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Resumen

Sellevd acabounexperimento de invernadero paraevaluarla
influenciadelainoculacion simple y combinada, efectuadacon
lasbacteriasrizosféricas Sinorhizobiumy Azospirillum,endos
variedades de trigo. Materiales y métodos segun lo descrito en
las metodologias convencionales para este campo de estudio.
Eldisefio experimental fue completamente aleatorizado, con
4 réplicas y 10 tratamientos. Analisis estadistico varianza
bifactorial. Se utiliz6 tratamiento fertilizado con NH,NO; (150
ppm/kg suelo). Se evaluo contenido de clorofila foliar, peso
seco aéreo, peso secoradical, longitud del talloy germinacion.
Encaso de aparecer diferencias, se determinaron mediante la
prueba de Duncan, y las diferencias entre las variedades con
t-Student. Se concluye que la inoculacién combinada de la
cepaA2 (Sinorhizobiummeliloti) conlacepa N7 (Azospirillum
zeae), fue la de mayor influencia positiva en el contenido
de clorofila de las plantas. Por otra parte, existié una alta
diferenciacion entre las dos variedades de trigo en la longitud
del tallo, peso seco aéreo y peso seco radical. Los resultados
en peso seco aéreo y peso seco radical, al combinarse los
dos factores estudiados, dependieron notablemente de las
caracteristicas varietales delaplantay del efecto significativo
de la poblacion autoctona de rizobacterias. La germinacion
de las plantas no estuvo vinculada a ninguno de los factores
aplicados en el experimento.

* Recibido: diciembre de 2011
Aceptado: julio de 2012

Abstract

The experiment was carried out in a greenhouse so that the
inoculation, both simple and combined (with the rhizospheric
bacteria- Sinorhizobium and Azospirllium),entwo varieties of
Wheat. Materials and methodologies wereused inaccordance
with previously prescribed conventional methodologies
for this study. The experimental design was completely
randomized, with 4 replicas and 10 treatments. A statistical
analysis using two-way variance was done. Fertilized
treatment was applied with NH,NO; (150 ppm/kg soil). The
content of chlorophyll foliage was evaluated, dry air weight,
dry root weight, length of stem, and germination. In the event
that differences appeared, it was determined through use of
the Duncan Test, and the differences between varieties with
t-Student. It is concluded that combined inoculation with
the strain A2 (Sinorhizobium meliloti) and the strain N7
(Azospirillum zeae) had the greatest positive influence on the
chlorophyll content ofthe plants. On the other hand, there was a
greatdifference between the two varieties of wheat in terms of
length of stem, dry air weight, and dry root weight. The results
of dry air weight and dry root weight, upon combining the
two factors that were studied, highly depended on the varietal
characteristics of the plant and on the native population of
rhizobacteria. The germination of the plants was not linked
to any of the applied factors in the experiment.
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Introduccion

Elefecto positivo de las bacterias rizosféricas en gramineas,
en base a su produccion de sustancias estimuladoras del
crecimiento vegetal, ha sido demostrado por diferentes
autores (Antouny Prévost, 2005; Anya et al.,2009). Entre
estas bacterias, Azospirillum constituye una de las mas
prometedoras, ya que coloniza la rizosfera de numerosos
cultivos y la produccién de fitohormonas, reduccion de
nitratos, asi como la fijacion del dinitrégeno, se le han
atribuido para explicar su efecto positivo en las plantas
(Steenhoudty Vanderleyden, 2000). En el presente trabajo
se utilizo una cepa de A. zeae y otra de A. canadense,
ambas conocidas por incrementar el rendimiento de
cereales (Mehnaz et al., 2010). Otras bacterias, como los
rizobios, colonizan no sélo las raices de las leguminosas,
sino también las de plantas pertenecientes a otras familias
y producen diversos metabolitos que pueden actuar como
sustancias promotoras del crecimiento vegetal (Dakora,
2003). En el presente experimento se utilizaron cepas de
Sinorhizobium meliloti, género reconocido como altamente
eficiente por su efecto estimulador del crecimiento vegetal
en trigo en combinacion con cepas de Azospirillum (Askary
etal.,2009).

Por otra parte, se conocen trabajos sobre la coinoculacion
conbacterias pertenecientes a diferentes géneros, capaces de
producir sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal
y de lograr un efecto positivo en diversos cultivos de forma
sinérgica (Carolina'y Lorda, 2009; Rodriguez et al., 2009).
La coinoculacion puede beneficiar el crecimiento vegetal
a través de diferentes mecanismos (Bashan et al., 2004;
Rodriguezetal.,2006),como el de cambios en lamorfologia
y fisiologia del sistema radical (Sarig et al., 1992). El
incremento en el nimero de raices laterales y pelosradicales
causa el aumento de la superficie radical disponible paralos
nutrientes y la captacion de agua (Bai et al., 2003).

El objetivo general del experimento se centrd en determinar
la influencia de la inoculacion simple y combinada con
Azospirillum spp. y Sinorhizobium spp., asi como de la
variedad vegetal, en trigo, cultivado bajo condiciones de
invernadero.

Carlos Jos¢ Bécquer Granados et al.

Key words: Azospirillum, Sinorhizobium, foliage
chlorophyll, phytohormones.

