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INTRODUCCION

La industria semillera ha crecido considerablemente a nivel mundial,
convirtiéndose en una alternativa de mantener, proteger y cuidar la viabilidad
del germoplasma mexicano utilizando tecnologia en los diferentes procesos,
entre ellos el uso de fertilizantes en el manejo agrondmico para su
reproduccion y aplicacion de productos a base de hormonas vegetales

conocidas como fitohormonas.

Existen una gran diversidad de fertilizantes clasificados en inorganicos
y organicos su diferencia denota que los primeros provienen de reacciones
quimicas principalmente de yacimientos mineros, no son renovables y se
convierten en un contaminante téxico al medio ambiente, mientras los
fertilizantes organicos son de origen natural, biodegradables y pueden
funcionar como fitohormonas, un ejemplo de ello los generados por

microorganismos.

En los ultimos afos se ha mostrado un creciente interés en la
aplicacién de fertilizantes organicos de origen microbiano incorporados como
tratamientos a la semilla. Sus actividades biolégicas y microbioldgicas en los
suelos desempefan un papel de gran importancia en cultivos de alto
rendimiento mediante su inoculacién. Estas bacterias son aisladas de
cultivos como cereales, pastos forrajeros y recientemente de cactaceas,
presentan efectos favorables en la produccién desde la germinacién y en el
desarrollo de las plantas en la velocidad de crecimiento de raices, longitud y
densidad (Okon and Labandera-Gonzalez, 1994).

Un ejemplo de ello es la bacteria del género Azospirillum sp.
organismo gram negativo que habita en la rizosfera del suelo, estimula la

formacion de raices, fija nitrégeno (N) de vida libre, es capaz de incrementar



la velocidad de germinacion en cereales (Boddey y Dobereiner, 1988),
favorece la emergencia hasta 50 % en pastos (Esqueda et al., 2004),
promueve la produccion de auxinas e incrementa la tasa de crecimiento
aérea provocando una mayor absorcion de agua y nutrientes. En estudios
recientes se presentaron efectos favorables a la aplicacion de Azospirillum al

inicio del proceso de germinacién en algunos cultivos (Fallik et al., 1998).

El trigo es uno de los cultivos importantes en el desarrollo econémico,
el mas cultivado por ser fuente de alimento y como forraje destinado a la
alimentacion animal. En su sistema de produccion de semillas existen
algunos procesos importantes a considerar para su comercializacion, el
tratamiento quimico que ayuda a la proteccién de posibles patdgenos y el
almacenamiento quien marca la conservacion de la calidad fisioldgica
expresado en porcentaje de germinacion. (SNICS, 2006). Con base a lo

anterior se planteo el siguiente objetivo e hipotesis.

Palabras claves: Azospirillum sp, captan, fertilizacion, trigo harinero.



Objetivo
= Evaluar el efecto de la inoculacién con Azospirillum sp en la calidad

fisiologica de semillas con y sin tratamiento quimico de cinco

genotipos de trigo harinero.

Hipotesis

= El tratamiento quimico no limita el efecto de la inoculacidén en la

calidad de la semilla.



REVISION DE LITERATURA

Fertilizacion

En México, la practica de fertilizacion mas comun en trigo es la
aplicacion de nitrégeno en el momento de la siembra, con la posibilidad de
agregar otra dosis al final de macollaje. En etapa temprana se refleja con
mejores rendimientos y en etapas tardias en mejorar la cantidad y calidad de
las proteinas en el grano (Sarandén and Caldiz 1990; Sarandén and
Gianibelli, 1990).

La fertilizacidon tiene como objetivo primordial permitir que la planta
exprese su maximo potencial productivo para obtener una alta rentabilidad y
lograr con esto una alta produccién del cultivo, pero el incremento de
fertilizantes convencionales durante las ultimas décadas dio origen a
procesos de transformacion en el medio ambiente produciendo alteraciones

fisico-quimicas y bioldgicas.

Ademas, cuando una determinada especie es cultivada afo tras afo
en un mismo suelo provoca una reduccién de uno o varios nutrientes, y es
preciso reponerlos con la aplicacion de fertilizantes adecuados que
estimulen el crecimiento de las plantas. Se menciona que con la aplicacion
de fertilizantes quimicos complementados con microorganismos da
resultados favorables con la facilidad de adquirir mayores nutrientes y
mejorar el estado fisiolégico del cultivo. EI caso mas conocido es la
interaccion entre leguminosas y las bacterias del género Rhizobium (Gibson
and Nutman, 1960; Pate, 1973) que ayuda a la fijacion biolégica de nitrégeno
(Racca, 2003).



Fertilizacion gquimica

Los fertilizantes quimicos aportan nutrientes esenciales a las plantas,
hay tres sustancias principales en su composicién: el nitrégeno, el fésforo y
el potasio las cuales son las mas importantes en el crecimiento vigoroso de

las plantas y necesarias por su facil reduccion en el suelo.

Los fertilizantes pueden presentar efectos positivos indirectos en el
medio ambiente natural cuando se tiene un uso adecuado de ellos (Massaro,
2004), permitiendo intensificar la agricultura en los terrenos existentes y
reduciendo la necesidades de expandirse hacia otras tierras que puedan

tener usos naturales o sociales distintos.

Efectos de la fertilizacion quimica

Los fertilizantes de origen sintético soélo suplen la parte nutricional de

las plantas y no tienen efectos benéficos en la condicion fisica del suelo.

