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RESUMEN

El cultivo de trigo en México es en la actualidad es de gran importancia
sembrandose aproximadamente alrededor de 26.4 millones de hectareas. El
trigo duro a nivel comercial se utiliza para la elaboracién de pastas, y su
demanda en la poblacion crece diariamente, por ello es necesario la
disminucion de insumos y el incremento del rendimiento y de sus
componentes asi como de la calidad del grano, la biofertilizacion con
bacterias fijadoras de nitrdgeno dentro de las cuales se encuentra el
Azospirillum como una de las soluciones a este problema. El objetivo de este
trabajo es evaluar el efecto de la inoculacion con Azospirillum en el
rendimiento y los caracteres agronomicos (altura de planta, peso de mil
granos, numero de granos por espiga ) asi como del contenido de proteinas
en el grano en la variedad de trigo duro, Jupare C2001. El experimento se
realiz6 en el rancho Cerro de Agua, San Rafael, Nuevo Leon, con tres
tratamientos; una cepa nativa de Azospirillum sp. aislada de raices de trigo
en Buenavista, Saltillo, Coahuila, a una concentracién de 3 x 10° UFC ml-*,
un tratamiento quimico (MAP) a una concentracion de 175 kg ha-' y un
testigo absoluto, realizandose 2 aplicaciones de formulado liquido durante el
ciclo del cultivo. Los resultados en este experimento indicaron que la
inoculacion con esta bacteria no tuvo efecto significativo en la altura de la
planta, teniendo una diferencia numérica en un promedio de 5.19% sobre el
testigo en tres evaluaciones; en el peso de mil granos tampoco se
registraron efectos de esta bacteria, en el numero de granos por espiga se
obtuvieron diferencias de 23.19% a favor de la biofertilizacion; para la
variable rendimiento la fertilizacidén biologica superé al testigo en un 27.5%;

el contenido de proteina es favorable a la inoculacién en un 12.8%.



Se concluye que la inoculacién con Azospirillum sp. en el cultivo de trigo
tiene efectos significativos en el contenido de proteina, lo que impacta en la
alimentacion de las personas que consumen pastas, en rendimiento
incrementa la ganancia del productor ademas de disminuir la contaminacion

ambiental.



INTRODUCCION

El cultivo de trigo es originario de la region que comprende el Caucaso,
Turquia e Irak. El trigo y demés cereales ocupan el primer lugar en la
superficie sembrada en México, los cuales consumen 57% de los fertilizantes
nitrogenados, el 45 % de los fosfatados y el 10% de los potasicos, para
lograr mejores rendimientos y comercializacion del grano en la industria su

principal destino.

En México se siembran aproximadamente alrededor de 26.4 millones de
hectareas de trigo representando el 14% de la superficie total de granos, y
de la dieta alimenticia del pueblo mexicano, siendo el cereal mas cultivado en
el mundo. Sin embargo, es necesaria la reduccion de los fertilizantes
guimicos ya que representa mas del 40% de los costos de produccion para
cubrir las necesidades de nutrientes en la planta y obtener una mejor
produccion. Actualmente, los agricultores estan utilizando fertilizantes
orgénicos como: estiércol y compostas, entre ademas de otros biofertilizantes
para disminuir los costos de produccion, como las rizobacterias, ya que
poseen grandes ventajas, no contaminan al medio ambiente, ni afectan al
suelo como los fertilizantes quimicos, también se ha comprobado que tiene
una accion benéfica sobre los caracteres agronomicos (altura de planta,

numero de granos por espiga, peso de mil granos)



La biofertilizacion se logra a través de procariotas, simbiontes y organismos
de vida libre por medio de la inoculacidén a la semilla o raiz con bacterias
fijadoras de nitrogeno, elemento esencial para la vida. Dichos
microorganismos sintetizan la enzima nitrogenasa con la cual fijan el N,
atmosférico. En el Ultimo grupo de microorganismos se destaca la bacteria
del género Azospirillum sp (Monzon de Asconegui, 2003). Estos organismos
penetran usualmente en las raices de diversos cultivos asocidndose con
raices de pastos, maiz, trigo y cebada ya que le proporcionan el nitrégeno
disponible para el cultivo. La importancia de la accion de dicha bacteria es la
de fijar N, atmosférico por medio de la enzima nitrogenasa degradandolo de

tal manera que la planta lo asimile mas facilmente.



Objetivos

 Evaluar el efecto de la inoculacion con Azospirillum sp sobre
caracteres agronomicos en trigo duro.

» Determinar el efecto de la fertilizacién biolégica en el rendimiento y
contenido de proteina del grano.

Hipdtesis

La inoculacion con Azospirillum sp incrementara el crecimiento de la variedad
Jupare C2001, ademas, elevara el rendimiento y proteina en grano en
comparacion con la fertilizacion quimica.



REVISION DE LITERATURA

Azospirilum.

La fijacion de nitrégeno atmosférico por medio de bacterias se ha
incrementado enormemente en los Ultimos afios, y dentro de estas bacterias
que fijan el nitrogeno al suelo se encuentra Azospirillum que en 1925 fuera
aislado y descrito por primera vez por Beijerinck (1925), en Holanda,
teniendo que pasar alrededor de 50 afios para que volviera a ser
redescubierta en Brasil por Bulow y Dobereiner (1975); Day y Dobereiner

(1976), ya que durante esos 50 afios el primer autor permanecio ignorado.

La clasificacion como género de Azospirillum fue hecha por Tarrand et al.,
(1978) como substitucion al antigua Spirillum lipoferum y su division en las
especies A. lipoferum, A. brasilense, lo que consta en el manual de Bergey’s
(1984). En la actualidad son reconocidas seis especies en el género
Azospirillum, siendo las primeros en describirse A. lipoferum y A. brasilense,
siendo estas también las mas estudiadas. Posteriormente fueron descritas A.
amazonense, A. alopraeferans, A. irakense y A. largomobile (Sly vy
Stackebrandt 1999), esta ultima es considerada como un sinénimo de la

especie A. lipoferum



Se reportan diferentes medios de crecimiento para esta bacteria se han
encontrado bacterias con caracteristicas de A.lipoferum y A. brasilense, que
crecen bien en cultivos mezclados con organismos celuloliticos y fijan N, con
celulosa como unica fuente vegetal de energia y carbono (Wona et al.,
1980),también crecen en medio de agar semisélido con cloruro de amonio
(Nurt et al., 1980). Se ha encontrado también en el aislamiento por siembra
de Azospirillum sp. a partir de un trozo pequefio de raiz en medio semisolido
(Alvarez, 1983).

