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RESUMEN
El establecimiento exitoso de un cultivo depende de diversos factores como la temperatura,

condiciones climaticas, pH del suelo, patdogenos, humedad, modo de siembra, viabilidad de
la semilla, entre otros. Una forma de controlar algunos de estos factores es el uso de
inoculantes biologicos y una cubierta. Esta tltima puede influir en el microambiente de
cada semilla inoculada, protegiéndola de factores negativos. Por tanto éste estudio tiene
como objetivo evaluar el efecto de la peletizacion con la cepa Ps 42 (Pseudomonas sp.) en
la promocion de crecimiento de Trifolium pratense. Con este fin, se evaluaron el
crecimiento de la cepa Ps 42 en los medios LMC (extracto de levadura — manitol), A
(extracto de levadura — Azlcar rubia), G (glutamato monosddico — manitol) y AG
(glutamato monosodico — azlcar rubia), la colonizacién de este microorganismo en las
radiculas de las plantulas de maca, se usaron estas semillas porque en el futuro se piensa
realizar la peletizacion en maca y es importante asegurarse que la cepa colonice la radicula
de maca para que esta pueda expresar su capacidad PGPR sobre la maca. También se
evaluo los diferentes tipos de adhesivos y cubiertas para la preparacion de los pellets, la
supervivencia de la cepa Ps42 en la semilla peletizada y finalmente su efecto en la
promocion del desarrollo de las plantulas de trébol. Se observo que el tiempo de
duplicacion fue de 142, 181, 81 y 1062 min en los medios LMC, A, G y AG,
respectivamente. En cuanto a la colonizacion, fue mayor el dia 7 post-inoculacién y
disminuy6 con el tiempo. Asimismo en el dia 7 el peso seco fue significativamente mayor
(P =0,0003, P =0,015) que el control en 0.0002 g tanto en la raiz como en la parte aérea.
Por otro lado, la cubierta conformada por arcilla:cal:aserrin (99:1:10) en combinacion con
el adhesivo conformado por la mezcla del inoculante y agua azucarada a una concentracion
final de azucar de 50%, mostr6 la mejor estructura de pellet. En cuanto a la evaluacion de
supervivencia del inoculante en el pellet, el tratamiento PG (pellet+G) presentd una
supervivencia significativamente mayor (P = 0,001) de la cepa Ps42 respecto al tratamiento
PLMC (pellet+LMC) en 31% al tercer dia de almacenamiento. Ademas, en la evaluacion
de la promocion del desarrollo de semillas de trébol peletizadas, los tratamientos PLMC y
PG mostraron una tendencia a incrementar los pesos secos de las plantulas con respecto al
control N+, en 13,26% y 13.02% respectivamente. Por lo tanto se recomienda usar el
medio de cultivo G y LMC en la preparacion de inoculantes para estimular el desarrollo
del trébol asi como para la elaboracion de semillas de trébol peletizadas.

Palabras clave: Pseudomonas sp., curva de crecimiento, peletizacion.
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SUMMARY

The successful establishment of a crop depends on different factors such as temperature,
climatic conditions, soil pH, pathogen organisms, moisture, method of soil cultivation,
seeds viability, amongst others. A way to control some of these factors is to apply coated
biological inoculants on the seeds. Coatings can influence the microenvironment of each
inoculated seed, protecting it from negative factors. The objective of this study was to
assess the effect of clover seeds pelleting with Ps42 strain (Pseudomonas sp.) in promoting
growth of Trifolium pretense. To this end, YEM (Yeast Extract - Manitol), A (sugar -
Manitol), G (Monosodium glutamate — Manitol) and AG (Sugar — Monosodium glutamate)
media where used and the radicle colonizing capacity of strain Ps42 in maca seedlings was
assessed. Maca seedlings were used because it is the aim to carry out pelleting of maca
seeds in the future; therefore, it is important to ensure that strain Ps42 is able to colonize
maca radicle so that Ps42 strain can express PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) capacity in this crop. Different pelleting materials, Ps42 strain survival in
pelleted clover seeds and the effect of pelleting in clover seedling development were also
assessed. The duplication times using YEM, A, G and AG culture media were: 142, 181,
81 y 1062 min respectively. Furthermore, colonization was higher on the seventh day
post-inoculation and decreased through time, on this day the dry weight was significantly
higher (P = 0,0003; P = 0,015) than control in 0.0002g on both, root and aerial part. On the
other hand, coating based on a combination of arcilla:cal:aserrin (99:1:10) and inoculants
with sugary water (final concentration of 50% sugar), presented the best pellet structure.
PG (pellet+G) treatment showed a significantly better survival of Ps42 strain (P=0.001)
than PLMC (pellet+LMC) in 31% on the third day of storage. In addition, the PLMC and
PG treatments showed to increase the dry weight compared with control N+, in 13.26%
and 13.02% respectively. Hence, we recommend using G and LMC culture media for
biological inoculants production to stimulate clover growth, as well as to produce pelleted

clover seeds.

Keywords: Pseudomonas sp., growth curve, pelletizing.



I. INTRODUCCION

En el Pert la agricultura es una actividad econdmica que se da desde la época prehispanica,
para ello se han utilizado diferentes tipos de fertilizantes, uno de los mas importantes es el
guano de las islas que ha sido ampliamente utilizado desde la antigiiedad y cuya aplicacion

ayuda en el incremento de produccion de diferentes cultivos de interés.

En la actualidad los agricultores, con el fin de obtener mayores rendimientos en menor
tiempo utilizan fertilizantes quimicos, lo que viene provocando gran deterioro ambiental:
contaminacion de aguas, erosion y cambios en la estructura fisico-quimica del suelo asi
como una drastica disminucion de la biota edafica (Justic et al., 1995; Rabalais et al.,
1996; Tejada et al., 2005). La disminucion de estos dafios solo serd posible mediante el uso
de tecnologias limpias, como la biofertilizacion o uso de inoculantes biologicos. Este
método utiliza microorganismos del suelo como inoculantes en la mejora de los cultivos, y
se plantea como una alternativa segura, efectiva y econOmica para recuperar la
productividad de los suelos (Mahecha, 2002). Sin embargo, la disminucion en los costos de
la produccion industrial de estos inoculantes bioldgicos o inoculantes microbianos se
presenta como un reto, debido a que los microorganismos deben conservar su capacidad
promotora de crecimiento vegetal y sobrevivir en la semilla por un periodo de tiempo
necesario para que estas puedan estar activas durante la siembra y crecimiento de la planta
en campo. Es asi que la técnica denominada peletizacion surge como una posible

alternativa para la permanencia del inoculante microbiano en la semilla.

El presente trabajo tiene como objetivo mejorar el sistema de peletizacion de semillas
utilizando el trébol como modelo, evaluando diferentes tipos de sustancias adhesivas y de
cubiertas en la preparacion de los pellets. Asimismo se probaron diferentes fuentes de
carbono y nitrogeno en la produccion del inoculante. Evaluandose el efecto de los
peletizados en la emergencia de las semillas de trébol y su supervivencia al

almacenamiento.
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Objetivo general

e Evaluar el efecto en la promocion de crecimiento de la peletizacion de semillas de
Trifolium pratens. inoculadas con Pseudomonas sp. (Ps42) aislada de la rizésfera

de maca.
Objetivos especificos

e Determinar la curva de crecimiento de la cepa Ps42 en estudio al reemplazar las
fuentes de carbono y/o nitrogeno en el medio de cultivo.

e Evaluar la colonizacion de la cepa Ps42 en la radicula del cultivo de maca.

e Desarrollar y seleccionar la cubierta y adhesivo adecuados para la formulacion de

semillas peletizadas de trébol.

e Determinar la supervivencia de la cepa Ps42 en las semillas peletizadas de trébol.

Hipatesis

o La peletizacion.de semillas de Trifolium pratense inoculadas con Pseudomonas sp

tienen efectos positivos en el desarrollo de esta Fabaceae.
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IL. REVISION DE LITERATURA

2.1 Trifolium pratense (trébol rojo)

El trébol rojo es una Fabaceae, originaria del Atlantico norte y centro de Europa y del
Mediterraneo, los Balcanes, Asia Menor, Iran, India, Himalaya, Rusia del Artico al sur de
Siberia Oriental, el Caucaso y el Lejano Oriente. Se extendio a Inglaterra en 1650 y fue
traido a América por los colonizadores britanicos (Frame, 1998), adaptdndose muy bien
entre los 2500 m.s.n.m (zona de quebrada) y los 4000 m.s.n.m (zona de puna) de la

serrania peruana (Martinez, 1976).

Es conocida y utilizada para mejorar los suelos debido a su alta capacidad de fijacion
bioldgica de nitrogeno atmosférico (Flores et al., 1992, citado por Rodriguez, 2008).
Produce un rendimiento en materia seca que varia entre 1.8 a 3.3 Tn. ha”, con un
contenido de aproximadamente el 19% de proteina bruta, 1.8 a 2.1% de calcio y 1.4% de
fosforo (Cardenas y Ruiz, 1983; Ruiz y Tapia, 1987. Citado por Rodriguez, 2008).

Es utilizado en sistemas de rotacion trigo-leguminosa, debido a los buenos resultados en la
produccion de diversos cultivos y a su efecto positivo sobre las propiedades fisicoquimicas

del suelo (Wortmann et al., 2000).

Trifolium pratense es perenne de poca duracion, desarrolla ligeramente una corona encima
de la superficie del suelo, que consiste en una acumulacion de brotes formados en la base
de la planta. Las yemas basales producen, tallos huecos verticales, pubescentes,
de 60-80 cm. Estos brotes son mas numerosos en floracion tardia que los tipos de floracion
temprana. Pasa el invierno como un rizoma con una corona. Las hojas son trifoliadas,
pubescentes y alternadas con una mancha palida invertida, en forma de medialuna en la
superficie media-superior (Langer, 1981. citado por Rodriguez, 2008). La raiz principal se
extiende a un metro o mas de profundidad, pero las plantas mas viejas tienen raices
adventicias y laterales, principalmente provenientes de la corona. Las inflorescencias
terminales constan de racimos compuestos con numerosas flores de color rosa o purpura.
Las flores se cruzan polinizadas por abejorros y abejas. Las vainas contienen una o dos
semillas en forma de rifién, que son de color amarillo, marrén o purpura en color, con
semillas de color purpura que es generalmente mas pesado que los otros.
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La semilla puede ser de color marrén a purpura teniendo tres veces mayor tamafio que

trébol blanco. Por lo que contiene entre 441 000 a 661 000 semillas/kg.

