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ABSTRACT. A possible solution to minimize the problem of wheat production in calcareous soils is fo in-
crease mitrogen and phosphorus assimilation with bicinoculations using phosphorus solubilizing microor-
ganisms. The aim of this work was to explore the effect of individual inoculations with two Glomus species
(G1 and G2) and the coinoculation with Glomus and Pseudomonas putida (Ps) on dry matter production
and total N and P in wheat fertilized with 50% nitrogen and two phosphorus levels. Wheat seeds were in-
oculated and grown in Leonard jars which contained a sterile Jensen’s solution amended with N and P.
The G1+G2+Ps combination increased root dry weight 85.2% and shoot dry weight 55.4% in wheat fertil-
ized with 50% P:Os compared with the control wheat (100% N and P7QOs). The addition of 100% P,0; in-
hibited the beneficial effect of the coinoculation observed as a reduction in phosphorus solubilization and
assimilation. Shoot total N in the coinoculated wheat fertilized with 50% P, 0s was slightly superior to the
control plants while shoot total P was 86% higher that the uninoculated wheat 100% fertilized.
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RESUMEN. Una posible estrategia para minimizar el problema de la produccién de trigo en suelos calca-
reos es incrementar la eficiencia de asimilacién de los fertilizantes nitrogenado y fosforado mediante la
inoculacién con microorganismos que solubilizan fésforo. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto de la inoculacién individual de dos especies de Glomus (G1 y G2) y la coinoculacidn con Glomus y
Pseudomonas putida (Ps) sobre la materia seca y el N y P total de trigo a 50% de fertilizante nitrogenado y
dos niveles de fésforo. Se inocularon semillas de trigo y se sembraron en jarras Leonard alimentadas con
solucién mineral de Jensen enriquecida con N y P, La combinacién G1+G2+Ps increment6 85.2% el peso
seco radical y 55.4% el peso seco de vistago del trigo fertilizado con 50% de P:0s en relacién al trigo con-
trol (100% de N y P,05). E1 100% de P05 inhibi6 el efecto benéfico de la coinoculacién al reducir la solubi-
lizacién y asimilacion del fosforo. EIN total del vistago del trigo coinoculado y fertilizado con 50% de Py0s
fue ligeramente mayor que el trigo control, mientras que el P total del vistago fue 86% mayor que el trigo
no inoculado y 100% fertilizado.
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En algunas zonas del norte de México los suelos calcd-  ro en el suelo, al reducir la disponibilidad de N, la reten-

reos limitan la disponibilidad de nitrégeno y fosforo que,
aunade a la escasez de agua, reducen el rendimiento de
trigo a niveles inferiores a los de otras zonas del pais®. El
problema se agudiza pues el trigo tiene una baja tasa de
asimilacion de fertilizante N de 24 y 50%!'. Una altenati-
va para resolver parcialmente este problema en frigo es la
aplicacién de dosis crecientes de fertilizante N y P. Sin em-
bargo, la incapacidad de la planta para asimilar eficiente-
mente estos fertilizantes permite excedentes que contami-
nan el agrosistema con NOy” y NO, " y elevan los costos de
produccion.?

Dada 1a relacién dindmica entre el nitrégeno y el fésfo-

cidn de P se incrementa.® El problema de la disponibilidad
del fasforo en el suelo también se debe, en parte, a que éste
se adsorbe al calcio unido a las arcillas o se precipita por lo
que sélo el 1% del fosforo total del suelo estd disponible
para las plantas.' Esta situacion es més critica en los sue-
los calcdreos en donde la unién de los fosfatos al calcio o
magnesio disminuye aun mds su disponibilidad y en conse-
cuencia su asimilacién.’®

Una estrategia que puede resolver de manera parcial el
problema, es mejorar la eficiencia de asimilacion radical
del trigo para el fertilizante nitrogenado y/o fosforado me-
diante la inoculacién con bacterias promotoras del creci-



Valdivia-Urdiales et al.

miento vegetal’ y/o endomicorrizas.* Se ha reportado res-
puesta positiva de gramineas a 1a inoculacién con bacterias
del tipo Pseudomonas sp., que aumentan el peso seco y el
rendimiento de grano.™!®* Las endomicorrizas vesiculo-
arbusculares (VAM) pueden actuar de manera sinérgica
con las bacterias, ya que las raices micorrizadas muesiran
mayor afinidad por el fésforo del suelo que la raices sin
micorrizas ¥ Pseudomonas sp. puede solubilizar el fosforo
del suelo.' Esta doble accién incrementa la eficiencia de
asimilacién radical de la planta por el Ny P y con ello se
reduce la dosis de fertilizacién nitrogenada y fosforada.'?

El objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto de
la inoculacién individual o en combinacién de dos especies
de Glomus y de Pseudomonas putida sobre la produccién
de materia seca y el contenido de N y P en trigo a una do-
sis reducida de fertilizante nitrogenado y dos niveles de
P,0; en invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Origen de los microorganismos. Se aislé P. putida,
identificada mediante el sistema de caracterizacién BIO-
LOG, de Ia rizosfera de la maleza Aristida sp. y dos hon-
gos VAM, designados Glomus sp. G1 y Glomus sp. G2, de
las malezas Reseda luteola y Eruca sativa, respectivamen-
te. La bacteria se crecié en 100 ml de caldo nutritivo y se
incubé a 30°C/24 h en agitador rotatorio a 250 rpm. Se uti-
lizé como indculo 1.0 ml de la suspensién bacteriana con
una densidad de 9.8 x 10° UFC/ml, determinada por la téc-
nica de cuenta viable,

Las raices de Reseda luteola y Eruca sativa se secaron
a temperatura ambiente y se maceraron por separado en un
mortero, después de detectar la presencia de vesiculas, ar-
biisculos y esporas por la téenica de azul de tripanc en lac-
toglicerol al 0.05%"". Se identificaron los hongos endomi-
corrizicos de las dos malezas como Glomus spp., con base
en las caracteristicas morfolégicas de las esporas, segin
Morton."

Inoculacién de trigo. Para evaluar el efecto de la ino-
culacién individual de Glomus sp. y/o de la combinacién
Glomus/P. putida, se desinfectaron semillas de trigo
(Triticum aestivum L. var. Pavén F-76) con hipoclorito de
sodio 1% por 15 min y se lavaron 5 veces con agua destila-
da estéril. Después, se mezclaron con un adherente
(sacarosa 10%) y se cubrieron con 0.1 g de raices molidas
de R futeola, E. sativa ¢ una combinacion de ambas y se
sembraron en un sistema semihidropénico o jarras Leo-
nard. Se utilizé como sustrato una mezcla de suelo-arena
(1:1} esterilizada a 120°C/3 h. El pH del suelo fue de 8.3
{potenciémetro 2:1), el N total 0.12% (Kjeldahl®) y el P
extractable 31.5 mg/kg (método de Olsen). Las plantas se
alimentaron con solucién estéril de Jensen adicionada
con 50% (60 kg N/ha) de la dosis de N recomendada para
la regidn, aplicado como urea. A la emergencia, se inocula-
ron las plantulas con 1.0 ml de la suspension de P. putida y
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se fertilizaron con 50 y 100% de la dosis de fésforo reco-
mendada para la regién, aplicado como superfosfato triple,
equivalente a 40 y 80 kg P,0¢ha, respectivamente. Las
plantas se aclarearon a una por jarra Leonard y se coloca-
ron en invernadero con temperatura diurna de 25°C y noc-
turna de 19°C,

Disefio experimental y anslisis estadistico, El experi-
mento se realizé bajo un diseflo completamente al azar,
con 14 tratamientos y cuatro repeticiones. Se incluyé un
tratamiento testigo (trigo sin inocular y sin fertilizar) y un
control (trigo sin inocular y fertilizado con 100% de N y
P;05). Las plantas se cosecharon al inicic del espigamiento
(aproximadamente 60 dias después de la siembra), corres-
pondiente a la etapa 10.5 de la escala de Feeke.'> Las va-
riables que se evaluaron fueron peso seco (70°C/72 h), N
total”® y P total®* de laraiz y del vastago de trigo. Los datos
se sometieron a un andlisis de varianza y la comparacién
de medias se calculd segim la prueba Tukey (P<0.01).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la inoculacién sobre la rafz de trigo. E|
trigo inoculado con las especies de Glomus individual o
combinado, Glomus sp. Gl+Glomus sp. G2, y fertilizado
con 50% (40 kg P,0s/ha) de fosfato (Fig. 1) alcanzd un
peso seco radical estadisticamente igual al trigo usado co-
mo contrel (sin inocular y con 100% N y P,0s). Esto indi-
ca que en ambos casos, Glomus increment6 la eficiencia de
asimilacién de nitrégeno y fésforo.® Sin embargo, el trigo
coinoculado con Glomus sp v P. putida y adicionado con la
misma dosis de P,O,, alcanzé mayor peso radical que el
trigo control debido probablemente a que, aunado a la asi-
milacién del fosforo por Glomus, la bacteria estimuld un
mejor funcionamiento del sistema radical como resultado
del reconocimiento de los exudados radicales y su transfor-
macién en fitchormonas que estimulan el crecimiento ve-
getal. El incremento de peso radical fue dependiente del
tipo de microorganismo: la coinoculacién con Glomus sp.
G2 y P. putida causé un aumento de 34%, Glomus sp. Gl
y P. putida causd un incremento de 47% y Glomus sp.
Gl+Glomus sp. G2 P. putida aumentd el peso seco de la
raiz 85%. Lo anterior confirma que la asimilacién del fos-
foro del suelo no sélo dependidé de Glomus sine que Pseu-
domonas también tiene la capacidad para mejorar la efi-
ciencia de asimilacidn de este elemento. De acuverdo con
Ishac er al,® el incremento de peso seco en trigo se debe a
la accidn sinérgica entre la bacteria y el hongo endomico-
rrizico.

