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Respuesta de diferentes variedades de cereales a la inoculacion
con Bradyrhizobium sp.*

Response of different varieties of cereals to inoculation
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Resumen

Se llevaron a cabo dos experimentos de campo durante
2009, en la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes
Sancti Spiritus, Cuba (21°53°00” latitud norte, 79°21°25”
longitud oeste y 40 msnm), para determinar la respuesta
de diferentes variedades de cereales a la biofertilizacion
con Bradyrhizobium sp. La preparacion de los inoculos
y la inoculacion de las semillas, se efectuaron segun
metodologias prestablecidas para este campo de estudio.
El disefio experimental fue a través de parcelas divididas
y 4 réplicas por tratamiento. Al control fertilizado se le
aplico nitrogeno (150 kg N ha!) y se evaluaron diferentes
variables agrondmicas. Se aplico analisis de varianza
bifactorial; las diferencias entre medias se determinaron
porladocima de comparacion de Duncan y t-student. En el
experimento con Triticum se concluye que los tratamientos
con mejores respuestas, fueron Triticale-inoculado y a
IRM37-inoculado y que Triticum secale super6 en peso
seco raiz y en longitud del tallo a T. aestivum, lo que
hace a esta primera especie promisoria para condiciones
de sequia. En el experimento con Zea mays se concluye
que aunque en peso seco aéreo los mejores tratamientos
correspondieron a la fertilizacion quimica, en peso seco
de la mazorca el tratamiento Canilla-inoculado, presento
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Abstract

Two field experiments were performed in 2009 at the
Experimental Station of Pastures and Forages Sancti
Spiritus, Cuba (21° 53° 00” north, 79° 21’ 25” west
longitude and 40 m) to determine the response of
different varieties of cereals to bio-fertilization with
Bradyrhizobium sp. The preparations of inocula and seed
inoculation were made according to preset methodologies
for this field of study. The experimental design was
through split-plots and 4 replicates per treatment. The
fertilized control was applied with nitrogen (150 kg N ha'!)
and agronomic variables were evaluated. We applied two-
factor analysis of variance; the differences between means
were determined by Duncan and t-student comparison.
In the experiment with Triticum, we concluded that, the
treatment with the best responses was Triticale- inoculated
and IRM37-inoculated and that, Triticum secale exceeded
on root dry weight and stem length compared with T.
aestivum, which makes this first promising species for
drought conditions. In the experiment with Zea mays is
concluded that, even though air dry weight treatments
were best with chemical fertilization, in dry weight of
the ear Canilla-inoculated treatment showed statistically
equal to that of the fertilized treatments, so it"s considered
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valores estadisticamente iguales al de los tratamientos
fertilizados, por lo que se considera positiva la respuesta
de esta variedad a la biofertilizacién. No obstante, no
se descarta la influencia de las bacterias rizosféricas
autoctonas en algunas de las variables estudiadas.

Palabras claves: Triticum, Zea mays, biofertilizacion,
variedades.

Introduccion

Las bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR), representan una amplia variedad de
bacterias del suelo, las cuales al crecer en asociacion
con las plantas hospederas, provocan la estimulacion del
crecimiento de dichas plantas (Kevin, 2003). Sin embargo,
el efecto positivo de las bacterias rizosféricas, entre ellas
los rizobios, en plantas no pertenecientes a la familia de las
leguminosas como las gramineas, es un hecho cientifico
demostrado por diferentes autores (Biswas et al.,2000; Hilali
etal.,2001; Antouny Prévost, 2005; Anya et al., 2009). Por
otraparte, se ha demostrado por Prévost et al. (2000), que la
inoculacion de maiz con rizobios, ejerce un efecto positivo
en los parametros fisiologicos del vegetal.

Otros estudios en este tema han sefialado que la respuesta
de los cereales a la inoculacion bacteriana depende del
genotipo de la planta (Murty y Ladha, 1988), de lacepade
bacteria utilizada y del tipo de suelo (Baldani ez al., 1987);
asi como de las condiciones medioambientales existentes
(Bhattarai y Hess, 1993). Segun estos ultimos autores,
ademas de Neves y Rumjanek (1997), las cepas procedentes
de ecosistemas locales pueden ser seleccionadas para
la inoculacion de los cultivos, ya que las mismas estan
adaptadas al ambiente y pueden ser méas competitivas que
las cepas importadas.

El trigo (7Triticum aestivum, L.) constituye un cereal
importante desde el punto de vista alimenticio. Es muy
eficiente en el uso del agua y se adapta a los lugares
frios y también a los moderadamente calientes. En Cuba
se obtuvo la primera variedad nacional en el afio 1956
y posteriormente, en el Instituto de Investigaciones
Fundamentales de Agricultura Tropical (INIFAT), se
obtuvieron siete variedades resistentes a las condiciones
edafoclimaticas del pais. El triticale (7_ secale), aunque se
encuentra atin bajo estudio en el Instituto de Investigaciones
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a positive response of this variety to bio-fertilization.
However, the influence of indigenous rhizosphere bacteria
in some of the studied variables is not ruled out.

Key words: Triticum, Zea mays, bio-fertilization, varieties.

Introduction

Plant growth promoting rhizospheric bacteria (PGPR)
represent a wide variety of soil bacteria, which grow in
association with the host plants, causing stimulation of
growth ofthese plants (Kevin, 2003). However, the positive
effect of rhizosphere bacteria, including rhizobia, plants
outside the legume family such as grasses is a scientific
fact proven by different authors (Biswas et al., 2000; Hilali
etal.,2001; Antoun and Prévost, 2005; Anya et al., 2009).
Moreover, it has been demonstrated by Prevost ez al. (2000),
that inoculation of maize with rhizobia exerts a positive
effect on the plant’s physiological parameters.