2.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Trifolium

Especie: Trifolium pratense

2.2 Lepidium meyenii (maca)

La maca, Lepidium meyenii Walpers, es una Brassicaceae nativa de los andes peruanos
cultivadas principalmente en la meseta de Bombon, departamento de Junin; entre los 3700
y 4500 msnm. (Marin-Bravo, 2003). Dicha zona se caracteriza por sus bajas temperaturas,
suelos acidos (pH = 4.27-5.26) (Zuiiga, 2009), alta irradiacion solar y frecuentes heladas.
Ledn (1964) reportd a la raiz de la maca como cultivo empleado desde tiempos
precolombinos como planta medicinal y alimenticia. La medicina tradicional peruana hace
mencion entre sus principales propiedades la de estimulante de la reproduccion,
energizante y revitalizadora (Tovar, 2001). La raiz posee 11 % de proteinas calculadas en
materia seca y 14 % en pasta de maca donde encuentran aminodcidos como dacido
aspartico, glutamico, serina, histidina, glicina, treonina, cistina, alanina, arginina, tirosina,
fenilalanina, valina, metionina, isoleucina, lisina, asi como acidos grasos, carbohidratos,
lipidos y proteinas (Dini ef al., 1994)

Morfoldgicamente la maca se describe como una planta tipica de la puna andina, de porte
arrosetado; presenta una corona de hojas basales que surgen por encima de un eje carnoso
en el suelo (Chacon, 1990; Ledn, 1964; Marin-Bravo, 2003; Tello et al., 1992). El cultivo
es considerado bianual y presenta una fase vegetativa en la que se produce el crecimiento y
expansion del 6rgano de reserva y una fase reproductiva, caracterizada por la produccion

de flores y frutos. Sin embargo, durante los afios de condiciones climaticas favorables
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(ausencia de heladas y abundante humedad) las plantas pueden completar su ciclo
reproductivo en un afio (Quiroz y Aliaga, 1997).

2.2.1 Taxonomia

Es la tnica representante de la familia Brassicaceae cultivada en la Puna. En 1893,
Walpers denomin6 a la maca con el nombre de Lepidium meyenii (Obregon, 1998),
Chacoén (1990) reportd en una revision botdnica de muestras de maca cultivados en los
Andes Centrales, como una especie nueva Lepidium peruvianum. Siguiendo el principio
de prioridad de Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica la maca deberia

denominarse L. meyenii.
Ubicacion taxonomica de la maca (Seminario, 2004)

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida o Dicotiledonea
Sub clase: Dilleniidae
Orden: Capparales
Familia: Brassicaceae o Crusifera
Tribu: Lepidieae
Especie: Lepidium sp.

2.3 Rhizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR)

Las PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) habitan en la rizésfera de las plantas y
pueden ser de vida libre o simbidtica. Alguno de ellos pueden tener los siguientes efectos
positivos: incrementar la germinacion, mejorar la colonizacion de las raices, estimular el
crecimiento de las plantas, realizar actividades de control bioldgico, inducir resistencia a
patogenos, producir fitohormonas, mejorar la asimilacion de agua y nutrientes (Dileep y
Dubet, 1992; Essaid er al, 2000), entre otras caracteristicas. En la agricultura estos
microorganismos son usados principalmente para mejorar el rendimiento de la produccion
agricola y proteger a las plantas de algunas enfermedades (Nowak et al., 1998; Nowak y
Lazarovits, 1997). Dentro de éste grupo de microorganismos se destacan los géneros
Enterobacter, Bacillus (Kloepper et al., 1989) Azospirillum, Azotobacter y Pseudomonas

(Bashan y Holguin, 1997).
14



2.3.1 Género Pseudomonas sp.

El género Pseudomonas, descrito morfolégicamente por primera vez por Migula en el afio
1894 (Palleroni, 1984; citado por Scarpellini ef al., 2004), es utilizado para nombrar un
amplio grupo de cepas bacterianas Gram-negativas, moviles (Scarpellini et al., 2004),
pueden presentar flagelos laterales cortos, también se han descrito la presencia de uno o
varios flagelos polares (Del Castillo, 2008). Son consideradas ubicuas, juegan un rol
importante en el reciclaje de nutrientes, tienen una amplia distribucion en el medio
ambiente y constituyen una parte importante de la comunidad microbiana del suelo

(O'Sullivan y O'Gara, 1992).

Son aerobias, no fermentativas y con un metabolismo respiratorio estricto con oxigeno
como aceptor final de electrones, aunque en algunos casos el nitrato puede ser usado como
aceptor alternativo de electrones, permitiendo el crecimiento anaerobio. La mayoria de
especies son organotrofas y se cultivan a pH neutro, a temperaturas de mesofilia y no
requieren factores de crecimiento (Del Castillo, 2008). Cuando se cultivan en alcanos o

gluconatos pueden formar poli-hidroxialcanoatos (Haywood ef al., 1990).

Las Pseudomonas de interés humano pueden ser causantes de enfermedades,
biodegradadoras, controladoras biologicas y PGPR. Dentro de los beneficiosos que brinda
alguna de las cepas de este género para el desarrollo de las plantas se encuentran el
aumento de la toma de agua y nutrientes, la produccion y segregacion de reguladores de
crecimiento de plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas, biocontrol de patégenos,
desarrollo de las raices, entre otros (Pan et al, 1999). Destacandose las especies
de P. cepacia, P. fluorescens y P. putida (De Freitas y Germida, 1990; De Freitas y
Germida, 1991; De Freitas y Germida, 1992).

Este género por las caracteristicas antes mencionadas contintia siendo investigado en
varios cultivos de importancia para la dieta humana, por ejemplo en Solanum tuberosum se
han hecho ensayos con la Pseudomonas spp. (Frommel et al., 1991; Kloeper et al., 1989),
en cuanto al tomate se han utilizado Pseudomonas fluorescens (Gagné et al., 1993) y
Pseudomonas spp. (Van Peer et al, 1990), en frijol (Phaseolus vulgaris L.) y maiz

(Zea mays) se han realizado ensayos con Pseudomonas sp. (Santillana, 2006). Hasta el
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2008, se han descrito aproximadamente 60 especies del género Pseudomonas y se han
secuenciado el genoma de cinco especies diferentes, los cuales indican que todas ellas
comparten un conjunto de 2000 genes de un total de 5000 a 6000 genes presentes en sus
correspondientes genomas (Del Castillo, 2008). Nelson (2002) afirma que las cepas
inocuas a diferencia de las patdogenas, no portan los genes que codifican exotoxinas,
enzimas hidroliticas especificas, factores a respuesta hipersensitiva y sistemas de secrecion
tipo III. En contraste ambas cepas (patdégenas e inocuas), expresan genes para la sintesis de

polimeros, adhesivos, pili tipo IV, adhesinas, proteinas relacionadas con el estrés.

El género se caracteriza por tener elevada versatilidad metabdlica, utilizando una amplia
gama de compuestos organicos como los hidratos de carbono, acidos alifaticos, aminas,
amidas, aminoacidos, compuestos aromaticos y alcoholes. (Del Castillo, 2008; Palleroni,

1993; Ridgway, 1990; y Stainer ef al., 1966)

El catabolismo de carbohidratos se caracteriza por no utilizar la ruta de Embden-Meyerhof
provocado por la ausencia del gen que codifica la enzima fosfofructokinasa, la cual
convierte la Fructosa-6-P en Fructosa-1,6-bisP (Raps y De Moss, 1962; Wood y Schwerdt,
1954; citados por Del Castillo, 2008; Moat et al., 2003; Tiwari y Campell, 1969). En lugar
de esta via metabolica, la mayoria de Pseudomonas usan la via Entner-Doudorof
(Spangler y Gilmour, 1966), la cual se descubri6 en Pseudomonas saccharophila. (Entner
y Doudorof, 1952 citado por Del Castillo, T. 2008, Stern et al., 1960;). En la figura 1, se
muestra el metabolismo de la glucosa, gluconato, 2-cetogluconato, manitol, sorbitol y
fructosa descubiertas en Pseudomonas saccharophila. Eckford et al, (2002), afirma la
capacidad del género Pseudomonas de utilizar hidrocarburos en ambientes deficientes de

nitrégeno.
2.3.2 Taxonomia

Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas
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2.4 Colonizacion de las radiculas en las semillas de maca.

La colonizacién de las raices por microorganismo puede dar origen a enfermedades
cuando se trata de patogenos o estimular el desarrollo de éstas, controlando ciertas plagas
mediante la produccion de metabolitos antimicrobianos, o degradando contaminantes
quimicos peligrosos para la planta o el hombre (Rainey 1999).

En cuanto al género Pseudomonas, la colonizacion de raices y la actividad que promueve
el crecimiento de las plantas han sido intensamente estudiadas (Berg y Smalla, 2009;
Lugtenberg et al., 2001), encontrandose que una de sus principales caracteristicas es la

facilidad para colonizar las raices de las plantas (Hansen ef al., 1997; Ramos ef al., 2000).

La colonizacion puede realizarse en el interior de la radicula (endofita) o en la superficie,
como lo demuestra estudios anteriores con esa bacteria presentes tanto, en la superficie

como en la endorizosfera del cultivo de tomates (Van Peer et al., 1990).

Asi mismo se ha reportado que los microorganismos usan como fuente de alimento los
exudados de la raices (Lugtenberg y Dekkers, 1999) que son ricos en carbohidratos, acidos

organicos y aminoacidos (Davey y O Toole, 2000; Knee et al., 2001).

Por otro lado, el establecimiento exitoso y eficiente de microorganismo presentes en la
rizésfera juegan un rol central para el uso de PGPR dentro de las practicas agronémicas

(Buddrus -Schiemann et al., 2010).
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Figura 1. Metabolismo de la glucosa, gluconato, 2-cetogluconato, manitol, sorbitol y
fructosa en bacterias del género Pseudomonas. Abreviaciones: Gced, glucosa
deshidrogenasa; Gad, gluconato deshidrogenasa; Mdh, manitol deshidrogenasa; Sdh,
sorbitol deshidrogenasa; Glk, glucoquinasa; Zwf, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; Gnuk,
gluconoquinasa; Kgu, 2-cetogluconato quinasa; KguD, 2-cetogluconato-6-fosfato
reductasa; Edd, 6-fosfogluconato dehidrasa; Eda, 2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato aldosa;
Pgi, glucosa-6-fosfato isomerasa; Fbp, fructosa-1,6-bifosfatasa; Fda, fructosa-1,3-bifosfato
aldolasa; Pgi, glucosa-6-fosfato isomerasa; Fbp, fructosa-1,6-bifosfatasa; Fda, fructosa-1,3-
bifosfato aldolasa; Fpk, fructosa-1-fosfato quinasa; Frk, fructoquinasa; PTS, sistema de
transporte fosfotransferasa de fructosa; GntP, transportador de  gluconato; KguT,
transportador de 2-cetogluconato; Tpi, triosa fosfoato isomerasa; Gap, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa; Pgk, 3-fosfoglicerato quinasa; Pgm, fosfoglicerato mutasa; Eno,
enolasa; Pyk, piruvato quinasa; PYR, piruvato; PEP, fosfoenolpiruvato; G3P,
gliceraldehido-3-fosfato; G1,3biP, glicerato-1,3-bifosfato; 3PG, 3-fosfoglicerato; 2PG, 2-
fosfoglicerato. Blevins et al., 1975 citado por Del Catillo, 2008)
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2.5 Peletizacion de semillas

La peletizacion se define como la aplicacion de suficiente material inerte alrededor de las
semillas para formar una pequena esfera (CIAT, 1991), llegando a pesar aproximadamente

diez veces su peso.