Introduction

The positive effect of the rhizospheric bacteria in graminea,
based on its production of substances with vegetation
growth stimulants, has been demonstrated by different
authors (Antoun y Prévost, 2005; Anya et al., 2009).
Amongst the bacteria, Azospirillum constitutes as one
of the most promising, as it colonizes the rhizosphere of
many crops and the production of phytohormones, works
in the reduction of nitrates, like the fixation of dinitrogen,
it has been attributed to explain the positive effect on
plants (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000). In the present
research, a strain of 4. zeae and another of A. canadense
was used, both are known for increasing the yield of
cereal crops (Mehnaz et al., 2010). Other bacteria like
the Rhizobes, colonize not only the roots of leguminous
plants, but also plants belonging to other families and
produce diverse matabolites that can act as substances that
are promoters of vegetation growth (Dakora, 2003). In the
current experiment strains of Sinorhizobium meliloti were
used, a genus that is generally known as highly efficient
for their stimulating effect of vegetation growth in wheat
with strains of Azospirillum (Askary et al., 2009)

On the other hand, other investigations are known about
the co-inoculation with bacteria belonging to a different
genus, capable of producing substances that are vegetation
growth stimulators and can achieve a positive effect in
diverse cultigens in a synergetic form (Carolina and Lorda,
2009; Rodriguez et al., 2009). The co-incoculation can
benefit vegetation growth through different mechanisms
(Bashan et al., 2004; Rodriguez et al., 2006), like the
changes in morphology and physiology of the root system
(Sarig et al, 1992). The increase in the number of lateral
roots and root hair cause an increase in the root surface
that is available for nutrients and water capture (Baj et
al.,2003).

The general objective of the experiment centered on
determining the influence of simple inoculation and
combined (with Azospirillum spp. and Sinorhizobium spp.)
inoculation, as well as vegetation variety, in wheat, cultivated
under greenhouse conditions.
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Materiales y métodos

Procedencia de las cepas: se utilizaron las cepas N7,
perteneciente a 4. zeae, asi como lacepa DS2, perteneciente
a A. canadense, donadas por Agriculture and Agri-Food
Canada (London). Asimismo, se utilizaron las cepas
A2 y NRG34 pertenecientes a S. meliloti y donadas por
Agriculture and Agri-Food Canada (Quebec).

Variedades de trigo y procedencia: se evaluaron las
variedades de trigo (7riticum aestivum): Barrie y Hoffman,
donadas por Agriculture and Agri-Food Canada (Quebec).

Procedimiento experimental: utilizaron metodologias
previamente descritas por Sabry et al. (1997) y Webster
et al. (1997). Todas las cepas crecieron en medio solido
Levadura-Manitol (Vincent, 1970) y se resuspendieron
en medio liquido Levadura-Manitol hasta lograr una
concentracion celular de 107-10% UFC/mL. Se aplico el
in6culo bacteriano en el momento de la siembra (1.0 mL/
semilla), con una concentracion celular de 107-108 UFC/
mL y diluido en proporcion de 1:10 mediante una solucion
salina estéril (0.85% NaCl). Una segunda inoculacion,
con la misma concentracion, fue aplicada a los 5 dias de
siembra.

Se utilizaron macetas plasticas con 0.90 kg de suelo
sin esterilizar, que se colectd en areas pertenecientes a
Agriculture and Agri-Food Canada, Estacion Experimental
Delhi (London, Ontario, Canada) (42° 5’ latitud norte, 80°
3’ longitud oeste). Este suelo esta clasificado como Luvisol
Marron-Brunosolico Gris (Brunisolic Gray Brown Luvisol)
(Canadian System of Soil Classification) (Chapman y
Putman, 1966) y se caracteriza por su predominio de arena
(88%). Composicion quimica: (N: 0.01 %; materia organica:
1%; P,Os: 217 ppm; K,O: 101 ppm, NaCl: 6 ppm, Mg: 115
ppm; Ca: 62 ppm; pH: 6). Se sembraron las macetas con
10 semillas cada una, sin esterilizar. La evaluacion fue
realizada a las tres semanas de siembra con la utilizacion de
técnicas de evaluacion agrondomicas convencionales para
ensayos de invernadero (Somasegaran y Hoben, 1994), asi
como ladeterminacion del contenido de clorofila foliar, con
un detector de clorofila Minolta SPAD-501 (Rodriguez-
Mendoza et al., 1998).

Disefio experimental y andlisis estadistico: se realizé el
analisis de varianza de un experimento bifactorial con
un disefio completamente aleatorizado, con el objetivo

Materials and methods

Origin of the Strains: the strains N7, belonging to 4 zea,
aswell as the strain DS2, belonging to A. canadense, were
used; they were donated by Agriculture and Agri-Food
Canada (London). Likewise, the strains A2 AND NRG34,
belonging to S. meliotli and donated by Agriculture and
Agri-Food Canada (Quebec) were used.

Varietites of wheat and their origins: the varieties
(Triticum aestivum) of wheat were evaluated: Barrie and
Hoffman, donated by Agriculture and Agri-Food Canada
(Quebec).

Experimental procedure: methodologies previously
described by Sabry et al. (1997) and Webster ef al.
(1997) were used. All of the strains grew in medium-solid
Yeast-Mannitol (Vincent, 1970) and were suspended
in medium liquid Yeast-Mannitol until reaching a
cellular concentration of 107-108 UFC/mL. The bacteria
inoculum was applied at the moment of planting (1.0mL./
seed), with a cellular concentration of 10’-108 UFC/mL
and diluted in proportion of 1:10by means of a sterile
saline solution (0.85% NaCl). The second inoculum,
with the same concentration was applied at 5 days after
planting.