Cuando el trige coinoculado con Glomus sp/P. putida
se fertilizé con 100% de P,0s, se observd que, en general,
el peso seco radical fue inferior al alcanzado con 50% de
P,0; excepto con Glomus sp. G2 P. putida (Fig. 1). Ferre-
ra-Cerrato y Pérez-Moreno’ observaron un efecto similar
cuando incrementaron la dosis de fertilizante fosforado en
plantas inoculadas con VAM, lo cual redujo su accion se-
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Figura 1. Efecte de la inoculacion Glomus spp./Pseudomonas putida, 50% de nitrogeno y dos dosis de P,0; sobre la mate-
ria seca radical de trigo var. Pavén F-76. G, Glomus spp. aislado de Reseda luteola, G2, Glomus spp. aislado de Eruca

sativer, Ps, P. putida. Barras con distintas literales representan diferencias significativas (Tukey P<0.01).
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Figura 2. Efecto de la inoculacién Glomus spp./Pseudomonas putida, 50% de nitrégeno y dos dosis de P;05 sobre el N total
radical de trigo var. Pavén F-76. G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de Eruca sativa, Ps,

P, putida.

bre la asimilacion del fésforo de la solucién del suelo.
Nuestros resultados indican que la aplicacion de 100% de
PyQ, afecté negativamente el peso radical debido, proba-
blemente, a que se modificé el patrdn de produccién de
exudados radicales, lo que disminuyé la infeccion micro-
biana. En el caso de Glomus sp. G2 y P. putida, el pH alca-
lino del suelo impidié la absorcién de la mayor parte del
fasforo, sin embargo, es posible notar que la accidn sinér-

gica de ambos microorganismos favorecid que una peque-
fia porcién del fésforo fuese traslocado a la raiz. Lo ante-
rior sugiere que la especie Glomus sp. G2 es distinta a la
especie Glomus sp. G1, dado que su respuesta al incremen-
to de P,0, fue diferente.

No hubo diferencia estadistica en el contenido de N
total de 1a raiz en el trigo inoculado o coinoculado y fertili-
zado con 50 o 100% de P,Os (Fig. 2), con respecto al trigo
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Figura 3. Efecto de la inoculacién Glomus spp/Pseudomonas putida, 50% de nitrégeno y dos dosis de P,0; sobre el fésfo-
ro total radical de trigo var. Pavon F-76. G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola, G2, Glomus spp. aislado de Eruca

sativa, Ps, P, putida.

usado como control, lo que sugiere que la asimilacién de
fésforo no fue suficiente para mejorar la eficiencia de asi-
milacién del nitrégeno,

El contenido de P total radical aument6 en un 50% en
el trigo inoculado con Glomus sp. Gl o coinoculado con
Glomus sp. G1+Glomus sp. G2 y P. putida, ambos fertili-
zados con 50% de P05, en comparacion con el trigo usado
como control (Fig. 3). En este caso, fue evidente que los
microorganismos mejoraron la eficiencia de asimilacion
del fésforo, mientras que con el 100% de P,0s, la interac-
¢ion raiz-microorganismo fue inhibida parcialmente pues,

en general, los valores de P total radical fueron menores
que con 50% del fertilizante fosforado. Al compararse con
el testigo, se encontré que, independientemente de la dosis
de P,05, 1a inoculacién hongo y/o bacteria mejoré la asimi-
lacién de fésforo, Lo anterior confirma que la asimilacién
de P a nivel radical puede ser mejorada mediante una co-
inoculacion bacteria-hongo endomicorrizico, que refleja la
accion solubilizadora de Pseudomonas sp. y el efecto de
asimilacién de Glomus sp.?'