El establecimiento exitoso de una semilla depende de varios factores como el vigor de la
semilla, tipo de suelo y su fertilidad, condiciones climaticas, método de cultivo, presencia
o/y ausencia de organismos antagonistas o benéficos como insectos, entre otros. El
agricultor solo puede controlar algunos de estos factores, por ejemplo el uso de fertilizantes
quimicos para mejorar la fertilidad de los suelos, lo cual es costoso y con el tiempo podria
contaminar los suelos. Una alternativa para controlar estos factores es peletizar las
semillas, es decir crear una barrera entre el medio exterior y la semilla que la proteja de
factores perjudiciales externos y mantenga el tratamiento que se le esté aplicando a las
semillas. En la figura 2. se muestra un esquema de los factores presentes en la semilla

peletizada (Scott, 1989).
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Figura 2. Diagrama de la relacion entre factores que afectan el funcionamiento de

semillas peletizadas. (Scott, 1989).
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2.5.1. Proceso de las semillas peletizadas

Los pasos para realizar la peletizacion consisten en recubrir las semillas con un material
inerte, la cantidad dependera del material usado y del tamafio de la semilla. Es necesario
tener un exceso de éste material para asegurar un buen recubrimiento de la semilla, es
importante resaltar que el material de cubierta se adiciona todo a la vez antes de empezar
a mezclar. Después de peletizadas las semillas se dejan extendidas el tiempo necesario para
que sequen y endurezcan los pelets. Este paso es importante, porque con esto se evita que

los pellets se descascaren. (CIAT, 1988)

A. Adhesivos
Conocidos como goma o stickers, el proceso de peletizacion requiere del uso del
adhesivo, porque cuando se prescinde de éstos y solo se usa agua, por ejemplo, la
cubierta es fragil y puede quebrarse con facilidad. Entre los adhesivos usados, se
encuentra la goma arabiga, metil celulosa, gelatina y caseina, caseinato, agua

azucarada.

B. Material de cubierta
Los materiales mas comunes son la cal, yeso, dolomita, carbonato de calcio y roca

fosforica, vermiculita.
2.5.2 Ventajas de las semillas peletizadas

La peletizacion, gracias a la caracteristica de encapsulamiento de la semilla es una
tecnologia atractiva para los agricultores ya que permite el establecimiento exitoso de un
cultivo agronémico. Este depende de varios factores como vigor de semilla, tipo de suelo y
fertilidad, condiciones climaticas, ausencia o presencia de organismos antagonistas o
benéficos como insectos, micorrizas u otras plantas. Los agricultores pueden controlar
algunos de estos factores aplicando herbicidas o fertilizantes quimicos. Sin embargo, la
aplicacion de estos compuestos quimicos puede ser costosa y el uso inadecuado podria
causar grandes pérdidas econdmicas, degradacion fisica y pérdida biologica del suelo. El
uso de inoculantes, se convierte entonces, en una alternativa amigable con el medio
ambiente, ya que su aplicacion a los campos de cultivo favorece la disminucion de
fertilizantes quimicos que ocasionan la degradacion de suelos (Alarcon et al., 2000). En la

actualidad, la inoculacién con poblaciones microbianas no es muy bien entendida y es
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escasamente usada en el sector agricola. Ademas, es importante recalcar que tratdndose de
microorganismos vivos, es importante tener un cuidado especial en el mantenimiento de la
carga microbiana 6ptima para su buen funcionamiento en el campo. La combinacion de la
inoculacion bacteriana, junto con una sustancia pegajosa, seguida por la cubierta, seria la
combinacion del inoculante bioldgico con la peletizacion. Este sistema crearia una barrera
entre el exterior y la semilla formando un microambiente para el inoculante biolégico. Esto
seria una alternativa para disminuir la pérdida de poblaciones microbianas del inoculante y

hacer mas facil el manejo de las semillas.

Se han realizado investigaciones con diferentes tipos de cubiertas como dolomita, roca
fosforica, carbonato de calcio, vermiculita en combinacion con goma ardbiga, metil etil
celulosa, agua azucarada, como adhesivos, obteniéndose buenos resultados en semillas de

trébol (Lowther, 1975), tomate (Goviden-Soulange, 2008), papa (Kloepper, 1980).

Esta ténica puede ser usada para mejorar la produccion agricola, en cultivos como la
remolacha (Beta vulgaris) se requiere tener una siembra de precision la cual no se puede

lograr en condiciones naturales de la semilla.

Por otro lado, facilitaria la siembra aérea provocando el incremento de las areas de cultivo
en regiones de suelos arenosos o en areas de sabana. Este es el caso de las semillas
Andropogon gayanus en Brasil, las cuales son livianas y pilosas (CIAT, 1991). Cook
(1980) afirma que ésta técnica ayudaria al establecimiento de semillas grandes sembradas

superficialmente, pero que en general, no aportaria beneficios importantes para el cultivo.

22



III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

Los analisis microbioldgicos se realizaron en el Laboratorio de Ecologia Microbiana y

Biotecnologia “Marino Tabusso” de la UNALM.

3.2 Materiales

3.2.1 Material Bioldgico

a. Material Vegetal Semillas de maca proporcionadas por la empresa Ecoandino SAC.
Semillas de trébol rojo proporcionadas por Laboratorio de Ecologia Microbiana y
Biotecnologia “Marino Tabusso” de la UNALM.

b. Microorganismo

Pseudomonas sp. (Ps42) emparentada con P. reinekei MT1" y P.vancouverensis DhA-51"
del banco de germoplasma del Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia
“Marino Tabusso” (Zuiiiga, 2009).

3.2.2 Materiales y equipos de laboratorio

a. Medios de Cultivo
- Caldo Levadura Manitol (LMC)
- Agar nutritivo

b.  Soluciones y Reactivos

e Ajinomotto

e Alcohol al 70 %.

e Azicar

e Boro

e BufferpH4y7.

e Buffer sodio fosfato (pH 7-0,1M)
e Calcio

e Carbonato de calcio

e Cobalto

e Cobre
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Fierro

Fosforo

Goma arabiga

Hipoclorito de Sodio a 1.5 %.
K3Fe(CN)s

K4Fe(CN)s

Kanamicina (20 000 ug/ml)
KNOs

Magnesio

Manganeso

Molibdeno

Potasio

Solucion HCI, IN.

Solucién NaOH, IN.
Solucioén nutritiva N+
Solucién salina a 0.85 %.
Streptomicina (20 000 ug/ml)
X-Gluc (20 mg/ml)

Zinc

Equipos de Laboratorio

Autoclave vertical (Barnstead).

Balanza analitica (Sartorius).

Baldes plasticos.

Beakers (50 ml, PIREX).

Bolsas de papel.

Cémara fotografica digital (Sony CyberShot).
Congeladora de -80°C (Sanyo).

Equipo de Bafio Maria (Memmert).

Espectrofotometro (Genesys 6 — Thermo Electron Corp.)
Estufa eléctrica de 28°C.
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e Horno microondas (Samsung).

e Matraces Erlenmeyer (100 ml, 500 ml)

e Mechero Bunsen.

e Micropipeta automatica ( 200ul, 1 ml,Nichipet EX)

e Microcentrifuga Sigma

e Microscopio (Leica DM750)

e Placas Petri desechables 100 x 157

e Pinzas de metal

e Pipetas graduadas. (10, 25 ml)

e Probetas.(50, 1000 ml)

e Refrigeradora (Bosch)

e Refrigeradora de fotoperiodo de 10 horas de luz blanca y 14 horas de
oscuridad

e Tamiz (500 pm)

e Tubos de prueba 25 x 250 mm (Pirex).

o Vortex (Gemmy UM-300)

d. Polvos
e Aserrin
e Arcilla
o C(al

e Carbonato de calcio

e Yeso

3.3 Métodos

3.3.1 Reactivacion de las cepas

La cepa de Pseudomonas sp. (Ps42) se obtuvo del Banco de cepas del Laboratorio de

Ecologia Microbiana y Biotecnologia Marino Tabusso reactivandose en agar nutritivo.
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3.3.2 Curva de crecimiento de las cepas en diferentes medios de cultivo

Se determindé la curva de crecimiento de la cepa Ps42 en cuatro caldos de cultivo
diferentes LMC, A, G y AG donde se reemplazaron las fuentes de carbono y nitrogeno,
considerandose como medio base el LMC (extracto de levadura — manitol) (Vicent, 1970) .
En el medio A se reemplazo la fuente de carbono por azicar rubia, considerando nueva
formulacion en donde la proporcion de carbono fue de 2:1 con respecto al medio base. En
el medio G se reemplazo la fuente nitrogenada por glutamato monosddico y se obtuvo una
proporcion de nitrégeno de 10:13 con respecto al medio LMC. Por tltimo, en el medio AG
se sustituyeron las fuentes de carbono y nitrogeno por azicar rubia y glutamato
monosodico, respectivamente, en la Tabla 1 se muestra la composicion de los cuatro
medios de cultivo. Para cada caso, se prepard un indculo inicial tomando una colonia
tipica de la cepa Ps42 sembrandose luego, en un tubo de ensayo con 5 ml de caldo casoy e
incubandose a 28°C a 150 rpm hasta obtener una biomasa de 10° UFC/ml. Posteriormente
el pre-inoculo se sembrd en cantidades necesarias para obtener una concentracion de 10
UFC/ml en cada uno de los medios de cultivo. A partir de ese momento se midio la
densidad 6ptica de los 4 medios de cultivos a 600 nm cada 9 horas por un periodo de 200
horas aproximadamente y se cuantificaron las unidades formadoras de colonias por
mililitro de cada medio de cultivo (UFC/ml). También se determino el tiempo de
duplicacion y la velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial, las formulas
para estos calculos se presentan en la Tabla 2 (Carrillo, 2003). Se seleccionaron los medios

de cultivo donde las cepas presentaran un mayor tiempo de supervivencia.

26



Tabla 1. Composicion del medio LMC y medios modificados.
Composicion (g/l)

Ingrediente TMC A G G
Fosfato de potasio 0.5 0.5 0.5 0.5
Sulfato de magnesio 0.2 0.2 0.2 0.2
Cloruro de sodio 0.1 0.1 0.1 0.1
Manitol 10 10

Azlcar rubia 10 10
Extracto de levadura 0.5 0.5

Glutamato de sodio 0.5 0.5

Tabla 2. Formulas para la determinacion de los parametros de crecimiento de la

Pseudomonas sp. en el medio de cultivo.

Td =t/n Td: Tiempo de duplicacion (min)
T: Tiempo de duracion de la fase exponencial

n: numeros de generaciones

VEC =Ln2/g | VEC: Velocidad especifica de crecimiento

g: tiempo de generacion

3.3.3. Ensayos de germinacion con la bacteria PGPR

a. Desinfeccion de las semillas

Para el ensayo de germinacion se desinfectaron las semillas de trébol rojo con alcohol al
70%, seguidamente se enjuagaron las semillas seis veces con abundante agua estéril,
incorporandose posteriormente la lejia al 3% por espacio de 3 minutos, lavandose

finalmente con agua destilada estéril (Zaiiga D., 2009).
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b. Inoculacion de la semilla en los medios seleccionados

Se sembro la cepa Ps42 en los medios de cultivo seleccionados y se incub6 a 28°C hasta
que alcanzaron una densidad de 10® UFC/ml. Posteriormente, se embebieron las semillas
estériles con las suspensiones microbianas por un periodo de 15 minutos. Finalmente, se
colocaron 25 semillas inoculadas en cada placa petri con Agar Agua al 0.8%, bajo
oscuridad a 20£2 °C (Ortiz, 2013). Se evalud6 la germinacion cada doce horas durante tres
dias y se cosecho el dia siete. Los resultados se presentaron en porcentaje de germinacion y

biomasa seca en gramos.