Plastic planters were used with .90 kg of unsterilized
soil that was collected in areas belonging to Agriculture
and Agri-Food Canada, Experimental Delhi Station
(Lond, Ontario, Canada) (42° 5 latitude north, 80° 3’
longitude west). This soil is classified as Brunisolic Gray
Brown Luvisol (Canadian System of Soil Classification)
(Chapman and Putman, 1966) and is characterized for its
predominance of sand (88%). The chemical composition
is: (N: 0.01 %; organic material: 1%; P,Os: 217 ppm;
K,0: 101 ppm, NaCl: 6 ppm, Mg: 115 ppm; Ca: 62 ppm;
pH: 6). The planters were planted with 10 seeds in each
without sterilization. The evaluation was done three weeks
from planting with the use of conventional agronomic
evaluation techniques for greenhouse trials (Somasegaran
and Hoben, 1994), along with the determination of foliar
chlorophyll content with a chloropyll detector Minolta
SPAD-501 (Rodriguez-Mendoza et al., 1998).

Experiemntal design and statistical analysis: the
variance analysis was carried out for the bi-factorial
experiment with a completely randomized design, with
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de evaluar dos variedades de trigo con 10 tratamientos:
control fertilizado quimicamente (NH,NO;: 150 ppm N/kg
de suelo), tratamientos inoculados con las cepas NRG34,
A2,N7,DS2; tratamientos coinoculados con NRG34+N7,
A2+N7, NRG34+DS2, A2+DS2, asi como el control
absoluto. Se utilizaron 4 réplicas, y se evaluaron 5 plantas
por tratamiento. Las diferencias entre las medias para la
interaccion de los dos factores y del tipo de fertilizacion,
se determinaron mediante Duncan (1955) y las diferencias
entre las variedades se determinaron con t-Student. Los
datos fueron procesados en SPSS/PC version 15.0 para
Windows. Se evaluaron las variables: peso seco aéreo (g/
planta), peso seco radical (g/planta), longitud del tallo (cm/
planta), germinacion (%) y contenido de clorofila foliar
(SPADS/planta).

Resultados y discusion

La longitud del tallo, peso seco aéreo y peso seco radical
difirieron (»<0.001) s6lo al comparar las variedades de trigo
probadas. Enel Cuadro 1 se observa que paralalongitud del
tallo, Hoffman muestra un comportamiento superior (10.11
cm). También esta misma variedad se mantiene por encima
de Barrie para el peso seco aéreo (1.08 g/planta) y el peso
seco radical, con 0.61 g/planta.

Carlos Jos¢ Bécquer Granados et al.

the objective to evaluate the two types of wheat with 10
treatments: control chemically fertilized (NH,NO;: 150
ppm N/kg de suelo), inoculated treatments with strains
NRG34, A2, N7, DS2; co-inoculated treatments with
NRG34+N7,A2+N7, NRG34+DS2, A2+DS2, as well as
absolute control. Four replicas were used and five plants
for treatment were evaluated. The differences between
the modes of interaction of the two factors and the type
of fertilization were determined by Duncan (1955) and
the differences between varieties were determined with a
T-test. The data was processed in SPSS/PC version 15.0
for windows. The variables were evaluated: dry air weight
(g/plant) dry root weight (g/plant), length of stem (cm/
plant) germination (%) and foliar chlorophyll content
(SPADS/plant).

Results and discussion

The length of the stem, dry air weight, and dry root weight
differed (p< 0.001) only upon comparing the tested
wheat varieties. In table 1, the length of the stem can be
shown; Hoffman shows a superior performance (10.11
cm). Also, these same varieties remain above Barrie in
the dry air weight (1.08 g/plant) and the root weight with
0.61 g/plant.

Cuadro 1. Resultados del analisis de varianza del factor variedad con las variables longitud del tallo, peso seco aéreo y peso

seco radical en las variedades de trigo evaluadas.

Table 1. Results of the variance analysis for the variety factor with variables of length of stem, dry air weight, and dry root

weight in the evaluated wheat varieties.

Tratamientos Longitud del tallo (cm) Peso seco aéreo (g/planta) Peso seco radical (g/planta)
Hoffman '10.11a 1.08a 0.61a

Barrie 7.94b 0.78b 0.48b

C.V. (%) 16.28 8.81 12.20
Significacion »<0.001 p<0.001 p<0.001

"etras diferentes en una misma columna difieren estadisticamente.

