 0.18 + 0.12 bc
15 P.p+G2 60 40 0.18 + 0.08 bc
16 0 60 80 0.15+0.13 bc
17 P.p + G1 60 80 0.16 + 0.05 bc
18 P.p+G2 60 80 0.15+ 0.18 bc
19 0 120 0 0.15 + 0.00 bc
20 P.p+ G1 120 0 0.17 + 0.11 bc
21 P.p+ G2 120 0 0.17 + 0.09 bc
22 0 120 40 0.17 + 0.00 bc
23 P.p+ G1 120 40 0.16 + 0.07 bc
24 P.p+ G2 120 40 0.16 + 0.04 bc
25 (c.r.) 0 120 80 0.16 + 0.07 bc
26 P.p+ Gt 120 80 0.16 + 0.12 bc
27 P.p+G2 120 80 0.17 + 0.07 bc
28 0 180 0 0.17 + 0.09 bc
29 P.p + Gt 180 0 0.18 + 0.10 bc
30 P.p+ G2 180 0 0.20 + 0.12 bc
31 0 180 40 0.17 + 0.15 bc
32 P.p + G1 180 40 0.20 + 0.09 bc
33 P.p+ G2 180 40 0.19 + 0.10 bc
34 0 180 80 0.19 + 0.08 bc
35 P.p + Gt 180 80 0.19 + 0.17 bc
36 P.p+ G2 180 80 0.20+0.13 bc

Leyenda igual que la del Cuadro 4.13.
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El etecto benéfico de la coinoculacion fue evidente con el 60 kgN
ha' y sin P, ya que el Pt del grano fue 31.25 por ciento superior al trigo
usado como control relativo. Sin embargo, la aplicacion de P, redujo el
efecto benéfico de Glomus spp. sobre la absorcién radical de trigo.
Palacios et al. (1994) reportaron un efecto del P similar al observado en
este experimento, cuando inocularon cebolla con Glomus fasciculatum a
diferentes dosis de N y P, pues la cebolla inoculada y con 140 kgN ha’’
(sin P), absorbié mas P que la cebolla sin inocular y con 140 kg N y 60
kg P.Os ha ', lo que indica que el P es el factor determinante en la

infeccion micorrizica.

El andlisis de correlacién entre los inoculantes y la fertilizaciéon Ny P
(Cuadro 4.18) muestra valores no significativos entre el N y P aplicado y el Pt
del grano, tanto en el trigo sin inocular, como en el coinoculado, lo que se

interpreté como que los fertilizantes no influyen sobre el Pt del grano.

Rehdimiento de Trigo

El Cuadro 4.21 y la Figura 4.16 muestran que el rendimiento del trigo
sin inocular aumenté proporcionalmente a la dosis de N y P, aunque sin
diferencia estadisticamente significativa (P<0.01) en comparacién con el trigo
usado como control relativo. En general, los niveles crecientes de Ny P, no
causaron un rendimiento proporcional, pues el N, en su dinamica de
transformacion quimica, sigue diversas rutas que no es necesariamente la
asimilacion radical, mientras el P se precipita en suelos calcareos, limitando con

esto la productividad vegetal (Marschner, 1995).
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Cuadro 4.21. Comparaciéon de medias de la respuesta rendimiento del
trigo var. Pavon F-76 coinoculado con Pseudomonas
putida/Glomus spp. en campo.

Tratamiento Inoculacion® Fertilizacion® Rendimiento

kgN ha' kgP ha’ (Vha)°

1 (c.a.) 0 0 0 0.77 + 0.55 ki

2 P.p+ G1 0 0 0.55 +0.32 |

3 P.p+ G2 0 0 048 + 0.19 |

4 0 0 40 1.10 + 0.61 |k

5 P.p+G1 0 40 1.66 + 0.48 ghi

6 P.p+G2 0 40 0.87 + 0.25kl

7 0 0 80 0.96 + 0.53 kI

8 P.p+G1 0 80 0.90 +0.27 kl

9 P.p+ G2 0 80 0.84 + 0.15kl

10 0 60 0 0.99 + 0.20 kl

11 P.p + G1 60 0 1.23 +0.29 ik

12 P.p+ G2 60 0 1.09 + 0.23 jk

13 0 60 40 2.03 + 0.84 efg

14 P.p + G1 60 40 2.583 + 0.04 cd

15 P.p+ G2 60 40 2.08 + 0.91 def

16 0 60 80 1.91 + 0.84 fgh

17 P.p+G1 60 80 2.40 + 0.99 cde

18 P.p+G2 60 80 1.78 + 0.50 gh

19 0 120 0 2.09 + 1.08 def

20 P.p +Gt1 120 0 2.48 + 0.69 cde

21 P.p+G2 120 0 2.73 + 0.78 abc

22 0 120 40 2.29 + 0.10 def

23 P.p + G1 120 40 2.06 + 0.78 def

24 P.p+G2 120 40 2.06 + 0.06 def

25 (c.r.) 0 120 80 2.58 + 0.10 cd

26 P.p+ G1 120 80 1.60 + 0.35 fgh

27 P.p+G2 120 80 1.52 + 0.51 ghi

28 0 180 0 2.64 + 0.16 bc

29 P.p+G1 180 0 1.71 + 0.43 ghi

30 P.p+G2 180 0 1.55 + 0.26 hij

31 0 180 40 2.70 + 0.40 bc

32 P.p + G1 180 40 2.95+0.38 ab

33 P.p+G2 180 40 2.69 +0.24 bc

34 0 180 80 2.79 + 0.10 abc

35 P.p+ G1 180 80 2.76 + 0.19 abc

36 P.p+G2 180 80 2.10 + 0.40 def

Leyenda igual que la del Cuadro 4.13.
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P=0 kg ha™