Los fertilizantes son indispensables a las exigencias de altos niveles
de productividad por el mercado global y a la carencia natural de nutrientes,
sin embargo, su uso provoca impactos negativos en el medio ambiente tales
como: degradacion de suelos y contaminacion de acuiferos; por ello es
necesario un uso sustentable de los fertilizantes sin afectar el medio
desarrollando nuevas tecnologias y planes de fertilizacion como la

combinacion de fertilizantes quimicos y organicos, Rodriguez et al. (1996).

Fertilizacion organica microbiana

La utilizacion de fertilizantes organicos es una practica que ha
despertado sumo interés en los ultimos afios ya que radica en su relacion
con numerosas propiedades del suelo permitiendo un mejor desarrollo del
cultivo.

Los fertilizantes organicos de origen microbiano del suelo son
incorporados al cultivo por diversas vias sobre todo por semilla, resultando

favorable su accion.



Las bacterias del género Azospirillum obtenidos de la rizosfera de las
plantas se le atribuyen propiedades de gran interés como son la disposicion
de nitrégenos asi como la penetracion de los nutrientes en las plantas,
ademas de no perjudicar al medio ambiente, brindar una oportunidad mas
para los agricultores y ser un nuevo mecanismo de fertilizacion (Garcia,
1994).

Efectos de la fertilizacion organica microbiana

Varios microorganismos del suelo comunes en la rizosfera son
capaces de producir cantidades de fitohormonas, producciéon que tiene un

pronunciado efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Bellone y Bellone (2001), mencionan que Azospirillum spp. es una
rizobacteria fijadora del nitrogeno del aire que promueve el crecimiento
cuando es inoculada especialmente en gramineas. Salamone y Nelson
(2001) comprobaron efectos benéficos directos sobre el crecimiento vegetal

de las rizobacterias productoras de fitohormonas.

Bacteria del genero Azospirillum

Después del descubrimiento de la asociacidn simbidtica de la
bacteria Rhizobium, se encontr6 el genero Azospirillum habitante en los
suelos de los cereales y en la superficie de las raices. Este género
proporciona nitrogeno necesario a la planta, reduce el uso de fertilizantes
quimicos y aumenta el rendimiento de los cereales (Day y Dobereiner,
1976).



Clasificacion taxondémica y caracteristicas de la bacteria

La clasificacion del genero Azospirillum sp. realizada por Tarrand et al
(1978), para sustituir el nombre de Spirillum describiendo su division en las

especies basada en el manual de Bergeye's (1984):

Categoria Clasificacién
Reino Procaryote
Division Gracillicute
Clase Scotobacteria
Familia No existe
Genero Azospirillum
Especie Spp.

Las bacterias del genero Azospirilum., son gram negativas,
promueven el crecimiento vegetal deseable para lograr cultivos de alta
productividad, capaz de incrementar la velocidad de germinacion en semillas
de cereales (Boddey y Dobereiner, 1988), favorecen la emergencia en
pastos en 50 % (Esqueda et al., 2004) estimulan la formacién de raices, son
fijadores de nitrégeno (N) de vida libre, habitan y se desarrollan en grandes
cantidades en la rizésfera del suelo caracterizada por presentar una alta
concentracion de nutrientes en comparacion con otros suelos por la
presencia de compuestos liberados en las plantas (Rovira, 1973). El
Azospirillum promueve la produccion de auxinas donde la tasa de
crecimiento aérea incrementa y existe una mayor absorcion de agua y
nutrientes. Se ha documentado la potencialidad de la asociacidn entre esta
bacteria y los cultivos para aumentar la produccion y tener efectos favorables
en el crecimiento de cultivo como mijo, arroz, y trigo (Okon, 1985; Tien et al.,
1979; Bashan et al., 1990).



Efectos positivos a lainoculacién con Azospirillum.

Los mecanismos que explicarian las respuestas en desarrollo y
produccion de los cultivos a la inoculacion con Azospirillum sp. pueden ser
directos o indirectos. Directos al favorecer a las plantas mejorando su nivel
de nutricion, facilitar la disponibilidad de nutrientes o incrementar la
superficie de absorcion de las raices y los indirectos a través de la
interaccién con otros microorganismos al facilitar desarrollo normal de las
plantas (Dobbelaere et al., 2003).

Algunos de estos microorganismos han sido eficientemente aislados y
multiplicados, permitiendo la formulacion de inoculantes para su aplicacion
en produccion de cultivos (Bashan, 1998). Algunos antecedentes muestran
efectos en la fijacion libre del nitrégeno atmosférico, la produccion y
liberacion de hormonas promotoras del crecimiento radical (ej. auxinas,
giberelinas, citoquininas), y de enzimas tales como las pectinoliticas,
distorsionando la funcionalidad de células de las raices y el aumento en la
produccion de exudados y promoviendo al crecimiento de otros organismos

rizosféricos (Bashan y Levanony, 1990; Okon y Labandera-Gonzalez, 1994).

Es bien conocido que las bacterias rizosféricas tienen un efecto
benéfico para el crecimiento de las plantas (Ddbereiner 1992; Baldani et
al.,1997; Mantelin and Touraine, 2004). Por ese motivo las rizobacterias han
sido ampliamente difundidas como alternativa para reducir el uso de
agroquimicos o fertilizantes con la finalidad de disminuir costos vy
contaminacién ambiental (Dobbelaere et al., 2002; Roy et al., 2002; Kozdroj
et al., 2004).