CLACIFICACION TAXONOMICA

Segun el manual de Bergey's (1984) Azospirillum se clasifica de la siguiente

manera:

REINO....ccoiiiiiii Procaryote
DIVISION.....evviiiiiiieiiiiiiiieeee e Gracilicute
Clase....ccooiiiieeieecce Scotobacteria
Familia.......ccoooooeeeiiiicie e, no existe
GENEIO.....ccevvviieveiieeeeee e Azospirillum
EsSpecie......cccccviviiiiiiiiiiiiie Lipoferum brasilense

Caracteristicas de la bacteria.

Tarrand et al. (1978), encontraron que las bacterias del género Azospirillum
son ligeramente curvas, con lum de diametro y longitud de 2.1-3.8um.
Presentan granulos intercelulares de poli-B-hidroxibutirato, son Gram (-) o
Gram variable. Moviles en medio liquido por un flagelo simple polar, en medio
solido a 30T presentan numerosos flagelos laterale s de corta longitud y fijan
nitrogeno atmosférico. Se asocian con raices de diferentes cultivos como:

pastos, plantas tuberosas y cereales, y no forman nédulos en raices.



Distribucion

La distribucidén geografica de Azospirillum es muy amplia y se encuentra casi
en todo el mundo siendo las areas tropicales donde se encuentra de forma
mas abundante como en Africa y Brasil. En Kenia y E.U.A. se encontré esta
bacteria en pasto Panicum maximun, también lo encontraron en raices de
leguminosas en baja proporcion, encontrandose en su gran proporcion en
raices de cereales, en Rio de Janeiro. En cuanto al tipo de suelo segun la
distribucion de esta, los suelos aluviales son los que mas favorecen.
(Dobereiner et al., 1976). Este mismo autor publicé también que Azospirillum
lipoferum se encuentra en mas del 50% de los paises tropicales y que se
puede observar una ganancia de 30 a 40 kg de nitrdgeno por hectarea

debido a la fijacion biolégica en plantas inoculadas.

Inoculaciéon con Azospirillum en diferentes cultivos.

La fijacion biologica de nitrdgeno es fundamental en los ecosistemas
naturales y esta realizada por un grupo hasta ahora limitado, dentro del cual
se encuentran organismos de vida libre que posen la enzima nitrogenasa por
la cual median la introduccion del N atmosférico. En este grupo de
microorganismos se destaca la bacteria del genero Azospirillum, organismos
fijadores de nitrogeno. (Monzon de Asconegui, 2003). La practica de la
inoculacion puede ser una metodologia razonable de adoptar, con la finalidad
de proveer al cultivo aportes del nitrégeno y otros estimuladores biolégicos
del crecimiento. (lglesias et al., 2001).

La presencia bacteriana aumenta la cantidad nitrégeno, fosforo y magnesio,

asi como la de azucares en los tallos de trigo (Coyne, 2000).



La utilizacion de esta técnica de inoculacion en semillas o foliar en diversos
cultivos es en la actualidad muy extensa siendo utilizada en cultivos de
cereales como: Maiz, Trigo, Sorgo y Cebada incrementando el rendimiento
de estos hasta en un 26% dependiendo de la variedad de suelo y nivel de
fertilizante, (Caballero-Mellado et al., 2000).

Mendoza-Villareal et al. (2007) trabajaron con dos variedades de trigo
cristalino inoculando la semilla a una concentracion de 3x10° UFCml*
indicando un aumento en los caracteres agronomicos asi como en el
rendimiento en un 16.45%. Hernandez (2007) trabajé con la misma técnica
pero con semilla de coliflor utilizando la misma concentracién (3x10° UFCml’

!y observando aumentos en el area foliar y en el peso fresco y seco.

Hormonas

Las hormonas vegetales son productos de las glandulas de secrecién
interna que regulan la mayor parte del proceso metabdlico en las plantas.
(Bidwell, 1993). Dentro del grupo de hormonas de importancia se

encuentran dos que son:

Auxinas.

Es un grupo de compuestos que estimulan la elongacion de las células, las
auxinas son hormonas cuya accion fisiolégica es sobre el mensaje genético
contenido en ADN determinando que la planta sintetice proteinas y enzimas

nuevas, cambiando asi, su quimica y su fisiologia.



Los sintomas que se ocasionan con la presencia de auxinas son; a)
promover el alargamiento de las células a bajas dosis dando un excesivo
crecimiento a los tallos que se alargan y se retuercen, dando crecimiento a
las hojas malformadas, en cambio inhibe el crecimiento a dosis alta; b)
incrementa la respiracion y en general la actividad fisiolégica a bajas dosis e

inhibirla a altas dosis. (Gonzales, 1999) citado por Iglesias, (2002).

Por otro lado, la cantidad de acido indol acético en los tallos de trigo y en la

rizésfera también se ven beneficiados.

Bayan y Levanony, (1990); Okon y Labandera-Gonzalez, (1994),
encontraron que con la aplicacion de Azospirillum brasiliense es estimula la
produccion y liberacion de hormonas promotoras del crecimiento como

auxinas, giberelinas.

Los efectos secundarios que producen las auxinas son muchos, existen
varias auxinas naturales, siendo la principal el acido indolacetico y otras
incluyendo las de accion herbicidas. Las funciones de las auxinas son las
siguientes:

Dominancia apical, estimula el desarrollo de las frutos, estimula la formacion
de raices adventicias, aumenta el crecimiento de las tallos y promueve el
crecimiento y diferenciacion celular, y por lo tanto el crecimiento en la

longitud de la planta.

