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Il. RESUMEN

El aguaymanto, cultivo nativo del Per(, viene adquiriendo gran importancia a nivel
internacional debido a su valor nutricional, destacAndose su alto contenido de vitamina
C y provitamina A. Sin embargo, los productores peruanos enfrentan grandes problemas
al no alcanzar los niveles de produccion y estandares de calidad requeridos por el
mercado internacional; siendo asi menos competitivos frente a otros paises como
Colombia y Sudéfrica; productores y exportadores por excelencia de este cultivo. Con el
fin de mejorar el crecimiento de plantas de aguaymanto se emplearon inoculantes
microbianos, aislados de este cultivo, en interaccion con hongos formadores de
micorrizas a nivel de invernadero. Se emplearon como indculos bacterianos, la cepa
diazétrofa, Da29, y los actinomicetos Aa7 y Aa9; estas cepas fueron seleccionadas por
presentar un buen potencial PGPR con una produccion de acido indolacético de 16.5, 17
y 7 pg/ml, solubilizacion de fosfato bicélcico de 2.27, 0.18 y 0.70 respectivamente, y
solubilizacion de fosfato tricalcico de 1.10, 0.55 y 0.55 respectivamente, asi como un
efecto positivo en la germinacién y crecimiento de plantulas de aguaymanto a nivel de
laboratorio. El indculo micorricico se elabor6 a partir de plantas trampa que obtuvieron
un porcentaje de infeccion de 75 %. La cepa diazétrofa Da29, relacionada con Rahnella
aqualitis en un 99.71 % de similitud, inoculada en interaccion con hongos micorricicos
promovié significativamente el crecimiento vegetal de las plantas en comparacion al
control sin inocular, asimismo tuvo un contenido de acido ascérbico de 31.19/100g de
fruto. De los resultados obtenidos se puede concluir que los microorganismos con
potencial PGPR aislados de la rizésfera de aguaymanto mejoran significativamente el
crecimiento vegetal de este cultivo tanto al ser inoculados solos, como en interaccion
con los hongos formadores de micorrizas; siendo esta Ultima relacion bacteria-hongo

maés efectiva.

Palabras clave: PGPR, Hongos formadores de micorrizas arbusculares, Aguaymanto.



SUMMARY

Goldenberry, originally from Per(, is acquiring great international importance because
of its nutritional value, underlining its high content of vitamin C and provitamin A.
However, peruvian farmers face main problems to reach production levels and standards
quality required by the international market, making it less competitive with other
countries such as Colombia and South Africa, producers and exporters for excellence of
this crop. In order to enhance the goldenberry growth microbial inoculants, isolated
from the rhizosphere of this crop, interacting with mycorrhizal fungi were used at
greenhouse. The bacterial inoculants used were the diazotroph Da29, and the
actinomycetes Aa7 and Aa9, these strains were selected by presenting good potential for
plant growth promoting with production of indole acetic acid of 16.5, 17 and 7 pg/ml,
solubilization of dicalcium phosphate, 2.27, 0.18 and 0.70 respectively, and
solubilization of tricalcium phosphate, 1.10, 0.55 and 0.55 respectively as well as a
positive effect on germination and goldenberry seedling growth in vitro. The
mycorrhizal inoculum was prepared from trap plants achieved a rate of infection of
75%. The diazotroph strain Da29, related to Rahnella aqualitis at 99.71% of similarity,
inoculated interacting with mycorrhizal fungi significantly promoted plant growth of
plants compared to the control without inoculation; also it had an ascorbic acid content
of 31.19/100g fruit. From the results it can be concluded that microorganisms with plant
growth promoter potential isolated from the rhizosphere of goldenberry significantly
improve plant growth of this crop to be inoculated both alone, and in interacting with

mycorrhizal fungi; the latter being bacteria-fungus relationship more effective.

Keywords: Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), Arbuscular mycorrhizal
fungi, Goldenberry.



I1l.  INTRODUCCION

El aguaymanto, cultivo nativo del Perl, es cada vez mas preferido en los mercados
internacionales, por su valor nutricional, destacandose su alto contenido de vitamina C y
provitamina A. Las exportaciones de este fruto han incrementado en un 900% en los
ultimos 5 afios alcanzado un valor de 166, 77 mil Kg, para el afio 2014, siendo el 50%
de los envios a Alemania y EEUU (SIICEX 2015). Sin embargo, los productores
peruanos enfrentan grandes problemas al no alcanzar los niveles de produccion y
estandares de calidad requeridos por el mercado internacional, cabe resaltar que los
frutos exportados en estado natural tienen mayores requisitos para su exportacion;
siendo asi menos competitivos frente a otros paises como Colombia y Sudafrica;

productores y exportadores por excelencia de este cultivo en el mundo.

Una alternativa para alcanzar la produccion y calidad de fruto requeridos que nos
permita mayor competitividad a nivel internacional es el uso de inoculantes en base a la
interaccidon de bacterias rizosféricas y hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HMA), los cuales presentan capacidades benéficas para el desarrollo de este y otros
cultivos. Las bacterias rizosféricas que han demostrado una capacidad promotora de
crecimiento vegetal han sido denominados promotores de crecimiento vegetal
(Santillana et al., 2005). Asimismo se ha registrado un efecto sinérgico, con la presencia
de ambos tipos de microorganismos, con incremento en el vigor y proteccion de la

planta frente a patdgenos (Barea et al., 2005; Artursson et al., 2006).

Es por estos motivos que el estudio de estos microorganismos, y su interaccion, en la
planta de aguaymanto es de suma importancia para obtener inoculantes que tengan
efectos benéficos en cuanto al desarrollo vegetal del cultivo, permitiendo asi el

incremento de su tasa de produccion y valor nutricional del fruto.

Con este fin, el objetivo de este trabajo es aumentar el crecimiento vegetal y la

produccién de aguaymanto mediante la interaccion efectiva de microorganismos



promotores de crecimiento vegetal y hongos formadores de micorrizas arbusculares

aislados de la rizésfera del mismo cultivo.

1.1 Objetivo general

Mejorar el crecimiento vegetal y produccion del cultivo de aguaymanto mediante el uso
de bacterias PGPR en interaccion efectiva con hongos formadores de micorrizas

arbusculares.

1.2 Objetivos especificos

e Aislar e identificar los grupos bacterianos diazétrofos y actinomicetos de la rizosfera
del cultivo de Aguaymanto.

e Evaluar la diversidad de diazotrofos y realizar una identificacion molecular
utilizando el gen ARNr 16S.

e Evaluar la capacidad PGPR de los microorganismos aislados mediante la
produccion de Acido Indol Acético y solubilizacion de fosfato inorgénico.

e Evaluar el efecto de la inoculacion de aguaymanto en la interaccion de PGPRs y

hongos formadores de micorrizas arbusculares a nivel de invernadero.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Aguaymanto (Physalis peruviana L.)

a. Morfologiay crecimiento

De acuerdo con el Sistema de Clasificacién Filogenética de Cronquist (1981), la

clasificacion del aguaymanto es:
Reino : Plantae
Subreino  : Tracheobionta
Division : Magnoliphyta
Clase  : Magnoliopsida
Subclase : Asteridae
Orden : Solanales
Familia : Solanaceae
Género : Physalis
Especie : Physalis Peruviana L.

El aguaymanto pertenece a la familia Solanaceae es originario del Pert, donde es
conocido como capuli y aguaymanto. Ademas, crece en Chile, Ecuador y Colombia
como planta silvestre y semisilvestre, entre los 1500 a 3000 msnm. Es una planta
perenne, arbustiva que normalmente crece hasta una altura de 1 a 1,5m (Fisher et al.,
2000). Actualmente, el aguaymanto se encuentra en casi todos el altiplano de los
tropicos y en varias partes de los subtropicos, incluyendo Malasia, China y el Caribe,
entre otras (Dosert N. et al., 2012). Este cultivo fue descrito por primera vez por



Linnaeus en 1753 y ha sido cultivado por muchas décadas a lo largo de los Andes
Americanos. Sus ramas son acanaladas y a veces de color violaceo. Las hojas son
alternas, densamente pubescentes, de base foliar cordada, lamina foliar aovada, de 6-
13.5 cm de longitud y 4-10 m de ancho. Presenta flores dispuestas verticalmente y de
corola amarilla de 1 — 1.8 cm de largo, 1.2 — 3 cm de ancho, con maculas purpuras y un
anillo denso de tricomas debajo de las maculas en la base de la corola. Los frutos son
bayas de color naranja-amarillo de forma globosa y de 1.5-2 cm (Dosert N. et al., 2012).

Puede soportar bajas temperaturas pero sufre dafio irreparable por debajo de los 0° C,
afectando su crecimiento si persisten temperaturas menores a 10° C (Sullivan et al.,
2005). Dado que esa especie crece y se cultiva en diversos lugares del mundo se le
considera de fotoperiodo neutral. Debe contar con suficiente agua durante el desarrollo,
no asi durante la maduracion de los frutos, precipitaciones entre 1000 y 2000 mm y

humedad del aire de 70 — 80% son ideales para el crecimiento (Popova et al. 2010).

Esta planta puede crecer en suelos bien y mal drenados, con bajas demandas de
nitrégeno (Popova et al. 2010; Sullivan et al. 2005). De acuerdo a Raghava R., 1987),
este cultivo tiene mejores rendimientos en suelos que tienen bastante materia organica y
son ligeramente acidos hasta neutros, con un pH de 5.5 a 7.3. Asimismo en ensayos en
invernadero se ha mostrado que esta planta es moderadamente tolerante a la salinidad,

lo que representa un ajuste osmatico adaptativo de esta especie (Medina, 1998).
b. Valor nutricional

El aguaymanto es una planta medicinal ampliamente utilizada en medicina popular para
el tratamiento del cancer, como antipirético, antimicobacterianos, inmunomoduladores,
y para el tratamiento de enfermedades como la malaria, asma, hepatitis, dermatitis,

diuretico y reumatismo (Perry, 1980; Pietro et al. 2000).

En estudios fitoquimicos del género Physalis se han encontrado la presencia de
witandlidos, esteroides, alcaloides, glucosidos y flavonoides (Wu et al., 2004). De
acuerdo a los estudios realizados por Repo y Encina (2008) en Aguaymanto nativo
peruano, se report6 que de acuerdo al estado de madurez la cantidad de acido ascorbico
varia de 3.23 — 51.65 mg/100g y 0.12 — 2.34 mg/100g de B-caroteno (Provitamina A),
cabe resaltar que los estados de madurez fueron tomados de la norma técnica

colombiana para las especificaciones de este fruto (NTC 4580) (Fig. 1).



A
Contenido me/100g Estado de madurez del Aguaymanto * _
0 1 2-3 - 5 6
Acido Ascorbico 3.3 1289 28.55 3590 4523 51.65
f-caroteno 0.12 0.78 1.77 1.95 2.02 2.34

* Norma técnica Colombiana 4580

Figura 1 A: Estudio realizado por Repo y Encina (2008). B: Clasificacion de

acuerdo a la madurez del Aguaymanto NTC 4580

Extractos del fruto contienen diferentes acidos fendlicos como el acido clordgeno,
felurico, y cafeico; y flavonoides como la rutina, quercetina y kaenferol (Zavaleta et al.
2005; Muiioz et al. 2007). EI zumo contiene altos contenidos de pectinasa, lo que
disminuye los costos en la elaboracion de mermeladas y similares (Brito, 2008).
Campos et al. (2011) determind que los extractos del fruto disminuyen
significativamente las concentraciones séricas de colesterol y triglicéridos. Los
flavonoides estan asociados a notables efectos cardiovasculares, dentro de estos, los

hipolipemiantes.

c. Produccion

En Perd y Colombia, primer productor mundial de aguaymanto, seguido por Sudafrica,
no se han seleccionado variedades y solamente se conocen ecotipos o plantas
procedentes de diferentes regiones, que se diferencian por el tamafio, el color y el sabor,

la forma del caliz y el porte de la planta (Dosert N. et al., 2012).



En el Peru, el aguaymanto como cultivo se encuentra principalmente asociado a zonas
(frias) mésicas, de las regiones andinas de Ancash, Huanuco, Junin, Ayacucho,
Arequipa, Cajamarca y Cuzco (Sullivan et al. 2005).

Los principales mercados de exportacion del Aguaymanto peruano son Estados Unidos
y Europa, con un aproximadamente 50% del total. Por otro lado, los principales paises
productores y exportadores son Colombia y Sudéfrica, en el primer y segundo lugar
respectivamente. La exportacion peruana de aguaymanto esta en aumento respecto a los
afos anteriores; del afio 2010 (17.09 mil Kg) al afio 2014 (166.77 mil Kg) hay un
incremento de mas de 900 % (SIICEX, 2015) (Fig. 2). Casi la mitad del volumen de
estas exportaciones son en presentacion deshidratada y un 16% en fresco, cabe resaltar
que Colombia exporta principalmente fruto freso. Es asi que para estar al nivel de los
exportadores por excelencia de este fruto es importante tener un manejo mas efectivo en
el cultivo de aguaymanto que permita una mayor produccion y frutos frescos de alta

calidad.
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Figura 2 Exportacion de Aguaymanto en los ultimos cinco afios. * Datos
actualizados a julio del 2015 (SIICEX 2015).