Other studies in this area have indicated that, the response
of cereals to bacterial inoculation depends on the genotype
of the plant (Murty and Ladha, 1988), the strain of bacteria
used and the type of soil (Baldani et al., 1987) as well as
the existing environmental conditions (Bhattarai and Hess,
1993). According to these authors, as well as Rumjanek
Neves (1997), the strains from local ecosystems can be
selected for the inoculation of crops, since they are adapted
to the environment and can be more competitive than
imported strains.

Wheat (Triticum aestivum, L.) constitutes an important
cereal from the nutritional standpoint. Is quite efficient
in the use of water and adapts to the cold places and also
to moderately hot. In Cuba won the first national variety
in 1956 and subsequently at the Institute of Fundamental
Research for Tropical Agriculture (INIFAT) gave seven
varieties resistant to soil and climatic conditions of the
country. The triticale (7. secale), even though is still
under study at the Research Institute of Agricultural
Sciences (INCA) has shown very promising agronomic
results of assessments so far, especially in adapting to
environmental conditions in Cuba (Plana, Rodolfo. Com.
Pers); so that the study of biological factors with potential
to increasing the productivity of both species is a task
of great importance for the sustainable development of
agriculture in Cuba.
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de Ciencias Agricolas (INCA), ha mostrado resultados
agronémicos muy promisorios en las evaluaciones
efectuadas hasta el momento, sobre todo en su adaptacion
a las condiciones ambientales de Cuba (Plana, Rodolfo.
Com. Pers.), porlo que el estudio de los factores bioldgicos
con potencial suficiente para aumentar la productividad de
ambas especies, es una tarea de gran importancia para el
desarrollo sostenible de la agricultura en Cuba.

El maiz (Zea mays L. Moench) es un cereal de consumo
mundial, el cual si se cultiva bajo el sistema de produccion
intensivo, causa pérdida de fertilidad del suelo y contamina
elaguasuperficial y los acuiferos por el exceso de fertilizante
nitrogenado aplicado y no absorbido por la planta. Una
alternativa paraminimizar este problema son las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal, las cuales realizan sus
funciones de diversas formas (Plata-Guzmanetal., 1997). Por
lo tanto, el objetivo general de esta investigacion se centro en
evaluarlarespuesta de diferentes variedades de Triticumy Zea
mays, a la aplicacion de fertilizante quimico y de inoculante
abase de Bradyrhizobium sp.

Materiales y métodos

Procedencia de las cepas y su identificacion

Se evalud la cepa HG,, ubicada taxond6micamente en el
género Bradyrhizobium sp. (esta cepa se aislo previamente
de Centrosema plumieri, de la zona centro de Sancti Spiritus,
Cuba) (Bécquer, 2002); asi como SP,, perteneciente al género
Bradyrhizobium sp. (esta cepa se aislo previamente de
Stylosanthes viscosa, de lazona sur de Sancti Spiritus, Cuba)
(Bécquer, 2002). Ambas se seleccionaron anteriormente en
experimentos de trigo y maiz bajo condiciones de campo
(Bécquer et al., 2008).

Variedades de plantas utilizadas

Se utilizaron semillas de las variedades IRM-32 e IRM-
37 (Triticum aestivum, procedentes del INIFAT, Cuba)
y la variedad Triticale (7. secale, procedente del INCA,
Cuba). Estas variedades se inocularon con la cepa HG,
(Bradyrhizobium sp.). Las variedades Canilla y VST-6
(Zea mays), procedian del Banco de Semillas de la Estacion
Experimental Sancti Spiritus y se inocularon con la cepa SPg
(Bradyrhizobium sp.).

Maize (Zea mays L. Moench) is a cereal of global
consumption, which if grown under intensive production
system, may cause loss of soil fertility and contaminates
surface and ground water by excess fertilizer applied and
not absorbed by the plant. An alternative to minimize
this problem is the plant growth promoting rhizobacteria,
which perform their functions in various ways (Silver-
Guzman et al., 1997). Therefore, the overall objective
of this research was focused on evaluating the response
of different varieties of Triticum and Zea mays to the
application of chemical fertilizer and inoculant based on
Bradyrhizobium sp.

Materials and methods

Strains origin and identification

We evaluated the strain HG,, located taxonomically in
the genus Bradyrhizobium sp. (This strain was isolated
previously from Centrosema plumieri, in the center of
Sancti Spiritus, Cuba) (Becquer, 2002), and SP, belonging
to the genus Bradyrhizobium sp. (This strain was isolated
previously from Stylosanthes viscosa, in the south of
Sancti Spiritus, Cuba) (Bécquer, 2002). Both experiments
were selected earlier in wheat and corn in field conditions
(Becquer et al., 2008).

Varieties of plants used

Seeds of varieties IRM-32 and IRM-37 (Triticum aestivum,
from the INIFAT, Cuba) and the variety Triticale (7. secale,
from the INCA, Cuba). These varieties were inoculated
with strain HG, (Bradyrhizobium sp.). Canilla and VST-
6 varieties (Zea mays) originated from the Seed Bank
Experimental Station Sancti Spiritus and inoculated with
strain SPy (Bradyrhizobium sp.).

Weather conditions during the experimental period

The Table 1 shows the weather data during the experimental
period, showing the almost total absence of rain during
March (1.8 mm), due to which we proceeded to water
the experiment on three occasions during that month
in order to avoid that water stress that would affect the
growth of the plants, not to be included this factor in the
experimental design.
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Condiciones climatolégicas durante el periodo
experimental

El Cuadro 1 muestra los datos climaticos durante el
periodo experimental, donde se observa la ausencia casi
total de lluvia en el mes de marzo (1.8 mm), debido a lo
cual se procedio a regar el experimento en tres ocasiones
durante ese mes, para evitar que el estrés hidrico afectara
el desarrollo de las plantas, por no estar incluido este factor
en el disefio experimental utilizado.