Giberelinas

Las giberelinas son fitohormonas que fueron al principio aisladas del hongo
Fujikuroi, pero hoy se sabe que forma parte del equipo regulador del
desarrollo de las plantas superiores. La caracteristica de esta es el
alargamiento excesivo de los entrenudos y la accion principal de las

giberelinas es promover el alargamiento.



También toman parte en la floracion y encafie que las precede en las
plantas con habito de roseta, también en ciertas fases de germinacion de la
semilla, en el rompimiento del letargo y en varios efectos formativos (Bidwell,
1993).

El efecto de las giberelinas son de diversa indole, dos son los mas tipicos:
uno es inducir la produccion de la amilasa, la cual degrada al almidén
produciendo glucosa que al oxidarse libera la energia necesaria para el
proceso metabdlico celular, ademas de inducir el crecimiento normal de

plantas genéticamente enanas.

Nutrientes esenciales para la planta.

Nitrégeno

El nitrégeno es el elemento mas importante en el crecimiento de las plantas,
alimenta a los microorganismos del suelo, pues favorece la descomposicion
de la materia organica fresca. Es constituyente de la proteina de la planta, la

clorofila, forma parte de los acidos nucleicos (Lesur, 2006).

El nitrogeno es absorbido por las plantas principalmente en forma de iones
nitrato (NO3) o amonio (NH;"). Las plantas utilizan estas formas del
nitrégeno en sus procesos del crecimiento. Casi todo el nitrdgeno que
absorben las plantas existe en forma de nitrato, es utilizado por las plantas
para sintetizar aminoacidos, que a su vez forman proteinas. El nitrdgeno
atmosférico es la fuente primaria de todo el nitrdgeno que utilizan las plantas

y abarca casi el 78% de la atmosfera del planeta.



El nitrégeno se puede presentar en diferentes formas como Amoniaco
anhidrido, agua amoniacal, nitrato de amonio, sulfato de amonio, nitrato de
calcio, nitrato de sodio y urea (Etchevers, 2004). En los fertilizantes el
nitrégeno inorganico puede presentarse en tres formas: Nitratos que
proporcionan iones NO3z', sales de amonio que aportan iones NH,*, amidas
simples, que no son sales ionizables, pero que contienen nitrdgeno en la

forma —NH, (amida) o formas derivadas de ese grupo (Cooke, 1992).

Fosforo

El fésforo es el segundo nutriente en importancia para la planta, después del
nitrogeno, pues el nucleo de cada célula contiene fosforo, de tal manera que
la division de la células y su crecimiento dependen de este elemento. La
fertilizacion con fésforo promueve la formacion y el crecimiento temprano de
las raices, estimula la floracion, acelera la madurez y contribuye a la
formacion de la semilla ademéas que ayuda a resistir las bajas temperaturas
del invierno (Lesur, 2006).

El fésforo es absorbido por las plantas en forma de H,PO4, HPO4~ 0 PO,
dependiendo del PH del suelo. Los trabajos realizados por varios
investigadores han demostrado que las plantas absorben una mayor
cantidad de fésforo cuando se afiade nitrogeno a los fertilizantes fosfatados.
El fésforo existe en todas las células vivas, las plantas lo utilizan para
sintetizar acidos nucleicos (ADN y ARN). Se utiliza también para almacenar
y transferir energia a partir de enlaces ricos en energia (ATP y ADP)
(Etchevers, 2004).
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Potasio

El tercero de los macro nutrientes, el potasio ayuda a mantener la
permeabilidad de las células; es esencial en la formacion de almidones,
azucares y aceites; estimula el desarrollo de las raices y tubérculos; aumenta
el vigor de las plantas y su resistencia al acame, al frio y sobre todo a las

enfermedades.

Desempeiia un papel importante en el movimiento del agua dentro de la
planta e influye en el color y solides de la fruta, el uso correcto de este
nutriente incrementa el rendimiento de fruta, el tamafo, color y sabor y
conservacion, mientras que el exceso provoca una deficiencia de magnesio,
cuando mayor sea la reserva de potasio mayor sera la de magnesio. (Lesur,
2006).

El potasio es absorbido por las plantas en la forma de iones potasio (K*). No
se sintetiza en compuestos, como ocurre con el nitrégeno y el fésforo, si no
que tiende a permanecer en forma ionica en las células y tejidos. El potasio
es esencial para la translocacion de azucares y la formacion de almidon. Las
células guardianes lo requieren para llevar a cabo la apertura y el cierre de
los estomas, Mejora el tamafio y la calidad de los frutos y hortalizas y
aumenta la resistencia de las plantas al frio. Casi del 90 al 98% del potasio
existe en los minerales primarios y no puede ser utilizado por las plantas.
(Etchevers, 2004).
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Trigo

Originario de la region que comprende el Caucaso, Turquia e Irak, se ha
cultivado en una gran diversidad de suelos en todo el mundo encontrando
gue su mejor adaptacion es en suelos de tipo limosos y franco arcillosos

considerando que estos suelos estén bien drenados (Robles, 1990).

Dentro de las variedades de trigo que existen, el trigo duro o cristalino se
encuentra como la segunda especie de importancia en el mundo siendo su

principal uso la elaboracion de macarrén y pastas. (Hanson et al., 1982).

Aykroya y Doughty (1978) mencionan que el valor nutritivo del trigo es de
gran importancia siendo las proteinas las que mayor valor nutritivo dan al
trigo ya que tiene la caracteristica de estar compuesta de aminoacidos,
también mencionan que el gluten del trigo estan compuestas por gluteina y
gladina, que ambas constituyen entre el 40 y 45%, respectivamente, de la
totalidad de las proteinas del trigo. El valor nutricional del trigo entero segun
estudios contiene, 337 Kilocalorias siendo superior a algunas leguminosas
como el frijol pero debajo de algunos granos como el Maiz y Arroz. (Boletin

de abasto y comercio, 1994).