Es evidente que existio una alta diferenciacion entre
los representantes de las dos variedades al constatar la
superioridad de la variedad Hoffman. Esta diferencia de
significacion estadistica indica una influencia marcada
de la variedad vegetal en las variables agronémicas
antes mencionadas. Askary et al. (2009) encontraron que
la coinoculacion de trigo con Azospirillum brasilense
y Sinorhizobium meliloti influy6 favorablemente en
determinados parametros de crecimiento de la planta,

It is evident that a great difference exists between the two
varieties upon verifying the superiority of the Hoffman
variety. This difference of statistical significance indicates
a marked influence of the plant variety aforementioned
agronomic variables. Askary et al. (2009) found that
co-inoculation of wheat with Azospirillum brasilense
and Sinorhizobium meliloti favorably influenced the
determination of parameters for plant growth, but that
these results also depended on the variety of wheat that



Efecto de la inoculacion con bacterias rizosféricas en dos variedades de trigo. Fase II: invernadero 989

pero que esos resultados dependieron también de las
variedades de trigo utilizadas. Diversos autores, como
Dobbelaere et al. (2002) y Pecina-Quintero et al. (2005)
consideraron que larespuestade laplanta alainoculacion
depende de factores diversos, entre los que se encuentra
el genotipo de la planta, lo cual se corrobora en el informe
de Van Loon (2006), de que las bacterias pertenecientes
al género Pseudomonas alteran la expresion genética de
las plantas en raices y hojas a diferentes niveles, lo cual
esunindicativo del reconocimiento de uno o mas factores
bacterianos determinantes por los receptores especificos
de la planta.

Esta propiedad indudablemente debe variar entre las
especies vegetales por estar condicionada, tanto al genotipo
vegetal, como al genotipo del microorganismo. También
Bosco et al. (2006) detectaron una clara tendencia en la
correlacion entre las variedades de plantas y el efecto de un
indculo probiodtico, compuesto de bacterias rizosféricas y
micorrizas vesiculo arbusculares.

Esta tendencia de la influencia de la variedad en los
resultados agroproductivos se observo también en la
interaccion de los factores variedad x tipo de fertilizacion,
la cual present6 en el analisis de varianza diferencias
significativas (p< 0.001) ante peso seco aéreo y peso
seco radical. En el Cuadro 2 se observa, en peso seco
aéreo, que los tratamientos mas sobresalientes fueron
Hoffman-fertilizado (1.34 g), Hoffman+N7 (1.19 g) y
Hoffman-control absoluto (1.12 g). El primer tratamiento
fue estadisticamente superior al resto, excepto Hoffman+
N7. Es evidente la marcada influencia del factor variedad
endichainteraccion de factores, pero también la poblacion
autoctona de larizosfera debio jugar un papel importante.
Segun Chelius y Triplett (2000) estas rizobacterias, al
igual que las introducidas, se asocian a las raices de la
planta debido a la influencia de compuestos organicos
producto de los exudados radicales, como carbohidratos,
acidos organicos y factores de crecimiento microbiano.
Una prueba de ello fue, que en peso seco radical, aunque
persistio la influencia varietal en los resultados, los
valores estadisticamente superiores correspondieron a
Hoffman-control absoluto (0.84 g), el cual compartio
superindices comunes con Hoffman+A2+DS2 (0.79 g),
Hoffmann+NRG34+DS2 (0.74 g), Hoffman+N7 (0.65 g)
y Hoffman+DS2 (0.62 g). Aligual que en peso seco aéreo,
los valores inferiores correspondieron a los tratamientos
de la variedad Barrie.

was used. Various authors like Dobbelaere ef al. (2002)
y Pecina-Quintero et al. (2005) considered that the plant
response to inoculation depended on diverse factors,
amongst those whose plant genotype is found. This would
corroborate Van Loon’s (2006) report, that the bacteria
belonging to the genus Pseudomonas, altered the genetic
expression of the plants in theirroots and leaves at different
levels- which would be a recognition indicator of one or
more bacterial factors determined by the specific receptors
of the plant.

This property should undoubtedly vary between plant
species by conditioning, both the plant genotype as the
genotype of the microorganism. Also Bosco ef al. (2006)
detected a clear tendency in the correlation between the
plant varieties and the effect of the probiotic inoculation,
composed of the rhizospheric and vesicular arbuscular
bacteria.

This tendency of the varietal influence, in the agro-
productive results, was also observed in the interaction of
the variety factors, type x of fertilization, which presents a
variance analysis with significant difference of significant
difference e (p< 0.001) when faced with dry air weight
and dry root weight. In table 2, the dry air weight can be
observed; the most significant treatments were Hoffman-
fertilized (1.34 g), Hoffman +N7 (1.19 g) and Hoffman-
absolute control (1.12 g). The first treatment was statistically
superior to the rest, minus that of offman+N7. It is evident
that there is a marked influence in the variety factor in said
factor interactions, but that also, the native population of
rhizosphere should play an important role. According to
Chelius and Triplett (2000) these rhizobacteria, just like the
introduced bacteria, is associated with the plant roots given
the influence of the composed organic products ofthe exuded
roots, like carbohydrates, organic acids and microbial growth
factors. A test of this was, that in dry weighing the root,
even though varietal influence of the results persisted, the
superior statistic values corresponded to Hoffman-control
absolute (0.84 g) of which shared super-indexes in common
with Hoffman+A2+DS2 (0.79 g), Hoffmann+NRG34+DS2
(0.74 g), Hoffman+N7 (0.65 g) and Hoffman+DS2 (0.62 g).
Just like in dry air weight, the lesser values corresponded to
the treatment of the Barrie variety.

In these results, it can be observed that, apart from the
influence ofthe variety, there are other patterns: on one hand,
there is the marked influence of the native rhizobacteria,
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Cuadro 2. Resultados del analisis de varianza de la interaccion variedad x tipo de fertilizacion con las variables peso seco

aéreo y peso seco radical.