Calidad de semillas

La calidad de semilla puede ser vista como un patrén de excelencia
que va a determinar el desempeno de la semilla en la siembra o en el

almacén (Hampton, 2001).

Las semillas almacenadas por algun tiempo o en malas condiciones
fisicas presentan bajos indices de vigor, germinacién y de sanidad
provocados por la presencia de organismos patdgenos, por ello resulta
esencial la aplicacién de tratamiento quimico a la semilla para una buena

conservacion, emergencia y desarrollo de la planta.

Los tratamientos de semillas son desinfectantes quimicos aplicados

antes de sembrarlas y evitan una gran cantidad de enfermedades en campo.

Los organismos patdgenos se encuentran tanto en la semilla como
en el suelo, atacando a la misma y los retofios jovenes, causan putrefaccion
en ella y dafo al momento de su germinacion, el uso apropiado de
tratamientos destruiria tales organismos protegiendo y dando lugar a

mejores plantas saludables.

Los tratamientos quimicos pueden aplicarse en forma de polvo,
lechada o liquido y depende del tiempo de accion del producto una vez

aplicado a la semilla.

Germinacion

El proceso de germinacion, es esencialmente la reiniciacion del
crecimiento del embrién una vez superado el periodo de latencia y cuando
las condiciones de temperatura, luz, disponibilidad de oxigeno y agua son
las adecuadas, la semilla es capaz de someterse a estrés enérgico y poder
dar buena respuesta de germinacion, asi como tener una buena emergencia

en campo (Internacional seed testing / Association, 1996).



Para que la semilla cumpla con su objetivo es necesario que el
embrion se transforme en una plantula, que sea capaz de valerse por si
misma y, finalmente convertirse en una planta adulta. Todo ello comprende
una serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos cuyo resultado final es

la germinacion de las semillas.

Varias definiciones de germinacion de la semilla han sido propuestas,

y es importante entender sus distinciones.

Para el fisidlogo de semillas, la germinacion es definida como la

emergencia de la radicula a través de la cubierta de la semilla.

Para el analista de semillas, la germinacion es “la emergencia y
desarrollo del embrion de la semilla de aquellas estructuras esenciales
segun el tipo de semillas en cuestion (Association of Official Seed Analysts,
1981).

Otros consideran la germinacién como el crecimiento activo por el
embrion dando como resultado la rotura de la cubierta de la semilla y la
emergencia de una planta joven. Por lo tanto, todas las definiciones incluyen
alguna medida del desarrollo de una plantula, aunque ocurre esto

subsiguiente al evento de germinacion.

En los laboratorios de semillas es dificil conducir pruebas de
germinacién con diferentes temperaturas al mismo tiempo, y por esa razén
Arse, (1965) publicé un trabajo referido a una mesa con gradientes de
temperatura, donde indica que ésta representa una gran utilidad en la
investigacion, porque ademas de proveer un amplio rango de temperaturas
que pueden ser ajustadas facilmente, permite reproducir el experimento con

exactitud y precision.
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Las pruebas de germinacién son utilizadas comunmente para
determinar la viabilidad de la semilla. La prueba de germinacion es una
valoracion y tiene ciertas limitaciones como estimacién universal de la

calidad de la semilla (Copeland y McDonald. 1985).

La prueba de germinacion o porcentaje de plantulas normales se
emplean en los programas de certificaciéon de semillas como un indicador de
la calidad fisiologica de los lotes, que permite la maxima expresién del
potencial de germinacion (AOSA, 1983).

La aplicaciéon de Azospirillum estimula la germinacion y desarrollo
vegetal en algunos genotipos debido a que cada especie crea una rizésfera
con caracteristicas unicas que pueden neutralizar las funciones de estas

bacterias o inhibir su crecimiento. (Canto-Martin et al., 2004).

Vigor de la semilla

El vigor en semillas tiene muchas definiciones, segun Moreno (1996)
es la suma total de aquellas propiedades que determina el nivel potencial de
actividad y comportamiento de la semilla o partida de semillas durante la

germinacion y la emergencia de plantulas.

McDonald (1980) define vigor de semilla como aquellas propiedades
de la semilla que determinan el potencial para una rapida emergencia
uniforme y crecimiento normal de la semilla bajo un amplio rango de

condiciones de campo.

Por otro lado la AOSA (2002) sefiala que el vigor de la semilla incluye
procesos y reacciones bioquimicas durante la germinacién con reacciones
enzimaticas y actividad respiratoria, velocidad y uniformidad de la
emergencia y crecimiento de las plantulas en el campo, la habilidad de las

plantulas para emerger bajo condiciones de campos desfavorables.

11



El vigor es una caracteristica fisiologica determinada por el genotipo y
modificada por el ambiente, que gobierna la capacidad de una semilla para
producir rapidamente una plantula en el suelo y el limite en el cual la semilla

tolera una gama de factores ambientales.

Copeland (1976), determiné una serie de conceptos que han surgido
para expresar el significado de vigor en términos de semillas plantula y
planta desarrollada.
e Rapidez de germinacion
e Uniformidad de germinacion y desarrollo de la planta bajo condiciones
no uniformes.
e Habilidad para emerger a través de la corteza del suelo.
e Germinacion y emergencia de plantula en suelo helado, humedo o
infestado por patégenos.
e Desarrollo morfolégico normal en plantulas.
e Produccion en campo y capacidad de almacenamiento bajo

condiciones optimas o adversas.