Rendimiento (t ha-1)
13

0 60 120 180

P=40 kg ha™

Rendimiento (t ha-1)

0 60 120 180

P=80 kg ha™

Rendimiento (t ha-1)
[$,]

0 60 120 180
Nivel de N (kg ha-1)

SI, sin inocular; P.p., Pseudomonas putida; G. Glomus spp.; c.a., control absoluto (sin inocular

ni fertilizar; c.r., control relativo (sin inocular, y con 120 kgN ha™ y 80 kgP ha'1).

Figura 4.16. Efecto de coinoculacion Pseudomonas putida + Glomus spp.
sobre el rendimiento del trigo a diferentes niveles de Ny P en

campo.
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El trigo coinoculado con P. putida+G1y con 60 kgN ha™' y 40 kgP ha',
alcanzo un rendimiento equivalente al trigo usado como control relativo, lo que
indica que P. putida tiene la capacidad de utilizar los exudados radicales de
trigo para producir fitorreguladores que aumentaron la densidad y longitud de
los pelos radicales y, en consecuencia, mejoré la absorcion de N y P. Como
resultado de esto, hubo una mayor translocacion de ambos elementos, que se
reflejé en el rendimiento. Lo anterior se basa en lo reportado por Mufoz y
Valdés (1995) quienes inocularon semillas de maiz con P. putida en
invernadero y observaron que las raices de las plantas inoculadas eran de
mayor longitud y con mayor numero de raices laterales que las del maiz sin
inocular, debido al &cido indolacético y giberelinas sintetizados por la bacteria.
Estos cambios en la fisiologia y morfologia radical, aumentaron la exploracion
por el N y P del suelo, comparado con las raices del maiz sin inocular.
Pseudomonas spp., también contribuye a la infeccién de VAM en la raiz. Fester
ét al. (1999) encontraron que P. fluorescens sintetiza compuestos derivados de
la blumenina, que estimulan la formacién del apresorio entre las células de la
epidermis de la raiz y la hifa, facilitando la penetracion del hongo a la corteza
radical. El efecto de la coinoculacion del trigo en la presente investigacion
concuerda con lo reportado por Germida y Walley (1997) quienes encontraron
que Pseudomonas+Glomus aumenté el rendimiento de trigo significativamente,
con relacion a las plantas sin inocular. Sin embargo, estos autores fertilizaron el
trigo coinoculado con el 100 por ciento de la dosis de N y P recomendada,
mientras que en el presente trabajo, se aplicé el 50 por ciento (60 kgN ha™' y 40

kgP ha’) de la dosis de N y P recomendada. El efecto positivo de P. putida y
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Glomus spp., desde la germinacion a la madurez del cultivo, se atribuye a que
ambos microorganismos fueron aislados de malezas de la region, lo cual
asegura una mayor capacidad de adaptacion y competitividad en la raiz que
microorganismos de registro comercial introducidos de ambientes agricolas

distintos (Jiménez y Sanchez, 1997).

El trigo coinoculado y con 80 kgP ha', alcanzé un rendimiento menor
que el trigo coinoculado y con el 40 kgP ha”', independientemente del nivel de
N. Esto sugiere que la concentracion de P disponible, influyé en el
comportamiento fisiolégico del trigo y esto, a su vez, en la composicién quimica
de sus exudados radicales due, en consecuencia, redujo la actividad de las
hifas de VAM. Lo anterior coincide con lo reportado por Tawaraya et al, (1995)
quienes analizaron el efecto de los exudados radicales de cebolla, fertilizada a
diferentes niveles de P, sobre el crecimiento de hifas VAM en invermnadero.
Estos autores encontraron que las hifas fueron mas abundantes y activas

cuando la cebolla estuvo sometida a estrés de P, que cuando tenia suficiente P.

El analisis de correlacién entre la coinoculacién y el rendimiento del
trigo (Cuadro 4.18) muestra una asociaciéon altamente significativa entre P.
putida+G1 y la fertilizacion N y entre P. putida+G2 y la fertilizacién Ny P, lo que
indica que el efecto benéfico de los microorganismos sobre el rendimiento esta

asociado con la concentracién de N y P del suelo.
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Detecciéon de Pseudomonas putida en el Rizoplano del Trigo Inoculado

El Cuadro 4.22 muestra los resultados de la detecciéon de Pseudomonas
putida, previamente marcada por el método de resistencia a antibidticos, en el
rizoplano del trigo coinoculado con P. putida+Glomus spp. y fertilizado con cuatro

niveles de N y tres de P.

Cuadro 4.22. Densidad poblacional de Pseudomonas putida en el
rizoplano del trigo coinoculado con P. putida+Glomus
Spp. en campo.