4.2 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

El término rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR por sus siglas en inglés) fue
definido por primera vez por Kloepper y Schroth en 1978 para describir a bacterias de

vida libre o simbiéticas habitantes del suelo que colonizan las raices de las plantas y



pueden promover el crecimiento de las mismas por dos diferentes tipos de mecanismos
(Glick, 1995): directos e indirectos.

Los mecanismos directos son aquellos en donde los microorganismos acttan sobre la
planta. Dentro de estos encontramos la produccion de promotores de crecimiento
vegetal (también llamados fitohormonas), como auxina, giberelinas y citoquininas.
Adicionalmente, las PGPR pueden promover el crecimiento vegetal mejorando la
disponibilidad de nutrientes en el suelo mediante solubilizacion de fosforo, fijacion de
nitrogenos y produccion de sideréforos (Bobadilla y Rincon, 2008). En contraste, los
mecanismos indirectos comprenden la prevencion de infecciones por parte de
microorganismos fitopatdgenos. Es asi como entre los multiples beneficios que estas
bacterias otorgan a las plantas se encuentran el incremento de la germinacion,
colonizacion de raices, estimulacion del crecimiento de las plantas, control bioldgico,
induccion de la resistencia a patdgenos, produccién de fitohormonas y mejoramiento en

la asimilacion de agua y nutrientes (Barka et al., 2000).

Las bacterias PGPR deben cumplir tres caracteristicas: (1) ser capaces de colonizar la
raiz o la porcion del suelo proxima a esta; (2) sobrevivir y multiplicarse en los micro-
habitat asociados a la superficie de la raiz donde compiten con la microbiota natural, el
tiempo suficiente para ejercer de forma efectiva su actividad y (3) estimular el
crecimiento vetgetal (Kloepper, 1994). Algunas bacterias como Azospirillum spp.
pueden penetrar la raiz y colonizar espacios intercelulares, aunque sin formar
estructuras especializadas como en la asociacion Rhizobium-Leguminosa (Franco,
2008).

Dentro de este grupo de bacterias se encuentran especies pertenecientes a los generos
Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Hafnia, Klebsiella, Serratia, Xanthomonas, Azotobacter, Azospirillum, Clostridium,
Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia y Bacillus (Kloepper et al., 1989; Bashan y
Levanony, 1990; Okon y Lavandera, 1994; Tang, 1994).

Se ha comprobado la accién directa de las bacterias PGPR (Plant Growth Promoter
Rhizobacter) que mostraron efectos positivos en semillas de frijol, pallar, haba, tomate,
papa (Zufiga, 2007a, b, c), asi como en el cultivo nativo de maca, que ademas de
mostrar efectos en el rendimiento, se observé una tendencia al incremento de ciertos
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principios activos (Ogata, et. al, 2009). Otros autores observaron efectos significativos
de las bacterias en cultivos de arroz (Sudha et al, 1999), azucar (Cakmakci et al, 1999),
trigo (Freitas, 2000), maiz (Pal, 1998), algodon (Yino et al., 2008), entre muchos otros.

a. Dizotrofos de vida libre

La fijacion de nitrégeno atmosférico es un proceso indispensable para el desarrollo de
las plantas, el mismo que permite la formacion de estructuras moleculares como los
acidos nucleicos, aminoacidos, entre otros. El proceso es llevado a cabo por ciertos
microorganismos del suelo que se conocen como microorganismos fijadores de
nitrégeno, también llamados Diazotrofos, mediado por el complejo enzimatico llamado

nitrogenasa (Baca et al., 2000).

Las bacterias aerobias de vida libre fijadoras de N2 mas conocidas se encuentran
formando parte de los géneros: Azospirillum, Azotobacter, Herbaspirillum, Bacillus,
Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Glucanacetobacter (Pedraza et al., 2008;
Unkovich M. et al., 2008).

Estos microorganismos vienen siendo estudiados en diversos cultivos de interés
agronomico dado la excelencia de sus resultados en la promocidon del crecimiento. Las
propiedades benéficas de los microorganismos Diazétrofos se han puesto de manifiesto
en una gran variedad de hortalizas, gramineas y granos (Zufiga, 2007a, b, ¢; Mayea S.
etal., 1998; Firpo R. et al., 2003; Curd J. et al., 2005).

b. Actinomicetos

Estos microorganismos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos, son
bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar filamentos
ramificados. Constituyen 63 géneros que comprenden entre 20-60% de la poblacion
microbiana del suelo (Ezziyyani et al. 2004). Los géneros frecuentemente habitantes del
suelo son Streptomyces, Norcardia y Micromonospora. (Martin, 1981).

Estas bacterias son aerobias y algunas anaerobias, son heterdtrofas por lo que pueden
utilizar fuentes de carbono simples. Complejas y compuestos moleculares organicos

tales como &cidos, azlcares, polisacaridos, lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos.
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Utilizan como fuente de nitrégeno amonio, nitratos, aminoacidos, peptonas y un gran
namero de proteinas (Leveau y Bouix, 2000). A pesar de su lento crecimiento tienen
una vital importancia en la actividad microbiana del suelo, como es la mineralizacién
del carbono y nitrégeno, y la descomposicion de la materia organica. Los mecanismos
antes descritos son posibles gracias al a diversidad de enzimas hidroliticas, ligninoliticas
y por la capacidad de degradar compuestos recalcitrantes presentes en la materia
orgénica que es mineralizada en el suelo. (Sylvia, 1998).

Se ha descrito que estos microorganismos tienen capacidades promotoras de
crecimiento vegetal como es la fijacién de nitrogeno atmosférico, colonizacion de la
rizosfera, biocontrol sobre hongos fitopatogenos, produccion de sideréforos y
produccién de sustancias promotoras de crecimiento vegetal in vitro (Tokala et al.
2000). Asimismo recientemente se ha descrito que estos microorganismos presentaron
un efecto positivo en el crecimiento vegetal de plantas de maca (Pérez W., 2012).

4.3 Hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) su interaccion con

microorganismos promotores de crecimiento vegetal.

Las micorrizas son una asociacién simbidtica mutualista entre raices de plantas
superiores y ciertos grupos de hongos del suelo. Esta simbiosis es benéfica ya que el
hongo coloniza la corteza de la raiz para obtener carbono a partir de la planta hospedera,
mientras le ayuda a la planta a tomar fosforo y otros nutrientes minerales del suelo
(Serralde y Ramirez, 2004).

Las micorrizas se han clasificado en base a su estructura morfologica y modo de
infeccion en dos tipos principales: ectomicorrizas y endomicorrizas. Este ultimo es el
tipo més extendidas en la naturaleza, cuya caracteristica principal es que sus hifas

penetran en el interior de las células de la epidermis de la raiz.

Dentro de las endomicorrizas se distinguen tres subgrupos: Ericoides, Orquidaceas y las
Arbusculares, que son las mas comunes entre especies de interés agrondmico,
aproximadamente entre 70 — 90% de estas. Los hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HMA) se caracterizan por una ramificacion dicotdmica repetida una vez

que han penetrado en las células de la epidermis de la raiz y la formacién de arbusculos
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(estructuras con forma de arbol) (Franco M., 2008). EI suborden Glomineae tiene 2
familias: Glomaceae que comprende los géneros Glomus y Sclerocystis, vy
Acaulosporaceae, que incluye 2 géneros: Acaulospora y Entrophospora. El suborden
Gigasporineae tiene una sola familia: Gigasporeaceae con 2 géneros: Gigaspora y

Scutellospora (Blanco y Salas, 1997).

Entre las acciones mas importantes de las micorrizas arbusculares para el crecimiento de
la planta se encuentran: (1) Mejoran el crecimiento de la planta debido a la produccion
de hormonas, vitaminas y otras sustancias fitoactivas; (2) tienen accion en el ciclo
biogeoquimico de los nutrientes del suelo, de modo que incrementan la disponibilidad
de estos para la planta; (3) protegen a la planta de estreses bioticos y abioticos, como
salinidad, metales pesados, sequia, patogenos y entre otros. (Jeffries et al., 2003; Lum y
Hirsch, 2003; Van der Heijden, 2004; Govindarajulu et al., 2005; Barea et al., 2005).

Por otro lado en los ultimos afios se ha introducido el término “mycorrhizahelper
bacteria” (MHP) en “TansleyReview”: Helper Bacteria: una nueva dimension de la
simbiosis micorricica (Garbaye. 1994), para definir a las bacterias que muestran un
efecto sinérgico en coinoculacion con hongos formadores de micorrizas. Este concepto
es genérico, depende del tipo de simbiosis micorricica pero no de la posicion

taxondmica de la bacteria.

En relacion con las micorrizas arbusculares (MA), han sido descritos muchos ejemplos
como en el caso del cafeto donde se ha encontrado que la inoculacién con Azotobacter
chroococcum incremento el area foliar y el crecimiento micelial (Riveraet al., 1997);
asimismo en tomate se mejor6 el rendimiento del cultivo y estado nutricional de la
planta con la inoculacion de Pseusomona flourescens y Azospirillum brasilense con
Glomus mosseae (Hernandez y Chailloux, 2004). Por otro lado ciertos actinomicetos
(Rhodococcus, Streptomyces y Arthrobacter) han sido identificados como bacterias que
se asocian y mejoran el crecimiento micelialde hongos ectomicorricicos (Burkeet al.,
2006), y hay referencia de efectos sinérgicos en la interaccion de Streptomyces sp. Y
Thermobifida sp. asociadas a Glomus sp en cultivos de sorgo y trébol (Abdel-Fatah y
Mohamedin, 2000; Franco, 2008).Por ultimo asi como se han descrito efectos

promotores de crecimiento también se ha encontrado efecto sobre la tolerancia a estrés
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hidrico en lechuga con la inoculacion de Bacillus megaterium y Glomus constrictum
(Marulanda, 2006).

En general, se conoce la capacidad de algunos microrganismos para influir en la
formacion y el funcionamiento de la simbiosis MA, mediante actividades de distinta
indole como son: activacion de propagulos inefectivos del hongo en estadios pre
simbioticos (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Giovannetti et al., 2002), formacion de
puntos de entrada en la raiz (Azcon-Aguilar et al., 1986; Linderman, 1988; Vivas et al.,
2003) e incremento de la tasa de crecimiento (Mosse, 1959; Mayo et al., 1986;

Carpenter-Boggs et al., 1995).

En adicidn a estos efectos producidos por la bacteria sobre los hongos MA, la micorriza
a su vez, produce un impacto en la composicion de comunidades bacterianas (Artursson
et al., 2005). Este impacto puede ser retransmitido a través de la raiz de la planta porque
el establecimiento de la micorriza ha demostrado cambiar la composicion quimica de
los exudados de la raiz y estas son a menudo fuente de alimento para las bacterias
asociadas en la rizosfera (Azcon-Aguilar y Bago, 1994; Barea, 1997; Grvndler, 2000;
Artursson et al., 2006).

Los microorganismos rizosféricas han llegado a registrar un efecto de sinergismo, donde

la presencia de la MA y del otro microorganismo produce un incremento del

crecimiento, vigor y proteccion de la planta (Barea et al., 2005; Artursson et al., 2006).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Hipotesis planteada

La aplicacion de bacterias PGPR promotoras de crecimiento vegetal en interaccidn con
hongos formadores de micorrizas arbusculares, mejoran el crecimiento vegetal y

produccion del cultivo de aguaymanto.
5.2 Material Bioldgico

Se utilizaron semillas de los frutos obtenidos en los campos de cultivo de Aguaymanto
de Proyecto PROCYT325 - 2011 — CONCYTEC — OAJ.

5.3 Materiales

e Agitador mecénico orbital (MRC)

e Autoclave horizontal (Barnstead).

e Balanza analitica (Sartorius).

e Balanza de platillo (OHAUS Scout ProSP202).

o Beakers (PIREX).

e Bolsas de papel.

e Bolsas de polietileno.

e Bureta de 25 ml.

e Camara de electroforesis (CleaverScientificLtd).

e Cémara fotogréafica digital (Sony CyberShot).

e Congeladora de -20°C (Whirlpool).

e Congeladora de -80°C (Sanyo).

e Equipo de Bafio Maria (Memmert).

e Espectrofotometro (Genesys6 — ThermoElectron Corp.)
e Estereoscopio (Leyca).

o Estufa eléctrica de 28°C.

e Espectrofotometro (Genesys 6 — ThermoElectron Corp.)

e Fotodocumentador de geles de electroforesis (CleaverScientificLtd).



e Kit de extraccion de DNA (AxyPrep).

e Matraces Erlenmeyer.

e Microcentrifuga (Sigma).

e Micropipeta automatica (Nichipet EX)

e Microscopio (Leica DM750)

e Placas Petri desechables 100 x 15”

e Pipetas graduadas.

e Potenciometro (Hanna Instruments pH 211)

e Probetas.

e Refrigeradora (Bosch).

e Sistema de posicionamiento global (GPS Garmin Etrex Vista).
e Termociclador (EppendorfAG 22331Hamburg)
e Tubos de prueba 25 x 250 mm (Pirex).

e Cémara de frio 4 — 10°C (LG).

e Vortex (Gemmy UM-300).