Table 2. Results from the variance analysis of the variety x type interaction of fertilizer with the variables dry air weight

and dry root weight.
Tratamientos Peso seco aéreo (g) Peso seco radical (g)
Barrie+A2 0.79 efgh 0.49 cdefg
BarrietNRG34 0.79 efgh 0.39 efg
Barrie+N7 0.76 fgh 0.51 cdefg
Barrie+DS2 0.78 efgh 0.50 cdefg
Barrie+A2+N7 0.70 gh 0.43 defg
Barrie+tNRG34+N7 0.88 cdefg 0.60 bedef
Barrie+A2+DS2 0.76 fgh 0.49 cdefg
Barrie+tNRG34+DS2 0.62h 0.36 fg
Barrie-control absoluto 0.84 defgh 0.58 bedef
Barrie-control fertilizado 0.74 gh 0.30¢g
Hoffman+A2 0.79 efgh 0.53 cdefg
Hoffman+NRG34 1.09 bc 0.58 bedef
Hoffman+N7 1.19ab 0.65 abcd
Hoffman+DS2 1.10 be 0.62 abcde
Hoffman+A2+N7 1.01 bede 0.52 cdefg
Hoffman+NRG34+N7 0.99 bedef 0.44 defg
Hoffman+A2+DS2 1.05 bed 0.79 ab
Hoffman+NRG34+DS2 1.09 be 0.74 abe
Hoffman-control absoluto 1.12b 10.84a
Hoffman-control fertilizado 1.34a 0.51 cdefg
Significacion »<0.001 p<0.001

!etras diferentes en una misma columna difieren estadisticamente.

En estos resultados se pueden observar, ademas de la
influencia de la variedad, otros dos patrones: por una parte
la influencia marcada de las rizobacterias autdctonas,
y por otro, el componente cepa N7 (Azospirillum zeae)
en tratamientos donde se comparten valores altos
estadisticamente similares entre si. Este Gltimo patrén
también se repite con el factor tipo de fertilizacion (Cuadro
3). Estos resultados parecen guardar estrecha relacion
con la secrecion especifica de sustancias estimuladoras
del crecimiento vegetal por las rizobacterias y la forma
de incidir éstas en las variables agrondmicas de la planta.
Brasil et al. (2005 y 2006), asi como Kuss (2000),
encontraron presencia de Azospirillum no so6lo en el
interior de las raices, sino también en la parte aérea de
las plantas, debido a lo cual esta bacteria puede presentar
ventajas sobre otros géneros bacterianos de la rizosfera.

but on the other, the component strain N7 (Axospirllum
zeae) intreatment where there is a sharing of high statistical
values that have similarity between them. This last pattern
also repeats with the factor type of fertilization (Table 3).
These results appear to be closely related with the specific
secretion of substances that are plant growth stimulators due
to the rhizobacteria and the form of stress on the agronomic
variables of the plant. Brasil et al. (2005 and 2006), found
that the presence of Azospirillum is not only in the interior
of the roots, rather it is also in the aerial part of the plant,
and as such, this bacteria can present advantages over other
bacteria genus of rhizosphere.

On the hand, Vessey (2003) assures that the indole
acetic acid produced by the rhizobacteria can provoke
root initiation and cellular elongation, the production of
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Cuadro 3. Resultados del analisis de varianza del factor tipo de fertilizacion con las variables contenido de clorofila foliar

y peso seco radical.

Table 3. Results of the variance analysis for the factor “fertilization type” with the variables of foliar chlorophyll and dry

root weight.
Tratamientos Contenido de clorofila foliar (SPADS/planta) Peso seco radical (g)
A2 33.85¢ 0.51abc
NRG34 32.15d 0.49bc
N7 34.07c 0.58abc
DS2 32.19d 0.56abc
A2+N7 35.99b 0.47bc
NRG34+N7 32.10d 0.52abc
A2+DS2 34.14c 0.64ab
NRG34+DS2 33.13cd 0.55abc
Control absoluto 34.33¢c 0.41c
Control fertilizado '40.38a 0.71a
C.V. (%) 11.80
Significacion p<0.001 p<0.001

"etras diferentes en una misma columna difieren estadisticamente.

Porotraparte, Vessey (2003) aseguraque el cido indolacético
producido por las rizobacterias puede provocar iniciacion
radiculary elongacion celular; la produccion de citoquininas
puede favorecer la division celular y la expansion de los
tejidos; asi como las giberelinas influyen en la elongacion
del tallo. De la forma exacta en que estas sustancias pudieron
haber influido en los resultados expuestos no se estudio en
este trabajo, pero evidentemente los mismos deben depender
de alguna u otra forma del tipo y cantidad de metabolitos
segregados por los diferentes géneros y especies de bacterias
que se usan en la biofertilizacion, asi como de la poblacion
autoctona de la rizosfera. Se impone una profundizacion
adecuada en este campo de estudio.