Trata- Inoculacién® Fertilizacion® P. putida (ufc g
miento kgN ha™ kgP ha' | raiz de trigo)
1 P.p + G1 0 0 2.3x 10> bcd
2 P.p+G2 0 0 3.1 x10° bc
3 P.p + G1 0 40 4.3x 10> abc
4 P.p+ G2 0 40 3.8 x10° ab
5 P.p + G1 0 80 3.3x10° bc
6 P.p+G2 0 80 3.9 x 10° abc
7 P.p + Gt 60 0 3.9 x 10° abc
8 P.p+G2 60 0 3.1x10° ab
9 P.p +G1 60 40 3.5x10° ab
10 P.p+G2 60 40 4.7 x10° ab
11 P.p+G1 60 80 5.1 x 10> abc
12 P.p+G2 60 80 4.8 x10° ab
13 P.p + G1 120 0 2.1 x10° bcd
14 P.p+G2 120 0 1.7 x 10° bcd
15 P.p+ G1 120 40 2.5x10° bc
16 P.p+G2 120 40 3.0 x 10° bc
17 P.p + G 120 80 1.9 x 10° bed
18 P.p+G2 120 80 2.2 x10° bed
19 P.p+G1. 180 0 2.3 x 10° bcd
20 P.p+G2 180 0 1.7 x10° ab
21 P.p +G1 180 40 1.3 x10° bcd
22 P.p+G2 180 40 2.1 x10° bcd
23 P.p+ Gt 180 80 1.5 x 10° bcd
24 P.p+G2 180 80 1.8 x 10° bcd

*P.p., Pseudomonas putida; G1, Glomus aislado de Reseda luteola; G2 Glomus aislado de

Eruca sativa. °N, aplicado como urea, dosis recomendada 120 kgN ha'; P, aplicado como
superfosfato triple, dosis recomendada, 80 kgP ha' . © Valores con la misma literal, son
estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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El muestreo se realizé al inicio del espigamiento del trigo (etapa 10.5 de
la escala de Feeke). Se cuantificé una densidad poblacional de P. putida que,
segun Kloepper et al. (1985) es suficiente para asegurar el establecimiento
de la bacteria en la raiz del cultivo y una accién bacteriana que puede
modificar el crecimiento de la planta. La densidad poblacién, indica que la
bacteria respondié a los exudados radicales del trigo, que actuaron como
senales de quimiotaxis de atraccién (Millet y Fieldman, 1984) y que
compitié con la poblacién bacteriana nativa de la rizosfera, logrando
colonizar la raiz. Esta respuesta se atribuye a que P. putida, fue aislada
de la maleza Aristida spp. que, al igual que el trigo, es una graminea, lo
que sugiere que ambas plantas liberan exudados radicales
bioguimicamente semejantes. Lo anterior coincide con Bohari et al. (1979)
quienes sefalan que existen similitudes en el contenido de compuestos
nitrogenados y glucosados de los pastizales de zonas templadas. No se
observo diferencia significativa entre la densidad poblacional en el trigo a
diferentes niveles de N y P, lo que prueba que la concentracién de N y P
en el suelo no afectd el establecimiento de P. putida en la raiz y que, en
consecuencia el efecto de la bacteria sobre las variables evaluadas en el
vastago y grano de trigo, se debié a la accion hormonal de P. putida, al
transformar los exudados radicales en fitohormonas, y a su efecto benéfico
sobre la colonizacion de Glomus spp., como se mostré al evaluar el

porcentaje de colonizacion VAM en el trigo en invernadero (Cuadro 4.12).
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Los resultados de esta investigacion, indican que la accion sinérgica de
P. putida + Glomus spp. mejor¢ la eficiencia de absorcion radical del trigo de Ny
P, lo que generd un rendimiento, a 50 por ciento de Ny P (60 kgN ha™' y 40 kgP
ha), semejante al trigo sin inocular y con el 100 por ciento de la dosis de
fertilizacion recomendada. El costo de produccion del trigo coinoculado y con la
dosis reducida de N y P (Cuadro 4.23) no fue significativamente diferente al
trigo sin inocular y con el 100 por ciento de N y P, sin embargo, la
coinoculacién, junto con la fertilizacién fraccionada, ayuda a reducir la cantidad
de compuestos nitrogenados no asimilados por el trigo y, en consecuencia,

disminuye la contaminacion del ambiente.

Cuadro 4.23. Comparacion del costo de la produccion del trigo sin inocular
y con 100 por ciento de N y P y el coinoculado con
Pseudomonas putida/Glomus spp. y con 50 por ciento de N y

P.
Partida Costo ($/ha) ' Costo ($/ha)
Trigo sin inocular Trigo coinoculado

Preparacion del terreno 314.00 314.00
Riegos (rodado y aspersion)  760.00 760.00
Semilla 375.00 375.00
Fertilizacion

Urea 563.45 (120 kgN ha™) 281.72 (60 kgN ha™)

Superfosfato triple 282.60 (80 kgP ha™) 141.30 (40 kgP ha™)

Sulfato de potasio 438.90 (60 kgK ha™) 438.90 (60 kgK ha™)
Inoculante No se aplica 27.39
Trilla 150.00 150.00
Total 2,883.95 2,488.31
Precio de venta (tonelada) 1,600.00 1,600.00
Rendimiento 2.58tha 4,128.00 2.53t/ha 4,048.00

Utilidad 1,244.05 1,559.69




CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en la presente investigacion, se

presentan las siguientes conclusiones.

Las malezas analizadas son una fuente potencial de rizomicro-
organismos benéficos para el trigo en suelos calcareos porque tienen mayor
capacidad de adaptacion y competitividad en la raiz que los microorganismos

introducidos de ambientes agricolas distintos.