5.4 Métodos

5.4.1 Muestreo de suelo y Aislamiento de bacterias diazétrofas y actinomicetos

5.4.1.1 Muestreo de suelo y toma de muestras

Se tomaron muestras aleatorias de cuatro plantas de aguaymanto, de tamafio promedio
con rizésfera y suelo circundante de aproximadamente 500 g, del campo denominado

“El chiquero”.

Las muestras colectadas fueron colocadas en bolsas de cierre hermético nuevas y
debidamente rotuladas. Estas fueron transportad en un cooler con gel packs con la
finalidad de mantener la temperatura de aproximadamente 4°C, hasta su procesamiento

en el laboratorio.
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5.4.1.2 Cuantificacion de las poblaciones microbianas del suelo.

a. Preparacion de diluciones
Para todos los andlisis realizados se utilizd solucion salina al 0.85%. La técnica se
realizé segun APHA Standard Methods (1998).

Bajo condiciones asépticas se coloc6 10 g de cada una de las muestras solidas y se
adicionaron 90 ml del diluyente (solucion salina 0.85 %), obteniéndose asi la dilucién
10", Se agité cuidadosamente las muestras  por un periodo de un minuto
aproximadamente. Se tomé 1 ml de la dilucién 10™ y se adicionaré en tubo que contenia
9 ml del diluyente, obteniéndose una dilucién de 107, luego se homogenizé en el
vortex. Este paso se repitié hasta la dilucion conveniente y por el periodo de tiempo
adecuado de acuerdo al grupo bacteriano estudiado.

b. Recuento de bacterias meséfilas aerobias y hongos

Las bacterias mesofilas se determinaron de acuerdo a los métodos citados por (APHA,
1992) incubandose las diluciones en medio Plate Count a 28°C durante 2 dias. Por otro
lado, para el recuento de mohos y levaduras se realiz6 de acuerdo a los métodos citados
por (ICMSF, 2000) se incubd en Agar Ogy durante 5 dias a temperatura ambiente.
Finalmente, los resultados se expresaron en unidades formadoras de colonia por gramo

de suelo seco (UFC/g).

c. Recuento de actinomicetos

Se sembrd diluciones en medio almidon caseina suplementado con con Nistatina al
0.5% y se incubardn durante 7 dias a temperatura ambiente. Los resultados se

expresaron en nimero mas probable por gramo de suelo seco (UFC/qg).

d. Enumeracion de Diazotrofos de vida libre

Se sembraron diluciones en caldo sin nitrégeno, considerandose 3 tubos por dilucién y
se incubaran a 28° C durante 14 dias (Zapater, 1975). Se realiz6 el conteo de los tubos

positivos de cada una de las diluciones observando viraje de color, turbidez y la

16



formacion de un velo en la superficie del caldo, se expresa este conteo en NMP/g de

suelo seco.

e. Enumeracién de bacterias del género Pseudomonas

Para la cuantificacion de colonias de poblaciones de Pseudomonas spp. Se sembraron
las diluciones en caldo asparagina durante 7 dias a 23 °C (APHA ~AWWA-WEF,
1998), luego de los cuales se evaluo la fluorescencia (camara de UV — 260 m). Los
tubos positivos se sembraran con la ayuda de un asa de Khole, sobre la superficie del
agar Cetrimide. Se incubd a 35 - 37 °C durante 24 horas. Los resultados se expresaron

en nimero mas probable por gramo de suelo seco (NMP/g).

f. Enumeracién de bacterias del género Bacillus

Se realiz6 un pre tratamiento colocando la dilucién 10" a 80°C por 20 minutos.
Posteriormente las diluciones se sembraron en medio triptona glucosa (TGE) por 2 dias
a 28°C. Los resultados se expresaron en nimero mas probable por gramo de suelo seco
(UFC/g).

5.4.1.3 Aislamientos

a. Diazotrofos:

Se sembraron diluciones de 10°°-10"® en caldo sin nitrégeno, considerandose 3 tubos por
dilucién y se incubaron a 28° C durante 14 dias (Zapater, 1975). Se realiz6 el conteo de
los tubos positivos de cada una de las diluciones observando viraje de color, turbidez y

la formacion de un velo en la superficie del caldo.

Se sembro una asada de los tubos positivos en placas con medio sin fuente de nitrégeno
(Zapater, 1975) vy se dejara incubando por un periodo de 24 a 48 horas. Una vez
observado el crecimiento en placa se procederd a elegir las posibles colonias de

bacterias diazotrofas teniendo en cuenta la morfologia y aspecto de las colonias.
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b. Actinomicetos:

Se sembraran por extensién usando 0.1 ml de las diluciones 10 hasta 10™ sobre placas
petri con medio Almidén-Caseina suplementado con Nistatina al 0.5% para inhibir el
crecimiento de hongos, las cuales se incubaron a 28 °C por 7 dias. Después del periodo
de incubacidn, se eligieron las colonias caracteristicas de actinomicetos, realizandose
reaislamientos de las colonias en placas petri con medio Almidén Caseina suplementado
con Nistatina al 0.5% y siendo in cubadas a 28 °C, hasta obtener colonias aisladas.

5.4.1.4 Conservacion y reactivacion de las cepas aisladas mediante técnica de

criopreservacion en glicerol

A partir de las cepas aisladas se realizaron cultivos en tubos conteniendo caldo
Levadura-Manitol (4 ml) y se incubaron a 28° C durante 24 horas, para el caso de
diazétrofos, y 5 dias, para actinomicetos, hasta que se obtuvo una poblacién de 10°
UFC/ml, lo cual se corrobord realizando la medicion de densidad Optica de acuerdo a la
curva de crecimiento. Se dispensaron 0.5 ml de glicerol al 100%, para diazo6trofos, y
25%, para actinomicetos, en tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad. Luego se tomaron
1.5 ml de cada in6culo bien homogenizado (por repeticion) y se vertieron sobre el

glicerol. Las cepas se guardaron a -80° C (Simione, 1998).

5.4.2 Caracterizacion morfologica

e Diazoétrofos

Se sembrara cada cepa sobre medio mineral sin nitrégeno incubandose por dos dias a 28
° C. Se describieron las colonias de acuerdo a su color, forma, tamafio, borde y viraje
del medio.

e Actinomicetos

Las se observaron después de 10-15 dias de incubacién de las cepas crecidas en medio
Almidon Caseina. Se tuvo en cuenta la textura de la colonia (pulverulenta o lisa),
presencia y cantidad de esporas pudiendo ser nula, poca, regular y abundante (-, +, ++,
+++), color de micelio base, color de micelio aéreo, produccion de pigmentos difusibles

y coloracion del mismo (Pérez, 2012).
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5.4.3 Evaluacion de la capacidad PGPR de las cepas aisladas

5.4.3.1 Prueba de produccion de Acido Indol acético (AlA)

Para esta prueba se emple6 la técnica colorimétrica descrita por Gordon y Weber
(1950). Las cepas fueron sembradas en tubos con caldo levadura manitol (LMC) (4 m )
suplementado con L-triptofano 5 mM. Los tubos inoculados se incubaron a 28°C por un
periodo de dos dias hasta alcanzar una concentracion de aproximadamente 10° UFC/ml,
para las diazétrofas, y 10° UFC/ml, para los actinomicetos, (la cual se obtuvo mediante
la medicién de la densidad optica). Transcurrido este tiempo, se tomd una alicuota de
500uL en un eppendorf y se centrifugé a 12000 rpm por 5 minutos. Cada cepa contd
con una repeticion. Posteriormente, se tomaron 250uL del sobrenadante y se colocaron
en un tubo de ensayo. Se agregé 1mL de reactivo de Salkowski a cada uno (1:4) de
estos tubos y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.
Finalmente, se evaluo el viraje de color de la solucion a tonalidades rojizas y se midid
en el espectrofotometro a 530 nm Se tomaron 250 pl del cultivo y se adicionaron a 1 ml
del Reactivo de Salkowsky. Se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente y se
evalud el viraje de color de la solucién a tonalidades rojizas a través de la medida de
absorbancia a 530 nm en el espectrofotdmetro y también se realizaron lecturas de
densidad éptica a 600 nm para relacionar con crecimiento poblacional.

5.4.3.2 Prueba de solubilizacion de fosfato inorganico

Las cepas fueron cultivadas en LMC a 28° C en agitacién de 150 rpm hasta que se
obtuvo una poblacién de aproximadamente 108 UFC/ml, para las diazotrofas, y 10°
UFC/ml, para los actinomicetos, la misma que se comprob6é mediante la medicién de la
densidad dptica. Se tomaron 5 pl del cultivo y se colocaron en placas conteniendo
medio National Botanical Research Institute's phosphate growth medium (NBRIP) en
fosfato bicalcico y tricalcico (Nautiyal, 1999). Las placas se incubaron por un periodo
de 3 — 12 dias a 28°C y se evaluo el crecimiento a través del tiempo. Las cepas que
fueron positivas para esta prueba evidenciaron un halo transparente alrededor de las

mismas.

5.4.4 Caracterizacion molecular
Se llevd a cabo en un ambiente de andlisis molecular a una temperatura controlada de
21°C.
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a. Extraccion de ADN

Se realizé utilizando el kit Axy prep bacterial genomic DNA Miniprep kit (Axygen).

e Se colocd 1.5 ml del caldo LMC con las cepas crecidas (incubadas a 28°C) en tubos

para microcentrifuga de 2 ml y se centrifugaron a 12000 g durante 2 minutos. Se

descartd totalmente el sobrenadante cuidando de no perturbar el pellet, y este se

resuspendié con 150 ml de buffer S conteniendo la RNAsa A. Posteriormente se

procedio a homogenizar, sin dejar fléculos

e Se agregaron 20 pl de lisozima y se homogenizé bien. Sélo las bacterias detectadas

como Gram + se incubaron a 37°C por 30 minutos.

e Se le incorpor6 30 pl de EDTA 0.25 M (pH=8). Se mezcld bien y se incubd

inmediatamente en hielo por 5 minutos.

e Se afiadieron 450 pl de buffer G-A, agitando luego en vortex por 15 segundos.

Posteriormente se llevo a bafio de agua a 65°C por 10 minutos.

e Se agregaron 400 pl de buffer G-B, seguido de 1 ml de buffer DV (previamente

enfriado a 4°C). Se homogeniz6 vigorosamente y se procedio a centrifugarlo a

12000 g por 2 minutos.

e Después de la formacion de dos fases se procedié a extraer y descartar la fase

superior (color azul). Se transfirio la fase inferior al interior de una columna de

filtracién colocada en un tubo para microcentrifuga de 2 ml, centrifugando a 12000

g por 1 minuto.

e Se descarto la columna de filtracion adicionando al filtrado 400 pl de buffer BV.

e Se coloco una columna AxyPrep en otro tubo para microcentrifuga de 2 ml al cual

se transfirio el filtrado anterior. Se centrifugd a 12000 g por 1 minuto.

e Se descarto el filtrado del tubo. A la columna anterior se le afiadié 500 pL de buffer

W1y se centrifugd a 12000 g por 1 minuto. Se descarto el filtrado y se agrego 700

ul de buffer W2 y se centrifugd a 12000 x g por 1 minuto. Adicionalmente se

agregaron 700 pl de buffer W2 a la columna AxyPrep y se centrifugd a 12000 g por

1 minuto para remover las sales, eliminando problemas potenciales en reacciones

enzimaticas subsecuentes.
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Se descarto el filtrado y se colocd nuevamente la columna AxyPrep en el tubo de

microcentrifuga de 2 ml. Se procedio a centrifugarlo a 12000 g por 1 minuto.

Se transfirio la columna AxyPrep a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml limpio.
Para eluir el DNA se agregaron 200 pl de eluente (previamente temperado a 60°C
para aumentar la eficiencia de la elucion), teniendo cuidado de verterlo al centro de
la membrana. Se dejo reposar por 1 minuto a temperatura ambiente, para luego

centrifugarlo a 12000 g por 1 minuto.

Se almacend las muestras de DNA a -20°C.

b. Verificacion de la calidad de ADN extraido (Control de calidad)

Preparacion del gel de agarosa 1 %

Se pesaron de 0.75 g de agarosa y se mezclo con agua destilada (c.s.p. 75 ml). Se
licué en el horno microondas hasta la completa disolucién de los cristales de
agarosa.

La preparacion anterior, temperada entre 50 — 60°C, fue vertida en una bandeja
electroforética de 15 x 10 cm, previamente nivelada. Se dejo solidificar, evitando la
formacion de burbujas.

Luego de solidificar se retiraron las paredes de gomay el peine, teniendo cuidado de
no dafiar los pocillos de vertido de la muestra.

Se transfirio la bandeja con el gel a la camara de electroforesis.

Corrida de las muestras

Se mezcld 1 pl de buffer de carga con 5 pl de la muestra.

1 pl de marcador molecular Lambda DNA se mezclé con 1 pl de buffer de cargay 4
ul de Agua mili Q.

Se procedid a cargar la mezcla con una micropipeta de 1 — 10 pl, dispensando cada
muestra en un pocillo del gel.

Se cerrd la camara de electroforesis y se conectaron los cables en sus electrodos
correspondientes.