La influencia del vigor puede persistir a través de la vida de la planta y

afectar la produccion (Perry, 1972).

Envejecimiento acelerado

Esta prueba fue desarrollada por Delouche (1995) para predecir la

capacidad de almacenamiento de la semilla.

El envejecimiento acelerado (EA), es un método que consiste en
exponer las semillas por cortos periodos de tiempo a dos variables
ambientales: alta humedad y alta temperatura, las cuales causan un rapido
deterioro de la semilla. Los lotes de semillas de alto vigor resistiran estas
condiciones de estrés extremas y la tasa de deterioro es baja en

comparacién con aquellos lotes de bajo vigor (AOSA, 1983).

12



Las condiciones ambientales a las cuales estaran expuestas las
semillas dependen de la especie, segun las reglas de la AOSA. Estas
condiciones se asumen como similares a las que ocurren durante el

envejecimiento natural de las semillas.

Longitud media de plumula

La tasa de crecimiento se considera como una prueba de vigor al
tener implicito dos términos que forman parte de la definicién de vigor en

semillas, estos son la rapidez y uniformidad de germinacion (AOSA, 1983).

La uniformidad de crecimiento puede medirse a través de la
variabilidad que presente un lote semillas. Un lote con un alto porcentaje de
semillas muertas se considera de baja calidad, en cambio un lote con un alto
porcentaje de semillas viables no quiere decir que sea de buena calidad ya
que si posee una alta variabilidad habria un rango amplio de tiempo desde el
comienzo al término de la germinacién, originandose, plantulas de tamafios
variables (Perry, 1982).

La longitud media de plumula obtenida al final de un periodo y
comparado con el testigo de alto vigor, permite calificar el vigor de
diferentes lotes, Torres et al (2006) mencionan que en chile piquen no afecta
la inoculacién de Azospirillum sp. en este parametro, siendo las longitudes

muy similares al testigo.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area experimental

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Ensayos
de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo de Tecnologia de
Semillas (CCDTS), Departamento de Fitomejoramiento de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Buenavista, Saltillo, Coahuila,

México.

Material genético

Fueron utilizados cinco materiales de trigo, cuatro comerciales y una linea
experimental del Programa de Cereales de la Universidad Autbnoma Agraria
“Antonio Narro” producidos en el ciclo otofio-invierno 2006 e identificados en
el Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Identificacion de los cinco materiales de trigo (triticum aestivum)
evaluados con la inoculacion de Azospirillum spp.

Identificacion del genotipo Genotipo
G1 Mochis
G2 Pavon
G3 Bacanora
G4 AN-388
G5 Galvez
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Aislamiento de la bacteria

Las plantulas fueron lavada con agua corriente para eliminar restos de tierra,
después se les cortd el tallo dejando unicamente las raices secundarias,
estas fueron colocadas en cajas petri estériles y se lavaron con alcohol al
95% por un minuto, pasado éste tiempo se retiro el alcohol para ser lavadas
con agua estéril (3 veces), se retiro el agua y las raices secundarias
identificadas se colocaron en tubos de ensaye de 18 x 150 mm que
contienen 10ml de solucién salina (NaCl 0.085%) previamente esterilizado,

se dejaron macerar por 24 horas a temperatura de 25°C.

Posteriormente se prepar6 el medio selectivo NFb Dobereiner y Day (1975),

cuya composicion es la siguiente:

Medio NFb
COMPOSICION g/LT
KH2 PO4 0.04
K2H PO4 0.6
MgSO4 . 7H20 0.2
NaCl 0.1
CaCl2 0.02
NaMoO4 . 2H20 0.02
FeCI3 Trazas
Malato de Sodio 5.0
Agar 20.0
Azul de Bromotimol 0.5 (Alcohol)

Las sales se disolvieron en 500ml de agua destilada se anadié azul de
bromotinol (5 gotas) ajustando el pH a 6.8 con hidroxido de sodio (0.1N) y
posteriormente el medio se coloco en una parrilla de calentamiento y
agitacion mecanica para mezclar todos los componentes, después se

precedid a esterilizar en olla de presion a 15 Ib por 15 minutos; ya

15



esterilizado el medio se repartidé en cajas petri previamente esterilizadas, y

se espero a que solidificara para ser utilizado.
Identificacidn del genero Azospirillum.

Los tubos que contenian la solucion salina y las raicillas se agitaron
manualmente y se tomd una pequefia cantidad con el asa de platino y se
sembrd por estrias en las cajas petri que contenian el medio NFb, dichas

cajas se incubaron a 28°C por 72 horas.

Trascurrido el tiempo las colonias que se desarrollaron en el medio NFb
fueron seleccionadas por la pigmentacion que presentan (amarilla,
anaranjada y crema), una colonia por cada caja petri que contenia agar
nutritivo, después se incubaron a 28°C por 72 horas, para aislar la bacteria

del genero Azospirillum.
Inoculacion de Azospirillum sp.