El contenido de vitaminas, minerales, proteinas, aminoacidos y azucares
depende la calidad del trigo; asi, como también el uso incorrecto de
fertilizantes puede ser perjudicial para el rendimiento del cultivo, ya que el
uso excesivo de nitrégeno puede reducir el contenido de fosfato en las hojas
y en el grano, también pueden afectar el contenido vitaminico (Montiramani y
Tamhane, 1964).
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La clasificacion botanica del trigo de acuerdo con Flores (1994) es la

siguiente:

Categoria Clasificacién
Reino Vegetal
Division Tracheophyta
Clase Monocotyledoneae
Orden Glumifloae
Familia Gramineae
Tribu Triticeae
Sub-tribu Triticinae
Genero Triticum
Especie aestivum

Descripcion de la variedad Jupare C2001

Jupare C2001 es una variedad de trigo duro o cristalino (Triticum durum L.)
de habito de crecimiento primaveral, que se origind de la seleccion en
poblaciones segregantes del cruzamiento STOL/ALTAR  C84/ALONDRA,
llevado a cabo por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT) en el Campo Experimental Valle del Yaqui, Sonora. Su niumero
de cruzamiento e historia de seleccion, CD91Y636-1Y-040M-030Y-1M-0Y-
0B-1Y-0B. Para fines de certificacion de semillas, JUPARE C2001 cuenta
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con el registro 1486-TRI-043-120202/C del catalogo de Variedades Factibles
de Certificacion (CVC).

En general JUPARE C2001 tiende a ser mas tardio que el testigo ALTAR
C84. Dependiendo de la fecha de siembra y el manejo del cultivo, el
espigamiento y la madurez fisiologica del grano de JUPARE C2001 pueden
ocurrir en un intervalo entre los 77 y 91 dias, y los 116 y 139 dias después de
la siembra, respectivamente. La planta presenta una  estacionalidad
primaveral con tallo clasificado como alto, variable entre los 85 y 100 cm. El
hébito de crecimiento de los tallos es erecto y presenta muy baja frecuencia
0 casi ausencia del numero de hojas banderas curvadas. Al madurar los
tallos son de color blanco, con medula mediana en seccion transversal entre

la base de la espiga y el nudo de la hoja bandera.

La espiga tiene bordes paralelos; densidad y longitud medianas, sin incluir
los aristas o barbas que, comparada con la espiga, son mas largas. En el
tercio medio de la espiga la forma de la gluma inferior es ovalada y carece de
pubescencia en la superficie externa; Las barbas presentan una coloracién
entre blanco y ligeramente café. El grano es color ambar que al ser tratado
con fenol no adquiere coloracion alguna. Al germinar el grano, el coleoptilo
adquiere una fuerte coloracién antocianina. Tiene un rendimiento de hasta
7.3 ton/ha. (Camacho et al., 2002)

Efecto de Azospirillum en caracteres Agronémicos
Altura de planta.
La respuesta positiva del trigo (Triticum aestivum L.) a la inoculacién con

bacterias benéficas de raiz (BBR), como: Azospirillum se basa en que estas

BBR transforman los exudados radicales (ER) del trigo en sustancias
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promotoras del crecimiento vegetal (SPCV), como: auxina, citocinina, etc.
(Reis et al., 2000).

Existe evidencia en la literatura que apoya que las BBR inoculadas en trigo,
asi como en arroz, avena, maiz, sorgo y otras gramineas (Dos Reis et al.,
2000).

Los trabajos realizados sobre altura de planta inoculados con Azospirillum
en trigo han arrojado resultados interesantes como el de Iglesias et al.,
(2004), quienes trabajaron con esta bacteria a una concentracion de 1,2 x
10® UFC mL™ en una dosis de 1 L x 100 Kg* observando efectos marcados
en altura de la planta de un 15% sobre el control. Cracogna et al., (2003)
comentan en su trabajo haber obtenido resultados no satisfactorios en la
inoculacion con Azospirillum ya que no se observaron diferencias entre el
tratamiento biologico y el testigo. Garcia-Gonzalez et al., (2004) evaluaron la
altura de la planta a los 30 dias después de nacido el cultivo encontrando
una diferencia de 5cm entre el inoculado y el control. En cultivos como el

algododn se reportan resultados que incrementa la altura en un 5%.
Numero de granos por espiga

La inoculacion con Azospirillum brasilense produce incrementos en el NGE
en cultivos de cereales como el trigo de acuerdo a resultados de Diaz-Zorita
et al., (2002), en el experimento realizado por estos autores se encontraron

8
aumentos en NGE de 2.5% utilizando una concentracion 1 x 10 UFC/ml 1
litro cada 100 kg. La practica de este cultivo bajo invernadero e inoculado
con Azospirillum, también se han registrado aumentos en NGE segun datos

de Mendoza-Villarreal et al., (2007) quienes observaran un aumento de
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24.87% sobre el testigo sin inocular utilizando una concentracién de 3X10°

UFC ml™ por el método de dilucién.

Bolletta et al., (2002) publicaron en su trabajo efectos no significativos a la
fertilizacion biolégica ya que ésta se comport6 igual que el testigo con p>0.40
y Cracogna et al., (2003) analizaron la utilizacion de Azospirillum y bacterias
solubilizadoras de fosforo en el cultivo de trigo, obteniendo en promedio 25

granos por espiga tanto para el tratamiento bioldgico como para el testigo.

Peso de mil granos

En el peso del grano en los cultivos inoculados con Azospirillum brasilense
se han obtenido resultados favorables para esta bacteria. Fallik (1999) con
inoculantes biolégicos (Azospirillum brasiliense 1x10° UFC / ml de producto)
en cultivos de trigo. Esta evaluacion demostré que la fertilizacion biolégica
obtuvo un peso de hasta un 19% por arriba del testigo. También realizé el
experimento en maiz encontrando aumentos en un 33%. Por su parte
Cracogna et al.,, (2003) observaron leves aumentos para el peso de mil
granos en un 2%, quien coincide con Diaz-Zorita et al., (2002) que también

observaron un porcentaje muy bajo (1.7%) a favor de la inoculacion.