Se programo la fuente de poder a 80V por 60 minutos, iniciando la corrida.
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Tincion del gel

e Concluido el tiempo de corrida, se trasladé cuidadosamente el gel a una bandeja de
solucion acuosa de bromuro de etidio (0.5 pg/ml), dejando reposar durante 15
minutos. Transcurrido el tiempo anterior, se traslado el gel a la bandeja con agua
destilada y se dejo reposar durante 10 minutos para su lavado.

e Secoloco el gel sobre el transluminador, encendiendo la luz UV

e Setomaron las fotografias correspondientes.

c. Amplificaciones BOX

Tabla 1 Mezcla para reacciones de BOX — PCR

Volumen
Reactivos ([ Jstock)
(25 uL)

Buffer KCI (10X) 2.5
MgCl, (25mM) 7
DMSO (100%) 2.5
dNTPs (100mM) 1.24
Primer BOX A1R(100pmol/mL) 0.2
Tagq DNA Polimerasa (5U/uL) 0.4
DNA (uL) 5
Agua Milli-Q (uL) c.s.p. 25,00

El analisis de los perfiles de bandas de la caja BOX se realizo de acuerdo a Versalovic
et al (1991). Se  empled el primer BOX AR (5" -
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3') para la amplificacion BOX. La formulacion
del a mezcla requerida para una amplificacion BOX fue de acuerdo a la tabla 1. De
acuerdo con el volumen de muestras, se realizé un master mix, multiplicando todos los

volimenes requeridos por el nimero de muestras a ensayar mas dos. Luego de
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dispensar la mezcla obtenida, se procedio a colocar el volumen respectivo de DNA y

agua Milli-Q (25 pL de reaccion).

El perfil de temperatura fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 95°C por 6 min; 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing a 53°C (BOX) por 1 min y
extension a 65°C por 8 min; y una extension final a 65°C por 16 min. La comprobacion
de la amplificacion se hizo por electroforesis, cargando 5 pl del amplificado en gel de
agarosa al 1.5 % de 15 cm durante aproximadamente 3 horas a 80 voltios.

Verificacion de la amplificacion mediante electroforesis

e Se prepard agarosa al 1.5 % en buffer TBE 1X y se vertio en una bandeja
electroforética para gel de 15 x 15 cm, la cual fue dispuesta dentro de la camara de
electroforesis conteniendo la solucion buffer mencionada anteriormente.

e Semezcld 1 uL del buffer de carga con 5 pL del amplificado.

e Se utilizo como marcador molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder Plus
(Fermentas), (1 pL), el cual se mezclé con 1 pL de buffer de carga y 4 uL de agua
Milli-Q.

e Se procedio al cargado de las muestras y los marcadores moleculares.

e Se cerr6 la camara de electroforesis y se conectaron los cables en sus electrodos
correspondientes.

e Serealizo el corrido electroforético de las muestras a 80 V por 180 min.

e El revelado se realiz6 de acuerdo a lo indicado en la verificacion de ADN extraido

en el punto anterior.

d. Amplificacion 16S

En primer lugar deben agruparse los perfiles obtenidos con la amplificacion BOX. Para
este proceso el marcador GeneRuler 1Kb DNA Ladder Plus (Fermentas) es una
herramienta muy importante que permite la asociacion de bandas comunes de acuerdo a
su posicion con respecto al marcador. Una vez realizada la agrupacion, se eligieron
representantes de cada grupo para el secuenciamiento del gen ribosomal 16S con el fin

de secuenciarlo y determinar la identidad de las cepas ensayadas.
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Dicho gen fue amplificado por medio de una reaccion de PCR con los primers fD1 (5 —
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3°) y rD1 (5° -
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC — 3°). Posteriormente se
procedio a limpiar las secuencias obtenidas con el kit PCR Cleanup de Axygen. La PCR
fue realizada en una mezcla de reaccion de 25 pL (Tabla 2) contenidos en tubos para
PCR debidamente rotulados buscando bandas en comun que muestren un mismo peso
molecular. Dado el volumen de muestras, se realizé un master mix, multiplicando todos
los volimenes requeridos por el nimero de muestras a ensayar mas dos. Luego de
dispensar la mezcla obtenida, se procedié a colocar el volumen respectivo de ADN y

agua Milli-Q (25 pL de reaccion).

El perfil de temperatura fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 93°C por 6 min; 30
ciclos de desnaturalizacion a 93°C por 45 segundos, annealing a 62°C 4 segundos y
extension a 72°C por 2 min; y una extension final a 72°C por 5 min. La comprobacion
de la amplificacion se hizo por electroforesis, cargando 5 pl del amplificado en gel de

agarosa al 1.5 % de 15 cm durante aproximadamente 3 horas a 80 voltios.

Tabla 2 Mezcla para reacciones de amplificacion 16S

Volumen
Reactivos ([ Jstock)
(25 pL)

Buffer KCI (10X) 2.5
MgCl, (25mM) 1.5
dNTPs (100mM) 0.2
Primer fD1(25pmol/mL) 0.5
Primer rD1(25pmol/mL) 0.5
Taq DNA Polimerasa (5U/uL) 0.1
DNA (uL) 5
Agua Milli-Q (uL) c.s.p. 25,00
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Verificacion de la amplificacion mediante electroforesis

Se prepar0 agarosa al 1 % en buffer TBE 1X y se vertio en una bandeja
electroforética para gel de 15 x 10 cm, la cual fue dispuesta dentro de la camara de
electroforesis conteniendo la misma solucion buffer mencionada anteriormente.

Se mezcl6 1 pL del buffer de carga(6X DNA Loadingdye, Fermentas) con 5 pL del
amplificado.

Se utiliz6 como marcador molecular Gene Ruler 1 kb DNA Ladder Plus (1 pL), el
cual se mezcld con 1 pL de buffer de carga y 4 pL de agua Milli-Q.

Se procedio al cargado de las muestras y los marcadores moleculares.

Se cerrd la camara de electroforesis y se conectaron los cables en sus electrodos
correspondientes.

Se realizd la corrida electroforética de las muestras a 60 V por 150
minaproximadamente hasta que la banda més oscura del buffer alcanzé la mitad del
largo del gel.

El revelado se realiz6 de acuerdo a lo indicado en la verificacion de ADN extraido

en el punto anterior.

Purificacion del producto PCR

Se utiliz6 el Kit para purificacion de DNA, AxyPrep PCR Cleanup Kit

(AxygenScientific, Inc. — USA). Este kit emplea una solucién especial que contiene una

resina con alta selectividad y recuperacion de fragmentos de DNA lineal, todo esto en

combinacién a una columna de PCR AxyPrep. Este kit esta disefiado para purificar

fragmentos de DNA mayores a 75 bp de reacciones de PCR y otras reacciones

enzimaticas, con una recuperacion esperada de 70 — 90 %. El procedimiento se detalla a

continuacion.

Se agregd 100ul de buffer PCR — A a la muestra a purificar. Se utilizo el vortex
brevemente para homogenizar el contenido.

Se colocd una columna AxyPrep PCR en un tubo de microcentrifuga de 2 ml de
capacidad. Se pipeted la reaccién anterior en la columna AxyPrep PCR. Se
centrifug6 a 12000 g por 1 minuto.

Se descartd el filtrado del tubo de microcentrifuga de 2 ml. Se devolvi6 la columna
AxyPrep PCR al tubo.
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e Se anadio 700ul de buffer W2 y se centrifugd a 12000 g por 2 minutos.

e Se repiti6 el lavado con 400l del buffer W2.

e Se transfirié la columna AxyPrep PCR a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5
ml de capacidad. Para eluir el ADN se afadieron de 25 a 30 ul de eluente (pre-
calentado a 65°C) teniendo cuidado de verterlo en el centro de la membrana. Se dejé

reposar a temperatura ambiente por 1 minuto. Se centrifugo a 12000 g por 1 minuto.

e. Secuenciamiento

Para la identificacion por secuenciamiento del gen ribosomal 16s, las muestras
obtenidas fueron enviadas a Macro Gen Inc. (Seul, Korea), laboratorio que brinda dicho
servicio. Tras la llegada de los resultados se procedié a limpiar y unir las secuencias
dadas por cada Primer (fD1 y rD1), esto se realiz6 mediante el empleo del programa
BIOEDIT S y el banco de datos con el cual se obtuvieron las posibles especies fue
adquirido por medio de la “National Center for Biotechnology Information”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y EZ Taxon (http://www.ezbiocloud.net).

El programa BIOEDIT fue utilizado para alinear las secuencias de las muestras con
secuencias de especies ya conocidas y detectar posibles errores en el cromatograma, ya

gue muchas veces este tiene bases solapadas o extras y la correccion ayuda a la

definicion de las posibles especies con mayor afinidad (Fig. 3 'y 4).
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Figura 3 Secuencias del banco de genes (genebank, NCBI) y cepa en estudio.
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Figura 4 . Alineamiento de las secuencias del banco de genes (genebank, NCBI) y
cepa en estudio.

Se aplicd el método estadistico ClustalW para la alineacion de secuencias. La aplicacion
ClustalW permite alinear todas las secuencias en el archivo, permitiendo asi la

comparacion entre estas (Fig. 3). Luego se alineraon las secuencias para la correccion

de posibles errores (Fig. 5).
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Figura 5 Secuencias alineadas para la correccion de posibles errores.
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Una vez que se obtuvo la secuencia limpia se procedio a utilizar el banco de datos EZ

Taxon para determinar las posibles especies y el porcentaje de similaridad (Fig. 6).
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Figura 6 Ejemplo de reconocimiento en el banco de cepas EzTaxon

5.4.5 Ensayos en Aguaymanto a nivel de laboratorio

5.4.5.1 Preparacion inoculo bacteriano

Se sembraron las cepas diazotrofas, Da 29 y Da30, en caldo levadura manitol (Zufiiga,
1998), los actinomicetos, Aa7 y Aa9, se sembraron en caldo ISP1. Se incubaron a 28°C
por 24h los diazétrofos, y hasta por 7 dias los actinomicetos. Posteriormente, con el
propdsito de verificar si se encontraban en fase exponencial se midi6 su D.O a 600nm y
se realizaron también recuentos en placa de cada una de ellas (agar almidén caseina

para los actinomicetos, y agar nutritivo para los diazétrofos).

5.4.5.2 Ensayo de germinacion en placa

Se realizo la prueba de germinacion siguiendo la metodologia de CIAT, 1986. Se
seleccionaron y posteriormente desinfectaron las semillas con alcohol al 70% por 3
minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril, y posteriormente con lejia al 3% por
3 minutos, luego de lo cual se enjuagaron nuevamente con agua destilada estéril hasta
que desaparecié el olor de los desinfectantes. Las semillas se embebieron en los
diferentes indculos por espacio de 15 minutos. Posteriormente, se colocaron 25 semillas
en cada placa Petri que contenia papel toalla absorbente y se afiadi6 3 ml de agua
destilada estéril. Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento. Se evaluo el

porcentaje de germinacion y presencia de pubescencia por un periodo de 10 dias.
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5.4.5.3 Ensayo de emergencia y crecimiento en plantulas

Se inocularon las semillas de maca con la metodologia anteriormente mencionada en el
acapite 5.4.5.2. Se utilizd sustrato de arena y se evalud la emergencia, altura, peso
fresco aéreo y peso fresco de la raiz a temperatura ambiente. El ensayo tuvo una
duracion de 2 meses. Cada tratamiento tuvo cuatro repeticiones con 10 semillas cada
uno. Para el crecimiento de las plantulas se realiz6 una re inoculacion de 1 ml de las

cepas bacterianas después de 20 dias.

5.4.6 Produccion del Inoculo de Micorrizas

5.4.6.1 Extraccion y desinfeccion de esporas

Se tomaron muestras de raices y de suelo de la rizésfera de plantas de aguaymanto, del
campo “El Chiquero” de la Universidad Nacional Agraria La Molina, las cuales habian
sido inoculadas con bacterias PGPR del laboratorio de Ecologia microbiana y
biotecnologia Marino Tabusso (Azol6M2, ACT7, Ps42 y Bac3M2) . El aislamiento de
las esporas se llevo a cabo siguiendo la metodologia de tamizado himedo y decantacion
(Genderman y Nicolson, 1963), modificada por Sieverding, (1991) utilizando el suelo
de la rizosfera. Por ultimo se tom6 una alicuota de 1ml del tamizado para la observacion
microscopica, recuento y reconocimiento de esporas de hongos formadores de
micorrizas arbusculares. Se reconocieron caracteristicas segun forma y color de acuerdo
a lo descrito por Franco M. (2008). Las esporas recolectadas se desinfectaron utilizando
cloramina T (2%) y estreptomicina (0.5%) de acuerdo a la metodologia propuesta por
Utobo et al. (2011).