Se utilizaron cepas de Azospirillum sp. (106 bacterias mL-1), aislada de
raices de trigo de Buenavista Coahuila y reproducidas en NFb y agar rojo
congo a 28° C. por 72 horas. Se determiné la concentracién por el método
de dilucién en placa y se diluyé a 10° UFC ml !, de la emulsién preparada se

tomaron 10 ml y se mezclaron con 250 grs. de semillas en cada tratamiento.
Tratamientos

Para el planteamiento de tratamientos se tomaron 250 gramos de semilla de
cada material considerando cuatro tratamientos: 1) Semillas inoculadas con
10° bacterias mL-1 de Azospirillum spp., 2) Semillas tratadas con tratamiento
quimico (captan) a una dosis recomendada de 1 g/ L por Kg mas la
inoculacién con Azospirillum spp al 10° bacterias mL-1., 3) Semillas sin
tratamiento quimico (captan) y sin aplicacion de Azospirillum spp.
consideradas como el testigo y 4) Semillas con tratamiento quimico (captan)

sin inoculacion.
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Parametros evaluados

Capacidad de germinacion (CG)

Esta prueba fue desarrollas por la ISTA (1999), con algunas modificaciones,
sembrando 25 semillas por tratamiento de cada material con cuatro
repeticiones cada una sobre papel anchor humedecido con agua, colocando
otra hoja de papel anchor humedo encima de las semillas sembradas,
enrollando en forma de tacos, identificados de acuerdo a la muestra y el
namero de repeticion con lapiz tinta. Colocando los tacos dentro de una
bolsa plastica transparente para evitar la perdida de humedad, finalmente
llevadas a una camara de germinacién Seedburo Equipment a 25 °C +1°C
con 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad. Después de seis dias se
evaluaron las plantulas normales, anormales vy semillas sin germinar o
muertas, conforme a la AOSA (1992).

Plantulas normales (PN).

Se consideraron como aquellas que manifestaron un mejor desarrollo de sus
estructuras esenciales; radicula e hipocotilo, tomando como criterio un
minimo de 2 centimetros para considerar como plantula normal a los seis

dias, expresado en porcentaje.

Plantulas anormales (PA).

Las plantulas anormales, fueron aquellas que presentaron deficiencias en su
estructura, lo que le impediria su desarrollo normal, presentando

caracteristicas como pobre desarrollo de la raiz y plumula débil. El resultado

fue expresado en porcentaje.
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Semillas sin germinar (SSG).

Las semillas que no presentaron una emergencia o0 cambios en su
estructura, como la presencia de la testa rota, fueron consideradas como

semillas sin germinar. El resultado fue expresado en porcentaje.

Vigor (Envejecimiento acelerado)

Se utiliz6 el método de la AOSA (1992), que consta de un vaso de
precipitado conteniendo 100 mL de agua para llevar a condiciones de +95%
en humedad relativa, introduciendo un soporte con malla plastica
sosteniendo 100 semillas de cada material y tratamiento. Para evitar
cualquier pérdida de humedad dentro del frasco, se tapd con un plastico y
colocando una liga. Los vasos se colocaron dentro de una camara VWR
Scientific por un tiempo de exposiciéon de 5 dias a 39 °C. Al finalizar el
periodo de envejecimiento se sacaron las semillas y se realizo una prueba
de germinacion tal como se describié anteriormente con cuatro repeticiones

de 25 semillas.

Longitud media de plumula (LMP)

Para determinar esta variable, se utilizaron las plantulas normales de la
prueba de germinacion y las resultantes del envejecimiento acelerado, con el
fin de evaluar el vigor, se midi6 la longitud de la plumula de cada plantula
con ayuda de una regla métrica y registrando el promedio de cada

repeticion, por material y tratamiento expresandola en centimetros.

Peso seco

De las plantulas normales evaluadas anteriormente se descarto el resto de
semilla, dejando la plumula o vastago y la raiz; las cuales se colocaron en
bolsas de papel estraza e introducidas en una camara durante 24 horas a
65°C. Pasado el tiempo se sacaron y enfriaron en un desecador de vidrio

con silica gel por 15 minutos y pesando las bolsas con plantulas en una
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balanza analitica de 0.0001 de precisidon de acuerdo a las reglas de la
AOSA (1992). Los resultados se registraron en miligramos por plantulas
normales en base a 100 semillas multiplicando por cuatro.

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones.

Andlisis Estadistico

Los analisis de varianza para los tratamientos se realizaron mediante
el paquete estadistico SAS versién 6.0 (1989), con el siguiente modelo

estadistico:

Yij = + Si + €ij
Yij = Valor observado.
M = Efecto de la media general.
Si = Efecto del i ésimo tratamiento

€ij = Error experimental.

Comparacion de Medias

Se utilizo la prueba de rango estudentizado de Tukey (HSD), la cual

se calcula mediante:

HSD = AES S x

Donde: AES depende del nivel a, los grados de libertad del error y el numero
de tratamientos del experimento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Capacidad de germinacién

Plantulas normales

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza para esta variable
mostraron que no hubo diferencias entre los genotipos ni en la interaccion
genotipo x tratamiento (Cuadro 4.1), pero si una alta significancia entre
tratamientos (p< 0.01). la prueba de medias mostré6 que el tratamiento 2
obtuvo el mayor promedio en el porcentaje de germinacién con 95%,
seguido por el T4 y T1 dentro del mismo grupo de significancia. El testigo

(T3) obtuvo el menor porcentaje con 80.4%

Cuadro 4.1 cuadrados medios del andlisis de varianza, cuadrados medios y
prueba de medias para las variables evaluadas en los genotipos estudiados
en cinco materiales de semilla de trigo en la capacidad de germinacion.