La utilizacion de fertilizantes quimicos en conjunto con Azospirillum también
arrojaron buenos resultados segun Iglesias et al., (2004), quienes en su
ensayo en el cultivo de trigo encontraron una diferencia entre lo inoculado y
el testigo de un 28% vy entre el quimico y el testigo 20%; en contraste
Bolletta et al., (2002) no encontraron diferencias entre el inoculante vy el
testigo observando que ambos tratamientos se comportaron de la misma

manera. En cultivos comerciales como girasol, Azospirillum Az 39 INTA
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(inoculante comercial) hubo una diferencia significativa de 22% a favor de la

inoculacion (Iglesias et al., 2002).

Rendimiento

Se ha encontrado que la inoculacion con Azospirillum brasiliense produce
incremento en el rendimiento de acuerdo a resultados de Bolletta et al.,
(2002), quiénes reportaron que Azospirillum brasiliense aumenté el
rendimiento en un 15%. Diaz-Zorita et al., (2002), estudio esta bacteria
induciendo aumentos equivalentes a un 6.5% sobre el control sin inoculacion.
Bono et al., (2001) en su trabajo observaron una mejora en el rendimiento
en las parcelas inoculadas con Azospirillum. Ferraris y Couretot (2004),
encontraron que en un ciclo largo hubo aumentos de 5.5% y 4.8% en un ciclo

corto.

La inoculacion con Azospirillum en cultivos de maiz, trigo, cebada y sorgo
también ha incrementado el rendimiento en un 26 % aunque los resultados
dependen de la variedad, cultivo, tipo de suelo y nivel de fertilizante
(Caballero-Mellado et al., 2000). Dobbelaere et al., (2001), reafirman que la
inoculacion con Azospirillum brasilense una de las mas estudiadas, se han
reportado incrementos significativos en el rendimiento de plantas con
importancia agricola, como lo es el trigo y el sorgo, de este ultimo6

Mendoza et al., (2004) observé aumentos entre 5% y 23% en el norte de
Tamaulipas. En nuestro pais, trabajos pioneros informaron incrementos de
rendimiento de entre 13 y 33 %. (Rodriguez-Caceres et al., 1994). Mendoza-
Villarreal et al., (2007) reportan resultados donde existe un incremento de
hasta 16.44%. Diaz y Ortegon (2006) reportan que en el cultivo de canola

(Brassica napus L) la inoculacién de esta bacteria no tuvo respuesta.
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En México especificamente en Tamaulipas se observaron incrementos en
grano de sorgo de 23%, también inocularon semilla de Canola (Brassica
napus L) no encontrando respuesta por parte de la bacteria (Mendoza et al.,
2004).

Se ha probado también en cultivos comerciales como el girasol, obteniendo
respuestas muy favorables hacia este cultivo (Iglesias et al., 2002). En el
cultivo de Soya se han incrementado los rendimientos con esta técnica
(Marko e Iglesias, 2003), mientras que en el cultivo de algodén ha favorecido

en un 5% la altura de la planta (Iglesias et al., 2004).
Proteina.

Bolletta et al., (2002) realizaron un trabajo al sur de la provincia de Buenos
Aires sobre la inoculacion de Azospirillum brasiliense. Los tratamientos
fueron un inoculante comercial (CRINIGAN), Azospirillum brasiliense
(inoculante en humedo, 1 litro 100 kg de semilla™), nitrégeno liquido y el
testigo sin inocular. Se evalué el contenido de proteina en grano donde la
fertilizacion biolégica no mostré efectos ni tendencias sobre esta variable,
siendo relativamente elevado para la fertilizacion nitrogenada en un 9%.
Caballero et al., (2004), realizaron cuatro experimentos de campo en diez
variedades de trigo de invierno y habit6 alternativo para evaluar la produccién

y el porcentaje de proteina de grano obteniendo un % de proteina de 9.6%.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area experimental

El presente trabajo se realiz0 en dos partes la primera en campo en el
Rancho Cerro de Agua localizado en el Municipio de Galeana Nuevo Leon
cuyo propietario es el Sr. Francisco Javier Chapa Gongora, durante el ciclo
otofio- primavera del 2007. La segunda etapa en el laboratorio de Ciencias
Béasicas de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. México, ubicada
a los 25°22” de latitud Norte y 110°00” de latit ud Oeste con una altitud de
1792 msnm.

Material genético

Se utilizé un genotipo correspondiente a la nueva variedad de trigo cristalino
para el noreste de México, la variedad JUPARE C2001 proporcionado por

Harinera la Perla (Molinos el Fénix, de Saltillo Coahuila).
Preparacion del inoculo o biofertilizante

La bacteria fue aislada en el laboratorio de investigacion perteneciente al
Departamento de Ciencias Basicas de la UAAAN, bajo los siguientes pasos:
La cepa de Azospirilum sp. se aisl0 de raices de trigo harinero en
Buenavista, Coahuila, reproducidas en medio NFb y agar rojo congo a 28°
C. después fue incrementada en un medio liquido con un sustrato organico,
a 28°C y finalmente se determiné la concentracion en unidades formadoras
de colonias (UFC mililitro™), por el método de dilucién y la concentracion
resultante fue de 3x10 ° lo que Corresponde a 3, 000, 000 000 de UFC

mililitro 1
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Preparacion del terreno y tamafio de la parcelas.

Se realizaron las labores culturales de la regidbn que consistieron en un
barbecho para aflojar la tierra y ayudar un poco a la humedad del suelo, se
nivelo el terreno, luego se paso la rastra, surcado a 0.3 m entre surco, para

gue posteriormente se establecieron las parcelas experimentales.

El tamafio de las parcelas para el experimento consistié de 10,000 metros
cuadrados para cada tratamiento, siendo en total tres hectéreas las utilizadas

en este experimento.

Densidad y método de siembra

La siembra de trigo de la variedad Jupare se realiz6 el 1 de febrero 2007, a

chorrillo, con una densidad de siembra de 170 kg ha™.