5.4.6.2 Produccion del inoculo en plantas trampa

Se utilizé6 como planta hospedadora a Trifolium pratense en un sustrato de mezcla
suelo:arena (1:1). Las plantulas se inocularan con las esporas recolectadas (subtitulo
5.4.6.1) y se dejaron crecer durante 3 meses. Luego de este tiempo se verificd la
infeccion en la raiz y cantidad de esporas en el suelo, las mismas que fueron utilizadas

para la produccion del indculo de acuerdo al subtitulo 5.4.6.1.
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5.4.6.3 Tincidn de raices infectadas con hongos formadores de micorrizas
Para este proceso se usaron los protocolos modificados de Phillips y Hayman (1970), de

acuerdo a los siguientes pasos:

Lavado de la muestra
Se realiz6 una limpieza minuciosa de las raices de aguaymanto con agua corriente
eliminando todas las impurezas, luego se seleccionaron las raices secundarias y se

cortaron en piezas de £ 2 cm de longitud

Clarificacion

Se pesd 1 gramo de muestra y se adicion6 KOH en diferentes concentraciones (10%)
hasta que todas las raices quedaron cubiertas. Se llevaron a una temperatura de 65°C
por 2 horas. Luego se decantd la muestra y se procedid a lavar con agua destilada hasta

que no se observé presencia del colorante.

Pre — Tincion
Se adiciond, HCI al 10% por 20 min, pasado el periodo de acidificacion se procedio a

decantar

Tincion y decoloracion

Se agregd Azul de Tripan en Lactofenol [azul de tripano (0.05 g) en 100 mL de
lactofenol (40 ml de &cido lactico. 20 g de fenol, 40 ml de agua destilada)] hasta cubrir
las raices, se llevo a una temperatura de 65°C por 15 minutos y se dejé reposar por 8

dias y se lavd con lactoglicerol.

Observacion

Se colocaron las raices en placas de vidrio con unas gotas de acido lactico, este ultimo
es utilizado para la decoloracion y conservacion de las raices. Posteriormente, estas
fueron observadas al microscopio 6ptico con el fin de identificar algunas de las

principales estructuras de las micorrizas
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Metodo campos de colonizacion

Para la cuantificacion del porcentaje de colonizacion se utilizé el método de campos de
colonizacion (Sieverding, 1983). Se tomo6 una lamina portaobjetos y trazaron lineas
paralelas de forma longitudinal. Se cortaron las raices tefiidas en trozos de 1 a 2 cm, se
colocaran paralelamente, afiadiendo lactoglicerina o agua, y se cubrieron con

cubreobjetos. Se observaron al microscopio a un objetivo de 40 X.

Se contaron los campos colonizados y no colonizados. Por ultimo, se cuantificara el

porcentaje de longitud de raiz colonizada (% LRC) segun la siguiente formula:

% LRC = N° Campos colonizados * 100

N° total Campos observados

5.4.7 Ensayo en invernadero

Se trasplantaron plantulas de aguaymanto (provenientes de almécigos, usando como
sustrato el producto Sunshine Mezcla N°3) (Fig. 7) a macetas de 4kg, las cuales
contenian una mezcla de suelo (35%), arena (35%) y compost (30%). Para este ensayo
se evaluo la promocion del crecimiento de plantas de aguaymanto por la interaccion de
bacterias, diazotrofas y actonomicetos con demostrada capacidad PGPR in vitro, y
hongos formadores de micorrizas arbusculares, aislados de la rizésfera de este mismo
cultivo, asimismo se utilizé un tratamiento control solo con hongos formadores de
micorrizas arbusculares y otro sin ninguna inoculacion. Cada tratamiento tendra cuatro

repeticiones y su realizara un disefio completamente al azar (DCA).

Las plantulas se inocularon utilizando un indculo de 25 esporas por gramo de suelo
(Gomez-Vargas et al., 2011) cuando tenian aproximadamente tres hojas (3 semanas de
crecimiento) y al momento de la siembra en las macetas (20 dias posteriores) se
inocularon las bacterias seleccionadas, con cultivos microbianos de 10%ufc/gr y
10°ufc/gr para diazétrofos y actinomicetos respectivamente, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Davies et al. (2010).Los parametros de crecimiento
vegetativo que se evaluaron son: Altura, nimero de hojas, cantidad de macro y
micronutrientes, longitud radicular, peso freso aéreo, peso seco aéreo, peso fresco raiz,

peso seco raiz, numero de frutos, peso fruto, porcentaje de infeccion de micorrizas
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arbusculares en raices y numero de esporas por gramo. Estos parametros se midieron en

las etapas de prefloracién y cosecha.

Los analisis de nutrientes se realizaron en el Laboratorio de Analisis de suelos de la
facultad de Agronomia, y el analisis de acido ascérbico se realiz6 en el Laboratorio de
Andlisis fisico-quimicos de alimentos de la facultad de industrias alimentarias de
acuerdo al método AOAC 967.21, ambos laboratorios de la Universidad Nacional

Agraria La Molina.

Figura 7 Almacigos de Aguaymanto a nivel de laboratorio para su trasplante a
ensayo en invernadero

5.4.8 Andlisis estadisticos
Se utilizé el método de “Vecino mas cercano” para agrupar las cepas solubilizadoras de

fosfato de acuerdo a su comportamiento a lo largo del ensayo.

Para el analisis estadistico de los porcentajes de germinacion y emergencia se utilizd un
disefio completamente al azar con 4 repeticiones de 25 semillas y 10 semillas
respectivamente para cada ensayo. Las desviaciones estandar y los graficos se realizaron
con el programa Excel. Se realizd un anélisis de variancia (ANOVA) y las minimas
diferencias con la prueba de Duncan de comparaciones multiples. También se hicieron
andlisis de correlacion entre las diferentes variables. Para estos analisis se utilizd el
programa estadistico Statgraphics Centurion. El disefio estadistico para los ensayos de
invernadero fue un disefio completamente al azar (DBCA).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion de campo “El chiquero” — La Molina

El campo “El Chiquero” perteneciente a la Universidad Nacional Agraria La Molina
esta ubicado a 227 msnm. Las temperaturas ambientales registradas durante el muestreo
variaron entre 12 y 20°C. En la tabla 3 se muestran las localizaciones exactas, obtenidas

con un GPS (Etrex Vista Garmin).

Tabla 3 Caracteristicas del suelo muestreado

Coordenadas T.Suelo (°C) T.Amb (°C)

18L 0287175
22.1 19.57
UTM 8663618

Se realiz6 un andlisis microbiol6gico del suelo de la rizosfera y suelo de Aguaymanto
de donde se cuantificaron las poblaciones microbianas de los diferentes grupos
cultivables (Fig. 8 y 9). Segin Mahmood (2006), la diversidad de los microorganismos
presentes en el suelo depende de diversos factores tales como la composicion quimica,
textura, disponibilidad de agua, entre otras caracteristicas que intervienen en la
disponibilidad de nutrientes, asi como la tension de oxigeno en las diferentes particulas
que conforman el suelo, de ahi la importancia en conocer estos parametros

fisicoquimicos.

En las muestras se obtuvo una poblacién de bacterias aerobias meséfilas entre 10° -10’
UFC/g suelo, mientras que tanto las poblaciones de actinomicetos y hongos se
encontraron en un rango de 10° — 10° UFC/g suelo. Seglin Coyne (2000) existen entre
10 - 10° propagulos fingicos por gramo de suelo. Un propagulo es cualquier parte del

hongo, espora o hifa capaz de formar una nueva colonia de hongos. Asi también, dicho



autor afirma que las poblaciones de actinomicetos varian entre 10° - 10° propagulos por

gramo de suelo, estos datos coinciden con los obtenidos en este estudio.
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Figura 9 Poblaciones microbianas mesofilas

6.2 Aislamiento de bacterias diazétrofas y actinomicetos

Se realiz6 la seleccion de rizobacterias de interés mediante un aislamiento selectivo por
medio de medios de cultivo diferenciales que permitieron la identificacién de cepas de

bacterias fijadoras de nitrogeno (diazoétrofas) y actinomicetos.

34



Se aislaron 30 diazétrofos mesofilos y 18 actinomicetos, de la rizésfera de aguaymanto.
Esto se respalda por los estudios de Dakora y Phillips (2002) quienes afirman que la raiz
de la planta genera un microclima adecuado para el desarrollo de los microorganismos.
Esto se debe a que estas zonas presentan una alta concentracion de exudados radiculares
que los microorganismos que habitan en él emplean como fuente de sustratos;
promoviendo a su vez la quimiotaxis de estos ultimos hacia la rizosfera e inclusive
hacia la misma raiz. Ademas, esta zona permite un mayor intercambio de oxigeno en el

suelo.
6.3 Caracterizacion morfologica

Las cepas aisladas fueron caracterizadas morfolégicamente. Las colonias de diazétrofos
se presentaron en su mayoria trasparentes, con bordes regulares, convexas y de
apariencia similar a gotas de agua (Zufiga et al., 1982). Por otro lado, se observé que
algunas colonias acidificaron el medio mineral sin nitrégeno (MM); resultado que se
evidencio con el viraje de color del medio de cultivo de verde a amarillo (Tabla 4 y Fig.
10).

Las colonias de los diazotrofos se presentaron principalmente incoloras y bastante
mucosas. El 83% de estas cepas viraron el caldo mineral de color verde azulado oscuro
a amarillo 0 a un verde mas tenue. Esto se explica por produccion de acido por resultado
del metabolismo de las cepas, lo que reduce el pH del medio y produce el cambio de

coloracion.

Tabla 4Descripcién morfolédgica de diazétrofos mesofilos aislados de la rizosfera de

aguaymanto
Codigo | Tamaiio Color Borde Textura Viraje MM
Dal Mediana Incoloro Regular Mucosa -
Da2 Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Da3 Mediana  Incoloro Regular Mucosa -
Da4 Mediana Incoloro Regular Mucosa -
Da5 Mediana Incoloro Regular Mucosa +
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Da6 Mediana Incoloro Regular Mucosa -
Da7 Mediana Incoloro Regular Mucosa ++
Da8 Mediana  Incoloro Regular Mucosa -
Da9 Mediana Amarillento Regular ~ Cremosa +
Dal0 Pequefia Incoloro Regular Mucosa +
Dall Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Dal2 Mediana  Azulado Regular Mucosa ++
Dal3 Pequefia Incoloro Regular Mucosa +
Dal4 Grande Azulado Regular Mucosa ++
Dal5 Pequefia Incoloro Regular Mucosa +
Dal6 Mediana  Incoloro Regular Mucosa +
Dal7 Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Dal8 Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Dal9 Mediana  Incoloro Regular Mucosa ++
Da20 Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Da21 Pequefia Amarillento Regular ~ Cremosa +
Da22 Mediana  Incoloro Regular Mucosa ++
Da23 Mediana  Incoloro Regular Mucosa ++
Da24 Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Da25 Grande Incoloro Regular Mucosa ++
Da26 Mediana  Incoloro Regular Mucosa ++
Da27 Pequefia Amarillento  Regular Mucosa +
Da28 Pequefia Incoloro Regular Mucosa +
Da29 Mediana Incoloro Regular Mucosa ++
Da30 Mediana  Incoloro Regular Mucosa ++

MM: Medio Mineral sin nitrégeno segun Zapater (1975). Pequefia: 0-0.1cm; Mediana:
0.1-0.3cm; Grande: 0.3-0.5cm. ++: Viraje total; +: Viraje parcial
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Las colonias de actinomicetos fueron caracterizadas segun su textura, presencia de

esporas, cantidad de esporas, color del micelio base, color del micelio aéreo, presencia

de pigmento difusible (Tabla 5 y Fig. 10). Dos cepas mostraron pigmentos difusibles de

colores rojo y rosado, Aal2 y Aal5 respectivamente. Asimismo se encontraron dos

cepas de textura lisa que no presentaron micelio aéreo. Todas las cepas presentaron olor

a suelo himedo, esta caracteristica es representativa de este grupo microbiano debido a

la produccion de geosmina (Prescott, 2002).