Composicion agroquimica basica del suelo experimental

El suelo del area experimental correspondio al tipo Aluvial
(Anon, 1979), deficitario en P,Os (2.63 mg 100 g) y materia
orgéanica(1.61%)(Cuadro?2),locual estdacorde aloreportado
por Hernandez et al. (1999) para este tipo de suelo.

Carlos Jos¢ Bécquer Granados et al.

Basic agrochemical composition of the experimental soil

The soil of the experimental area had a type Alluvial (Anon,
1979), deficient in P,O5(2.63 mg 100 g) and organic matter
(1.61%) (Table 2), which is consistent with that reported by
Hernandez et al. (1999) for this soil type.

Inocula preparation

The strains grew on solid medium Yeast-Mannitol (Vincent,
1970) and were re-suspended in Yeast-Mannitol liquid
medium to achieve a concentration of viable cells of 810
CFU mL-'. This maximum concentration of cells was
reached in order to ensure adequate bacterial population at
planting. Thereafter, the inoculum was added based on an
isotonic solution of distilled water with 0.9% NaCl, inaratio
of 1:10 up to 12 L of inoculum total.

Cuadro 1. Comportamiento de las variables climaticas durante el periodo experimental.
Table 1. Behavior of weather variables during the experimental period.

Mes Tmedia Tmin Tmax promedio Humedad relativa Lluvia total Dias con
(°C) promedio (°C) (°C) media (%) mes (mm) lluvia
Enero 23.2 19.2 28.2 70 1.8 3
Febrero 20.7 15.2 27.3 71 57 4
Marzo 22 16.3 28.8 69 1.8 3
Abril 25 20 31.6 70 20.5 4
Mayo 25.7 21 32.2 74 60.6 10
Cuadro 2. Composicion agroquimica basica del suelo experimental.
Table 2. Basic agrochemical composition of the experimental soil.
Tipo de suelo P,05(mg/100 g) K,0 (mg/100 g) Materia organica (%) pH (CIK)
p (Oniani) (Oniani) (Walkley-Back) (Potenciometria)
Aluvial (Anon,
1979) 2.63 10 1.61 54

Preparacion de los indculos

Las cepas crecieron sobre medio solido Levadura-Manitol
(Vincent, 1970) y se resuspendieron en medio liquido
Levadura-Manitol, hasta lograruna concentracion de células
viables de 8+10' UFC mL"'. Esta concentracion maxima de
células se alcanzo con el objetivo de asegurar una poblacion
bacteriana adecuada durante la siembra. Posteriormente,
se afiadio el inoculo base a una solucion isotonica de agua
destilada con 0.9% de NaCl, en proporcion de 1:10 hasta
llegar a 12 L de indculo total.

Plants inoculation

The inoculation was performed after the seed was covered
with a hand spray pump which was directed to the groove.
This was carried out in the fresh hours of the morning. Re-
inoculation treatments were performed 20 days after sowing,
with an inoculum containing freshly brewed 108 CFUmL"!,
approximate minimum concentration recommended for
inoculant rhizobia based liquid (Hynes et al., 1995). In this
case, the pump sprayer was directed to the base of the stem
of the plant.
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Inoculacién de las plantas

La inoculacion se realizo después de tapada la semilla, con
un aspersor manual cuyo surtidor fue dirigido al surco. Esta
actividad se llevo a cabo en horas frescas de la mafiana. La
reinoculacion delos tratamientos se efectud 20 dias después de
la siembra, con un indculo recién elaborado que contenia 108
UFCmL", concentracion minima aproximada recomendada
parainoculante liquidoabase derizobios (Hynes et al., 1995),
conel cual serealizd nuevamente la proporcion antes sefialada
para su aplicacion. En este caso, el surtidor del aspersor fue
dirigido a la base del tallo de la planta.

Siembra del experimento y procedimientos agrotécnicos

Los experimentos se sembraron en 2009 en un area
perteneciente a la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes
Sancti Spiritus 21° 53° 00 de latitud norte y los 79° 21’ 25”
de longitud oeste y 40 msnm. El marco de siembra fue de 50
cm entre surco para Triticum 'y de 70 cm para Zea mays. La
siembra se efectuo a chorrillo espaciado. Se sembro 54 kg
ha! (Triticum) y de10kgha! (Zea mays). Cada parcela midid
4 m#*3 m (Triticum) y 4 m*8 m (Zea mays). La preparacion
del suelo se efectuo una rotura, grada, cruce, recruce, grada
y surcado. Se aplicaron 4 riegos a cada experimento. A los
90 dias de siembra se realiz6 la cosecha (variedades de
Triticum aestivumy de Zeamays),y alos 120 dias la variedad
Triticale (7riticum secale), todo de forma manual. En los dos
experimentos el tratamiento fertilizado recibid unaaplicacion
de nitrogeno de 150 kg N ha! (urea) a los 20 dias de siembra.

Control de plagas y enfermedades

De manera profilactica, se realizaron tres aplicaciones de
Bacillus thuringiensisbiovar. 26, apartirde los 15 de siembra,
cada 7 dias,arazén de 6 L ha!. El biopreparado se aplic6 con
un aspersor cuyo surtidor fue dirigido a todas las partes de la
planta, con énfasis en la parte foliar, en una dilucién con agua
de 1:15hastallegara 16 L de volumen total conuntituloinicial
de 10° esporas mL"! (Anon, 2008).