3.3.4. Colonizacion de las raices de maca

a. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para evaluar la colonizacion de la Pseudomonas sp. (Ps42) en la radicula de la plantula de
maca, se evaluo la expresion del gen gusA insertada en la Pseudomonas sp. La bacteria
utilizada fue obtenida del Banco de cepas del Laboratorio de Ecologia microbiana y

Biotecnologia Marino Tabusso.

b. Germinacion, inoculacion y crecimiento de las plantulas de maca

Las semillas de maca fueron esterilizadas por inmersion consecutiva en hipoclorito de
sodio al 3% durante 3 minutos, enjuagadas con agua destilada estéril (seis veces) e
hidratadas con agua estéril por 2 horas. Se colocaron 25 semillas por placa en medio agar
agua al 0.8%, se dejo crecer en oscuridad y a 12+ 2°C hasta observar radiculas de
aproximadamente 1cm. Estas plantulas fueron cultivadas en condiciones asépticas en tubos
(25mm x 150mm) conteniendo agar vegetal B&D 0.5% (Broughton y Dilworth, 1971). Las
plantulas crecieron en un ambiente con condiciones controladas (12°C, 12 h luz, 12 h
noche). Al dia siguiente, un cultivo de Pseudomonas sp. en fase exponencial fue
centrifugado (6000 rpm, 5 min) y lavado tres veces con 0.85% NaCl. Porciones de 100 pl
de esta suspension fueron inoculados directamente en el medio vegetal B&D de las

plantulas de maca.
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c. Tincion de las raices inoculadas con X-gluc

Para distinguir los patrones de colonizacion fue necesario evaluarlos en 4 periodos de
tiempo (3, 7, 15 y 28 dias post — inoculacion), las raices fueron escindidas y
cuidadosamente lavadas tres veces por inmersion consecutiva en 0.85% NaCl sin agitacion
durante 1 min. Las raices lavadas fueron transferidas a tampon sodio fosfato (pH 7-0,1M)
conteniendo 0.5 mg/ml X-gluc, 0.33 mg/ml K;3Fe(CN)s, y 0.42 mg/ml K4Fe(CN)s e
incubadas a 37°C en oscuridad por 16 h. Después de la tincion, las raices fueron lavadas
tres veces en tampon fosfato (Vande Broek e al. 1998) y examinadas bajo un microscopio
de luz (Leica DM750) para observar los patrones sitio especifico de la colonizacion. Para
cada uno de los tres tratamientos Pseudomonas sp. expresa el gen gusA, Pseudomonas sp.
y control (sin inoculante), se utilizé 5 repeticiones, y el mismo ensayo se repitié en cuatro

periodos de tiempo (3, 7, 15 y 28 dias ).

d. Efecto de Pseudomonas sp. sobre el crecimiento de las pliantulas de maca in

vitro

Se realizé un muestreo de la zona aérea y radicular, tomando como parametros el peso de
la plantula y longitud de las raices. Las raices luego de ser evaluadas en el item a. fueron
secadas con papel toalla para quitar el exceso de humedad, se midieron la longitud de cada
una de ellas, siendo luego llevadas a 35°C durante 24 h, posteriormente se pesaron con

una balanza analitica (Sartorius™).

3.3.5 Prueba de supervivencia de las semillas de trébol peletizadas

Para este ensayo se usaron semillas de trébol debido a que esta leguminosa tiene la
capacidad de fijar nitrogeno atmosférico mejorando de esta forma los suelos de cultivo
(Flores et al., 1992, citado por Rodriguez, 2008). Asimismo el uso de esta semilla es

precendente para la peletizacion en semillas de maca.

a. Preparacién del inoculante liquido

Se seleccionaron los medios de cultivo que generaron valores altos de germinacion. Para la
preparacion del inoculante se tomd una colonia tipica de la cepa Ps42 y se sembro en un
tubo de ensayo con 5 ml de caldo casoy, incubandola a 28°C a 150 rpm durante 24 horas,

luego se sembr6é 1 ml del inoculo en cada uno de los medios de cultivo elegidos y se
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incubo a 28°C a 150 rpm, durante el periodo necesario hasta que la biomasa alcanzo una

densidad de 10° UFC/ml (Benintende, 2010; Ferreira, 2011).
b. Preparacion de las semillas peletizadas.

Para seleccionar la cubierta y adhesivo adecuados para la formacion de las semillas de
trébol peletizadas, se usé la combinacion de dos tipos de adhesivos liquidos (azlicar y
goma arabiga al 25%, 50%, 75%, 100%) y cinco tipos de cubierta estériles en polvo
(carbonato de calcio, cal, arcilla, aserrin, yeso y la combinacion entre éstas ltimas,
obteniéndose asi un total de 90 tratamientos. Las semillas fueron desinfectadas segun la
metodologia dada en el punto 6.3.1, y se esperd a que estuvieran secas. Se prepard una
mezcla de 3 ml del adhesivo y el inoculante a una concentracién de 10® (UFC/ml) estos
ultimos fueron elaboradas por separado con los medios de cultivo LMC y G, en la
proporcion 1:1, luego en esta mezcla se embebieron 3 g de semillas. Posteriormente se les
vertio la cubierta en polvo 5 veces el volumen de la mezcla indculo-adhesivo (Kloepper y

Schroth, 1980).

Con las cubiertas que formaron un pellet uniforme y consistente se realizo una prueba de
germinacion. Adicionalmente a este tratamiento se agregaron 4 tratamientos mas, los que
consistieron en semillas peletizadas con la(s) cubiertas que formaron un pellet sin
inoculante al que denominaremos con la letra P, semillas so6lo con inoculante elaborados
con los medios LMC simbolizada con SILMC y con el medio G con SIG, y finalmente
semillas sin inoculante denominada CONTROL. Se usaron placas con Agar Agua al 0.8%

y se incubaron a 22+2 °C en oscuridad durante 6 dias.

c. Determinacion de la supervivencia de los microorganismos inoculados en las

semillas peletizadas.

El proposito de este ensayo fue asegurar que las células bacterianas presentes en los
inoculantes y en las semillas peletizadas, se hallen vivas para que puedan tener algun
efecto en la germinacion de las semillas de trébol. Benintende (2010) recomienda para

rizobios 1x10° UFC/semilla para producir una buena infeccion de las raices.

Para la determinacion de la supervivencia en las semillas peletizadas se prepararon

nuevamente cuatro repeticiones por cada tratamiento escogidos en el ensayo anterior. Se
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vertieron 20 semillas en 100 ml de solucion salina y se agito vigorosamente con la
finalidad de desprender de la semilla todo el recubrimiento, esta suspension se denomina
1x 10% 1 ml de esta dilucion se diluyé en 9 ml de solucién salina, obteniéndose una
dilucion de 1x10° asi sucesivamente hasta llegar a la dilucién 10° (CIAT, 1988). Esta
metodologia se realizd con cada repeticion. Los resultados se expresan en UFC/semilla de

trébol.

d. Promocion de crecimiento a nivel de plantulas

En este ensayo se utilizaron potes o macetas de 13x16 cm con arena de rio lavada,
esterilizada y finalmente humedecida. Se instalaron siete tratamientos: semillas
desinfectadas regadas con solucion nutritiva (N+), semillas desinfectadas regadas con
solucion nutritiva sin nitrogeno (N-), semillas inoculadas con la cepa en el medio
levadura-manitol (SILMC), semillas inoculadas con la cepa en el medio modificado con
glutamato (SIG), semillas peletizadas con inoculante en medio levadura manitol (PLMC),
semillas peletizadas con inoculante en medio modificado con glutamato (PG) y semillas
peletizadas con el adhesivo (P), estos seis ultimos tratamientos fueron regados con
solucion nutritiva sin nitrogeno (N-) y permanecieron 30 dias a 22°C con fotoperiodo de
10 horas luz. Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones con 50 semillas. Los parametros a
evaluar fueron porcentaje de emergencia, altura, peso fresco y seco de la radicula y la

parte aérea.

3.3.6. Analisis de datos

Se utilizé un disefio completamente al azar, realizandose un analisis de variancia y la
prueba de comparaciones multiples de Minima Diferencia Significativa (LSD). Para esto se
utilizo el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI. Las desviaciones estandar y los

graficos se realizaron con el programa FExcel.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Crecimiento de la Pseudomonas sp.

4.1.2 Reactivacion de las cepas

La cepa Pseudomonas sp. tardaron en crecer 48 h en agar nutritivo a 28 °C. Presentando
caracteristicas propias de éste género, como son la presencia de olor tipico y ligero

atornasolamiento a contra luz.

4.1.3 Evaluacion del crecimiento de la cepa en los cuatro medios de cultivo.

Para determinar si la sustitucion del manitol y extracto de levadura, las cuales son fuentes
de carbono y nitrogeno del medio de cultivo LMC, modifican el crecimiento de la
Pseudomonas sp. Se evalu6 su crecimiento en los medios LMC, A, G y AG. Tal como se
explico en la seccion materiales y métodos, el medio A tuvo como fuente de carbono al
azucar rubia, el medio G al glutamato monosodico como fuente de nitrogeno y el medio
AG se sustituyeron las fuentes de carbono y nitrogeno por azicar rubia y glutamato
monosodico, respectivamente. Se eligieron estas fuentes de carbono y nitrégeno por su uso
doméstico, porque son asequibles y por su bajo precio. En este ensayo se evaluo la cinética

de crecimiento de la Pseudomonas sp. en los medios durante 200 horas (tabla 3).

De acuerdo con los datos de absorbancia (Agy) y concentracion de células expresadas en
Logio UFCml™ de cultivo (Figura 3), el tiempo de duplicacion de la bacteria fue de 142,
181, 81 y 1062 min en los medios LMC, A, G y AG respectivamente (tabla 3). La elevada
versatilidad metabolica caracteristica de este género (Del Castillo, 2008; Palleroni, 1993;
Ridgway, 1990; y Stainer er al., 1966) permitié que la Pseudomonas sp. crezca en los

cuatro medios de cultivo.

En el estudio de la curva de crecimiento los resultados mostraron las fases de latencia,
exponencial, estacionaria y muerte. En la primera etapa de crecimiento denominada fase de
latencia, se caracteriza por el incremento de la actividad metabolica y una minima division
celular. Dicha fase mostré una duracion aproximada de 2 h en los medios LMC, Ay G, y
9 h para el medio AG (Figura 3). Los resultados demuestran que la cepa en los tres
primeros medios pasa rapidamente a la fase exponencial. Sin embargo esto no ocurre con

el medio AG, debido a que probablemente necesite mas tiempo para sintetizar nuevas

32



enzimas que le permitan metabolizar los compuestos como el glutamato monosddico y el

azucar presentes en el nuevo medio de cultivo (Madigan et., al 1997).