Tabla 5 Descripcion morfoldgica de actinomicetos mesofilos aislados de la rizosfera

de aguaymanto

Presencia Cantidad Color Color . Coloracion
L o .~ . Pigmentos del
Cddigo| Textura de de micelio micelio 2 )
. difusibles  pigmento
esporas  esporas base aéreo difusible
Aal | Pulverulenta Si +++ Morado Lila No -
oscuro
Aa2 | Pulverulenta Si +++ Crema Plomo y No -
blanco
. Morado
Aa3 | Pulverulenta Si +++ Plomo No -
oscuro
Aad | Pulverulenta Si ++ Marron  Blanco No -
Aa5 | Pulverulenta Si ++ Rosado Blanco No -
Aab | Pulverulenta Si ++ Morado Plomo No -
oscuro
Aa7 | Pulverulenta Si +++ Marron  Plomo No -
Aa8 Lisa No - Rosado - No -
Aa9 | Pulverulenta Si + Crema Blanco No -
Aal0 | Pulverulenta Si +++ Marron Blanco No -
0Scuro
Aall | Pulverulenta Si ++ Verde Blanco No -
oscuro
Aal2 | Pulverulenta Si +++ Rojo Blanco Si Rojo
Aal3 | Pulverulenta Si +++ Plomo Verde No -
Aal4d | Pulverulenta Si ++ Blanco Plomo No -
oscuro
Aal5 | Pulverulenta Si +++ Rosado Rosado Si Rosado
intenso claro
Aalb Lisa No - Plomo - No -
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Aal7 | Pulverulenta Si ++ Crema Plomo No -

Aal8 | Pulverulenta Si ++ Am:”” Plomo No -

+++: Abundante; ++: Regular; +: Poco

Figura 10 Bacterias diazdtrofas y actinomicetos aislados

6.4 Capacidad Promotora de crecimiento

6.4.1 Produccion de acido indol acético (AlA)

La capacidad de sintesis de &cido indol acético (AIA) se encuentra ampliamente
distribuida entre las bacterias del suelo y las asociadas a plantas (Verma et al., 2001),
siendo los géneros mas estudiados Azospirillum, Azotobacter, Pseudomonas y
Rhizobium (Patten y Glick, 1996). Su importancia radica en una mejora en el
crecimiento radicular de la planta, lo que ayuda a un establecimiento mas rapido en el
suelo incrementando su capacidad de obtener agua y nutrientes del medio (Patten y
Glick, 2002). Se conoce que la auxina es capaz de promover la formacion de raices
laterales y adventicias, lo que supone una ventaja competitiva para las plantas jovenes;
sin embargo, sus efectos dependen de su concentracion, tipo de planta y
microorganismo (Vestergard et al., 2007). Es importante subrayar que estd demostrado
gue bajas concentraciones de fitohormona son capaces de estimular el desarrollo vegetal
y altas concentraciones inhiben y reducen la zona de alargamiento (Hernandez, 2002).
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La determinacion de la concentracion de auxina se llevo a cabo utilizando el reactivo de
Salkowski, que permite la oxidacion de compuestos indélicos por sales férricas (Mayer,
1958). EI AIA y sus precursores se caracterizan por generar un color rojizo al entrar en
contacto con dicho reactivo, donde la intensidad de la coloracion de la reaccion es
directamente proporcional a la cantidad producida de AIA o de alguno de sus
precursores (Bricet al., 1991). La aparicion del color rosa al fucsia se debe a una
reaccion oxidativa causada por el acido y una transaminacion que lleva a la sustitucion
del grupo amino por el Cl del FeCls, presente en el reactivo de Salkowski. La
concentracion de AlA en cada cultivo se determind al realizar una comparacion con una
curva estandar. Es importante sefialar, que la técnica utilizada para la cuantificacion de
sustancias estimuladoras del crecimiento del tipo auxinas, puede presentar interferencias
por la presencia de otros indoles. No obstante, es empleada por muchos autores para
estos fines (Hernandez, 2002; Trujillo, 2005; Velazquez et al., 1999).

Se evaluaron 30 cepas diazétrofas y 18 actinomicetos aislados de la rizésfera de
aguaymanto. Se utilizd como control negativo el caldo de crecimiento estéril. De todas
las cepas, 29 (96.66%) actinomicetos y 18 (100%) diazétrofos produjeron AlA (Tabla 6
y Fig. 11).

Ahmad et al., (2005) afirma que los géneros de bacterias PGPR mas asociados a la
produccion de AIA son Azotobacter, Azospirillum y Pseudomonas. En este estudio, se
corroboré dicha afirmacién al encontrarse que las bacterias diazotrofas mesdfilas
resultaron las mejores productoras de AlA: el 40% de las cepas diazétrofas produjeron
concentraciones de AIA mayores a 70 pg/ml, asi como también, el 22% de las cepas de
actinomicetos produjeron valores de AIA superiores a 20 pg/ml. Las cepas que
produjeron mayores concentraciones de AlA fueron la Da25 (81 pg/ml) y la Da26 (83.3
pg/ml). En el caso de los actinomicetos los valores mas altos fueron de hasta 68.361
png/ml (Aab) y 53.582 ug/ml (Aalsb). De acuerdo a los estudios realizados por Toloza
(2014) se han reportado bacterias de los generos Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter,
aisladas de la rizosfera de aguaymanto con capacidad PGPR que presentaron valores de
hasta 80 pg/ml y presentaron capacidades promotoras de crecimiento vegetal. Asimismo
cabe resaltar que aungue las investigaciones sobre evaluacion microbiana en la

produccion de AIA arroje valores alto o bajos si se comparan entre si, estd demostrado

39



que bajas concentraciones de fitohormonas son capaces de estimular el desarrollo

vegetal y altas concentraciones producen una inhibicion (Hernandez, 2002).

Tabla 6 Porcentaje de cepas diazdtrofas y actinomicetos segun su capacidad para
producir &cido indol acético

Produccion de acido indol acético (ug/ml)

Cepas
Produce P<5 5<p<10 10<p<20 p>20
Actinomicetos 100% 16.67% 33.33% 27.78% 22.22%
Diazotrofos 96.66% 6.67% 6.67% 16.67% 70%

p: produccion de &cido indol acético en pg/mi

Figura 11 Reaccién colorimétrica de Salkowsky

6.4.2 Solubilizacion de fosfato bicélcico y tricalcico

La mayor parte del fosforo presente en el suelo (50 a 80%) se encuentra en su forma
orgénica, la que no puede ser utilizada directamente por la mayoria de las plantas
(Richardson, 2001). La concentracion de fésforo asimilable es muy baja, normalmente
en niveles que varian entre 5 y 30 mg/kg. Estos indices bajos del nutriente se deben a
que el fosforo soluble reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio que
provocan su precipitacion o fijacion, disminuyendo asi su disponibilidad. Los fosfatos
inorganicos aplicados como fertilizantes quimicos también son inmovilizados en el

suelo y, por lo tanto tampoco son aprovechables para las plantas (Alexander, 1980;
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Atlas, 2002). Debido a esto, la capacidad de solubilizacion de fosfatos por una bacteria
resulta una caracteristica importante que significa un mejor aprovechamiento de las
diversas fuentes de fosforo, uno de los nutrientes esenciales para la planta y que se

encuentra generalmente inmovilizado en el suelo (Ramazan et. al., 2006).

Los mecanismos usados por las bacterias PGPR para solubilizar fosfatos son diversos,
entre ellos se encuentran la produccion de enzimas fosfatasas. Estas enzimas al ser
liberadas por algunos microorganismos extracelularmente, catalizan una variedad de
reacciones que liberan fosfatos de compuestos organicos hacia la solucion del suelo
(Osorio, 2000). Otro mecanismo es aquel mediado por acidos organicos (Halder et al.
1990), pues los grupos carboxil e hidroxil presentes en los acidos quelan los cationes
unidos al fosfato y lo regresan a un estado soluble. El &cido glucénico y el acido 2-
quetogluconico son los agentes méas producidos por bacterias con habilidad para

solubilizar fosfato (Yadav y Dadarwal, 1997).

De las 48 cepas que fueron sometidas a esta prueba, se obtuvo que el 63.33% de los
diazotrofos y el 22.22% de los actinomicetos (Tabla 7) fueron capaces de solubilizar el
medio NBRIP-bicalcico (Nautiyal, 1999) con presencia de halos de solubilizacion
comprendidos entre los 0.65 cm (Aa7) y los 2.27 cm (Da27) (Tabla 8). Asi también, se
evalu6 la accidn solubilizadora de estas mismas cepas en el medio NBRIP-tricélcico,
observandose resultados positivos en el 70% de cepas diazotrofas y el 22.22% de los
actinomicetos (Tabla 9). En esta prueba se obtuvieron halos de solubilizacién de hasta
0.55 cm (Aa7 y Aa9) en el caso de los actinomicetos y 2.20 cm (Da2) en el caso de las
bacterias diazotrofas (Tabla 10). Cabe resaltar que las mismas cepas de actinomicetos

solubilizaron fosfato bicélcico y tricalcico.

Tabla 7 Porcentaje de cepas diazdtrofas y actinomicetos segun su capacidad para
solubilizar fosfato bicalcico

Solubilizacion de fosfato bicalcico
Cepas
Solubiliza 0.5<h<1 1<h<15 h>1.5

Actinomicetos 22.22% 50% 50% 0%

Diaz6trofos 63.33% 10% 13.33% 40%
h: halo de solubilizacién medido en cm
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Tabla 8 Halos de solubilizacion de fosfato bicalcico de cepas diazotrofas y

actinomicetos

Halos de solubilizacién (cm)

Diazétrofos

Actinomicetos

Cepas

3

Dias
6

12

Cepas

Dias
3 6

12

Da?
Da7
Dall
Dal2
Dal3
Dal4
Dal5
Dal7
Dal8
Dal19
Da20
Da22
Da23
Da24

Da25
Da26
Da28
Da29
Da30

0.75+0.00
0.40+0.14
0.38 +0.39
0.38 +0.04
0.20+0.21
0.53+£0.53
0.23+£0.25
0.63 +0.39
0.60+0.71
0.60 + 0.57
0.78 £0.25
0.65+0.35
0.65+0.35
1.00 +0.00

0.60 +£0.14
0.80 £ 0.00
0.50 £ 0.00
0.60+0.14
0.83+0.11

1.35+0.07
1.10 +0.00
1.20+0.28
1.00 +0.00
0.65 +0.07
1.40 +0.71
0.55+0.35
1.40+0.71
1.03+0.81
1.40 £ 0.57
1.25+0.07
1.25+0.35
1.40 +0.00
1.45+0.21

1.55+0.35
1.75+0.35
0.70 £ 0.00
1.70+0.28
1.80 +0.14

1.68 + 0.04
1.35+0.07
1.35+0.21
1.28 £0.04
0.85+0.28
1.55+0.78
0.65 + 0.57
1.55+0.78
1.25+0.92
1.58 £0.46
1.65+0.35
1.65 +0.49
1.75+0.35
2.00+0.28

1.70 + 0.42
1.75+0.35
1.00 +0.00
2.27+0.38
2.00 +0.00

Aa?2
Aab
Aa7
Aa9

0.25+0.05 0.45+0.13
0.35+0.10 0.85+0.30
0.50+0.09 0.68 +0.16
0.77+0.21 0.87 +0.16

0.68 +0.16
1.30 £ 0.05
0.70 +0.18
1.18+£0.08

Medias aritméticas * desviacion estandar de experimentos por triplicado.

Tabla 9 Porcentaje de cepas diazotrofas y actinomicetos segun su capacidad para
solubilizar fosfato tricélcico

Solubilizacion de fosfato tricalcico

Cepas
Solubiliza  h<0.5 0.5<h<1 1<h<1.5 h>1.5
Diazotrofos 70% 10% 10% 26.67% 23.33%
Actinomicetos 22.22% 50% 50% 0% 0%

h: halo de solubilizacién medido en cm
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Tabla 10 Halos de solubilizacion de fosfato tricalcico de cepas diazotrofas y

actinomicetos

Halos de solubilizacion (cm)

Diazoétrofos

Actinomicetos

Cepas

3

Dias
6

19

Cepas

3

Dias
6 12

Da?

Da5

Da7
Dall
Dal2
Dal3
Dal4
Dal5
Dal7
Dal8
Dal19
Da20
Da21
Da22
Da23
Da24
Da25
Da26
Da28
Da29
Da30

0.25+0.07
0.00 £ 0.00
0.35+0.07
0.90+0.14
0.90 +0.00
0.00 +0.00
0.00 +0.00
0.00 £ 0.00
0.00 £ 0.00
0.00 +£0.00
0.00 +0.00
0.00 +0.00
0.00 +0.00
0.00 +£0.00
0.00 +£0.00
0.00 +£0.00
0.00 +0.00
0.00 +0.00
0.00 +0.00
0.00 +£0.00
0.00 +0.00

0.30 +£0.00
0.00 +£0.00
1.10 £ 0.00
1.40 +0.00
1.20+0.14
0.70 +£0.00
1.85+0.07
0.95+0.21
1.15+0.21
1.90 +0.00
1.60 +£0.00
1.70+0.14
0.15 +0.07
1.20 +0.35
1.40+0.14
1.30 £ 0.00
1.15+0.07
0.90 +0.00
0.30 +0.00
0.85+0.35
1.40 +0.00

2.20+0.28
0.23+0.11
1.65+0.35
2.00+0.28
1.23+0.04
0.65+0.14
1.85+0.07
0.95+0.14
1.10+0.14
1.88 +0.04
1.73+0.04
1.70+0.14
0.20 +0.00
1.20 0.21
1.05 +0.07
1.30 +0.00
0.80 +0.00
1.30+0.14
0.20 +0.00
1.10+0.28
1.10+0.28

Aa?
Aab
Aa7
Aa9

0.15+0.00
0.18 £ 0.06
0.48 +£0.03
0.37£0.33

0.23+0.10 0.33+0.18
0.25+0.10 0.23+0.14
0.52+0.06 0.55%0.15
0.48+0.29 0.55%0.22

Medias aritméticas * desviacion estandar de experimentos por triplicado.
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Figura 12 Solubilizacion cualitativa de fosfato por cepas diazotrofas a los 6 dias.

A: Fosfato bicalcico. B: Fosfato tricalcico.

e Solubilizacion de fosfato bicalcico

Tal y como se puede apreciar en la tabla 7 y 8 en la prueba de solubilizacion de fosfato
bicélcico varias cepas diazotrofas formaron halos de solubilizacién mayores a 1.5 cm.
En ambos grupos de bacteria se observaron halos translucidos desde el inicio de su

aparicion. (Figura 12).

Durante el ensayo se observo que las cepas diazétrofas mostraban una capacidad mas
alta para solubilizar fosfatos en comparacién con los actinomicetos. Esto concuerda con
los reportados por Rico (2009) quien estudid la solubilizacion de fosfatos por parte de
Azotobacter y actinomicetos, y concluyé que las cepas diazotrofas poseian una mayor
capacidad de solubilizacion. Es importante resaltar que dicho autor midié la actividad

fosfatasa de ambos grupos bacterianos.