Tratamientos

Los tratamientos quedaron definidos tal y como se aprecia en el Cuadro 1.
Utilizando un testigo absoluto, semilla inoculada con la bacteria Azospirillum

sp, Y fertilizacion quimica comercial con MAP.

Cuadro 1 Tratamientos establecidos en el Rancho Cerro de Agua Galeana
Nuevo Leon., durante el ciclo otofio-primavera 2007.

Numero de Tratamiento Descripcion
1 Inoculante Azospirillum sp
2 Testigo absoluto.
3 Fertilizante comercial (MAP)
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Fertilizacion quimica.

El fertilizante quimico se aplicé en forma manual en una dosis de 350 kg ha™
en total, se realizaron dos aplicaciones de fertilizante, una cuando el cultivo
tenfa 10 a 15 cm de altura a una dosis de 175 kg ha™y la siguiente cuando el

cultivo estaba en etapa de espigamiento con la misma dosis (175 kg ha™).

Fertilizacion biolégica

Se realizaron dos inoculaciones durante el ciclo. Se aplicaron 10 litros de
formulado liquido los cuales fueron diluidos en 250 litros de agua,
asperjandose el producto con una bomba ajustada a un tractor. Esta
aplicacion se realiz6 cuanto la planta tenia unos 5 cm de altura, una segunda
fertilizacion se realizé cuando el cultivo estaba en etapa de espigamiento a la

misma dosis.

Altura de planta

Se realizaron tres muestreos después de la siembra, la primera medicién se
realizo a los 30 dias, después de la primera aplicacion de biofertilizante, Se
realizaron dos evaluaciones mas con intervalos de 30 dias entre
evaluaciones, la altura de planta se midi6 desde la base del suelo hasta
donde termina el tallo, midiendo 9 plantas por tratamiento en cada una de las

evaluaciones.

Numero de granos por espiga

Esta variable se obtuvo al contar 3 espigas por planta al azar por cada

muestreo, realizandose 3 muestreos por cada tratamiento.
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Peso de mil granos

Es un tipo de determinacion fisica en la que el peso de 1000 granos nos da
conocer la calidad del grano. Para su obtencién se contaron 1000 semillas
por cada 3 costales obtenidos en cada tratamiento de las parcelas
experimentales, luego se pesaron en una balanza analitica para obtener el

resultado en gramos.

Rendimiento

Se cosechd y luego se prosiguié con la trilla, pesandose con una humedad
aproximada de 13% registrando el peso en gramos, para después convertir

estos resultados a toneladas por hectéarea.

Andlisis bromatolégico

El grano cosechado se moli6 en un molino Willey y se realizaron las
determinaciones de humedad, ceniza, extracto etéreo, fibra cruday proteina.
La humedad y ceniza se determind por el método gravimétrico, el extracto
etéreo por método de Soxleth, la fibra cruda por el método de Weende, y la
proteina por el método de Kjeldhal (AOAC, 1980).

Andlisis de proteina

Las proteinas contienen aminoacidos y el elemento basico es el nitrégeno,
los meétodos de cuantificacion de proteinas se fundamenta en la

determinacion de nitrogeno que esta en forma de proteina.

El nitrégeno de las proteinas y otros compuestos se trasforman a sulfato de
amonio por medio de la digestién con acido sulfdrico en ebullicion, el residuo

se enfria, se diluye con agua y se le agrega hidréxido de sodio.
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El amonio presente se atrapa en acido boérico y se titula con una solucién de
acido sulfdrico estandarizado, para cuantificar el nitrégeno del grano que

multiplicado por el factor de de 5.85 se convierte a proteina.

Disefio experimental

Se establecieron parcelas de una hectdrea para cada uno de los

tratamientos, muestreando dentro del area en al menos 3 ocasiones.

Andlisis estadistico

La variable altura de planta se analiz6 como completamente al azar en cada
muestreo y como parcelas divididas para la informaciéon conjunta. El
contenido de proteina y caracteristicas agrondmicas se analizaron bajo un
disefio completamente al azar. Todos los andlisis de varianza se realizaron
mediante el paquete estadistico SAS version 6.0 con el siguiente modelo

estadistico.

Completamente al azar.
Yi=u+Ti+ e
Donde:
i=1,2,...t (tratamientos) j=1,2,.....,r (repeticiones)
Yjj= Respuesta obtenida en la j-ésimo repeticion del i-ésimo tratamiento.
| = Efecto medio general.
Ti= Efecto atribuido al i-ésimo tratamiento.

ej = Termino de error aleatorio. Donde los ejtienen una Distribucion Normal e
independientes con media 0 y varianza o2.
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Parcelas divididas.

Yi=p+ Tj+ &+ S+ (TS)i+ €ie

Yik = Respuesta obtenida para el j-ésimo tratamiento y el k-ésimo
subtratamiento ubicado en el i-ésimo bloque.

| = Efecto medio general.

T; = Efecto del j-ésimo muestreo.

E;j= Error aleatorio en la parcela grande.
Sk = Efecto del k-ésimo tratamiento.

(TS)kx Efecto de la interaccion entre el j-ésimo muestreo y el k-ésimo
tratamiento.

ejik = Error experimental.
Comparacion de medias

Se utilizo la prueba de comparacion de medias para las variables utilizando
la prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS) la cual se calcula
mediante:

—
[2 (CME)

DMS = [ ta (GLE,)] \

r

Ta2 (GLEy) = cuantil t de student con un nivel de significancia a/2 y con los
grados de libertad del error.

CME = Cuadrado medio del error en el analisis de varianza.

r = Numero de repeticiones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de planta

ANVA (Andlisis de Varianza) reportdé que los muestreos fueron diferentes
(P = 0.01) con respecto al tiempo, no habiendo diferencias significativas
entre tratamientos, ni entre tratamientos por muestreo lo que indica que

estadisticamente fueron iguales (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Resultados de analisis de varianza para Altura de Planta (cm) en
trigo variedad Jupare, localidad Cerro de Agua.