Diseiio experimental y analisis estadistico

Se aplicod un disefio experimental de parcelas divididas
(Ruesga et al.,2005), con dos factores a tener en cuenta: tipo
de fertilizacion (inoculado, fertilizado y control absoluto) y
variedad de planta IRM-32 ¢ IRM-37 (Triticum aestivum),
Canillay VST-6 (Zea mays), y 4 réplicas por tratamiento. Se
aplico un analisis de varianza bifactorial (paquete estadistico

Experiment sowing and agro-technical procedures

Theexperiments wereplanted in2009 inanareabelongingtothe
Experimental Station of Pastures and Forages Sancti Spiritus,
21° 53’ 00” north latitude and the 79° 21’ 25 west longitude
and 40 m. The planting frame was 50 cm between furrows for
Triticum and 70 cm for Zea mays. Sowing was carried out in
spaced furrows. 54kgha-1 (Triticum)and 10kgha™ (Zea mays)
weresowed. Each plotmeasured 3 m*4 m (7riticum) and4 m+8
m (Zea mays). Soil preparation was made a break, step, cross,
recross, harrowing and furrowing. 4 irrigations were applied
to each experiment. At 90 days of sowing were harvested
(varieties of Triticum aestivum and Zea mays), and at 120 days
the variety Triticale (7riticum secale), all made manually. In
both experiments the fertilized treatment received a nitrogen
application of 150 kg N ha'! (urea) at 20 days of planting.

Pests and diseases control

As aprophylactic, there were three applications of Bacillus
thuringiensis biovar. 26 from the day 15" of sowing, each 7
days at arate of 6 L ha™'. The bioproduct was applied with a
spray jet which was addressed to all parts of the plant, with
emphasis on the leaf, at a dilution of 1:15 with water up to
16 L of total volume with an initial titer of 109 spores mL"!
(Anon, 2008).

Experimental design and statistical analysis

We performed a split plot (Ruesga et al., 2005), with two
factors to consider: type of fertilization (inoculated, fertilized
and full control) and variety of plant IRM-32 and IRM-37
(Triticum aestivum); Canilla and VST-6 (Zea mays), and 4
replicates per treatment. We applied a two-factor analysis
of variance (SPSS, v. 15.0 for Windows) to check the effect
of both factors (varieties and fertilization), and an analysis
of variance of a factor considering all treatments of the
interaction. Differences between means were calculated by
the Duncantest (p<0.05,p<0.01). Inthe case ofthe variables
when subjected to analysis of variance, differences were
observed only for the variety factor, we applied the t-student
test for equal variances. Data digits counting the variable
(Number of leaves/plant) were transformed by Vx (Ostle,
1984). We assessed the following agronomic variables:

Experiment No. 1 (7riticum aestivum and T. secale) shoot
dry weight (g plot™!), root dry weight (g plant™'), stem length
(cm), number of spikes/plant, grain yield (t ha') and 1
000-grains weight (g).
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SPSS, v. 15.0 para Windows), para comprobar el efecto de
dos factores (variedades y fertilizacion), asi como un analisis
de varianza de un factor considerando todos los tratamientos
de la interaccion. Las diferencias entre medias se calcularon
por la prueba de Duncan (p< 0.05, p< 0.01). En el caso de
las variables que al aplicarles el analisis de varianza, se
les observaron diferencias solo para el factor variedad, se
aplico la prueba t-student para varianzas iguales. Los datos
de la variable con conteo de digitos (Num. de hojas/planta)
fueron transformados por \x (Ostle, 1984). Se evaluaron las
siguientes variables agronomicas:

Experimento Num. 1 (7riticum aestivum'y T. secale): peso
seco aéreo (g parcela™), peso seco raiz (g planta!), longitud
del tallo (cm), nimero de espigas/planta, rendimiento de
grano (tha') y peso de 1 000 granos (g).

Experimento Num. 2 (Zea mays): peso seco aéreo (kg
parcela™), longitud del tallo (cm), peso seco de la mazorca
(kg), nimero de mazorcas planta™' y nimero dehojasplanta™'.

Resultados y discusion

Experimento con Triticum

Se pueden observar en el Cuadro 3 los resultados estadisticos
de tres variables evaluadas en Triticum (peso seco aéreo,
rendimiento de grano y peso de 1 000 granos), que en el
analisis de varianza mostraron diferencias significativas, para
la interaccion de los factores variedad y tipo de fertilizacion.

Carlos Jos¢ Bécquer Granados et al.

Experiment No. 2 (Zea mays) shoot dry weight (kg plot™),
stem length (cm), cob dry weight (kg), number of pods per
plant! and number of leaves per plant .

Results and discussion

Experiment with Triticum

Shown in Table 3, the statistical results of three variables
evaluated in Triticum (air dry weight, grain yield and
weight of 1 000 grains) that the analysis of variance showed
significant differences for the interaction of variety and type
of fertilization.

Thebest combination of these factors accounted by Triticale-
inoculated treatment, showed statistical superiority (p<
0.001) in shoot dry weight (441.5 g plot), grain yield (p<
0.05)(2.8tha')and weight of 1 000-grains (37.2 g), although
the latter variable also Triticale-absolute control treatments
(35.2 g), IRM37-inoculated (35.0 g), IRM37-fertilized
(37.7 g) and IRM32-fertilized (35.3 g) shared common
superscripts with statistically higher than other treatments.

The response of triticale-inoculated in these highly
important productive variables, suggests an efficient
interaction between this variety and the bacterial
inoculum, indicating that this strain is highly promising
forlocal agriculture. According Dobbelaere et al. (2003),
Rhizobium, among other diazotrophs are capable of
producing water soluble

Cuadro 3. Resultados de analisis en la interaccion variedad-tipo de fertilizacion con las variables peso seco aéreo,

rendimiento de grano y peso de 1 000 granos.

Table 3. Results of analysis on the interaction range-rate fertilization variables aerial dry weight, grain yield and grain weight of 1 000.