Se utilizd el método estadistico del Vecino mas cercano para agrupar a cepas
diazétrofas de acuerdo a la dinamica de la solubilizacion de fosfato. Se encontraron tres
grupos de comportamientos similares (Fig. 13). De acuerdo a la figura 14, los Grupos |
y Il tienen un incremento inicial similar de solubilizacién hasta el dia seis, a partir del
cual presentaron valores constantes. EI grupo 111 present6 un incremento constante.
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Las cepas de actinomicetos Aa2, Aa5 y Aa9 tuvieron incremento constante, por otro
lado la cepa Aa7 tuvo un crecimiento rapido que en los Ultimos dias fue ligero (Fig.
15).
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Figura 13 Agrupamiento de cepas diazétrofas por comportamientos similares
para solubilizar fosfato bicalcico. De izquierda a derecha en la figura, Grupo I:
Da2 — Da24; Grupo I1: Dal3 y Dal5; Grupo I11: Da29
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Figura 14 Solubilizacion de fosfato bicélcico por grupos de cepas diazétrofas
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Figura 15 Solubilizacién de fosfato bicalcico por grupos de cepas de

actinomicetos
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e Solubilizacion de fosfato tricalcico

Como se puede apreciar en las tablas 8 y 9 los diazétrofos presentaron mayores valores
de halos de solubilizaciéon. Cabe resaltar que las mismas cepas de actinomicetos
solubilizaron fosfato bicélcico y tricalcico. En ambos grupos de bacteria se observaron

halos translucidos desde el inicio de su aparicion (Fig. 12).

De acuerdo al método “Vecino mas cercano” se encontraron seis grupos (Fig. 16). De
acuerdo a la figura 17 los grupos I, 111, IV y V incrementaron la solubilizacion en el
tercer dia, mientras que el resto lo hizo a partir del quinto dia. Los grupos I, lll 'y V
tuvieron una disminucion de la solubilizacion, la misma que luego se incremento, en el
caso del grupo V fue ligero. El grupo VI tuvo una solubilizacién inicial alta que luego
se mantuvo constante. EI grupo IV tuvo un incremento constante que se volvio
constante a partir del dia 13. Por altimo el grupo Il mantuvo los menores valores de

manera constante.

En los actinomicetos se observo que las cepas Aa2, Aa7 y Aa9 presentaron un rapido
inremento que en los Gltimos dias increment6 ligeramente, asimismo la cepa Aab
incremento rapidamente la solubilizacién hasta el dia cinco y posteriormente disminuyd
(Fig. 18).

De acuerdo a lo observado algunos grupos microbianos disminuyeron su solubilizacion,
en algunos casos este efecto se revirtio y en otros se mantuvo. Esto concuerda con lo
reportado por Mikanova et al., 1997, quien reporta que algunos microorganismos

exhiben represion de la actividad solubilizadora ante la presencia de fosforo soluble.

Existen diferentes mecanismos que se han descrito para la solubilizacion de fosfatos por
microorganismos, es decir, la producciéon de &cidos organicos y la de fosfatas, los
mismos que dependen del fosforo presente en el suelo, siendo esta la principal causa de
los diversos comportamientos en la solubilizacion de fosfatos (Whitelaw, 2000;

Gyaneshwar et al., 2002)
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Figura 16 Agrupamiento de cepas diazotrofas por comportamientos similares para
solubilizar fosfato tricélcico. De izquierda a derecha en la figura, Grupo I: Da2; Grupo II:
Da5-Da28; Grupo I11: Da27; Grupo 1V: Dall; Grupo V: Dal2; Grupo VI: Dal3 — Da20.
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Figura 17 Solubilizacion de fosfato tricalcico por grupos de cepas diazétrofas
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Figura 18 Solubilizacion de fosfato tricélcico de cepas de actinomicetos

6.5 Caracterizacion molecular de bacterias diazotrofas.

a. Caracterizacién

Esta prueba se realiz6 para los 30 diazotrofos aislados debido a que presentaron
resultados con una dinamica variada para la produccion de &cido indol acético y
solubilizacion de fosfato. Para realizar una adecuada caracterizacion molecular que
permitiera establecer relaciones filogenéticas entre sus respectivos grupos taxonémicos
se extrajo el ADN de las cepas seleccionadas y se verifico la calidad del material
genético extraido mediante electroforesis con el posterior revelado del gel de agarosa.
Al obtenerse resultados positivos se prosiguié con la determinacion de los perfiles
BOX-PCR. De un total de 30 posibles cepas diazétrofas se obtuvieron 7 perfiles BOX
diferentes (Fig. 19): A (Da3, Da6, Dal), B (Da30, Dal3, Da28), C (Da26, Da22, Dal7,
Dal2, Da20, Dal4, Da25, Dal8, Dal9, Dall, Da24, Da5, Da7), D (Da27), E (Da 8,
Da9) F (Da29) y G (Dal5, Da23, Da2).
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Figura 19 Geles de electroforesis de amplificacion BOX-PCR, con cepas diazétrofas.
M: Marcador de ADN 1Kb (Axygen), B: Blanco, Cepas diazétrofas numeradas Da 1 —
30.

b. Secuenciamiento

Las 30 cepas de diazotrofos ensayados se agruparon de acuerdo a los siete perfiles
diferentes de amplificacion BOX-PCR, se eligié una cepa representativa de cada perfil,
las cuales fueron enviadas para su secuenciamiento del gen ribosomal 16S por Macro

Gen Inc. (Seul — Korea).

Luego del secuenciamiento realizado a las cepas diazotrofas se encontraron tres cepas
relacionadas a la familia Enterobacteriaceae. Las cepas Dal5, Da26 y Da29
presentaron un porcentaje de similitud de 99.50, 99.71, 99.71 respectivamente con
Rahnella aquatilis (Fig. 20). Asimismo se encontr0 que las cepas Da8 y Da27 estan
relacionadas con la familia Xanthomonadaceae, y las cepas Da2 y Da30 con las familias

Rhizobiaceae y Pseudomonaceae respectivamente.
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Figura 20 Secuenciamiento de cepas diazétfas. * Porcentaje de similitud.

Todas las bacterias encontradas han sido reportadas en la bibliografia como bacterias
asociadas a la rizosfera de diversos cultivos de interés agrondmico como ajonjoli, maiz,
trigo, soya, lechuga, pimiento y arroz (Barraquio et al., 2000). De acuerdo a los estudios
realizados por Becerra et al. (2011) Rahnella aqualitis fue aislada de la rizosfera de
Physalis peruviana y se demostr6 su capacidad de solubilizacion de fosfato con la
finalidad de su desarrollo como bioinoculante y minimizar el uso de fertilizantes
quimicos. Asimismo de acuerdo a los estudios realizados por Hoda et al. (2005) y Chen
et al. (2007) esta bacteria cuenta con una actividad inhibitoria del efecto contra las
enfermedades causadas por microorganismos fitopatdgenos como Xanthomonas
campestris sv. y Agrobacterium fabrum, en su inoculacion desde semillas o en hojas y
raices. Cabe mencionar que en la bibliografia se reporta que Rahnella aqualitis presenta
capacidades promotoras de crecimiento como produccién de sideroforos, produccion de

acido indol acético y actividad nitrogenasa (Samina et al., 2010).

P. protegens esta filogenéticamente relacionada con los complejos de especies de
Pseudomonas fluorescens , P. chlororaphis , y P. syringae . Se ha demostrado que esta

bacrteria produce compuestos que son activos contra diversos patégenos como el 2,4-
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diacetilfloroglucinol (DAPG). (Ramette et al., 2011; Haas D. et al. 2005, Almario et al.
2013).

6.6 Ensayo en plantas a nivel de laboratorio

6.6.1 Evaluacion de la inoculacion en la germinacion de semillas de Aguaymanto

Se seleccionaron dos cepas diazotrofas (Da29, Da30) y dos actinomicetos (Aab y Aa7)
de acuerdo a los valores obtenidos en la produccion de &cido indol acético y a la
dindmica solubilizacion de fosfatos. La germinacion se dio al quinto dia de la
instalacion del ensayo. De las cepas analizadas la cepa Aa7 aumento significativamente
la germinacion con respecto al control sin inocular en el dia seis del ensayo, mostrando
siempre una tendencia mayor al resto de los tratamientos, junto con la cepa Da29 (Fig.
21). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Galindo (2005) y Barreto et al.
(2007) los cuales han reportado la actividad de estos grupos bacterianos como
promotores de crecimiento vegetal y su efecto positivo en las etapas iniciales de la

germinacion de semillas de interés agricola.
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Figura 21 Germinacion de Aguaymanto por efecto de cepas PGPR

Por otro lado se encontr6 que las cepas Da30 y Aa9 disminuyeron significativamente la

germinacion con respecto al control sin inocular en los dias 5 y 6 de medicién. Esto se
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puede explicar de acuerdo al trabajo realizado por Carrillo-Castafieda et al. (2000), en el
cual cepas con altos valores de produccion de reguladores de crecimiento no tuvieron
buenos resultados en el crecimiento vegetal. Es importante resaltar que altas
concentraciones de metabolitos producidos por la bacteria no necesariamente aseguran

una mejora en el crecimiento vegetal, ya que esto también depende del cultivo.

Durante el ensayo se evalud la cantidad de semillas germinadas con presencia de
pubescencia en la radicula. Es asi como se evidencié pubescencia a un dia del inicio de
la germinacion. La cepa Aa7 aumentd significativamente el nimero de semillas
germinadas con presencia de pubescencia (Fig. 22). Al finalizar el ensayo se observaron
las semillas pubescentes al estereoscopio observandose que las semillas inoculadas con
la cepa Da29 presentaron cualitativamente mayor presencia de pelos pubescentes
(presencia de pubescencia) en la radicula (Fig. 23). Diversos autores reportan que uno
de los mecanismos de estimulacion provocados por bacterias promotoras de crecimiento
vegetal es a traves de los reguladores de crecimiento, los cuales estimulan la densidad y
longitud de los pelos radicales, tal como se evidencia en los resultados del presente
trabajo (Kloepper et al., 1994; Barea et al., 2004)
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Figura 22 Porcentaje de semillas de aguaymanto germinadas con presencia de
pubescencia

53



Figura 23 Semillas pubescentes a los 5 dias de germinacién por efecto
efectos de cepas PGPR. A: Control; B: Aa7; C: Aa9; D: Da30; E: Da29

6.6.2 Evaluacion de la inoculacion en la emergencia y crecimiento de plantas de
Aguaymanto

La emergencia se dio a los 13 dias de instalado el ensayo. Todas las cepas inoculadas
promovieron un incremento de la emergencia con respecto al control sin inocular,

siendo las cepas Da29, Aa7 y Aa9 las que presentaron un efecto significativo (Fig. 24).
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Figura 24 Emergencia de las plantulas de aguaymanto por efecto de cepas PGP

Durante el crecimiento de las plantulas de aguaymanto se pudo evidenciar que la cepa
Da29 increment6 significativamente el peso fresco de la raices en un 141% (Fig. 25).
Asimismo se evaluaron otros parametros como: Altura y peso fresco aéreo en donde no
se encontraron resultados significativos, sin embargo las cepas inoculadas mostraron
una tendencia incrementar estos parametros con respecto al control sin inocular (Fig.
26; Tabla 11).
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Figura 25 Peso fresco de la raiz de plantas de Aguaymanto inoculadas con cepas
PGPR
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Tabla 11 Peso fresco aéreo y altura de plantas de aguaymanto inoculadas con

cepas PGPR
Cepa PFA Altura
Da29 020+0.03 7.44+1.48
Da30 0.24+0.21 6.56 + 0.82
Aa7 0.22+0.21  6.56+0.63
Aa9 0.22 +0.18 8.25+0.63
Control 0.04 +0.02 6.13+0.96

Medias aritméticas + desviacion estandar de experimentos por triplicado.

Control |

Figura 26 Plantas de aguaymanto inoculadas con cepas PGPR
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6.7 Ensayo de interaccion de bacterias PGPR con hongos formadores de

micorrizas arbusculares (HMA)

6.7.1 Cuantificacion del porcentaje de colonizacion de HMA en raices tefiidas de

aguaymanto del campo de muestreo

Se evaluaron las raices tefiidas de aguaymanto y se les cuantific el porcentaje de
colonizacion de Hongos formadores de Micorrizas Arbusculares (HMA). Se utilizé el
método de campos colonizados, tomandose como campo positivo en el que se
reconocieran las estructuras tipicas de HMA, como son: hifas, vesiculas, arbusculos
(Fig. 27).

Se observa que el tratamiento inoculado con la cepa Act7 mostré6 valores
significativamente menores a aquellos del tratamiento control (Anexo). Esto coincide
con lo reportado por Tarka y Frey-Klett (2008), quienes evaluaron que algunas
asociaciones de bacterias PGPR con hongos formadores de micorrizas arbusculares
pueden ser negativas para lograr una micorrizacion efectiva, lo cual podria deberse a

una especificidad del hongo por los microorganismos con los que interactua.