El contenido de clorofila foliar sélo presento diferencias
significativas (p< 0.001) ante los diferentes tipos de
fertilizacion probados. En el Cuadro 3 se observo que el
tratamiento fertilizado (40.38 SPADS/planta) presentd los
mayores valores (p< 0.001) en comparacion con el resto
de los tratamientos, seguido por el tratamiento inoculado
con A2 +N7 (35.99 SPADS/planta). El resultado de dicho
tratamiento inoculado pudiera estar vinculado al efecto de
las citoquininas en la planta, secretadas en este caso por las
cepas que conformaron dichacombinacion. Segun Zahir et al.
(2001), en experimentos de campo con arroz existio aumento
en el rendimiento y en contenido de N, P y K, después de
aplicaciones exdgenas de citoquininas; lo cual reafirma la
hipédtesis de que estas hormonas, suplementadas a través de
bacterias, pueden mejorarel crecimiento y rendimiento de los

cytokines can favor the cellular division and expansion of
the tissues; just like the gibberellins influence the length of
the stem. In the same way that these substances could have
influenced in the displayed results that were not studied in
this research, but evidently the same should be dependent,
one way or another, ofthe type and quantity of the segregated
metabolites by the different genus and species of bacteria that
are used in bio-fertilization. Likewise, the native population
of rizosphere merits an adequately deeper look into this
field of study.

The foliar chlorophyll content only presented significant
differences (p< 0.001) in the presence of different types
of tested fertilizers. In table 3, it was observed that the
fertilized treatment (40.38 SPADS/plant) presented the
highest values (p< 0.001) when compared to the rest of
the treatments, followed by the treatment inoculated
with A2 +N7 (35.99 SPADS/plant). The result of said
inoculated treatment could have been linked to the effect
of the cytokines in the plant, secreted, in this case by the
strains that composed the said combination. According to
Zahir et al. (2001), in field experimetns with rice, there
was an increase in yield and in N, P, and K content after
the exogenous applications of cytokines; this reaffirms
the hypothesis that these hormones, supplemented by the
bacteria can improve the growth and yield of the crops.
Cacciori et al. (1989) demonstrated the production of thse
hromones in Azospirillum spp., much like Upadhyaya et
al. (1991) did in Rhizobium spp. Another focus of these
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cultivos. Cacciori et al. (1989) demostraron la produccion de
estas hormonas en Azospirillum spp., asi como Upadhyaya
et al. (1991) lo hicieron en Rhizobium spp. Otro enfoque de
estos resultados podria tenerse en cuenta, en base al posible
efecto sinérgico de estas cepas. Tejedaeral. (2009) consideran
que la coinoculacion de cultivos de plantas con el empleo de
diferentes géneros bacterianos conlleva a efectos positivos.

Askary et al. (2009) observaron que la combinacién de
dos cepas, pertenecientes a Sinorhizobium meliloti y a A.
brasilense, conllevo al aumento 45% de N en grano de
trigo en el tratamiento inoculado, en comparacion con el
control no inoculado. Estos resultados pudieran de lamisma
forma responder a un sinergismo significativo de la cepa
N7 (4. zeae) en cuanto a su aporte de nitrégeno a la planta.
Ademas de sualta capacidad de producir acido indolacético
(Reis Junior et al., 2004), existen informes que aseguran
la influencia de Azospirillum en la formacion de raices
laterales en trigo por la secrecion de nitritos, producto de la
nitratacion (Bashan y Holguin, 1997). No se descarta, ain
en discrepancia con Mehnaz y Lazarovits (2006), quienes
informaron sobre la pobre actividad fijadora de nitrégeno
de N7 en maiz; que el tratamiento coinoculado con A2 (S.
meliloti) y N7, al presentar los mayores indices de clorofila
foliar entre los tratamientos inoculados, indicara una fuerte
actividad de la enzima nitrogenasa en N7, superior a la de
produccion de fitohormonas.

Se demostré por Khammas y Kaiser (1992) que laactividad
nitrogenasica de Azospirillum se incrementa cuando crece
en combinacion con otras bacterias, incluso cuando éstas
provengan de habitats diferentes; lo que pudo ocurrir con
la combinacion usada en el presente experimento. Existen
informes de Holguin y Bashan (1996) de que un in6culo
mixto de Staphylococcous y Azospirillum promovio la
actividad dinitrofijadora de Azospirillum; asi como la
inoculacion combinada de A. brasilense con Pseudomonas
striata increment6 significativamente el rendimiento de
grano, nitrégeno y absorcion de P en sorgo (Alagawadi
y Gaur, 1992). Cardenas et al. (2010) observaron altos
indices de reduccion de acetileno en cepas de A. brasilense
inoculadas en Guinea (Panicum maximum Jacq.), bajo
condiciones de campo en Colombia.

Se constato, por otra parte, que las combinaciones de
A2+DS2 (34.14 SPADS/planta) y NRG34+DS2 (33.13
SPADS/planta), asi como las aplicaciones simples de A2
(33.85 SPADS/planta) yN7(34.07 SPADS/planta) y el control
absoluto (34.33 SPADS/planta), compartieron superindices
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reuslts could be to take into account the possible synergistic
effect of these strains. Tejeda ez al. (2009) considered that
the co-inoculation of these cultigens of plants with the
employment of different genera of bacteria that entails
positive effects.

Askary et al. (2009) observed that the combination of the
two strains belonging to Sinorhizobium meliloti y a A.
brasilense, meant an increase of 45% of N for the grain
of wheat with the inoculated treatment, when compared
that the non-inoculated control. These results could, in
the same manner respond to a significant synergy of
the strain N7 (4. zea) with respect to the contribution
of nitrogen to the plant. Apart from its high capacity
to produce indoleacetic acid (Reis Junior et al., 2004,
there are reports that assert the influence of Azospirillum
in the formation of lateral roots in wheat through
nitrate secretions, a product of nitration (Bashan and
Holguin, 1997). However, the discrepancy of Mehnaz
and Lazarovits (2006) is not ruled out; they studied the
poor fixative activity of the nitrogen of N7 in maize; the
treatment co-inoculated with A2 (S. meliloti) and N7, upon
presenting the highest foliar chlorophyll indexes amongst
the inoculated treatments, was indicated to have strong
activity of the enzyme nitrogenase in N7, superior to the
production of the phyto-hormones.