Interaccion de los factores

Peso seco aéreo

Rendimiento de grano Pesode 1000

variedad*tipo de fertilizacion (g parcela) (extrapolado) (t ha'!) granos (g)
Triticale - inoculado 441.5 a! 2.8a 37.2ab
Triticale - C. fertilizado 377.4b 1.9bc 33.2¢
Triticale - C. absoluto 322.5bc 2.1bc 35.2 abc
IRM-37 - inoculado 322.7bc 2.3ab 35bc
IRM-37 - C. fertilizado 303.3¢c 1.9bcd 37.7a
IRM-37 - C. absoluto 237.3d 1.8cd 34.1c
IRM-32 - inoculado 166 ¢ 1.4d 34¢
IRM-32 - C. fertilizado 302.5¢ 2be 35.3ab
IRM-32 - C. absoluto 207.3 de 1.7cd 332¢
CV (%) 29.76 24.19 5.95
Significancia p<0.001 p<0.05 p<0.05

'=valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales; diferencias por Duncan (1955).
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La mejor combinacion de dichos factores correspondiod
al tratamiento Triticale-inoculado, el cual mostré
superioridad estadistica (p< 0.001) en peso seco aéreo
(441.5 g parcela), rendimiento de grano (p< 0.05) (2.8
t ha') y peso de 1 000 granos (37.2 g), aunque en esta
ultima variable también los tratamientos Triticale-
control absoluto (35.2 g), IRM37-inoculado (35.0 g),
IRM37-fertilizado (37.7 g) e IRM32-fertilizado (35.3
g) compartieron superindices comunes con valores
estadisticamente superiores al resto de los tratamientos.

Larespuestadetriticale-inoculado en estas variables de alta
importancia productiva, sugiere una eficiente interaccion
entre esta variedad y el inoculante bacteriano, lo cual indica
que esta variedad es altamente promisoria para la practica
agricola del territorio. Segiin Dobbelaere ef al. (2003), los
rizobios, entre otros diazotrofos, son capaces de producir
vitaminas hidrosolubles del grupo B, lo cual es también un
factor que estimula el factor de crecimiento de las plantas,
especificamente en longitud del tallo, produccion de materia
seca, asi como la capacidad de absorcion de nutrientes.

Los datos mostrados en el Cuadro 3 confirman; asimismo,
lo expresado por Salantur et al. (2006), y Matiru y Dakora
(2006); de que el aumento del rendimiento mediante
el empleo de bacterias asociativas, requiere de las
combinaciones mas correctas entre los genotipos vegetales
y de alguna cepa en especifico. Un ejemplo lo constituye la
variable rendimiento de grano, ya que el tratamiento IRM37-
inoculado, presentd valores estadisticamente superiores con
relacion a los demas tratamientos y presento superindices
comunes (2.3 t ha') con el tratamiento triticale-inoculado
(2.8 tha'!). Mantelin y Touraine (2003) indicaron que estas
bacterias pueden incrementar el acceso de nutrientes, a
través de la estimulacion del sistema de captacion de iones
de la planta, lo cual necesariamente debe estar vinculado a
especificidades del genotipo vegetal.

Los resultados estadisticamente mas bajos con respecto al
efecto del inoculante, correspondieron a la variedad IRM-
32 (peso seco aéreo: 166 g parcela; rendimiento de grano:
1.4 tha'!; peso de 1 000 granos: 34 g). No se descarta que
el factor genotipo vegetal haya influido notablemente en
este resultado. El hecho que las variedades IRM-32 e IRM-
37, ambas fertilizadas quimicamente, hayan presentado
un peso de los granos superior (p< 0.05) (353 gy 37.7 g,
respectivamente) a triticale-fertilizado, especie de mayor
porte (Plana, Rodolfo. Com. Pers.), pudieraresponderauna
seleccion previade las primeras sobre la base de abundantes

vitamins of group B, which is also a factor that stimulates the
growth factor of the plants, specifically the stem length, dry
matter and the capacity of absorption of nutrients.

The data shown in Table 3 confirm, and also expressed by
Salantur et al. (2006), and Matiru and Dakora (2006) that, the
performance gained by using associative bacteria requires
the right combinations between plant genotypes and any
specific strain. An example is the variable grain yield, as
IRM37-inoculated treatment presented statistically higher
values compared to the other treatments and, presented
common superscripts (2.3 t ha') with triticale-inoculated
treatment (2.8 tha'!'). Mantelin and Touraine (2003) indicated
that these bacteria may increase the access of nutrients
through the stimulation of ion uptake system on the plant,
whichnecessarily mustbe linked to a specific plant genotype.

Statistically lower results regarding the effect of inoculum
corresponded to the variety IRM-32 (air dry weight: 166 g
plot, grain yield: 1.4 t ha' 1 000-grains weight: 34 g). It is
possible that the plant genetic factor had greatly influenced
this result. The fact that the varieties IRM-32 and IRM-37,
both chemically fertilized, has submitted a higher grain
weight (p<0.05)(35.3 gand 37.7 g, respectively) to triticale-
fertilized species of larger size (planar, Rodolfo. Com. Pers)
couldrespond to a previous selection of the first on the basis
of heavy doses of fertilizer to obtain seeds, influencing the
form of autotrophic nutrition of the plants (Table 3).

This phenomenon has been previously reported by Provorov
et al. (1996) in the selection of genotypes of Trigonella
foenum-graecum L., inoculated with Rhizobium meliloti.
We must never ignore the fact that statistically inoculated
triticale, triticale-fertilized than in that variable and shared
common superscripts IRM37-fertilized treatments, IRM37-
inoculated and IRM32-fertilized, butalso did it with triticale-
absolute control, which could indicate that the seed filling
inthisrange, dueto the influence of indigenous rhizosphere
bacteria was carried out as efficiently as by the action of the
strain introduced. According to Linderman (1993), Ferrera-
Cerrato and Alarcon (2000), microorganisms can alter the
rate of nutrient uptake by the plant’s roots directly effecting
in a more efficient absorption.

The Table 4 shows that MRI and MRI-32-37, presented no
significantdifferences inany of the variables. Besides, it was
found that the variety Triticale showed statistical superiority
(p<0.001) inroot dry weight and stem length as well (6.2 g
and 84.7 cm, respectively) (p<0.05) with respect to IRM-37
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dosis de fertilizantes para la obtencion de semilla, lo cual
influye en la forma de nutricion autotréfica de las plantas
(Cuadro 3).