F.V. GL GER PA SSG LMP PS
TRATAMIENTO 3  859.93** 825.60** 4.266"° 200.40** 18.29"°
GENOTIPO 4  357.30NS  308.30N°  13.70M  193.87** 562N
TRA*GEN 12 182.76"°  141.10" 12.76"® 5861N  37.73\S
TRA*REP 12 220.66™° 172.26"° 8.266N 2363  11.74N
ERROR 48
CV 13.73 141.75 149.75 13.57 32.616
T1 9060 BA 8.00 BA 140 A 3253 A 1222 A
T2 9500A 360 B 140 A 3464 A 1230 A
T3 80.40B 1760A 220 A 2750 B 1373 A
T4 93.40A 440 B 220 A 3361 A 1144 A

PN= plantulas normales, PA= plantulas anormales, SSG= semillas sin germinar,
LMP= longitud media de plumula, PS= peso seco, ** =Altamente significativo,*=
Significativo, NS= No significativo, CV= Coeficiente de variacion, Prueba de Tukey

al 0.001%
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Sin embargo, en la Figura 4.1, numéricamente se observa que G4 y
G5 obtuvieron mayor porcentaje de PN en T4 y T2 marcando que no hay
diferencia si la semilla se encuentra tratada con quimico (T4 captan) que si
se le aplica la bacteria (T2); en el caso de G1 y G2 en los mismos
tratamientos (T4 y T2) el aplicar la bacteria aumenta el numero de PN
cercano al 98%, sugiriendo que la aplicacion de Azospirillum ayuda en el
proceso de germinacion con el aumento del crecimiento para PN como lo
mencionaron Okon and Labandera-Gonzélez (1994), en contraste, G3 al
aplicarle la bacteria, el tratamiento quimico y su combinacién (T1, T2 y T4),
obtuvo una mejor respuesta que al no ser tratada (T3), sugiriendo
nuevamente que la bacteria favorece la germinacion de las semillas (Boddey
y Dobereiner, 1988) y el utilizar el captan o tratamientos quimico ayuda su

proteccion contra patégenos que afectan la germinacion.

Plantulas anormales

En esta variable, no se encontré diferencias entre los genotipos ni en
la interaccion genotipo x tratamiento (Cuadro 4.1), pero si una alta
significancia entre tratamientos (p< 0.01), donde el tratamiento 3 (testigo)
presentd el mayor porcentaje de plantulas anormales con 17.6%. Con
respecto a la comparacién de medias (Cuadro 4.1) los tratamientos T1y T2
resultaron estadisticamente iguales con 17.6 y 8.0%, mientras que T2 y T4

reflejaron porcentajes menores al 5 %.

En la Figura 4.1, se observa que Bacanora (G3) numéricamente
presentd mayores anormalidades en T3, indicando que la semilla estuviera
deteriorada o fuera recién cosechada y por lo tanto algo de latencia, sin
embargo en T2 (inoculo de Azospirillum sp. y tratamiento quimico) se redujo
el porcentaje de anormalidades, dando resultados favorables. En el caso de
G4 (AN-388) y G5 (Galvez) del mismo tratamiento (T3) también disminuyé
el numero de PA con valores cercanos al 12%. La capacidad germinativa de
un lote de semillas de diferentes condiciones es una propiedad que
determina el potencial para una rapida emergencia y crecimiento normal
(Copeland y McDonald 1985). A diferencia de los genotipos AN-388 y

21



Galvez al aplicar la bacteria y el tratamiento quimico (T2) obtuvo una mejor
respuesta que al no ser tratada (T3), sugiriendo que el inoculo mas el

captan favorecieron la disminucion de PA.
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Azospirillum Azospirillum+Captan  Testigo Captan

Figura 4.1. Respuesta del efecto de los tratamientos estudiados en cinco
materiales de semilla de trigo en la capacidad de germinacion.

Semillas sin germinar

En esta variable no se detectaron diferencias entre tratamientos y
genotipos lo que indica que estadisticamente fueron iguales (Cuadro 4.1).
Sin embargo se observo que el genotipo Mochis (G1) presenté el mayor
porcentaje de semillas sin germinar en el T4 con un valor de 8%, mostrado
en la Figura 4.1, seguido del Bacanora (G3) con 4% en el T2 y T3, mientras
que en el T1 presento valores bajos en los genotipos estudiados, sugiriendo
que la aplicacion de la bacteria pudiera estimular la germinacién y desarrollo
vegetal en algunos genotipos tal como la han reportado Canto-Martin et al.
(2004).
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Longitud media de plumula

En el andlisis de varianza se encontr6 una diferencia altamente
significativa entre tratamientos y genotipos (cuadro 4.1). De acuerdo a la
comparacion de medias con respecto a los tratamientos se encontraron dos
grupos estadisticos indicando que los T1, T2, y T4 fueron iguales con una
longitud de 32 a 35 cm; mientras que el testigo (T3) resulté con un valor de
27.5 cm. En genotipos, la comparacion de medias reportd tres grupos
estadisticos, donde AN-388 (G4) y Galvez (G5) formaron el primer grupo de
significancia con los valores mas altos de 34 a 37 cm; mientras que Mochis
(G1), Pavdn (G2) y Bacanora (G3) correspondieron a otro con valores mas
bajos con a 31 cm, pero Mochis (G1) y AN-388 (G4) pertenecen a un grupo

intermedio (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 Prueba de medias para las variables evaluadas en los genotipos
estudiados en cinco materiales de semilla de trigo en la capacidad de
germinacion.