La diferencia en la sensibilidad de Glomus spp. a la fertilizacién
nitrogenada y fosforada, indica que se trata de dos especies distintas, ya que la

respuesta del trigo a la coinoculacion varié segun la fuente de VAM utilizada.

La doble inoculacion con los microorganismos probados, mostré que, al
menos en las condiciones establecidas, la demanda de nitrégeno y fosforo del
trigo es, por lo menos, 40 por ciento menor a la dosis recomendada, pues la
respuesta del trigo a la coinoculacién y el 50 por ciento de nitrogeno y fésforo
(60 kgN ha” y 40 kgP ha™'), fue igual o superior a la respuesta del trigo sin

inoculary con el 100 por ciento de la fertilizacion nitrogenada y fosforada.



La respuesta del trigo a la coinoculacion fue dependiente del estrés
nutricional provocado por la escasez de nitrégeno y fosforo, lo que prueba que
la necesidad fisiolégica de la planta por un elemento no disponible, es un factor
limitante para la interaccién entre P. putida y Glomus spp., y entre éstos y la
raiz del trigo. La aplicacion del 100 por ciento de la dosis de fertilizacion
recomendada, confirma lo anterior, pues disminuyé el efecto positivo de los
microorganismos. Esto indica que el incremento en la concentracién de
nitrégeno y fosforo del suelo, modificéd la cantidad y cualidad de los exudados
radicales que actuan como senales de atraccion quimica para los
microorganismos y estimulan su accién benéfica sobre la eficiencia de
absorcion radical, sensibilizando a la raiz para una mayor incorporaciéon de

nitrégeno y foésforo.

El analisis isotépico demostré que, los microorganismos influyeron
directamente en el incremento en la eficiencia de absorcién radical y en la
posterior translocacion del nitrégeno en la planta, lo que indica que los

inoculantes modificaron el metabolismo del nitrogeno y del fosforo del trigo.

Por lo anterior, se acepta la hipdtesis planteada al inicio de esta
investigacion, ya que los rizomicroorganismos P. putida y Glomus spp. de
malezas de suelos calcareos, aumentaron la eficiencia de absorcidn radical del
trigo del nitrogeno y del fosforo, a dosis reducidas de Ny P, que se reflejo en el

incremento del rendimiento.



RESUMEN

Los suelos calcareos, como los del estado de Coahuila, México, limitan
la disponibilidad de N y P y reducen el rendimiento del trigo, lo que lleva a
aplicar dosis crecientes de ambos fertilizantes para mantener el ya bajo
rendimiento. Como consecuencia del estado fisicoquimico del suelo, el
fertilizante N no genera un rendimiento proporcional a la dosis utilizada y los
excedentes, como NO3 y N2O, contaminan los mantos freaticos y la atmdsfera,
mientras que el fertilizante P, por su naturaleza quimica, se precipita o adsorbe
al calcio de las arcillas y disminuye su disponibilidad. Lo anterior, eleva el costo
de produccion, reduce la fertilidad del suelo y contamina el ambiente. Para
resolver en parte este problema, se han implementado diversas alternativas.
En el marco de la agricultura sustentable, una de ellas utiliza microorganismos
que mejoran la eficiencia de asimilacion radical de N y P a dosis reducidas y
fraccionadas de fertilizacion. Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo,
fue evaluar el efecto de la coinoculacién con Pseudomonas putida y Glomus
spp. sobre la eficiencia de absorcién radical de N y P en el trigo. Para ello, se
aislaron rizobacterias benéficas y endomicorrizas vesiculo arbusculares de
raices de malezas de la region. En el invernadero, se seleccionaron los
microorganismos que aceleraron el crecimiento del trigo y, en el campo, se

probo su efecto con diferentes niveles de N y P. Las variables evaluadas fueron
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peso seco, contenido de N y P total y rendimiento del trigo. Ademas, de manera
precisa se determind la eficiencia de absorcién de N en el trigo coinoculado

mediante el analisis isotépico con "°N.

Los resultados muestran que, en invernadero, la coinoculacion del trigo
con P. putida+Glomus spp., con 50 por ciento de Ny P (60 kgN ha y 40 kgP
ha™') incremento el peso seco total 68.3 por ciento, en comparacién con el peso
del trigo usado como control relativo (sin inocular y con 120 kgN ha” y 80 kgP
ha'). Se supone que ello fue debido a que P. putida promovié la proliferacion
de pelos radicales, asi como la infeccién de la raiz por Glomus, lo que, a su vez,
incremento la eficiencia de absorcién de N y P. El incremento del peso seco
total se atribuyo a las hormonas que P. putida posiblemente sintetizé a partir de
los exudados radicales y a la accién sinérgica con Glomus, que incrementé el
area de exploracién radical y la sensibilizacién por el N y P. El peso seco total
del trigo coinoculado, no respondié a la aplicacién de 60 kgN ha”'y 80 kgP
ha™', en comparacién con el peso del trigo usado como control relativo, ya que,
al suplir la demanda de P, disminuye la produccién de exudados radicales que
P. putida utiliza para transformar en fitohormonas y que, a su vez, inducen la

infeccion radical del trigo por Glomus.