La siguiente fase identificada fue la exponencial, en la cual las células se dividen en dos,
estas en otras dos y asi sucesivamente. En esta etapa se determinaron los pardmetros
tiempo de duplicacion y velocidad especifica de crecimiento, ambos son valores
caracteristicos para cada tipo de microorganismo en un medio de cultivo determinado y
son inversamente proporcionales entre si, tal como lo indican sus unidades de medicion
(Tabla 3.). El valor de estos parametros depende de factores internos como la capacidad de
crecimiento del microorganismo, la actividad enzimaética y el uso de rutas metabdlicas

alternativas ademas de factores externos como el ambiente en que se encuentran.

Los valores mayores del pardmetro tiempo de duplicacion fueron 181 y 1062 min en los
medios A y AG, respectivamente. En cuanto a la velocidad especifica los resultados
mostraron para el medio G un valor de 0.008 min™, siendo superior en 0.004 min™ al

medio LMC, 0.005 min™ al medio A y 0.007 min” al medio AG. (Tabla 3).

Una posible explicacion para los altos valores del tiempo de duplicacion y baja velocidad
especifica de los medios A y AG seria la presencia de azucar rubia como fuente de
carbono. A pesar que este sustrato provee a ambos medios el doble de fuente carbonada en
comparacion a los medios LMC y G, la actividad de la enzima invertasa (primera enzima
del catabolismo de la sacarosa) probablemente seria baja, lo que podria ser provocado por
factores externos como el pH neutro del medio de cultivo. Estudios han demostrado que
esta enzima producida por Thermotoga maritima tiene una actividad Optima bajo
condiciones acidas (pH=4,5) (Campos et al., 2007). Otra explicacion seria la hidrélisis
parcial de la sacarosa a glucosa y fructosa, provocando una disminucion de la cantidad de
fuente carbonada. Tanto la glucosa como la fructosa pueden ser metabolizadas por las
Pseudomonas sp. debido a que la gran mayoria de este género tienen los sistemas de
transporte y enzimas como las fructoquimasa y glucoquinasa necesarias para el
metabolismo de la fructosa y glucosa, respectivamente (De Ley, 1960; Entner y Doudoroff,

1953 citados por Del Catillo, 2008).

Es probable que los valores de estos parametros, tiempo de duplicacion y velocidad
especifica, de la Pseudomonas sp. en el medio AG, tenga mayor influencia por la presencia

del azucar rubia que por la presencia del glutamato monosddico, debido a que este medio
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tuvo la misma fuente de nitrégeno (glutamato nnonosodico) que el medio G y este tltimo
mostrd el mayor valor de la velocidad especifica (0.008 min™) y menor tiempo de

duplicacion (81 min) (tabla 3) en comparacion a los medios de cultivo LMC, A y AG.

Los valores de los parametros velocidad especifica y tiempo de duplicacion determinados
en el medio G reflejan una buena adaptacion de la Pseudomonas sp. en este medio de
cultivo en comparacion a los otros tres (LMC, A y AG), lo cual podria estar influenciado
por la presencia de manitol y poco influenciado por la presencia de glutamato monosodico.
El manitol presente en el medio G es directamente metabolizado por la Pseudomonas sp. lo
que podria provocar el aumento de la velocidad especifica y la disminucion del tiempo de

duplicacion en el medio de cultivo AG.

En cuanto al medio LMC, el cual tiene en su composicion al manitol como fuente
carbonada present6 una menor velocidad especifica (0.004 min™) y mayor tiempo de
duplicacion (142 min) en comparacion al medio G. Esto pudo deberse a que la presencia
del extracto de levadura presente en el medio LMC, el cual generd la necesidad de las
células de expresar mayor variedad de enzimas cataliticas para degradar este sustrato, que
es mas complejo que el glutamato monosédico del medio G; provocando que la células
tengan un mayor gasto energético, lo cual provocaria la disminucion de su velocidad de
crecimiento. Este sustrato, extracto de levadura, presente también en el medio A podria

estar provocando el mismo efecto en la Pseudomonas sp.

La tercera fase fue la estacionaria, esta durd 72, 81, 171 y 54 h en los medios LMC, A, G
y AG respectivamente, la culminacion de esta etapa provoca el comienzo de la fase de
muerte, la cual empez6 después de las 126, 117,216 y 153 h en los medios LMC, A, Gy
AG. La cual podria ser provocada por el agotamiento de la fuente carbono o nitrogeno en
el medio de cultivo, también conocido como sustrato limitante, (Monod, 1942. Citado por
Izquierdo et al., 2004) o por la acumulacion de alguna substancia inhibidora producida por

las Pseudonomas sp. dependiendo del metabolismo seguido por el microorganismo.
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Tabla 3. Parametros cinéticos de crecimiento de la Pseudomonas sp. utilizando los
medios de cultivo LMC, G, A y AG.

Tratamientos
LMC G A AG
Tiempo de
duplicacion (min) 142 81 181 1062
Velocidad
especifica de
crecimiento (min'l) 0.004 0.008 0.003 0.001

LMC: medio de cultivo Extracto de levadura-manitol, G: medio de cultivo glutamato
monosoddico-manitol, A: azucar rubia-extracto de levadura y AG: medio de cultivo
azlcar rubia-glutamato monosaddico.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Pseudomonas sp. en los medios LMC (1), G (2),

A (3) y AG (4) a 28°C. Datos de los valores de absorbancia ( " ). Datos de concentracion
de células en Log;o UFCmL™" de cultivo (’ ).
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4.1.4 Germinacion de semillas de trébol rojo

A partir del ensayo anterior, se tomaron s6lo los medios que presentaron los mayores
valores de velocidad especifica, porque la obtencidon necesaria de unidades formadoras de
colonia por mililitro en el menor tiempo significaria la disminucion del costo en la
produccion de inoculantes. Los medios seleccionados fueron LMC, A y G donde la
Pseudomonas sp. mostrd velocidades especificas de 0.004, 0.008 y 0.003 min

respectivamente (Tabla 3).

Se evaluaron los medios de cultivo LMC, A, Gy el control. El inoculante elaborado con el
medio G, mostré una tendencia de aumentar el porcentaje de germinacion, encontrandose a
las 48 h un porcentaje de germinacion significativamente mayor en comparacion con los
otros tres tratamientos, superando en 20% y 12% al control y al inoculante LMC

respectivamente (Figura 4 y 5, Anexo 3-E1).
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Figura 4. Porcentaje de germinacion del trébol a las 48 horas por la
Pseudomonas sp. LMC: semillas inoculadas con Ps42 en medio LMC; A: semillas
inoculadas con Ps42 en medio A; G: semillas inoculadas en medio G; Control: semillas
embebidas con agua.
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Figura 5. Germinacion de las semillas de trébol a las 48 horas, usando como
inoculante a la Pseudomonas sp. en el medio G a la izquierda y el control (agua) a
la derecha.

En cuanto a la biomasa seca de las plantulas en placa, cosechadas 7 dias después de su
inoculacion mostraron un promedio de 0.046 g para el medio LMC y 0.041 g para el
medio G. Siendo el peso seco de las plantulas del medio LMC significativamente mayor
a los inoculantes A y control (agua) en 0.009 y 0.01 g respectivamente (figura 6,
Anexo 3-E1). Lo cual muestra que la cepa en el medio LMC podrian expresar mejor

capacidad PGPR, como la produccion de hormonas de crecimiento (Tsavkelova, 2006)
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Figura 6. Promedio del peso seco de las plantulas de trébol cosechados 7 dias
después de su inoculacion. LMC, peso seco de la plantula inoculada con Ps42 en
medio LMC; A peso seco de la plantula inoculada con Ps42 en medio A; G, peso seco
de la plantula inoculada con Ps42 en medio G y Control, semillas embebidas con agua.

4.2 Colonizacién de las raices de las plantulas de maca.

4.2.1 Evaluacion de Pseudomonas sp. en la radicula de la plantula de maca.

El ensayo se realizo en semillas de maca debido a que el futuro se piensa peletizar esta
semilla, por tanto es importante asegurar que la Pseudomonas sp. (Ps42) colonice la

radicula de maca para que esta pueda expresar su capacidad PGPR sobre la maca.

La asociacion de la cepa Ps42 con la raiz de maca fue examinada cualitativamente con el

sustrato X-glu siendo evaluados los dias 3, 7, 15 y 28 post-inoculacion.

Las observaciones realizadas con un microscopio de luz mostraron que 3 dias post-
inoculacion las bacterias colonizaron el cuello y el apice inferior de la raiz. Por otro lado,
en el dia 7 se observo una mayor asociacion de la bacteria a toda la radicula (Figura 8). La
asociacion bacteria-raiz se evidencia por la aparicion del producto di-cloro-di-bromoindigo
que da la coloracion azul caracteristica de la raiz por la actividad de la enzima [-
glucoronidasa, expresada por el gen gusd, sobre el sustrato cromogénico Xglu (Karcher,
2002) (Figura 7). Asimismo, aparecié un biofilm a partir de ese dia (Figura 9),
coincidiendo esto, con estudios realizados en Pseudomonas sp. asociadas a cultivos de

papa (Rocha et al., 2009). En el dia 15 el biofilm se ubicé en la zona central de la raiz
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observandose colonizacion en las zonas apicales. Finalmente, el dia 28 se pudo apreciar

colonizacién tenue en la zona central e inferior de la raiz disminuyendo el biofilm.

El incremento en la colonizacion en el dia 7 se puede explicar por la afinidad de la cepa a
la composicion de los exudados radiculares. Estos, pueden ser lipopolisacaridos, celulosa,
tiamina, aminoacidos, biotina e isoflavonoides, que sirven como nutrientes para la
bacterias asociadas (Hansen et al, 1997; Rainey, 1999). La presencia y cantidad de estos
compuestos no solo varian de unas plantas a otra, sino, dentro de una misma especie
pueden variar en funcion de la edad, estado fisioldgico y condiciones ambientales (Rovira
1969; Barber y Lynch, 1977). Por tanto, es probable que la disminucion de la colonizacion
a través del tiempo sea provocada por el descenso de los exudados afines a la bacteria, o
debido al estado fisioldgico de la planta. La presencia de flagelos laterales cortos o polares
en la Pseudomonas sp. (Scarpellini et al., 2004, Del Castillo, 2008) también pudieron
contribuir en la colonizacion de las radiculas de Lepidium meyenii. Es importante
mencionar que el tratamiento control (plantulas sin biofertilizante) no mostré coloracion
cuando se hizo el revelado durante la evaluacion. La colonizacion de las cepas
pertenecientes a este género es variable, reportandose en ensayos similares colonizacion
bacteriana de la raiz a partir del dia 9 en plantas de trigo (Turnbull ef al., 2001) y 14 dias

en cafia de azucar (Rainey, 1999).

4.2.2 Efecto en el peso seco de las plantulas de maca

En cuanto al efecto de la colonizacion del microorganismo en el desarrollo de la maca no
existio diferencias significativas en el peso seco de las plantulas inoculadas con la
Pseudomonas sp. que expresaba el gen gusA y las Pseudomonas sp. silvestre (Ps42)

(Anexo 3-E2).