Genotipos GERPN PA SSG LMP PS
Mochis 89.0 A 82 A 3.0A 30.5 BC 12.7A
Pavon 85.2 A 13.5A 1.2A 281 C 12.3 A

Bacanora 855A 13.5A 25A 30.3 C 12.7 A
AN-388 95.2 A 3.2 A 1.5A 347 BA 114 A
Galvéz 942 A 50 A 0.7A 36.5 A 12.8 A

GERPN=Plantulas normales, PA=Plantulas anormales, SSG= Semillas sin
germinar, LMP= Longitud media de plumula, PS= peso seco,Prueba de Tukey al
0.001%

En la Figura 4.2, se observa que Galvez (G5) numéricamente obtuvo
mayor longitud media de plumula en los tratamientos T2, T3 y T4 indicando
que hubo diferencias cuando la semilla fue uUnicamente inoculada con
Azospirillum (T1). EI Bacanora (G3) con tratamientos T1 y T2 resulto
favorable al aplicar la bacteria ya que aumenté su LMP, dando valores
cercanos a los 9 cm, sugiriendo que la aplicacién de Azospirillum influye
significativamente en el crecimiento de la parte aérea de la planta en algunos
genotipos, éstos resultados tienden a parecerse a lo obtenido por Canto-
Martin et al., (2004) en el cultivo de Chile (Capsicum chinense Jacquin),
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quienes reportaron que la inoculacién con Azospirillum ejercié un efecto
positivo sobre la longitud media de plumula y el peso seco de la parte aérea
de la planta.
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Figura 4.2. Comportamiento de la longitud de plumula de semillas de
genotipos en los cinco materiales de trigo.

Peso seco

En esta variable no hubo diferencias entre genotipos y tratamientos, lo
que indica que estadisticamente fueron iguales (cuadro 4.1).
Sin embargo en la Figura 4.3 se aprecié que Bacanora (G3) presenté mayor
peso seco en el T3 con 21 mg/plantula, resultando el genotipo con mayor
vigor a pesar de que tuvo un menor porcentaje de germinacion, lo cual indica
que las pocas plantulas normales obtenidas presentaron un alto peso

influyendo a tener alto vigor en la semilla.

En la aplicacion de tratamiento quimico (T4) en el mismo genotipo
(G3) resultd con un menor peso de 6 mg/plantula, indicando que
posiblemente la semilla es afectada o susceptible al tratamiento quimico que
se utiliza comunmente en la industria semillera provocando un deterioro en

su vigor.
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Figura 4.3. Comportamiento del peso seco en semillas nuevas y
almacenadas con y sin tratamiento quimico.

Envejecimiento acelerado

El ANVA para el porcentaje de germinacidon después del
envejecimiento acelerado (EAPN), no presento resultados significativos entre
genotipos, pero si una diferencia altamente significativa entre tratamientos al

(p< 0.01), tal como aparece en el Cuadro 4.3.
En la comparacion de medias del mismo cuadro, los tratamientos T1y

T2 resultaron estadisticamente iguales con porcentajes de 93 a 95%,

mientras que T4 resulto con un valor de 87%.
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Cuadro 4.3 Cuadrados medios en el analisis de varianza y comparacion de
medias para las variables evaluadas en los genotipos estudiados en cinco
materiales de semilla de trigo.

F.V GL EAPN EAPA EASSG EALMP  EAPS
TRATAMIENTO 3  263.13* 109.00* 63.20* 51.83**  18.47**
GENOTIPO 4 9050 2530NS  24.80N 2440 23.74N
TRA*GEN 12 21.96™ 4583 14538 2217NS  1.255NS
TRA*REP 12 42.46N 20.73"  19.86™ 1268  1.687"°
ERROR 48
CV 7.052 92.2415 97.662 9.639 8.049
T1 936BA 480BA 22B 36.22A 12.37A
T2 9460A 200B 34BA 3336B 11.68A
T3 88.4BC 7.20A 44BA 3364BA 11.70A
T4 87.00C 6.60A 6.4A 2247 B 10.11 B

EAPN= Envejecimiento Acelerado plantulas normales, EAPA= Envejecimiento
acelerado plantulas anormales, EASSG= Envejecimiento acelerado semillas sin
germinar, EALMP=envejecimiento acelerado longitud media de plumula, EAPS=
envejecimiento acelerado peso seco, ** =Altamente significativo,*= Significativo,
NS= No significativo, CV= Coeficiente de variacion, Prueba de Tukey al 0.001%

Numéricamente, los genotipos Pavon (G2), Bacanora (G3) y AN-388
(G4) obtuvieron el mayor porcentaje de EAPN en los tratamientos T1 y T2
mostrados en la Figura 4.4, resaltando que AN-388 obtuvo resultados
similares cuando la semilla esta tratada con quimico y se le aplicara la
bacteria que sin tratamiento y se inoculara la bacteria. En el caso de Pavon
aumenté el numero de EAPN cuando se inoculd la bacteria Azospirillum sp.
si la semilla esta tratada con captan, dando valores cercanos al 97%, estos
resultados sugieren que Pavon (G2) es de alto vigor cuando se aplica la
bacteria a semilla tratada y almacenada talvez por ser un genotipo resistente
a alta humedad y temperatura, capaz de someterse a estrés enérgico y
mostrar buena respuesta de germinaciéon, asi como tener una buena

emergencia en campo (ISTA, 1996).
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Figura 4.4 Comportamiento del efecto de los tratamientos estudiados en
cinco materiales de semilla de trigo almacenada.