En campo, la coinoculacion P. putida+Glomus spp. incrementd la
absorcion y translocacién de N y P en el vastago del trigo sin fertilizar, al igual
que causé un aumento de 45.8 por ciento en el contenido de N total (Nt),

comparado con el Nt del trigo usado como control absoluto (sin inocular ni
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fertilizar), mientras que el contenido de P total (Pt) fue similar al del trigo usado
como control relativo. Lo anterior se atribuyé a que los microorganismos
mejoraron la capacidad radical para solubilizar, absorber y translocar el Ny P
del suelo. La coinoculacién aumenté la absorcién y translocacién de N y P al
grano del trigo, especialmente con 60 kgN ha™ y 40 kgP ha™', pues el Nt en el
grano fue 24.4 por ciento superior al Nt del trigo usado como control relativo.
Asimismo, la combinacién microbiana, con 60 kgN ha™ (sin P), incrementd en
un 31.25 por ciento el Pt en el grano, en comparacién con el Pt del trigo usado
como control relativo. Este efecto indica que P. putida+Glomus spp.,
incrementaron el area de exploracion radical y, por tanto, la eficiencia de
absorcién de N y P. El analisis isotépico con 15N-urea, confirmé que la
coinoculacién incrementé la eficiencia de absorcién radical de N en el trigo,
pues el trigo coinoculado con P. putida+G1, con 60 kgN ha™ y 40 kgP ha™,
alcanzé 54.5 por ciento mas N en el vastago y 18.4 por ciento mas N en el
grano, que el trigo usado como control relativo. Este resultado muestra que la
coinoculacién aumento la eficiencia de absorcién radical de '°N del trigo, lo cual
puede disminuir la concentracion de N no asimilado, que causa deterioro del

suelo y contaminacién ambiental.

La coinoculacién del trigo y 60 kgN ha” y 40 kgP ha' causé un
rendimiento estadisticamente igual (P<0.01) al trigo usado como control
relativo. El efecto positivo de la coinoculacién, se atribuyd a la actividad
microbiana sinérgica de P. putida y Glomus spp., que aumentd la capacidad de

exploracion de la raiz del trigo e incrementé la absorcion y translocacién del Ny
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P. En el trigo coinoculado, la aplicacion de 120 kgN ha™' y 80 kgP ha™' redujo el
rendimiento, probablemente porque la alteracion nutricional vegetal causé
cambios en la calidad y cantidad de los exudados radicales lo que, en
consecuencia, disminuyé la actividad de P. putida, asi como la infeccion y
actividad de Glomus spp., lo cual redujo la absorcion radical de N y P. El efecto
positivo de la coinoculacién sobre el rendimiento del trigo, con 60 kgN ha™,
indica claramente que la dosis de N recomendada para la region es excesiva,

pues sobrepasa la capacidad de absorcién radical de la planta.

Lo anterior muestra que la coinoculaciéon del trigo con rizomicro-
organismos especificos para las condiciones edaficas y climaticas de la regién,
aunado a una dosis reducida de fertilizante N y P, es una alternativa para
resolver, en parte, el problema del cultivo de trigo en suelos calcareos, ya que al
incrementarse la eficiencia de asimilacién radical de N y P, disminuye el

deterioro del suelo y la contaminacion ambiental.
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Cuadro A. 1. Analisis de varianza del efecto de la inoculacion con
rizobacterias sobre el peso seco total del trigo var. Pavon F-
76 al amacollamiento en invernadero.
FV GL SC CM Fc Fa
0.05
Tratamiento 6 2585924.0  430987.3 2.8749 * 2.85
Error 14 2098808.0  149914.8
Total 20 4684735.0
CV =29.18% * Significativo
Cuadro A. 2. Analisis de varianza del efecto de la inoculacién con
rizobacterias sobre el peso seco total del trigo var. Pavén F-
76 al espigamiento en invernadero.
FV GL SC CM Fc Fa
0.05
Tratamiento 6 21187360.0 35311226.75 5.1788 ** 2.85
Error 14 9546096.0 681864.00
Total 20 30733456.0
CV =29.93% ** Altamente significativo
Cuadro A. 3. Analisis de varianza del efecto de la inoculacién con
Pseudomonas putida y Glomus spp. sobre el peso seco
radical del trigo var. Pavén F-76 en invernadero.
FV GL SC CM Fc Fa
0.01
Tratamiento 13 15.386351 1.183564 9.608 **  0.0000
Error 28 3.449103  0.1231823

Total

41 18.835454

CV =21.00%

** Altamente significativo
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Cuadro A. 4. Andlisis de varianza del efecto de la inoculacién con
Pseudomonas putida'’y Glomus spp. sobre el peso seco del

vastago del trigo var. Pavon F-76 en invernadero.

FV GL SC CM Fc Fo
0.01
Tratamiento 19.447632 1.495917 9.388 ** 0.0000
Error 4461725 0.1593473
Total 23.909357
CV =18.72% ** Altamente significativo

Cuadro A. 5. Anadlisis de varianza del efecto de la

inoculaciéon con

Pseudomonas putiday Glomus spp. sobre el peso seco total
del trigo var. Pavon F-76 en invernadero.