Fv GL CM F
Muestreos 2 8166.57 353.80**
Muestreo * Rep 6 25.53 1.11 NS
Tratamiento 2 36.38 1.58 NS
Trat * Muestreo 4 5.03 0.22 NS
Error 12 23.08

CV. 781 %

** Altamente significativo (P< 0.01 ), Ns No significativo

Los resultados de comparacion de medias entre muestreos arrojo que el
muestreo 3 fue donde se obtuvo la mayor altura de la planta, seguido por el
muestreo 2 y por ultimo el muestreo 1. La diferencia entre el muestreo 1y

el muestreo 3 es de 67.58% y entre el muestreo 2y el 3 13.33%.



Cuadro 4.2. Resultado de las pruebas de comparacion de medias entre
muestreos y entre tratamientos de Altura de Planta de trigo variedad
Jupare.

Media  Agrupamientoo

Muestreo 3 84.14 A
Muestreo 2 72.92 B
Muestreo 1 27.27 C
Trat 3 63.15 A
Trat 1 61.95 A
Trat 2 59.23 A

Se realizd la prueba de comparacion de medias (DMS) para la variable
altura de planta (Cuadro 4.3) en donde estadisticamente no se observaron
diferencias significativas, sin embargo, numeéricamente se observa que en la
primera evaluacion el tratamiento 3 (quimico), fué el mejor seguido por el
tratamiento 1 (bioldgico) y en tercer lugar el tratamiento 2 (testigo). La
diferencia en cm entre el t3 y el testigo fue de 3.43cm, que corresponde a
11.81% mas de crecimiento del t3 sobre el testigo. El t1 obtiene 1.62cm de
altura méas que el testigo (t2), esto nos indica que el t1 crecio un 5.95% mas
gue el t2. En la segunda evaluacion el t3 (quimico) de nuevo fue el que did
mejor respuesta con una diferencia de 5.60% mas de altura que el t2
(testigo). ElI t1 (bioldgico) también superé al testigo en un 3.46%,
observandose que en esta evaluacion se reduce la diferencia de altura entre

tratamientos.

En la tercera evaluacion se observa un cambio en el crecimiento, el mejor
tratamiento fue el t1, seguido del t3 ambos superando al testigo, el primero
con 5cm de diferencia que corresponde a 6.17 % mas de crecimiento sobre

el t2 y el segundo con 4.11 cm de diferencia correspondiente a 4.82%.

26



Cuadro 4.3. Resultado de las pruebas de comparacion de medios entre
evaluaciones y entre tratamientos de Altura de Planta de trigo variedad
Jupare.

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3

Tratamiento Medio Tratamiento Media Tratamiento Media

3 29.02 A 3 75.33 A 1 86.33 A

1 27.21 A 1 73.33 A 3 85.11 A

2 25.59 A 2 71.11 A 2 81.00 A
DMS <0.05

Este comportamiento entre los tratamientos se atribuye a la capacidad de la
bacteria de promover el crecimiento cuando es inoculada especialmente en
gramineas (Bellone y Carrizo de Bellone,. 2001) y Salomone y Nelson
(2001) comprobaron efectos benéficos directos sobre el crecimiento vegetal
de las rizobacterias promotoras del crecimiento. Iglesias et al. (2001)
sostienen que la inoculacién con Azospirillum puede modificar parametros
del crecimiento vegetal asociados o no con el rendimiento del cultivo de trigo.
Este mismo autor reporta un incremento del 15% en altura de planta al
inocular con Azospirillum sp. Se recomienda realizar mayor cantidad de
muestreos para detectar la etapa fenoldgica en la que tiene mayor efecto el
biofertilizante.

Variables Agrondmicas
En el Cuadro 4.4 se muestran los resultados del andlisis de varianza para las

variables niumero de granos por espiga, peso de mil granos y rendimiento por

hectarea.
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Donde el numero de granos por espiga estadisticamente fué significativo,
mientras que para el peso de mil granos no hubo significancia, en cuanto al
rendimiento se registraron diferencias significativas entre los tratamientos.

Los coeficientes de variacion fueron bajos con valores de 8.7, 3.2 'y 10.2.

Cuadro 4.4. Cuadrados medios y significancia para las variables
agronémicas en trigo variedad Jupare, localidad Cerro de agua

NGE PMG REND
FV GL CM CM CM
Tratamiento 2 109.71* 6.63NS 3.50*
Error 6 16.14 2.17 0.47
CcvV 8.70 3.23 10.21

NGE.- Numero de Granos por Espiga, PMG.- Peso de Mil Granos, REND.- Rendimiento
*Significativo (P<0.05) Ns.- No significativo.

En el Cuadro 4.5 se muestran los resultados de la comparacion de medias
entre tratamientos para NGE (numero de granos por espiga), PMG (peso de
mil granos) y REND (rendimiento). Donde se observa que para la variable
NGE el mejor tratamiento fué el tratamiento 1 (bioldgico) obteniendo con
respecto al testigo (t2), una diferencia de 23.19%. El tratamiento 3 (quimico)
también superd al testigo en un 15.8%. Los resultados encontrados para esta
variable coinciden con las observaciones de diversos estudios en relacion a
los efectos de la inoculacién con Azospirillum sp describiendo mejoras en las
etapas de definicion del numero de granos en respuesta a un ambiente de

crecimiento vegetativo favorable (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994).
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Cuadro 4.5. Resultado de las pruebas de comparacion de medios (DMS)
entre tratamientos de NGE, PMG, REND, de trigo variedad Jupare.

NGE PMG REND
Tratamiento Media Tratamiento Media Tratamiento Media
1 51.64 A 3 46.54 A 1 7.67 A
3 47.13AB 1 46.45 A 3 7.03 A
2 39.66 B 2 43.92 A 2 5.56 B

Diaz-Zorita et al., (2002) indican que mejores condiciones de crecimiento
inicial en el cultivo conducen en promedio a una mayor produccion de
espigas y fundamentalmente aumentos en el niamero de granos. Estos

autores reportaron en su trabajo un incremento de 3%.