En lo que respecta a las plantulas anormales (PA) resultantes
después del envejecimiento, no hubo diferencia significativa entre los
genotipos, pero si una diferencia significativa entre tratamientos (Cuadro
4.2), de acuerdo a la comparacién de medias se observa que T1, T3 y T4
estadisticamente fueron iguales con valores de 4 a 7%, pero el testigo (T3)
resultd el mas afectado con mayor numero de PA (7.2%).en general a todos
los genotipos les fue desfavorable por las condiciones de la prueba, ya que
aumentd su grado de deterioro, reflejado en el numero de plantulas
anormales (Roberts, 1986 y Spears, 1995), asi como por lo descrito por
Besnier (1989) quien menciona que el envejecimiento puede producir dafio,
lo que se traduce en un aumento en la aparicion de malformaciones en las
plantulas. Sin embargo T1 y T2 pertenecen al mismo grupo estadistico al
presentar los menores porcentajes de PA con 2.0 a 4%, sugiriendo que la
presencia de la bacteria en semilla almacenada tratada y sin tratar, tiene un
efecto benéfico para la germinacion y disminucidén de plantulas anormales
(Dobereiner 1992; Baldani et al.,1997; Mantelin & Touraine, 2004).

Semillas sin germinar mostrd solamente diferencia significativa entre
tratamientos (Cuadro 4.3). El T4 resulté con el mayor numero de semillas sin

germinar con valor de 6.4%, seguido de los tratamientos T2 y T3 con 3 a
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5%, mientras que el T1 obtuvo un porcentaje menor de semillas muertas con
2.2%, de acuerdo a estos resultados podemos decir que la aplicaciéon de la
bacteria con semilla tratada y sin tratar en el almacén ayudd a incrementar el
numero de semillas germinadas favoreciendo la disminuciéon de semillas sin
germinar (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 2000), como fue en casode T1y T2 en

comparacion de T3 y T4 quienes fueron los de mas alto porcentaje de SSG.

Longitud media de plumula después del envejecimiento acelerado

Los resultados del analisis de varianza mostraron que no hubo
diferencias entre genotipos Cuadro 4.3, sin embargo existieron diferencias
significativas entre tratamientos, donde T1 mostré mayor LMP con 36.22 cm
y siendo T1 y T3 estadisticamente iguales con una LMP de 33 a 36 cm

mientras T2y T4 con 22y 33 cm.

En la Figura 4.4 se observa que los genotipos tuvieron diferencias
numéricas, como AN-388 (G4) quien obtuvo mayor longitud media de
plumula en los tratamientos T1 y T2, sugiriendo que la aplicacion de
Azospirillum en este genotipo le ayudo a tener un crecimiento en las plantas
(Dobereiner 1992; Baldani et al.,1997; Mantelin & Touraine, 2004);
comportamiento contrario al que mostré6 Pavon (G2), quien obtuvo mayor
LMP en los T3 y T4 con valores aproximados a 35 cm, lo cual nos indica que
los resultados obtenidos sefialaron que la respuesta a la inoculacion puede
varia en funcién del grado de fertilidad y la disponibilidad de agua de los
suelos, observando la importancia que puede adquirir Azospirillum en el
cultivo (Rodrigue et al. 1996).

Peso seco después del envejecimiento acelerado
En lo que respecta al peso seco se encontré una diferencia altamente

significativa entre tratamientos y genotipos (Cuadro 4.3) con un CV de 8.0%;

En la comparacién de medias, los tratamientos T1, T2, y T3 resultaron ser
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estadisticamente iguales con 11 a 12 mg/plantula de PS a diferencia de T4,
quien resulto con un bajo peso seco de 10.11 mg/plantula.

En la comparacion de medias entre los genotipos, Mochis (G1) y Pavon (G2)
pertenecieron al primer grupo con los valores mas altos de 12 a 13
mg/plantula, mientras Bacanora (G3), AN-388 (G4) y Galvez (G5) a los mas
bajos con un peso de 10 mg/plantula.

Sin embargo en la Figura 4.3, numéricamente se observa que Pavén
(G2) obtuvo mayor PS en los tratamientos T1 y T2 sugiriendo una respuesta
similar a la reportada por Canto-Martin et al., (2004) pero en chile (Capsicum
chinense Jacquin). Al parecer la aplicacion de la bacteria promovio la
acumulacioén de peso seco debido a su actividad ayudando a la absorcién de

nutrientes y por ello la acumulacién de biomasa (Alami et al., 2000).
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CONCLUSION

Con los resultados obtenidos en este trabajo se llegd a la conclusién

siguiente:

La inoculacién de Azospirillum sp. en las semillas de la mayoria de los
genotipos estudiados con y sin tratamiento quimico favorecié su

calidad fisioldgica.

La inoculacién de Azospirillum sp. después del almacenamiento
ayudo a los genotipos Mochis, Pavon y AN-388 a presentar un alto
porcentaje de germinacién lo que nos indica que la presencia de la

bacteria resulta para reforzar la produccién de trigo.
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