Este fendmeno ha sido anteriormente informado por
Provorov et al. (1996) en la seleccion de genotipos de
Trigonella foenum-graecum L., inoculada con Rhizobium
meliloti. No se debe obviar, el hecho de que triticale-
inoculado result6 estadisticamente superior a triticale-
fertilizado en dicha variable, y que compartio superindices
comunes con los tratamientos IRM37-fertilizado, IRM37-
inoculado e IRM32-fertilizado, aunque también lo hizo
con triticale-control absoluto, lo cual pudiera indicar
que el llenado de las semillas en esa variedad, debido
a la influencia de las bacterias rizosféricas autdctonas,
se realiz6 de forma tan eficiente como por la accion de
la cepa introducida. Segin Linderman (1993); Alarcon
y Ferrera-Cerrato (2000), los microorganismos pueden
alterar la velocidad de toma de nutrientes de las plantas por
efecto directo en las raices, asi como hacer mas eficiente
la absorcion de los mismos.

En el Cuadro 4 se observa que IRM-32 e IRM-37, no
presentaron diferencias significativas en ninguna de las
dos variables estudiadas. Por otra parte, se constatd que
la variedad Triticale mostrd superioridad estadistica (p<
0.001) enpeso secoraizy longitud del tallo (6.2 gy 84.7 cm,
respectivamente) (p< 0.05) con respecto a IRM-37 e IRM-
32. Este resultado en la variable peso seco raiz, sugiere que
como especie, T. secale pudiera tenerse en cuenta para su
utilizacién como cultivo en condiciones de estrés hidrico, por
laventaja de absorcion eficiente de humedad y de nutrientes
que presupone un sistema radical desarrollado (Yang et
al., 2009). También, si tenemos en cuenta la superioridad
estadistica de Triticale en peso seco raiz y la variacion
mostrada para esa variable, pudiéramos inferir que existe
altadiferenciacion entre lasespecies 7. aestivumy T. secale,
estudiados en cuanto al caracter peso seco raiz.

El Cuadro 5 muestra los resultados del anélisis de varianza
conelfactortipo de fertilizacion, en el cual s6lo se observaron
diferencias significativas (p<0.05), enla variable numero de
espigas. Se constatd que el tratamiento fertilizado presentd
valores estadisticamente superiores (2.5 espigas planta') a
los del control absoluto y, aunque el tratamiento inoculado
compartid superindices comunes con el control absoluto
(2.4 espigasplanta'y 2.1 espigas planta’', respectivamente),
también presento letras iguales con el control fertilizado, lo
cual indica el efecto positivo muy discreto del inoculante
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and IRM-32. Thisresults in variable root dry weight, suggests
that as a species, T secale may be considered for use as crop
water stress because of its advantage on efficient absorption of
moisture and nutrients that presupposes adeveloped of the root
system (Yang et al.,2009). Also, if we consider the statistical
superiority of Triticale regarding its root dry weight, and the
variation shown for that variable, we can infer that there is a
high differentiation between species 7. aestivum and T. secale,
studied in terms of root dry weight basis.

Cuadro 4. Resultados del analisis de un factor (variedad)
con las variables peso seco raiz y longitud del
tallo.

Table 4. Results of analysis of a factor (variety) with the

variables root dry weight and stem length.

Factor Peso seco raiz (g) Longitud del
variedad tallo (cm)
Triticale 6.2a' 84.8a
IRM-37 3.1b 77.2b
IRM-32 33b 75.2b
CV (%) 31.98 9.23
Significancia »<0.001 p<0.05

'=valores con lamisma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales;
diferencias por Duncan (1955).

The Table 5 shows the results of analysis of variance with
the factor type of fertilization, in which only significant
differences (p< 0.05) in the variable number of spikes. It
was found that, the fertilized plots showed statistically
higher values (2.5 ears plant") to control all and, although
the treatment inoculated with shared common superscripts
absolute control (2.4 ears plant’ and 2.1 ears plant’,
respectively) also presented with the same letters fertilized
control, indicating the positive effect of inoculant bacterial
quite discreet in this variable, and a possible influence of
the indigenous population of thizosphere bacteria, capable
of stimulating the plant’s growth.

These rhizobacteria, like those introduced in the present
experiment are associated with the roots of the grass,
due to the influence of organic compounds product of
root exudates, such as carbohydrates, organic acids and
microbial growth factors (Omay et al., 1993; Chelius and
Triplett, 2000). However, by not using specific laboratory
techniques in this field, the authors of this paper cannot issue
a conclusion with respect to defining this outcome, nor to
those shown in Table 3, which suggest the marked influence
of native microorganisms in some variables.
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bacteriano en esta variable, y una posible influencia de
la poblacion de bacterias rizosféricas autdctonas, con
capacidad de estimular el crecimiento vegetal.

Estasrizobacterias, al igual que las introducidas en el presente
experimento, seasocianalasraices dela graminea, debidoala
influencia de compuestos organicos producto de los exudados
radicales,como: carbohidratos, acidos organicos y factores de
crecimiento microbiano (Omay etal., 1993; Chelius y Triplett,
2000). No obstante, al no utilizar las técnicas de laboratorio
especificas en este campo, los autores del presente trabajo no
pueden emitir una conclusion definitoria con respecto a este
resultado, nialos mostrados en el Cuadro 3, los cuales sugieren
lainfluencia marcada de los microorganismos autoctonos en
algunas variables evaluadas.

Experimento con Zea mays

Se observo en el Cuadro 6 los resultados estadisticos de tres
variables medidas en Zea mays (peso seco aéreo, peso seco
de lamazorca y longitud del tallo), los cuales en el analisis
de varianza mostraron diferencias significativas para la
interaccion de los factores variedad y tipo de fertilizacion.