FV GL SC CM Fc Fa
. 0.01
Tratamiento 46.981666 3.6139743 9.063**  0.0000
Error 11.164877  0.3987456
Total 58.146542
CV = 16.60% ** Altamente significativo
Cuadro A. 6. Analisis de varianza del efecto de la coinoculacién con
- Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el contenido de
nitrégeno total en el vastago del trigo var. Pavén F-76 en
campo.
FV GL SC CM Fc Fa
0.01
A:Inoculacion 2 0.1502955 0.0751478 4.480 NS 0.0135
B: Urea 3 7.1302566 2.3767522 141.697 ** 0.0000
C: SFT 2 3.1939532 1.5969766 95.203 ** 0.0000
AxB 6 1.1305465 0.1884244 11.233 ** 0.0000
AxC 4 0.2432094 0.0608024 3.625 ** 0.0082
BxC 6 5.8307337 0.9717889 57.936 ** 0.0000
AxBxC 12 1.3585241 0.1132103 6.749 ** 0.0000
Error 108 1.8115360 0.0167735
Total 143 20.849055
CV = 12.59% NS = No significativo ** Altamente significativo
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Cuadro A.7. Andlisis de varianza del efecto de la coinoculacion con

Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el contenido de
fésforo total en el vastago del trigo var. Pavén F-76 en

campo.
0.01

A: Inoculacion 2 0.0044179  0.0022090 29.459 ** 0.0000
B: Urea 3 0.0242470 0.0080823 107.788 ** 0.0000
C: SFT 2 0.0190910 0.0095455 127.301 ** 0.0000
AxB 6 0.0167481 0.0027914 37.226 ** 0.0000
AxC 4 0.0092614  0.0023153 30.878 ** 0.0000
BxC 6 0.0050055 0.0008343 11.126 ** 0.0000
AxBxC 12 0.0176923 0.0014744 19.662 ** 0.0000
Error - 108 0.0080983  0.0000749838
Total 143 0.1045615
CV =10.09% ** Altamente significativo

Cuadro A. 8. Andlisis de varianza del efecto de la coinoculacién con

Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el peso seco de

vastago del trigo var. Pavén F-76 en campo.

FV GL SC CM Fc Fa

0.01
A: Inoculacion 2 6.350773 3.175386 11.128 ** 0.0000
B: Urea 3 35.605449 11.868483 41.593 ** 0.0000
C: SFT 2 14.059433 7.029717 24.635** 0.0000
AxB 6 5.791701 0.9652835 3.383 ** 0.0043
AXC 4 26.877279 6.7193197 23.548 ** 0.0000
BxC 6 16.851939 2.8086565  9.843 ** 0.0000
AxBxC 12 39.945247  3.3287705 11.666 ** 0.0000

Error 108 30.817952 0.2853514
Total 143 176.29977
CV =15.52% ** Altamente significativo
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Andlisis de varianza del efecto de la coinoculacién con
Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el contenido de
nitrégeno total en el grano del trigo var. Pavon F-76 en

campo.
FV GL SC CM Fc Fa
0.01
A: Inoculacién 2 0.591586 0.295793 2.552 NS 0.0826
B: Urea 3 50.679735  16.893245 145.745 ** 0.0000
C: SFT 2 1.180474 0.590237 5.092 ** 0.0077
AxB 6 6.2236646  1.0372774 8.094 ** 0.0000
AxC 4 1.6043564  0.4010891 3.460 NS 0.0106
BxC 6 5.9675915  0.9945986 8.581 ** 0.0000
AxBxC 12 3.3968035  0.5330670 4599 ** 0.0000
Error 108 12.518232 0.1159096
Total 143 85.162443
CV =14.53% NS = No significativo ** Altamente significativo
Cuadro A.10. Analisis de varianza del efecto de la coinoculacién con
Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el contenido de
fésforo total en el grano del trigo var. Pavén F-76 en campo.
FV GL SC CM Fc Fa
0.05
A: Inoculacién 2 0.0002538 0.0001269 0.257 NS 0.7738
B: Urea 3 0.0230879  0.0076960 15.583 ** 0.0000
C: SFT 2 0.0010777  0.0005389 1.091 NS 0.3395
AxB 6 0.0083738  0.0013956 2.826 0.0136
AxC 4 0.0066278  0.0016569 3.355 ** 0.0125
BxC 6 0.0108491 0.0018082 3.661 ** 0.0024
AxBxC 12 0.0124042  0.0010337 2.093* 0.0231
Error 108 0.0533388  0.000493877
Total 143 0.1160132
CV=1191% NS = No significativo * Significativo ** Altamente significativo
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Cuadro A.11. Andlisis de varianza del efecto de la coinoculacién con
Pseudomonas putida/Glomus spp. sobre el rendimiento del
trigo var. Pavon F-76 en campo.

FV GL SC CM ' Fc Fa
0.01

A: Inoculacién 2 2.565376 1.282688 22.085 ** 0.0000
B: Urea 3 49.718273  16.572758 285.346 ** 0.0000
C: SFT 2 7.666499 3.833249 66.000 ** 0.0000
AxB 6 1611625  0.2686042 4.625** 0.0003
AxC 4 2278729  0.5696822 9.809 ** 0.0000
BxC 6 10.518918 1.7531530 30.185 ** 0.0000
AXBxC 12 6.457051  0.5380876 9.265 ** 0.0000
Error 108 6.2725948 0.0580796
Total 143 87.089065

CV =13.02% ** Altamente significativo



Cuadro A 12. Efecto de la inoculacién con rizobacterias aisladas de malezas sobre el peso seco del trigo var.
Pavén F-76 con 60 kgN ha™” en invernadero.