It was shown by Khammas and Kaiser (1992) tha the
nitrogenase activity of Azospirllum increases when it grows
in combination with other bacteria, even when it comes
from different habitats, something that can occur with the
combination that was used in the current experiment. There
are reports from Holguin and Bashan (1996) that a mixed
inoculation of Staphylococcus and Azospirllum promotes
the dinitro-fixative activity of Azospirllum; as such, the
combined inoculation of 4. brasilense con Pseudomonas
striata significantly increased the grain yield, nitrogen
and absorption of P in sorghum (Alagawadi y Gaur, 1992).
Cérdenasetal. (2010) observed high indices of the reduction
of acetylene in the strains 4. brasilense inoculated in
Guinea (Panicum maximum Jacq.) under field conditions
in Colombia.

It was found, on the other hand, that the combinations of
A2+DS2 (34.14 SPADS/plant) y NRG34+DS2 (33.13
SPADS/plant), like the simple applications of A2 (33.85
SPADS/plant) y N7 (34.07 SPADS/plant) and the absolute
control (34.33 SPADS/plant) shared super-indices in
common and presented values below the previously
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comunes y presentaron valores por debajo de los tratamientos
antes mencionados, aunque fueron estadisticamente
superiores (p<0.001) aNRG34+N7y aNRG34 (Cuadro 3).

Elefecto deestas cepasy de sus combinaciones sobre laplanta,
pudieraresponderaproblemasde supervivenciaenel suelo que
puede variar en dependencia de la cepa. Okon (1982) asegurd
que ensuelono estéril los microorganismos nativos interfieren
con la colonizacion de la bacteria Azospirillum. Segun
Prigent-Combaret et al. (2007), la actividad fitoestimuladora
de Azospirillum puede ser reducida por la presencia de ciertas
especies de Pseudomonas enel suelo. Ademas, Kiers y Denison
(2008) demostraron que las cepas de rizobios pueden variar
significativamente en su habilidad de mejorar las variables
agronomicas de los cultivos; desde no tener ningin impacto,
hasta incrementar los rendimientos el doble o el triple en
comparacion con el tratamiento no inoculado.

Es valido tener en cuenta también de que Hilali ez al. (2001)
reportaron que varias cepas pertenecientes a Rhizobium
leguminosarum,tuvieron diferentes efectos en el rendimiento
de trigo en dependencia del tipo de suelo. Se demostrd por
Egamberdiyeva et al. (2006) que los diferentes tipos de suelo
afectan la eficiencia promotora del crecimiento vegetal de
las rizobacterias en trigo, chicharo, algodén y maiz. En el
actual ensayo, so6lo se utiliz6 un tipo de sustrato, por lo que
se desconoce de qué forma podrian influir en las plantas las
cepas evaluadas al utilizar otros ambientes edaficos.

También en el Cuadro 3, esta vez sin la intervencion del
factor varietal que pudiera enmascarar de cierta forma el
efecto de lainoculacion, se observo en peso seco radical que
la combinacion de la cepa A2 (Sinorhizobium meliloti) con
DS2 (Azospirillum zeae), superd al control absoluto (0.41
g) (p< 0.001), aunque se igual6 al control fertilizado (0.71
g)y al resto de los tratamientos. Independientemente que la
produccion de la auxina indol-3-acido acético (AIA), esta
reconocida como un factor importante en las habilidades
directasde A. brasilense en suefecto promotor del crecimiento
vegetal (Dobbelaere etal.,2001), el efecto producido poresta
combinacionde cepas pudieradeberseaque lainoculacion con
rizobios con capacidad estimuladora del crecimiento vegetal,
conllevaacambios morfologicos enlasraices (Biswas, 1998),
por lo que las hormonas producidas especificamente por
estas dos cepas, quizas ejercieron un mayor estimulo en el
desarrollo del sistema radical de la planta, lo que conllevo
aun efecto superior al producido por las demads cepas. Este
efecto pudiera tenerse en cuenta en la aplicacion practicade
estos estudios, paralainoculacion de cultivos en condiciones

mentioned treatments, even though they were statistically
superior (p<0.001) a NRG34+N7y a NRG34 (Cuadro 3).
The effect of these strains and their combinations over the
plant, could respond to the soil survival problems that can
vary depending on the strain. Okon (1982) asserted that
the in unsterile soil, native micro-organisms interfere with
the colonization of the Azospirillum bacteria. According
to Prigent-Combaret et al. (2007), the phyto-stimulating
activity of Azospirillum can be reduced by the presence of
certain species of Pseudomonas in the soil. Furthermore,
Kiers and Dension (2008) reported that various strains
belonging to Rhizobium leguminosarum, had different
effects on the wheat yield, depending on the type of soil.
It was shown by Egamberdiyeva et al. (2006) that the
different types of soil affect the efficiency promoter of
vegetation growth of the rhizobacteria in wheat, pea,
cotton, and maize. In the actual trial, only a type of
substratum was used, because it is unknown how the
evaluated strains could affect the plants upon using other
soil environments.