Cuadro 5. Resultados del analisis de un factor (tipo de

fertilizacion) con la variable nimero de espigas.

Table S. Results of analysis of a factor (type of fertilization)
with variable number of spikes.

Numero de espigas

Tipo de Datos
fertilizacion Mediana transformados, Vx
Control absoluto 4 2.1b
Inoculado 6 2.4 ab
Control fertilizado 6 2.5a!
CV (%) 15.96
Significancia p<0.05

'=valores con lamisma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales;
diferencias por Duncan (1955).

Experiment with Zea mays

Itwasnoted in Table 6 the statistical results of three variables
measured in Zea mays (air dry weight, dry weight of ear
and stem length), which in the analysis of variance showed
significant differences for the interaction of variety and type
of fertilization.

Cuadro 6. Resultados del analisis en la interaccion variedad-tipo de fertilizacién con las variables peso seco aéreo, peso

seco de la mazorca y longitud del tallo.

Table 6. Results of analysis on the interaction range, type of fertilization variables aerial dry weight, dry weight of ear and

stem length.
Interaccion de los factores Peso seco aéreo (k; Peso seco de la mazorca .
Variedadx*tipo de fertilizacion parcela™) (ke (kg) Longitud del tallo (cm)
Canilla - inoculado 2.36d 0.6 ab 191.5
Canilla - C. fertilizado 3.28ab 0.575ab 200.5
Canilla - C. absoluto 2.8¢ 0.475¢ 199
VST- 6 - inoculado 2.93bc 0.55bc 206.25
VST-6 - C. fertilizado 3.59a! 0.65a 190.5
VST-6 - C. absoluto 2.31d 0.565b 191.5
CV (%) 18.41 12.63 7.41
Significancia p<0.005 p<0.05 NS

'=valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales; diferencias por Duncan (1955).

Enpesosecoaéreo (Cuadro 6), los mejores resultados fueron
paralos tratamientos fertilizados, tanto en la variedad VST-
6 (3.51 kg parcela), como en la variedad Canilla (3.28 kg
parcelal) (p<0.005). A su vez, VST6-inoculado (2.93 kg
parcela™!), presentd superindices comunes con Canilla-
fertilizado (3.28 kg parcela), a pesar de ser estadisticamente
menor que VST-fertilizado (3.59 kg parcela), por lo

Shoot dry weight (Table 6), best results were for the
fertilized treatments, both in the variety VST-6 (3.51 kg
plot!), as in the variety Canilla (3.28 kg plot™) (p<0,005).
In turn, VST6-inoculated (2.93 kg plot!), presented with
common superscripts Canilla-fertilized (3.28 kg plot),
despite being statistically lower than VST-fertilized (3.59
kg plot), so the factor variety seems to not have had more
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que el factor variedad no parece haber tenido una mayor
influencia en estos resultados, sino propiamente el tipo de
fertilizacion. En este caso, se noto la influencia positiva
del inoculante en la planta.

En peso seco de la mazorca (Cuadro 6), el tratamiento
Canilla-inoculado compartié superindices (0.6 kg) con
Canilla fertilizado (0.575 kg) y VST-6 fertilizado (0.65
kg). Larespuestadel tratamiento Canilla-inoculado en peso
secodelamazorca, variable de altaimportancia productiva,
sugiere una interaccion moderadamente eficiente entre esta
variedad y el inoculante bacteriano, lo que indica la posible
seleccion de lamisma parala practicaagricola del territorio.
Segun Salantur et al. (2006), asi como Matiru y Dakora
(2006); el aumento del rendimiento mediante el empleo
de bacterias asociativas, requiere de las combinaciones
mas correctas entre los genotipos vegetales y de alguna
cepa en especifico.

La variable longitud del tallo (Cuadro 6), no presento
diferencias significativas en ninguna combinacion de los
factores estudiados, al parecer, influido principalmente por
el factor genotipo vegetal, en este caso con efecto homogéneo
en el crecimiento. Diversos autores, como Dobbelaere et al.
(2002) y Pecina-Quintero et al. (2005), consideraron que la
respuesta de la planta a la inoculacién depende de factores
diversos, entre los que se encuentra el genotipo de la planta.

En cuanto a los resultados con un solo factor (variedad)
(Cuadro 7), se observd, que al igual que en la interaccion de
los dos factores estudiados: variedad y tipo de fertilizacion,
longitud del tallo no arrojo diferencias significativas en sus
valores, lo cual indica que estas variedades no presentaron
respuestas diferenciadas en cuanto a esta variable, porlo que
sedescarta cualquier tipo de influencia del genotipo vegetal.

El Cuadro 8 muestra los resultados del analisis con el factor
tipo de fertilizacion, el cual mostro diferencias significativas
en las variables nimero de mazorcas y numero de hojas.

Se constatd que los tratamientos fertilizados e inoculados,
compartieron superindices comunes en nimero de hojas
(3.78 hojas planta y 3.76 hojas planta!, respectivamente)
y que ambos factores, en esa misma variable presentaron
valores estadisticamente superiores (»<0.05) alos del control
absoluto; lo cual indica el efecto positivo del inoculante
bacteriano. Este resultado en la variable estudiada no es
sorprendente: en estudios previos, Mia y Samsuddin (2010)
informaron que la inoculacion con rizobios, desarroll6 la
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influence on these results, but the type of fertilization itself.
In this case, the positive effect was noticed in the inoculant
in the plant.

For dry weight of the ear (Table 6), the treatment Canilla-
inoculated shared superscripts (0.6 kg) with fertilized
Canilla (0.575 kg) and VST-6 fertilized (0.65 kg). The
treatment response Canilla-inoculated in dry weight of the
cob, variable production of high importance, suggests a
moderately efficient interaction between this variety and the
bacterial inoculum, indicating the possible selection for itself
forthe local agriculture. According to Salantur ez al. (2006),
and Matiru and Dakora (2006), the performance gained by
using associative bacteria, requires the right combinations
between plant genotypes and any specific strain.