P e s o s e c o(q)

Trata- |inoculacion Raiz Tallo Hoja Espiga Total
miento Amacolla- Espiga- Amacolla- Espiga- Amacolla- Espiga-

miento miento miento miento miento miento
1 (c.r.) 0 048 b [1.02 a 0.82 ab 0.95 abc|1.33 ab [0.44 ab |[1.50 abc|3.66 ab
2 RB1 040 b 10.79 bc  |0.70 abc |0.73 bc |[1.17 ab [0.32 bc 1.22 bc |3.01 abc
3 RB2 0.34 ¢ [0.58 ¢ 0.44 bcd 054 ¢ [0.80 bc |0.27 bc [094 ¢ |[2.08 cd
4 RB3 067 a [0.92 ab [0.42 bcd 1.38 a |0.93 ab [0.24 cd 1.61 ab [2.41 bcd
5 RB4 0.55 ab |0.98 a 1.10 a 1.76 ab [1.51 a |0.50 a 1.92 a |4.08 a
6 RB1+RB2 [0.39 b |0.67 bc |0.31 cd 055 c¢c (041 c |0.21 cd 1.08 bc |1.61 cd
7 RB3+RB4 |0.33 ¢ |0.65 bc |0.23 d 0.65 bc [0.40 ¢ |0.12 d 1.12 bc [1.10 d

c.r., control relativo (sin inocular y con 60 kgN ha™). Aislados: RB1, de Reseda luteola; RB2, de Asphodelus fistulosus; RB3, de Eruca sativa;
RB4, de Aristida spp. Medias corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales (DMS P<0.05)
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Cuadro A.13. Efecto de la inoculacion con Pseudomonas putiday Glomus spp. sobre el peso del trigo var. Pavén
F-76 con 60 kgN ha™ y dos dosis de P en invernadero.

Trata- Inoculacion kgP ha™ P e s o s e ¢ o(q)

miento Raiz Vastago Total
1. (c.a)) 0 0 0.55 d 0.69 d 1.23 d
2. (c.r.) 0 80 1.49 bcd 1.95 abc 3.44 cd
3 G1 40 1.17 cd 2.03 abc 3.20 cd
4, G1 80 1.11 cd 3.14a 4.25 bc
5. P. putida + G1 40 2.19 abc 2.09 abc 4.28 bc
6 P. putida + G1 80 1.89 abc 2.16 ab 4.03 bc
7 G2 40 1.64 bcd 3.14a 4.78 bc
8 G2 80 1.02 cd 1.94 bcd 2.96 cd
9. P. putida + G2 40 2.00 abc 0.96 cd 2.96 cd
10. P. putida + G2 : 80 2.63 a 1.91 bed 4.57 bc
11. G1+G2 40 1.54 bcd 2.29 ab 3.83 bc
12. G1+G2 80 1.49 bcd 2.18 ab 3.68 bc
13. P. putida + G1 + G2 40 2.76 a 3.03 a 579 b
14. P. putida + G1 + G2 80 2.11 abc 2.32 ab 4.44 bc

c.a., control absoluto (sin inocular ni fertilizar); c.r., control relativo (sin inocular y con 120 kgN ha™ y 80 kgP ha™). Aislados: G1, Glomus spp. de
Reseda luteola; G2, Glomus spp. de Eruca sativa. Medias corresponden a tres repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente
iguales (Tukey, P<0.05).
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Cuadro A. 14. Efecto de la coinoculacién Pseudomonas putida/Glomus sobre la variables evaluadas en el
vastago del trigo var. Pavén F-76 a diferentes niveles de N y P en campo.

Variables evaluadas en el vastago |

Trata- Inoculacion 2 Fertilizacion® Nitrogeno total Fostforo total Peso seco
miento kgNha'  kgP ha™ (%) (%) (tha)
1 (c.a) 0 0 0 0.48 Im 0.05 cd 1.83 jk

2 P.p+G1 0 0 0.69 jkI 0.04 d 2.61 hij

3 P.p+G2 0 0 0.72 jkI 0.06 bcd 2.27 ik

4 0 0 40 0.78 ijk 0.06 bcd 2.58 hijj

5 P.p+G1 0 40 0.88 fgh 0.08 bcd 3.08 efg

6 P.p+ G2 0 40 0.90 fgh 0.10 abc 3.08 efg

7 0 0 80 0.87 fgh 0.05 cd 2.59 hij

8 P.p+ G1 0 80 0.85 fgh 0.09 abc 2.56 hij

9 P.p+G2 0 80 0.84 hij 0.08 bcd 3.30 efg

10 0 60 0 0.70 jkl 0.06 bcd 2.09 ijk

11 P.p + Gt 60 0 0.58 kim 0.06 bcd 3.01 fgh

12 P.p+G2 60 0 0.75 ijk 0.08 bcd 2.97 fgh

13 0 60 40 0.82 ijk 0.08 bcd 2.69 fgh

14 P.p+Gi 60 40 0.96 fgh 0.07 bcd 2.90 ghi

15 P.p+ G2 60 40 1.00 efg 0.16 a 3.93 def

16 0 60 80 1.25 cde 0.06 bcd 4.21 def

17 P.p+ Gt 60 80 1.93 a 0.12 abc 4.19 def

18 P.p+ G2 60 80 211 a 0.10 abc 3.92 def

19 0 120 0 0.92 fgh 0.07 bcd 2.27 ik

20 P.p+ G1 120 0 0.77 ijk 0.06 bcd 5.17 bcd

21 P.p+G2 120 0 044 m 0.05 d 4.05 def

22 0 120 40 0.90 fgh 0.06 bcd 14.15 def

23 P.p+G1 120 40 0.90 fgh 0.06 bcd 14.40 def

24 P.p+G2 120 40 0.94 fgh 0.10 abc 2.57 hijj

ot



Cuadro A.14......... continuacion.