Por otro lado, el peso seco de las raices del tratamiento con cepa transformada fue
significativamente mayor al tratamiento control en 0.0002 en los 3, 7 y 15 dias y 0.0001 a
los 28 dias post-inoculacion. En cuanto al peso seco aéreo en los dias 3 y 7 el control fue
superado en  0.000021 y 0.00022 respectivamente por el tratamiento con la cepa

transformada (Anexo 3-E2).
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4.2.3 Efecto en la longitud de la raiz de las plantulas de maca

En este parametro no se encontraron diferencias significativas entre los tres tratamientos,
por tanto es probable que la Pseudomonas sp. no esté involucrada en el incremento de la
longitud radicular (Anexo 3-E2). Sin embargo, las raices inoculadas mostraron un

engrosamiento lo cual diferia del control que mostr6 una raiz delgada y fragil.

Cl o-glucuronic
Br acid

A\

NH
X-Gluc  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide)

5,5'-dibromo-4, 4'-dichloro-indigo
(insoluble, colored)

¢ B-glucuronidase

Cl

0

cl OH B¢

) -
N'H oxidation Br
dimerization (0]

Cl

+ glucuronic
acid

Figura 7. X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-glucuronide), susbtrato de Ia
Bglucuronidasa, es cortada para producir acido glucorénico y cloro-bromoindigo. El cual
es oxidado y posteriormente dimerizado para producir un precipitado insoluble de color
azul denominado dicloro-dibromoindigo.
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Figura 8. Patrones de colonizacion de Pseudomonas sp. en raices de Lepidium

meyenii “maca” monitoreados a los de 3,7,15 y 28 dias post-inoculacion.
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Figura 9. Biofilm en el sistema de plantulas de maca in vitro siete dias
post-inoculacién. Biofilm formado en la figura A y B, y ausente en la figura C.
(A) Plantulas con inéculo de Pseudomonas sp. expresando el gen gusA, (B) plantulas
inoculadas con Pseudomonas sp. y (C) plantulas sin inoculo.

4.3 Efecto de la peletizacion de las semillas de trébol rojo en la promocion de su

crecimiento

4.3.1 Determinacion de la mejor combinacion de semilla-adhesivo-inoculante-
cubierta

De los 90 tratamientos, dos cubiertas formaron la estructura de pellet, estas fueron las
cubiertas conformadas por las proporciones 99:1:10 de arcilla:cal:aserrin y 1:1 de
cal:arcilla, ambas, en combinacion con el inoculante y agua azucarada como adhesivo,

dicha mezcla estuvo a una concentracion final de 50% de azucar (Figura 10, A y N).

El pH para la cubiertas constituidas por arcilla:cal:aserrin fue 5.9 y para la cubierta
cal:arcilla fue 12, respectivamente. Para los ensayos posteriores se eligio la primera
cubierta debido a que la cepa utilizada en el pellet fue aislada de suelos con pH entre
5.20 y 5.21 (Anexo 2). Este parametro es uno de los mas importantes para mantener la
supervivencia del microorganismo en la semilla peletizada, asi como para contabilizar

las unidades formadoras de colonias en los pellets.
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Figura 10. Semillas de trébol peletizadas. (A) 1:4, cal:arcilla; goma arabiga 50 %; (B) 1:2, cal:arcilla; (C) 1:1, arcilla:cal: aziacar 50%; (D) 1:1,
arcilla:cal: azucar 25%; (E) Cal, goma arabiga 50%; (F) cal, azucar 25%; (G) 1:1, arcilla:cal; goma arabiga 50%; (H) cal, azucar 50%; (I) 1:1,
maizena:arcilla; azucar 50%; (J) Carbonato de calcio; aztcar 50%; (K) Carbonato de calcio; azticar 25%; (L) Maizena; 25% azuicar; (M) Cal; 25%
goma arabiga; (N) 99:10:1, arcilla:aserrin:cal; azucar 50%; (O) Maizena; azucar 50%,(P) Maizena; goma arabiga 50%.



4.3.2 Prueba de germinacion en placa

Este ensayo se realizd con la finalidad de evaluar el efecto de la peletizacion en el
desarrollo de las semillas de trébol.

Tal como se menciond en el item 3.3.5-b, se evaluaron las cubiertas y adhesivos de las que
se selecciond aquellas que formaron un pellet uniforme, siendo elegidas a partir de los
resultados del ensayo anterior. Los medios de cultivo para la elaboracion de los
inoculantes, que formaron parte del adhesivo de la cubierta, fueron elegidos a partir del
ensayo ubicado en el item 4.1.5. El primer tratamiento PLMC estuvo conformado por la
cubierta formulada por arcilla:cal:aserrin en la proporcion 99:1:10 en combinacién con la
mezcla del inoculante elaborado con el medio de cultivo LMC y agua azucarada, el
segundo tratamiento PG estuvo conformado por la misma cubierta y agua azucarada en
combinacion con el inoculante elaborado con el medio de cultivo G. Adicionalmente se

evaluaron cuatro tratamientos mas, obteniéndose un total de 6 tratamientos.

Los resultados mostraron lo siguiente, los tratamientos LMCP y GP tuvieron 2% y 8% de
emergencia el dia uno, respectivamente; valores inferiores a las semillas inoculadas con los
medios LMC, G y al control (agua), que presentaron porcentajes de germinacion de 67%,
62% y 47% respectivamente (Figura 11). Estos resultados se encuentran dentro de lo
esperado debido a que las semillas peletizadas tardan en germinar ya que la radicula
emergente tiene que romper la cubierta del pellet. La mayoria de las radiculas emergentes
de las semillas peletizadas con inoculante y sin inoculante presentaron un mayor grosor
(Figura 12), esto podria deberse a la misma razén de la demora en la emergencia antes

explicada. Esta caracteristica se fue perdiendo con el tiempo.

El porcentaje de germinacion al término del dia 6 fue de 84% y 50% para CONTROL y P,
respectivamente. Para el tratamiento SILMC fue 92% y SIG fue 96%, finalmente para los
tratamientos LMCP fue 18% y para GP fue 47% (Anexo 3-E3).
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Figura 11. Porcentaje de emergencia de semillas peletizadas de trébol en placa.
Control: semillas peletizadas sin inoculante, P: semillas peletizadas sin inoculante,
SILMC: semillas con inoculante en medio LMC, SIG: semillas con inoculante en medio G,
PLMC: semillas peletizadas con inoculante en medio LMC y PG: semillas peletizadas con

inoculante en medio G.

Figura 12. Semillas de trébol germinadas a las 48 horas post-inoculacion.
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4.3.3 Determinacion de la supervivencia de los microorganismos inoculados en las

semillas peletizadas.

La contabilizacion de las unidades formadoras de colonias en la evaluacion de la
supervivencia de las semillas peletizadas es importante, debido a que asegura que la
cepa utilizada esté viva en la semilla y pueda beneficiar a la planta con sus
caracteristicas PGPR. Es por ello que paises como Argentina y Brasil (Benintende,
2010; Ferreira, 2011) cuentan con normas de control de calidad de bioferlizantes, sin
embargo, estas solo son validas para microorganismos del género Rhizobium mas no
para otras especies microbianas. Benintende (2010), recomienda la inoculacion de
10° UFC/semilla de rizobium para semillas pequefias y para semillas medianas
10 UFC/semilla debido a que el inoculante sobre las semilla solo sobrevive

aproximadamente del 5 al 10%.

En este ensayo se evallio la supervivencia del inoculante en la cubierta de los
tratamientos PLMC y PG. Los resultados de este ensayo mostraron que el tratamiento
PLMC a los 15 minutos post-peletizacion mostré un promedio de 192.5 x 10*
UFC/semilla, 1 dia post-peletizacion disminuyé a 166.5x10* UFC/semilla, 2 dias post-
peletizacion aumento significativamente con respecto al primer dia de medicion a 149.7
x 10° UFC/semilla y finalmente para el dia 3 disminuyé significativamente hasta
250 x 10 UFC/semilla (Figura 13, Anexo 3-E4).

En cuanto al tratamiento PG, presentd a los 15 minutos post-peletizacion 111 x 10*
UFC/semilla, el dia 1 post-peletizacion increment6 a 131 x 10* UFC/semilla, el dia 2
post-peletizacion incrementé significativamente a 148 x 10° UFC/semilla con respecto
a las dos evaluaciones anteriores, finalmente el dia 3 disminuy6 a 32 x 10’ UFC/semilla

(Figura 13, Anexo 3-E4).

En los tratamientos PLMC y PG, la supervivencia disminuy6 al tercer dia post-
inoculacion, sin embargo el tratamiento PG tuvo una supervivencia significativamente

mayor al tratamiento PLMC en 31% (Anexo 3E4).

En Cuanto a la composicion de la cubierta de la semilla peletizada, el aserrin contiene
99.13% de materia organica (Anexo 1-Al), los tres componentes principales son

celulosa, lignina y hemicelulosa. Siendo estos dos ultimos polisacarido no celulosico e
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hidroscopicos (Carmona, 2010). Esta caracteristica podria explicar la supervivencia de
la cepa Ps42 en las semillas peletizadas, ya que al retener agua, estas moléculas estarian
disponibles para que el microorganismo las utilice en su actividad metabdlica; lo que se

conoce como actividad de agua.
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Figura 13. Supervivencia del inoculante Pseudomonas sp. en los medios G y
LMC enlas semillas peletizadas con la formulacion arcilla:cal:aserrin.

4.3.4 Promocion del crecimiento en plantulas de trébol rojo

El uso de los fertilizantes quimicos en las zonas donde se desarrolla la agricultura podria
provocar a largo plazo la contaminacion de suelo, fauna y flora. Una posible alternativa
al uso de fertilizantes quimicos es el uso de semillas peletizadas usando inoculantes
biologicos a partir de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), las
cuales promueven el desarrollo de los cultivos, sin provocar efectos nocivos a los

elementos bioticos y abidticos.

Los tratamientos SILMC y SIG presentaron los mayores valores de emergencia en
semillas de trébol a las 48 h con 10.25% y 14%. Respectivamente. Siendo este ultimo

significativamente mayor a N+, P y N-, los cuales presentaron porcentajes de
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emergencias de 3,25%, 3,75% y 2.5%, respectivamente. Asimismo, el tratamiento

SILMC fue significativamente mayor a N- en 7,75 % (Figura, 14), (Anexo 3-E5).

Para la determinacion del parametro peso seco de las plantas, la cosecha se realizo 30
dias post-inoculacion y las plantulas se dejaron secar durante una semana a 35°C
(Figura 15). El tratamiento PLMC mostré una tendencia positiva en el peso seco de la
plantula con respecto a los controles N+. N- y P incrementandolo en 13.26%, 15.71% y
17,26% respectivamente. Asimismo, esta tendencia positiva mencionada anteriormente,
se presentd también en los tratamientos SLMC, SIG y PG. A pesar de ello no se
encontraron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos comparados con
los controles (Tabla 4, Anexo 3-E5). En cuanto al pardmetro peso seco aéreo los
tratamientos SIG, PLMC, PG y SILMC presentaron un peso significativamente meyor
al tratamiento N+ en 25.47%, 28,25%, 31.56% y 32.70% respectivamente. En cuanto al
parametro peso seco de las radiculas el tratamiento PLMC present6 un mayor valor
frente a 1so controles N- y P en 30.13% y 29.67% respectivamente. En este Ultimo

parametro no se encontro diferencias significativas (Tabla 4, Anexo 3-ES5).