The variable stem length (Table 6), presented no significant
differences in any combination of the factors studied,
apparently, influenced mainly by the factor plant genotype,
in this case with homogeneous effect on growth. Several
authors, such as Dobbelaere et al. (2002) and Pecina-
Quintero et al. (2005), considered that the plant’s response
to inoculation depends on various factors, among which is
the genotype of the plant.

As for the results with a single factor (variety) (Table 7), we
observedthatasthe interaction of the two studied factors: variety
and type of fertilization, stem length showed no significant
differences in their values, indicating that these varieties did
not show differential responses in terms of this variable, so
that any influence regarding the plant genotype was ruled out.

Cuadro 7. Resultados de t-student de un factor (variedad)
con la variable longitud del tallo para dos
tratamientos.

Table 7. Results of t-student of a factor (variety) with the

variable length of the stem to both treatments.

Factor variedad Longitud del tallo (cm)
Canilla 196.67

VST-6 196.08

CV (%) 7.41
Significancia NS

'=valores con lamisma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales;
diferencias por Duncan (1955).

The Table 8 shows the results of factor analysis with the type
of fertilization, which showed significant differences in the
variables number of ears and number of leaves.
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conductancia estomatica, con un incremento de 12% de la
tasa fotosintética y en variedades de arroz presentaron 16%
de incremento en el rendimiento.

It was found that fertilized and inoculated treatments,
sharing common superscripts in number of leaves (3.78
leaves plant! and 3.76 leaves plant’!, respectively) and

Cuadro 8. Resultados del analisis de un factor (tipo de fertilizacion) con las variables niimero de mazorcas, niumero de

hojas y longitud del tallo.

Table 8. Results of analysis of a factor (type of fertilization) with variable number of ears, number of leaves and stem length.

Tipo de Num. mazorcas planta (datos Num. hojas planta™! (datos Longitud del tallo
fertilizacion transformados con \/x) transformados con \/X) (cm)

C. absoluto 1.19ab 3.65b 1.95
Inoculado 1.22a' 3.78a 1.98

C. fertilizado 1.12b 3.76a 1.96

CV (%) 7.13 2.71 7.41
Significacion p<0.05 p<0.05 NS

'=valores con la misma letra dentro de cada columna son estadisticamente iguales; diferencias por Duncan (1955).

Se observo ademas, que en nimero de mazorcas (Cuadro
8), el control absoluto compartié superindices comunes
con el tratamiento inoculado y el control fertilizado
(1.19 mazorcas planta'; 1.22 mazorcas planta! y 1.12
mazorcas planta’!, respectivamente). Esto indica de forma
obvia la escasa o ninguna influencia de la fertilizacion
quimica en esta variable, ya que en estudios anteriores en
experimentos de campo (Bécquer et al., 2008), el nimero
de mazorcas tampoco presento diferencias significativas en
los tratamientos evaluados. La influencia de la poblacion
autdctona de rizobacterias con efecto estimulador del
crecimiento vegetal, pudo haber sido otra de las causas de
estos resultados, excepto en el tratamiento fertilizado, ya
que esta comprobado que los fertilizantes nitrogenados,
pueden inhibir la supervivencia de algunas rizobacterias
en el suelo (Mehnaz et al., 2010).

Conclusiones

Las variedades triticale, IRM-37 (experimento con
Triticum secale y T. aestivum) y Canilla (experimento
con Zea mays), presentaron las mejores respuestas a la
inoculacion con Bradyrhizobium sp.

Triticum secale mostro superioridad estadistica en peso
seco raiz y longitud del tallo con respecto a T. aestivum,
lo cual indica un alto potencial de tolerancia a la sequia de
dicha variedad.

both, in that same variable values were statistically higher
(p< 0.05) than the absolute control, which indicates the
positive effect of bacterial inoculum. This result for the
variable studied was not that surprising: in previous studies,
Mia and Samsuddin (2010) reported that inoculation with
rhizobia, developed stomatal conductance, an increase of
12% of the photosynthetic rate in rice varieties and showed
16% of'yield increase.

It was also observed in the number of ears (Table 8),
absolute control shared common superscripts inoculated
treatment and control fertilized (1.19 ears plant™'; 1.22 cobs
plant”! and 1.12 ears plant !, respectively). This indicates an
obvious way for the little or no influence at all of chemical
fertilization in this variable, as in previous studies in field
experiments (Becquer et al., 2008), the number of ears
showed no significant differences in any of the treatments.
The influence of the indigenous population of rhizobacteria
with plant growth promoting effect could have been another
cause for these results, except in the fertilized treatment, as
it is shown that nitrogen fertilizers may inhibit the survival
of some rhizobacteria in the soil (Mehnaz et al., 2010).

Conclusions

Triticale varieties, IRM-37 (experiment 7riticum secale and
T. aestivum) and Canilla (Zea mays experiment) showed
the best responses to inoculation with Bradyrhizobium sp.
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En Zea mays no hubo diferencias estadisticas en la
interaccion variedad*tipo de fertilizacion, asi como en
cada uno de estos factores por separado en longitud del
tallo, por lo que se descarta cualquier tipo de influencia
del genotipo vegetal en dichos resultados.

La fertilizacidén nitrogenada y la variedad vegetal, tuvieron
marcadainfluenciaen larespuestade los cultivos estudiados,
sobre todo en Triticum aestivumy T. secale.

Los resultados obtenidos en el peso de 1 000 granos y en
numero de espigas (experimento de Triticum), asi como en
numero de mazorcas (experimento de Zea mays), sugieren
unamarcada influencia de los microorganismos rizosféricos
autoctonos en dichas variables.
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