Mientras que Mendoza-Villarreal et al., (2007) en su trabajo realizado bajo
invernadero con variedades de trigo duro observo incrementos de hasta un
24.8%, en cultivos como maiz se reportan incrementos por inoculacion de
Azospirillum de 17%. (Fallik 1996).

Para la variable PMG, no hubo diferencia estadisticamente significativa,
observandose Unicamente una tendencia mayor para el tratamiento 1
(bioldgico) y el tratamiento 3 (quimico) ambos superando al testigo en un
5.6%. Rodriguez Céceres et al (1994) mostraron que la respuesta a la
inoculacion varia en funcion del grado de fertilidad y la disponibilidad de agua
de los suelos, Cracogna (2003), reporta minimos incrementos en la medicion
de esta variable con apenas un incremento de 2%. Por su parte Diaz-Zorita
(2002) et al., reportaron un incremento de 1.7% de Azospirillum sobre el

testigo.
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En los resultados de comparacion de la medias para la variable rendimiento
se observo que el mejor tratamiento fue el 1 (bioldgico), con una media de
7.67 ton/ha, mientras que el testigo tuvo una media de 5.56 ton/ha, habiendo
una diferencia de 2.11 ton/ha, lo que corresponderia a un 27.5 % mas
rendimiento que el testigo. El tratamiento quimico (t3) también supero al
testigo en un 20.9%, estando por debajo del tratamiento 1 en un 8.3%, estos
resultados son similares a los reportados por Bolletta et al.- (2002), quien
observd incrementos de un 15%. La inoculacién con Azospirillum en cultivos
de maiz, trigo, cebada y sorgo también ha incrementado el rendimiento en un
26 % aunque los resultados dependen de la variedad, cultivo, tipo de suelo y
nivel de fertilizante (Caballero-Mellado et al., 2000). Dobbelaere et al.,
(2001), reafirma que la inoculacidon con Azospirillum brasilense una de las
mas estudiadas, se han reportado incrementos significativos en el
rendimiento de plantas con importancia agricola, como lo es el trigo y el
sorgo.

Asi mismo se puede mencionar que la respuesta de esta bacteria en el peso
de mil granos y en el rendimiento es de gran importancia ya que con esto se
pueden reducir los costos de produccién, ademas de que no contaminan y

ayudan en el desarrollo de la planta.

Se realiz6 el ANVA en el grano de trigo después de la cosecha y no se
detectaron diferencias en el contenido de ceniza, extracto etéreo, fibra cruda,

solo se detect6 diferencia en el contenido de proteina (Cuadro A.1).

Proteina

En el cuadro 4.6 se muestran los resultados del Analisis de Varianza, para
contenido de proteina, registrandose diferencia altamente significativa

(P<0.01) entre tratamientos, las muestras dentro de tratamientos no produjo

diferencias estadisticamente significativas.
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El coeficiente de variacion fue bajo, con un valor de 3.44 indicando la
confiabilidad de los resultados obtenidos.

Cuadro 4.6. Resultados de andlisis de varianza para la variable contenido de
Proteina en trigo variedad Jupare, localidad Cerro de Agua.

FV GL CM F
Tratamiento 2 6.17 33.67**
Muestra (trat) 6 0.06 37NS
Error 18 0.18

CV 3.44

** Altamente significativo Ns. No significativo

La prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS) (Cuadro 4.7) mostrd
qgue el tratamiento 3 (Quimico), seguido por el tratamiento 1 (bioldgico)
superaron ambos al tratamiento 2 (Testigo). El tratamiento bioldégico supero
al testigo en un 12.8% en contenido de proteina, mientras que el tratamiento
guimico superd al testigo en un 6.3%. Estos resultados difieren con los
reportados por Bolletta et al., (2002), quienes no encontraron diferencia
significativa con la inoculacion con Azospirillum sp. pero observando una leve
respuesta hacia el tratamiento quimico de un 9%. Cabe mencionar que esta
bacteria no contamina el cultivo y ademéas no afectan al suelo y ayudan al
asimilamiento de nutrientes a la planta que se refleja al final en mejor calidad

de grano.

4.7. Resultado de las pruebas de medias entre tratamientos de contenido
Cuadro de Proteina de trigo variedad Jupare

Tratamiento Media Agrupamiento
1 12.43 B
2 11.61 C
3 13.27 A
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CONCLUSION

La biofertilizacion con Azospirillum sp increment6 el niumero de granos por
espiga y rendimiento de la variedad Jupare lo que favorece al productor al
disminuir el gasto de fertilizantes, no contaminar el ambiente y obtener mayor
ganancia en la produccion de grano. También incrementé el contenido de
proteina en el grano lo que implica una ganancia adicional para el productor
por la venta del grano de trigo y un impacto en el valor nutritivo del producto
final.
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APENDICE

Al. Resultados de andlisis de varianza para contenido de Humedad, contenido de
Ceniza y Extract6 Etéreo en trigo variedad Jupare, localidad Cerro de Agua.

Humedad Ceniza Estracto
Etereo
FV GL CM F Cc™M F Cc™M F
Tratamiento 2 1.81 11.45NS  0.049 1.60 0.0016 1.25
Muestra 6 0.85 5.38 NS 0.0086 0.28 0.00090 0.69
(trat)
Error 18
cv 4.66 8.6 10.3

A2. Resultado de las pruebas de medias entre tratamientos de contenido de

Humedad de trigo variedad Jupare

Tratamiento Media Agrupamiento
2 8.82 A
1 8.78 A
3 8.025 A

A3. Resultado de las pruebas de medias entre tratamientos de contenido de

Ceniza de trigo variedad Jupare

Tratamiento Media Agrupamiento
3 1.47 A
1 1.41 A
2 1.38 A

A4. Resultado de las pruebas de medias entre tratamientos de Extracto

Etereo de trigo variedad Jupare

Tratamiento Media Agrupamiento
3 1.03 A
1 1.02 A
2 1.004 A
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