Also in Table 3, this time without the intervention of the
varietal factor, that could disguise in a way, the inoculation
effect, the dry root weight with the combination of the
AZ2strain (Sinorhizobium meliloti) with DS2 (Azospirillum
zeae) was observed; it superseded the absolute control
(0.41 g) (p< 0.001), even though it was equaled to the
fertilized control (0.71 g) and the rest of the treatments.
Independent of the production of auxin indole-3-acetic
acid (ALA), A. brasilense isknown as an important factor
in the direct abilities of in its promting effect of plant
growth (Dobbelaere et al., 2001). The produced effect
by this combination of strains could be attributed to the
inoculation with rhyzobes, with the stimulating capacity
of plant growth, leading to morphological changes in the
roots (Biswas, 1998). The hormones produced for these
two specific strains, perhaps acted as a greater stimulate
in the development of the root system of the plant, which
led to a superior result upon producing for the other
strains. This effect could be taken into account with the
practical application of these studies, for the inoculation
of the cultigens in specific hydric stress conditions, for
the advantage off efficient of absorption of humidity and
nutrients that presuppose a developed root system (Yang
etal.,2009).

It should be highlighted that the percentage of germination,
did not present significant differences en any of the
measured cases, which indicates a homogenous behavior
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de estrés hidrico, por la ventaja de absorcion eficiente de
humedad y de nutrientes que presupone un sistema radical
desarrollado (Yang et al., 2009).

Es de destacar que el porcentaje de germinacion, no presento
diferencias significativas en ninguno de los casos medidos,
lo cual indica un comportamiento homogéneo del potencial
germinativo en las variedades probadas ante los diferentes
tipos de fertilizacion. Similares resultados encontraron
Canto-Martin et al. (2004), al inocular semillas de aji con
Azospirillum. Asimismo, Tang (1995), inform6 que la
inoculacidon con Azotobacter chroococcum en Panicum
maximum 'y Cenchrus ciliaris tuvo un efecto negativo en la
germinaciondelasplantulas. Torres ezal. (2003)no observaron
diferencias entre tratamientos en semillas de Phaseolus
vulgaris, inoculadas con A. brasilense, A. chroococcum 'y
Rhizobium leguminosarum, de forma simple, o combinada.
Sin embargo, Bécquer y Salas (inédito) encontraron que
Sporobolus cryptandus present6 un incremento de 20% en la
germinacion conrelacion al control absoluto, al ser inoculado
con una cepa comercial de Sinorhizobium fredii. De forma
similar, Santillana ez a/. (2005) informaron de un aumento
20% de germinacion con respecto al control, en semillas de
tomate inoculadas con Rhizobium sp.

Conclusiones

La inoculacion combinada de la cepa A2 (Sinorhizobium
meliloti) conlacepa N7 (Azospirillum zeae), fue lade mayor
influencia positivaen el contenido de clorofilade las plantas,
debido probablemente a un incremento de la actividad de
la enzima nitrogenasa en Azospirillum, provocado por su
combinacion con Sinorhizobium.

Existié una alta diferenciacion entre las dos variedades
de trigo en la longitud del tallo, peso seco aéreo y peso
seco radical, lo que indica una influencia marcada de las
caracteristicas varietales de las plantas en dichas variables.

Los resultados en peso seco aéreo y peso seco radical,
al combinarse los dos factores estudiados, dependieron
notablemente de las caracteristicas varietales de la planta
y del efecto significativo de la poblacion autoctona de
rizobacterias.

Lagerminacion de las plantas no estuvo vinculada aninguno
de los factores aplicados en el experimento.
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of germinating potential in the tested varieties that were
confronted with different types of fertilization. Canto-
Martin et al. (2004) found similar results upon inoculating
chiliseeds with Azospirillum. Likewise, Tang (1995) said
that the inoculation with Azotobacter chroococcum in
Panicum maximum and Cenchrus ciliaris had a negative
effect on the germination of seedlings. Torres et al.
(2003) did not observe differences between treatments
in Phaseolus vulgaris seeds inoculated (both simple
and combined) with 4. brasilense, A. chroococcum 'y
Rhizobium leguminosarum. However, Bécquer y Salas
(unpublished) found that Sporobolus cryptandus presente
dan increase of 20% in the germination with realtion
to the absolute control, upon being inoculated with a
comercial strain of Sinorhizobium fredii. In a similar
fashion, Santillana et al. (2005) said that a 20% increase
in germination with respect to the control in tomato seeds
inoculated with Rhizobium sp.

Conclusions

The combined inoculation of the A2 (Sinorhizobium
meliloti) strain and the N7 (4Azospirillum zeae) strain had
the greatest positive influence on the chlorophyll content
of the plants, probably due to the increase in activity of
the nitrogense enzyme in Azospirillum, provoked by the
combination of Sinorhizobium.

There was a great difference between the two wheat
varieties in terms of the length of stem, dry air weight,
and dry root weight, which indicated a marked
influence in the varietal characteristics of the plants in
said varieties.

The results in dry air weight and dry root weight, upon
combining the two studied factors, notably depended
on the varietal characteristics of the plan and on
the significant effect of the native population of
rhizobacteria.

The germination of the plants was not linked to any of the
applied factors in the experiment.

End of the English version
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