En cuanto a la altura de planta, se observo que los tratamientos N+, N-, SIG y SILMC
fueron mayores (12.350, 12.150, 11.960 y 12.225 mm respectivamente) en comparacion
con los tratamientos P, PG y PLMC, a pesar de ello, no se encontraron diferencias
significativas, (Tabla 4, Anexo 3-ES5). Probablemente la cubierta de los tratamientos
donde las semillas estuvieron peletizadas provocd que la emergencia se retarde

ocasionando la disminucion de su altura.

El incremento del peso seco de la planta de trébol es un indicador de efecto PGPR de la
cepa evaluada en este ensayo. Asimismo, es importante mencionar que en estudios
anteriores se determiné que esta cepa aislada de la rizosfera de maca poseia la capacidad
de producir 2.54 ug/ml de AIA (4cido de indolacético) (Zuiiga, 2009), la cual es una
fitorhormona responsable de la division, extension, diferenciacion de la células y tejidos
vegetales. Estimulando la germinacion de semillas y tubérculos; incrementando la
formacion de raices, controlando los procesos de crecimiento vegetal, tropismo,

florescencia y fructificacion de las plantas. También afecta a la fotosintesis, formacion
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de pigmentos, biosintesis de varios metabolitos, y genera resistencia hacia los factores

de estrés (Tsakelova et al., 2006)

Por lo tanto, la presencia de la cepa Ps42 es las semillas peletizadas y semillas
inoculadas con esta cepa, tiene grandes posibilidades de ser utilizada como inoculantes
biolégicos en combinacion con la peletizacion por los resultados obtenidos en el peso

seco de las plantulas posiblemente causadas por la produccion de hormonas.

50 -
45
40
35
30

25 A

2§“i "

SILMC SIG P LMC PG

% de emergencia

Figura 14. Porcentaje de emergencia de las semillas peletizadas de trébol a las 48
horas. N+: solucion nutritiva con nitrégeno, N-: solucion nutritiva sin nitrogeno,
SILMC: semillas inoculadas con la cepa en medio LMC, SIG: Semillas inoculadas con
la cepa en medio G, PLMC: semillas peletizadas con inoculante en medio LMC, PG:

semillas peletizadas con  inoculante en medio G, P:semillas peletizadas.
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Tabla 4. Altura, peso fresco y peso seco de plantulas de trébol a los 30 dias de
evaluacion.

Altura Peso Fresco Peso

Tratamiento (mm) (g) Seco (g)
Control N - 12.150 1.324 0.100
Control N + 12.350 1.426 0.103
P 11.525 1.173 0.099
SIG 11.960 1.365 0.115
PG 11.850 1.460 0.119
SI LMC 12.225 1.326 0.115
P LMC 11.165 1.318 0.119
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Figura 15. Plantulas
de trébol a los 30
dias. (SIG)-
Semillas inoculas
con la cepa en
medio G(A),
(SILMC)-semillas
inoculas con la cepa
en medio LMC (B),
(PG)-semillas
peletizadas con
inoculante en
medio G (C), (N-)-
solucién  nutritiva
sin nitréogeno (D),
(P)-semillas
peletizadas(E), (N+)-
solucién  nutritiva
con nitrégeno (F) y
(PLMC)-semillas
peletizadas con
inoculantes en
medio LMC



V. CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo de investigacion se llego a las siguientes conclusiones:

1. El medio de cultivo LMC podria ser sustituido por el medio G en la produccion de

inoculantes, debido a que la cepa Ps42 mostro en este medio un tiempo de

duplicacion de 81 min, siendo este el menor valor frente a los medios LMC, A y

AG.

2. La colonizacion de cepa Ps42 que expresa el gen gusA en la radicula de maca fue

cualitativamente mayor el dia 7 en comparacion a los dias 3, 15 y 28 post-

inoculacion, debido a que coloniz6 el apice, zona central, central alta y baja, y

cuello de la radicula. A partir de estos resultados se infiere que la cepa Ps42

también coloniza la radicula de maca.

3. De los 90 tratamientos evaluados para el ensayo de peletizacion solo la cubierta

conformada por la proporcion 99:1:10 de arcilla:cal:aserrin y el adhesivo

constituido por la mezcla del inoculante con agua ambos con una concentracién

final del 50% de azlicar rubia, el cual fue seleccionado a partir de un total de 8

tratamientos, formaron la estructura de un pellet adecuada para el manejo de la

semilla de trébol.

4. La supervivencia de la cepa Ps42 en la semilla de trébol peletizada con la cubierta

seleccionada y el inoculante crecido en el medio G fue 32 x 10° UFC/semilla, este

valor fue significativamente mayor a las semillas peletizadas con el inoculante en el

medio LMC, el cual fue 250 x 10° UFC/semilla.

5. Los mayores valores de peso seco de la planta de trébol con respecto a los controles

P, N- y N+, lo presentaron los tratamientos PLMC, PG, SIG y SILMC, los cuales

fueron 0.119 g, 0.119 g, 0.115 gy 0.115 g, respectivamente.

6. Por lo tanto los inoculantes elaborados con los medios de cultivo LMC y G; y las

semillas peletizdas con estos medos de cultivo pueden ser utilizados como

inoculantes biologicos, por su efecto positivo en el crecimiento del trébol.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar los tratamientos PLMC, PG, SILMC y SIG a nivel de parcela.

2. Evaluar cualitativa y cuantitativamente la colonizacion de las Pseudomonas sp.

en la radicula de trébol.
3. Realizar una optimizacion en la peletizacion de semillas de Trofolium pratense.

4. Mejorar la composicion de la cubierta de peletizacion para aumentar el tiempo

la supervivencia del inoculante biologico

5. Evaluar el tiempo de supervivencia del inoculante en semillas peletizadas en

almacenamiento.
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A.1 Anadlisis del aserrin pino chileno

ANALISIS DE
MICRONUTRIENTES
Fe (ppm) 142
Cu (ppm) 10
Zn (ppm) 7
Mn (ppm) 4
B (ppm) 99

ANALISIS DE

CARBONO

C (%) 57.42

ANALISIS DE
MATERIA ORGANICA
Y MACRONUTRIENTES
pH 4.02
C.E. (dS/m) 0.37
M. O. (%) 99.13
N (%) 0.24
P205 (%) 0.02
K20 (%) 0.06
CaO (%) 0.23
MgO (%) 0.06
Hd (%) 9.83
Na (%) 0.04
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ANALISIS DE SUELOS : CARACTERIZACION
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Distrito 4 SAN PEDRO DE CAJAS Predio

Referencia : H.R. 23083-035C-09 Fact.: 15048 Fecha 01-07-09

Namero de Muestra GiE. Analisis Mecanico Clase | cIC | Cambiables Suma | Suma| %
Lab Campo pH | (1:1) |cacos| M.O. | P K [Arena[ Limo [Arcilla| Textural [ca?[mMg”] K [ Na” JAP+H'| de de |Sat De
(1:1)] dS/m % % ppm | ppm | % _ % _ % me/100g Cationes| Bases | Bases

5335] M5 C1 [520] 051 ] 0.00] 7.8 [36.7] 162 60 | 30 | 10 | FrA [18.72] 914] 063 ] 0.31] 010 020 [10.39]10.19[] 54 |
[5336] M5 C2 [5.21] 0.24 ] 0.00] 8.0 | 56.1] 196| 66 | 26 | 8 | FrA [24.00] 9.95] 087 047 [ 012 020 [11.70]11.60[ 48 |

A = Arena ; A.Fr. = Arena Franca ; Fr.A. = Franco Arenoso ; Fr. = Franco ; Fr.L. = Franco Limoso ; L = Limoso ; Fr.Ar.A. = Franco Arcillo Arenoso ; Fr.Ar. = Franco Arcilloso;
Fr.Ar.L. = Franco Arcillo Limoso ; Ar.A. = Arcillo Arenoso ; Ar.L. = Arcillo Limoso ; Ar. = Arcilloso

Numero de Muestra
Lab Campo B Cu Fe Mn Zn Cd Cr Pb Cl
ppm | ppm | ppm | ppm | ppm ppm | ppm | ppm ppm
[5335] M5 C1 [16] 2.0 [1475[17.3] 9.6 | [1987 18.87 [56.41] [56.8]
[5336] M5 C2 [oo] 20 [1856] 7.8 | 5.0 | | 1.43 ] 13.86[33.92] 71.0

Av. La Universidad s/n. La Melina. Campus UNALM - Telfs.: 349 5669 349 5647 Anexo: 222 Telefax: 349 5622 e-ma

absuelo@lamolina.edu pe
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ANEXO 3: ANALISIS ESTADISTICOS
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El. Crecimiento de plantulas de trébol rojo en placas.

Porcentaje de germinacion (2 dias)

Tabla ANOVA para GERMINACION DIA 2 por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 899 3 299.667 4.39 0.0265
Intra grupos 820 12 68.3333

Total (Corr.) 1719 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para GERMINACION DiA 2 por TRATAMIENTO
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
CONTROL 4 35 X

A 4 39 X

LMC 4 42 X

G 4 55 X

Peso seco de las plantulas (7 dias)

Tabla ANOVA para PESO DiA 7 por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 0.000281753 3 9.39175E-05 4.89 0.0191
Intra grupos 0.000230685 12 1.92237E-05

Total (Corr.) 0.000512437 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para PESO DIA 7 por tratamiento

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
Control 4 0.0357 X

A 4 0.03675 X

G 4 0.041175 XX

LMC 4 0.046325 X
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E2. Colonizacion de las raices de las plantulas de maca.