25 (c.r) 0 120 80 1.12 def 0.10 abc 4.45 de

26 P.p+ Gt 120 80 0.92 fgh 0.11 abc 2.35 ijk

27 P.p+G2 120 80 0.87 fgh 0.07 bcd 3.37 efg
28 0 180 0 1.36 cd 0.10 abc 2.95 fgh
29 P.p + G1 180 0 1.31 cd 0.10 abc 4.50 cde
30 P.p+G2 180 0 1.43 def 0.08 bcd 2.11 ijk

31 0 180 40 1.50 ¢ 0.11 abc 2.78 ghi
32 P.p+ Gt 180 40 1.52 ¢ 0.12 abc 5.31 bcd
33 P.p+G2 180 40 1.30 cd 0.08 abc 5.40 bcd
34 0 180 80 1.11 def 0.12 abc 4.95 cde
35 P.p+ G1 180 80 1.35 cd 0.10 abc 3.47 efg
36 P.p+ G2 180 80 1.25 cde 0.11 abc 5.33 bcd

c.a., control absoluto; c.r., control relativo. * P.p, Pseudomonas putida; G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de
Eruca sativa. ® N aplicado como urea, dosis recomendada, 120 kgN ha™; P, aplicado somo superfosfato triple, dosis recomendada, 80 kgP ha™'. ©
Media y error estandar de cuatro repeticiones. Valores con la misma literal, son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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Cuadro A. 15. Efecto de la coinoculacidon Pseudomonas putida/Glomus sobre la variables evaluadas en el grano

del trigo var. Pavén F-76 a diferentes niveles de N y P en campo.

Variables evaluadas en el grano

Trata- Inoculacién @ Fertilizacion® Nitrégeno total Fosforo total Rendimiento
miento kgNha'  kgP ha’ (%) (%) (tha™)
1 (c.a.) 0 0 0 1.31kl 0.13 ¢ 0.77 K
2 P.p+ G1 0 0 1.38 kl 0.15 bc 0.55 |

3 P.p+ G2 0 0 1.51 jkl 0.14 ¢ 0.48 |

4 0 0 40 1.41 kl 0.15 bc 1.10 jk
5 P.p + G1 0 40 0.921 0.15 bc 1.66 ghi
6 P.p+ G2 0 40 1.53 jkl 0.14 ¢ 0.87 Kkl
7 0 0 80 1.32 kl 0.16 bc 0.96 Kl
8 P.p + G1 0 80 1.61 hij 0.15 bc 0.90 K
9 P.p+ G2 0 80 1.69 hij 0.16 bc 0.84 ki
10 0 60 0 2.03 fgh 0.14 c 0.99 ki
11 P.p + G1 60 0 2.42 cde 0.21 ab 1.23 ijk
12 P.p+G2 60 0 2.12 efg 0.22 ab 1.09 jk
13 0 60 40 1.95 fgh 0.14 ¢ 2.03 efg
14 P.p + G1 60 40 3.21 ab 0.18 bc 2.53 cd
15 P.p+G2 60 40 2.59 abc 0.18 bc 2.08 def
16 0 60 80 2.43 efg 0.15 bc 1.91 fgh
17 P.p+ G1 60 80 2.82 abc 0.16 bc 2.40 cde
18 P.p+G2 60 80 1.75 ghi 0.15 bc 1.78 gh
19 0 120 0 2.01 fgh 0.15 bc 2.09 def
20 P.p + G1 120 0 2.62 abc 0.17 bc 2.48 cde
21 P.p+G2 120 0 2.59 abc 0.17 bc 2.73 abc
22 0 120 40 2.46 bcd 0.17 bc 2.29 def
23 P.p + G1 120 40 2.28 def 0.16 bc 2.06 def
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Cuadro A.15......... continuacion.

24 ' P.p+ G2 120 40 2.40 cde 0.16 bc 2.06 def
25 (c.r) 0 120 80 2.58 abc 0.16 be 2.58 cd
26 P.p + G1 120 80 1.43 jki 0.16 bc 1.60 fgh
27 P.p +G2 120 80 1.59 ijk 0.17 be 1.52 ghi
28 0 180 0 2.81 abc 0.17 be 2.64 bc
29 P.p + G1 180 0 2.66 abc 0.18 bc 1.71 ghi
30 : P.p+G2 180 0 3.01 abc 0.20 be 1.55 hij
31 0 180 40 2.88 abc 0.17 be 2.70 be
32 . P.p + G1 180 40 3.29 ab 0.20 bc 2.95 ab
33 P.p+G2 180 40 3.04 abc 0.19 bc 2.69 bc
34 0 180 80 2.89 abc 0.19 bc 2.79 abc
35 P.p+ G1 180 80 3.21 ab 0.19 bc 2.76 abc
36 P.p+ G2 180 80 3.23 ab 0.20 bc 2.10 def

c.a., control absoluto c.r., control relativo.  P.p, Pseudomonas putida; G1 Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de
Eruca sativa. °N apllcado como urea, dosis recomendada, 120 kgN ha'; P, aplicado somo superfosfato triple, dosis recomendada, 80 kgP ha™'.
Media y error estandar de cuatro repeticiones. Valores con la misma hteral son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.01).
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