Efecto de la inoculacién sobre el vistago de trigo.
El trigo inoculado con Glomus sp. G2 o coinoculado con
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Figura 4. Efecto de la inoculacién Glomus spp./Pseudomonas putida, 50% de nitrégeno y dos dosis de P,05 sobre la mate-
ria seca de véstago de trigo var. Pavén F-76. G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de Eru-
ca sativa; Ps, P. putida. Barras con distintas literales representan diferencias significativas (Tukey P<0.01).
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Figura 6. Efecto de la inoculacién Glomus spp/Pseudomonas putida, 50% de nitrégeno y dos dosis de P;05 sobre el fésfo-
ro total de véstago de trigo var. Pavén F-76. G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de Eruca

sativa; Ps, P. putida.

N total en vastago (%)

0+ 4 } +
G1 G2

G1+G2

Tratamientos

control
absgoluto

Figura 5. Efecto de la inoculacién Glomus spp./Pseudomonas putida, 50% de nitrégeno y dos dosis de P,05 sobre el N
total de véstago de trigo var. Pavon F-76. G1, Glomus spp. aislado de Reseda luteola; G2, Glomus spp. aislado de Eruca

sativa, Ps, P. putida.

Glomus sp. G1+Glomus sp. G2 P. putida y fertilizado con
50% de P,0s, alcanzé un peso seco de vastago 55.4% supe-
rior al trigo control (Fig. 4). Los resultados sugieren que
las especies de Glomus son diferentes, ya que Glomus sp.
G1 responde a un 100% de P;0s aumentando el peso seco
del vastago y Glomus sp. G2 causé un efecto menor. Por
otra parte, Glomus sp. Gl P. putida y Glomus sp.
G1+Glomus sp. G2 no causaron efecto sobre el peso seco
de vastago, lo que sugiere que al interactuar redujeron su
eficiencia de asimilacién en una aparente competencia. En
general, la eficiencia de asimilacién fue mayor con la dosis
50% de Py0s que con 100%, excepto el trigo inoculado con

Glomus sp. G1 y el coinoculado con Glomus sp. G2 P. pu-
tida. Esto sugiere que Glomus sp. G1 y Glomus sp. G2 P.
putida pueden solubilizar y asimilar fésforo ain a altas
dosis de fertilizante fosforado.

Con respecto al contenido de N total de véstago (Fig.
5), se observé que el trigo coinoculado con Glomus sp.
G1+Glomus sp. G2 y fertilizado con 50% de P,Os, y el co-
inoculado con Glomus sp. G2 y P. putida y adicionado con
100% de de P,O, , alcanzd un valor similar al trigo usado
como control. Esto indica que las especies de Glomus y .
putida no influyeron en 2 asimilacion y translocacién de N
en trigo, a diferencia de lo reportado por otros investigado-
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res al estudiar el incremento del crecimiento vegetal causa-
do por Pseudomonas cepacia®® o por VAM'® en trigo. En
ambos casos, las plantas fueron sometidas a estrés hidrico,
lo que estimuld la interaccién microbiana de la rizésfera,
condicion que no se presentd en nuestro estudio.

El trigo coinoculado con Glomus sp. Gl y P. putida o
con Glomus sp. G2 y P. putida, ambos con 50% de P;0s,
alcanzd un contenido de P total de vdstago significativa-
mente superior (86%) al trigo control (Fig. 6), sin embar-
go, al fertilizar con 100% de P,Os, s6lo el trigo coinocula-
do con Glomus sp. Gl P. putida logré un contenido de fos-
foro mayor al control. Esto reafirma el efecto inhibitorio
de las altas dosis de P,0ssobre la actividad de solubiliza-
cién y asimilacién del fosforo del suelo de las especies de
Glomus y P. putida. Ademas, se observé que el trigo usado
como testigo (sin inocular ni fertilizar} y el usado como
control, alcanzaron el mismo valor con respecto al conteni-
do de P total de vistago, lo que indica que la ausencia de
estos microorganismos impide la solubilizacién del fosforo
del suelo debido al pH alealino. Concluimos que el efecto
sinérgico de Glomus sp. G1+Glomus sp. G2 P, putida se
manifestd como el incremento significativo de materia seca
total de trigo a dosis reducida (50%}) de fertilizante nitroge-
nado y fosforado, comparado con el trigo usado como con-
trol y que el 100% de P,Os inhibié la retacion Glomus sp./
P. putida. Nuestros resultados refuerzan la necesidad de
inocular trigo con microorganismos adecuades para au-
mentar la asimilacién vy solubilizacién de fésforo en suelos
donde el pH limita la disponibilidad de este elemento.
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