Peso seco aéreo (PSA) (3 dias)

Tabla ANOVA para PSA 3 DIAS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.65E-07 2 8.27E-08 18.22 0.0002
Intra grupos 5.90E-08 13 4.54E-09
Total (Corr.) 2.24E-07 15
Pruebas de Miiltiple Rangos para PSA 3 DIiAS por TRATAMIENTO
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
control 6 0.00075 X
Ps42M 5 0.00096 X
Ps42 5 0.00096 X
Peso seco de la raiz (PSR) (3dias)
Tabla ANOVA para PSR 3 DIAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-P
Entre grupos 1.64E-07 2 8.20E-08 23.52 0
Intra grupos 4.53E-08 13 3.49E-09
Total (Corr.) 2.09E-07 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSR 3 DIiAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Control 6 0.00016667 X

Ps42M 5 0.00034 X

Ps42 5 0.0004 X
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Peso seco aéreo (PSA) (7dias)

Tabla ANOVA para PSA 7 DIAS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 1.01E-07 2 5.05E-08 5.8 0.0159
Intra grupos 1.13E-07 13 8.72E-09
Total (Corr.) 2.14E-07 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSA 7 DIAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento Casos  Media Grupos Homogéneos
Control 6 0.00116667 X
Ps42M 5 0.00132 X
Ps42 5 0.00134 X

Peso seco de la raiz (PSR) (7dias)

Tabla ANOVA para PSR 7 DIAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 1.50E-07 2 7.50E-08 16.25 0.0003
Intra grupos 6.00E-08 13 4.62E-09
Total (Corr.) 2.10E-07 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSR 7 DIiAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media  Grupos Homogéneos
Control 6 0.0005 X

Ps42M 5 0.0007 X

Ps42 5 0.0007 X
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Peso seco aéreo (15dias)

Tabla ANOVA para PSA 15 DiAS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 3.75E-08 2 1.88E-08 2.03 0.1707
Intra grupos 1.20E-07 13 9.23E-09
Total (Corr.) 1.58E-07 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSA 15 DIAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento Casos Media  Grupos Homogéneos
Control 6 0.0013 X
Ps42M 5 0.0014 X
Ps42 5 0.0014 X

Peso seco de la raiz (PSR)(15 dias)

Tabla ANOVA para PSR 15 DiAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 5.10E-08 2 2.55E-08 4.86 0.0266
Intra grupos 6.83E-08 13 5.26E-09
Total (Corr.) 1.19E-07 15

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSR 15 DIAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
control 6 0.00058333 X

Ps42M 5 0.0007 X

Ps42 5 0.0007 X
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Peso seco aéreo (PSA) (28 dias)

Tabla ANOVA para PSA 28 DiAS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 3.33E-08 2 1.67E-08 2.5 0.1237
Intra grupos 8.00E-08 12 6.67E-09
Total (Corr.) 1.13E-07 14
Pruebas de Miiltiple Rangos para PSA 28 DIAS por TRATAMIENTO
M¢étodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento Casos Media  Grupos Homogéneos
control 5 0.0013 X
Ps42M 5 0.0014 X
Ps42 5 0.0014 X
Peso seco de la raiz (PSR) (28 dias)
Tabla ANOVA para PSR 28 DiAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 3.33E-08 2 1.67E-08 3.33 0.0706
Intra grupos 6.00E-08 12 5.00E-09
Total (Corr.) 9.33E-08 14

Pruebas de Miiltiple Rangos para PSR 28 DIAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media  Grupos Homogéneos
control 5 0.0006 X

Ps42M 5 0.0007 X

Ps42 5 0.0007 X
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Long de la radicular (LR) (cm) (3 dias)

Tabla ANOVA para LR 3 DiAS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.197333 2 0.0986667 0.65 0.5392
Intra grupos 1.82 12 0.151667
Total (Corr.) 2.01733 14
Pruebas de Miiltiple Rangos para LR 3 DiAS por TRATAMIENTO
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
control 5 1.64 X
Ps42M 5 1.8 X
Ps42 5 1.92 X
Long de la radicular (LR) (cm) (7 dias)
Tabla ANOVA paraLR 7 DIAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0303333 2 0.0151667 0.20 0.8238
Intra grupos 0.924 12 0.077
Total (Corr.) 0.954333 14
Pruebas de Miiltiple Rangos para LR 7 DIAS por TRATAMIENTO
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
control 5 2.07 X
Ps42M 5 2.12 X
Ps42 5 2.18 X
Long de la radicular (LR) (cm) (15 dias)
Tabla ANOVA para LR 15 DIAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.633333 2 0316667 241 0.1323
Intra grupos 1.58 12 0.131667
Total (Corr.) 2.21333 14
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Pruebas de Miiltiple Rangos para LR 15 DiAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
Ps42M 5 2.0 X
control 5 2.3 X
Ps42 5 2.5 X

Long de la radicular (LR) (cm) (28 dias)

Tabla ANOVA para LR 28 DIAS por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.0662533 2 0.0331267 0.52 0.6050
Intra grupos 0.75832 12 0.0631933

Total (Corr.) 0.824573 14

Pruebas de Miiltiple Rangos para LR 28 DiAS por TRATAMIENTO

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
control 5 2.4 X
Ps42M 5 2.454 X
Ps42 5 2.56 X

E3.Germiancion de semillas peletizadas en placa

Porcentaje de germinacion (6 dias)

Tabla ANOVA para GERMINACION DiA 6 por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Entre grupos 19230.0 5 3846.0 46.65 0.0000
Intra grupos 1484.0 18  82.4444

Total (Corr.) 20714.0 23
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Pruebas de Miiltiple Rangos para GERMINACION DiA 6 por TRATAMIENTO
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento Casos Media Grupos Homogéneos
LMCP 4 18 X

GP 4 47 X

control P 4 50 X

control 4 84 X

LMC 4 92 X

G 4 96 X

E4. Supervivencia de los microorganismos inoculadas en las semillas peletizadas.

Tabla ANOVA para Unidades Formadoras de Colonia crecidas en el medio LMC por
semilla peletizadas (UFC (LMC)/semilla) por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 5.77328E14 3 1.92443E14 518.98 0.0000
Intra grupos 4.44975E12 12 3.70812E11

Total (Corr.) 5.81778E14 15

Pruebas de Multiple Rangos para UFC (LMC)/semilla por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos
Homogéneos
dia 3 4 25000.0 X
dia 1 4 1.665E6 X
dia 0 4 1.925E6 X
dia 2 4 1.4975E7 X

Tabla ANOVA para Unidades Formadoras de Colonia crecidas en el medio G por
semilla peletizadas (UFC (G)/semilla) TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 6.45531E16 3 2.15177El16 938.86 0.0000
Intra grupos 2.75026E14 12 2.29189E13

Total (Corr.) 6.48282E16 15
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Pruebas de Multiple Rangos para UFC (G)/semilla por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos
Homogéneos
dia 3 4 32750 X
dia 0 4 1.11E06 X
dia 1 4 1.31E06 X
dia 2 4 1.48E08 X

E5. Ensayo de crecimiento en potes o macetas de plantulas de trébol rojo peletizadas.

Emergencia de plantulas (2 dias)

Tabla ANOVA para EMERGENCIA 2 DIAS por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 416.714 6 69.4524 2.6 0.0485
Intra grupos 562 21 26.7619
Total (Corr.) 978.714 27
Pruebas de Miiltiple Rangos para EMERGENCIA 2 DiAS por TRATAMIENTOS
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
N- 4 2.5 X
N+ 4 3.25 XX
P 4 3.75 XX
PLMC 4 6.75 XXX
PG 4 7 XXX
SILMC 4 10.25 XX
SIG 4 14 X
Altura de planta (cm) (30 dias de evaluacion)
Tabla ANOVA para ALTURA 30 DiAS por TRATAMIENTO
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 4.22709 6 0.704514 0.78 0.5923
Intra grupos 18.8797 21 0.899033
Total (Corr.) 23.1068 27
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Pruebas de Miiltiple Rangos para ALTURA 30 DIAS por TRATAMIENTO

Tratamientos  Casos Media Grupos
Homogéneos
P LMC 4 11.165 X
P 4 11.525 X
PG 4 11.85 X
SIG 4 1196 X
Control N - 4 12.15 X
SI LMC 4 12.225 X
Control N + 4 1235 X

Peso fresco de las plantulas de trébol peletizadas (30 dias)

Tabla ANOVA para PESO FRESCO por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 0.204027 6 0.0340044 0.53 0.7767

Intra grupos 1.33837 21 0.0637321

Total (Corr.) 1.5424 27

Pruebas de Miiltiple Rangos para PESO FRESCO por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos
Homogéneos
P 4 1.17338 X
PLMC 4 1.3175 X
N- 4 1.32435 X
SILMC 4 1.32583 X
SIG 4 1.3648 X
N+ 4 1.42618 X
PG 4 1.45945 X
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Peso seco de las plantulas de trébol peletizadas (30 dias)

Tabla ANOVA para PESO SECO por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.00187072 6 0.000311787 1.53 0.2164
Intra grupos 0.00427359 21 0.000203504
Total (Corr.) 0.00614431 27
Pruebas de Multiple Rangos para PESO SECO por TRATAMIENTOS
Meétodo: 95.0 porcentaje LSD
Tratamientos Casos Media Grupos
Homogéneos
P 4 0.0989 X
N- 4 0.100475 X
N+ 4 0.1034 X
SILMC 4 0.11475 X
SIG 4 0.114925 X
PG 4 0.118875 X
PLMC 4 0.1192 X
Peso seco de la raiz (PSR) de las plantulas de trébol peletizadas (30 dias)
Tabla ANOVA para PSR por TRATAMIENTOS
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0.00055 6 9.1804E-05 0.67 0.6765
Intra grupos 0.00289 21 0.00013748
Total (Corr.) 0.00344 27
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Pruebas de Multiple Rangos para PSR por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
P 4 0.0189 X
SP 4 0.01903 X
SILMC 4 0.0194 X
PG 4 0.02435 X
SIG 4 0.02478 X
PLMC 4 0.02705 X
N+ 4 0.03155 X

Peso seco aéreo (PSA) de las plantulas de trébol peletizadas (30 dias)

Tabla ANOVA para PSA por TRATAMIENTOS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos 0.00188 6 0.00031383 2.78 0.0379
Intra grupos 0.00237 21 0.00011305

Total (Corr.) 0.00426 27

79



Pruebas de Multiple Rangos para PSA por TRATAMIENTOS

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
P 4 0.07185 X
SP 4 0.07988 X
N- 4 0.08158 X
SIG 4 0.09015 X
PLMC 4 0.09215 X
PG 4 0.09453 X
SILMC 4 0.09535 X
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ANEXO 4: MEDIOS DE CULTIVO
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Medio extracto de Levadura-Manitol (LMC) (Vicent, 1970)

Manitol 100 g
Extracto de levadura 05¢g
K2HPO4 05¢g
MgS04.7H20 0.1g
NaCl 02g
Agua destilada 1000 ml

pH 6.8

Medio extracto de Levadura-Azuacar (A)

Azlcar 10.0 g
Extracto de levadura 05¢g
K2HPO4 05¢g
MgS04.7H20 0.1g
NaCl 02¢g
Agua destilada 1000 ml

pH 6.8

Medio glutamato monosodico-Manitol (G)

Manitol 100 g
Glutamato monosodico 05¢g
K2HPO4 05¢g
MgS04.7H20 0.l1g
NaCl 02¢g
Agua destilada 1000 ml

pH 6.8

Medio glutamato monosodico-Manitol (AG)

Azlcar 10.0 g
Glutamato monosodico 05¢g
K2HPO4 05¢g
MgS04.7H20 0.1g
NaCl 02g
Agua destilada 1000 ml

pH 6.8
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Solucion Nutritiva de Broughton and Dilworth (SNBD) (Broughton and Dilworth, 1971)

Solucién 1

CaCL.2H,O 294.1 g/l
Solucién 2

Solucién 3

Fe-Citrato 13.26 g/l
MgS0O4.H,O 123.3 g/l
K>SOy 87.0 g/l
MnSO4.H,O 0.338 g/l
Solucién 4

H;BO; 0.247 g/l
ZnS0,4.7H,0O 0.288 g/l
CuS04.5H,0 0.100 g/l
Co0S04.7H,0O 0.056 g/l
NaMo0,.2H,0 0.048 g/l
Agar 15¢

Mezclar 0.5 ml de cada solucion 1 al 4 y diluir en 1000 ml de agua destilada y ajustar el
pH a 6.8.
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