Por otro lado se encontrd que el resto de tratamientos mostraron valores similares entre
66.7 — 77.7 % de porcentaje de colonizacion de HMA (Taba 12). Reportes de
porcentajes de colonizacion de hongos micorricios en cultivos de la familia Solanaceae
como el aji y el tomate se encontraron valores entre 36.6 - 41.9% y 40 — 50%,
respectivamente. La diferencia de estos valores con los obtenidos en este trabajo puede
ser debido al tipo de suelo, ya que la fertilizacion como la cantidad de fésforo presente
en el suelo debe ser balanceada, de lo contrario tendria un efecto inverso en la

micorrizacion (Hao y Lin, 1987; Furlan y Bernier-Cardou, 1988; Gryndler et al., 1990).
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Tabla 12 Porcentaje de Infeccién de hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HMA) en Plantas de Aguaymanto inoculadas con cepas PGPR

Tratamiento Infeccion HMA (%)
Control 66.67 + 0.98"
Az016M2 77.78 + 0.96°
ACT7 33.33+ 0.27°
Ps42 66.67 + 0.55
Bac3M2 66.67 + 0.63"

Medias aritméticas * desviacion estandar de experimentos por triplicado. Tratamientos
seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la prueba de
Rangos Multiples de LSD (P=0.05).
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Figura 27 Raices teiiidas de Aguaymanto del campo “El chiquero” inoculado con
cepas PGPR H: Hifas; A: Arbusculos; V: Vesiculas.

6.7.2 Evaluacién de la interaccion de bacterias PGPR con HMA en el

crecimiento de aguaymanto a nivel de laboratorio

De acuerdo a lo indicado en la metodologia se utiliz6 como planta trampa a Trifolium
pratense para la produccion del inoculo, ya que ésta es una especie de rapido
crecimiento a nivel de laboratorio (Zufiiga, 2011) es ampliamente utilizada como planta
hospedadora de hongos formadores de micorrizas arbusculares (Oehl et al., 2004; Rojas
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2009). Se verifico la infeccion de hongos micorricios en las plantas trampa, mediante el
método de campos de colonizacién propuesto por Sieverding, 1983, obteniendo un valor
de 75%.

Se utilizé un indculo de 25 esporas/ gramo de suelo en plantulas de aguaymanto de
aproximadamente tres semanas de crecimiento. Luego de dos semanas se evaluo el efecto
de su inoculacion, previo a su trasplante a macetas en invernadero y su co-inoculacion con
las cepas PGPR seleccionadas. De acuerdo a la tabla 13 se observo un incremento
significativamente positivo en la altura de las plantulas inoculadas con HMA con respecto

al control sin inocular.

Tabla 13 Efecto de la inoculacion con HMA a los 15 dias en condiciones de
laboratorio

Tratamiento Altura

Control 4.24 +0.48?

HMA 4.62 +0.50°

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la
prueba de Rangos Multiples de LSD (P=0.05). Medias aritméticas + desviacion estandar
de experimentos por triplicado

6.7.3 Evaluacion de la interaccion de bacterias PGPR con HMA en el

crecimiento de aguaymanto a nivel de invernadero

Se seleccionaron las cepas Da29, Aa7 y Aa9 por el efecto obtenido en la germinacion y

crecimiento de plantulas de aguaymanto a nivel de laboratorio.
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a. Evaluacion en la prefloracion

En esta etapa se realiz6 un deshijado de las plantulas en cada una de las macetas (Fig.
28). Se midieron la altura, peso fresco y peso seco. No se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, cabe resaltar que se pudieron observar
ciertas tendencias en el comportamiento de las cepas PGPR en su inoculacion con
HMA. Es asi como la inoculacion de la cepa Da29 con HMA incrementd la altura, peso
fresco y seco aéreo con respecto a la inoculacion sin interaccion y el tratamiento con
HMA vy el control sin inocular. Por otro lado las cepas Aa7 y Aa9 inoculadas en
interaccion con HMA incrementaron algunos de los parametros mencionados. Cabe
resaltar que todas las cepas inoculadas independientemente mostraron valores mayores

de altura, pesos freso y seco aéreo que el control sin inocular (Tabla 14).

Tabla 14 Altura, Peso fresco aéreo y Peso seco aéreo en plantas de Aguaymanto en
Prefloracion

Tratamientos Altura PFA PSA
Control 19.79+097 226+1.79 0.25+0.12
Da29 26.31+1.71 399+180 0.38%0.11
Da29 - M 28.31+257 469+095 049+0.13
Aa9 2319+168 3.00£090 0.30+0.17
Aa9 - M 2295+1.12 330+053 0.31+0.10
Aa7 21.75+1.24 441+087 057%0.13
Aa7 -M 23.33+181 421+081 047%0.11
M 2376 +£2.19 450+132 0.59+0.25

M: Inoculacion con HMA. Medias aritméticas + desviacion estandar de experimentos

por triplicado. PSA: Peso seco aéreo, PFA: Peso seco aéreo
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Figura 28 Plantas de Aguaymanto inoculadas con cepas PGPR en interaccion con
Hongos formadores de micorrizas en etapa de Prefloracion. A: Da29; B: Da29-M

Se realiz6 un analisis de nutrientes de nitrogeno, fdsforo y potasio en cada uno de
los tratamientos evaluados. De acuerdo a los datos reportados en la tabla 15, las
interacciones Aa9-M y Aa7-M incrementaron significativamente la cantidad de
nitrégeno en un 14.9% y 19.4% respectivamente con respecto al control inoculado
con HMA.

En cuanto al fosforo todos los tratamientos mostraron incrementos con respecto al
control sin inocular, resaltando la cepa Aa7 que en interaccion con HMA
incrementd significativamente la concentracion de este nutriente en un
aproximadamente 20% con respecto al control sin inocular, al tratamiento con HMA
y a la misma cepa sin interaccién, por otro lado las cepas Da29 y Aa9 incrementaron
significativamente este nutriente con respeto a los tratamientos de estas cepas en

interaccion con HMA.

El potasio presentd valores significativamente mayores en el tratamiento de la cepa
Da29 sin interaccion y el control sin inocular con respecto al resto de tratamientos.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo observar que en el fosforo se obtuvo
un mayor incremento en la concentracion en las plantas de aguaymanto por efecto
de los tratamientos de las cepas PGPR utilizadas con HMA; tal como ha sido
reportado por Ordofiez (2009), en el que se utilizd como bacteria PGPR a
Pseudomona fluerescens. Lo anteriormente mencionado se explica debido a que en
las raices de plantas micorrizadas se incrementa la toma de fosforo, asimismo este
nutriente se encuentra mas disponible por efecto de las bacterias PGPR, siendo asi
este uno de los efectos en los que se evidencia el sinergismo por efecto de la

interaccion (Franco, 2008).

Tabla 15 Plantas de Aguaymanto inoculadas con cepas PGPR en interaccién con
Hongos formadores de micorrizas en etapa de Prefloracion.

Tratamientos N % P % K % Fe (ppm)
Control | 2.00+0.10™ 020+000° 458+032° 322%1273
Da29 216+0.08 024+000% 420+014% 461566
Da29-M | 1.83+0.10% 022+000° 3.75+014° 5325374°
Aag 188+0.00° 0274001 388+018° 717+2828
Aa9-M | 1954006 024+001% 3854014 393+6.36
Aa7 203+010% 021+001® 370+021% 310£9.90°
Aa7-M | 217+ 010° 026+002" 380+014% 405%55.86"

M 1704002 021+000% 370+007° 750%1131°

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a la

prueba de Rangos Multiples de LSD (P=0.05). M: Inoculacién con HMA. Medias
aritméticas + desviacion estandar de experimentos por duplicado
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b. Evaluacion a los 6 meses (Cosecha)

La cosecha se realizo a los seis meses de instalado el ensayo, en esta etapa se realizo la
medicion de la altura, nUmero de botones florales, nimero de flores, peso fresco y seco
aéreo (Fig. 29). De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 16, las cepas Da29
y Aa9 inoculadas en interaccion con HMA incrementaron los parametros de altura,
botones florales, flores, peso fresco y seco aéreo en comparacion a sus respectivos
tratamientos sin interaccion. Por otro lado la cepa Aa7 presentd un efecto inverso, ya
que al ser inoculada de manera independiente presentd valores mayores a los de la

interaccion con HMA. Cabe resaltar que todos los tratamientos evaluados presentaron

un efecto positivo sobre los pardmetros evaluados con respecto el control sin inocular.

Tabla 16 Altura, Numero de botones florales y flores de aguaymanto a los seis
meses de ensayo.

Tratamientos Altura N” Botones N° Flores PFA PSA
(cm) Florales

Control 43.70+4.65 2+0.96 1+£082 13.92+6.56 2.13+1.26
Da29 4453+488 3+0.00 2+0.00 16.34+3.27 2.35+0.32
Da29 - M 52.38+2.63 4+1.38 4+100 1891+3.08 3.07+0.62
Aa9 50.73+456 3+1.96 2+058 19.76 £2.58 2.78+0.30
Aa9 - M 4580+276 2+1.38 4+1.73 22.62+4.41 3.85+0.45
Aa7 50.98+456 10+ 1.63 3+0.82 26.82+2.63 3.60+0.58
Aa7-M 4863+445 5+1.29 2+0.82 19.02+231 2.83+0.44

M 47.70+455 9+1.77 2+0.73 2435+280 3.37+0.31

M: Inoculacion con HMA. Medias aritméticas + desviacion estandar de

experimentos por triplicado. PFA: Peso fresco aéreo. PSA: Peso seco aereo
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Aa9-M
Da29-M Aa7-M Control M

Figura 29 Efecto de interaccion de cepas PGPR con HMA en plantas de
aguaymanto en invernadero a los seis meses del ensayo.

Finalmente se realizd la evaluacion del peso freso radicular y peso seco radicular,
encontrandose que la cepa Aa7 incrementd significativamente este pardmetro con
respecto al tratamiento en interaccion y a los controles con HMA y sin inocular. Por
otro lado las cepas Da29 y Aa9 presentaron un incremento significativo con
respecto al control sin inocular y valores similares en los tratamientos con
interaccion (Tabla 17). De estos resultados podemos inferir que el efecto en los

parametros aéreos es coherente con el reflejado en el desarrollo radicular.
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Tabla 17 Peso fresco radicular y peso seco radicular por efecto de interacciéon de
cepas PGPR con HMA en plantas de aguaymanto

Tratamientos PFR PSR

Control 437 +0.26° 0.89 +0.64°
Da29 9.93+0.27° 1.43+0.26%¢
Da29-M | 8.38+0.28% 1.38+1.02%¢
Aa9 10.55 +0.24°  1.60 +0.31°°
Aag9 - M 10.70 +0.40° 1.51 +1.29"
Aa7 16.24 +0.68° 1.97 +0.67°
Aa7 - M 9.50 +0.26°  1.35+0.33%

M 10.86 +0.61°  1.50 +0.38™

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a
la prueba de Rangos Mudltiples de LSD (P=0.05). M: Inoculacién con HMA. Medias
aritméticas + desviacion estandar de experimentos por triplicado

c. Infeccion de Hongos formadores de micorrizas (HMA)

Al finalizar el ensayo se evalud el porcentaje de infeccién y cantidad de esporas
producidas por efecto de los tratamientos evaluados. Como se observa en la tabla 1, se
encontrd que los tratamientos inoculados con las cepas Aa7 y Aa9 en interaccion con
figura 30, HMA presentaron un incremento significativo del porcentaje de infeccion con
respecto al control sin inocular, asimismo la cepa Da29 en interacciébn con HMA
incremento significativamente en un 500% el porcentaje de infeccion con respecto al
tratamiento sin interaccion. Por otro lado no se encontraron resultados significativos
para la cantidad de esporas entre los distintos tratamientos, sin embargo todos
presentaron valores superiores al control sin inocular. Los valores por los tratamientos

en interaccion obtenidos fueron mayores a los encontrados en campo (punto 6.7.1).

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Azcon-Aguilar y Barea (1997) quienes
describieron que uno de los factores que afecta el establecimiento de los hongos
micorricicos es su interaccion con otros microorganismos. De esta manera se explica el
incremento de la colonizacién de los hongos micorricicos en los tratamientos en

interaccidn con respecto a los tratamientos solo con cepas PGPR.
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Tabla 18 Porcentaje de Infeccion y Cantidad de esporas por efecto de interaccion
de cepas PGPR con HMA en plantas de aguaymanto

Codigo | % Infeccion N° Esporas Total/ g

Control 30 + 0.58° 11.15+ 1.03
Da29 30+0.58*  16.05+ 2.74
Da29 - M 60 + 0.82% 1570 +2.58
Aag 45+0.58%  14.45+2.38
Aa9-M 80+0.58°  16.63+2.79
Aa7 55+ 1.41%°  14.03 +2.41
Aa7-M 85+2.22°  16.88+2.61
M 85+1.63  14.18+2.38

Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren significativamente de acuerdo a
la prueba de Rangos Multiples de LSD (P=0.05). M: Inoculacion con HM. Medias
aritméticas + desviacion estandar de experimentos por triplicado.

.
.
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Figufa 30 Formacion de hifas y arbusculos en la infeccion de HMA en los
tratamientos en interaccion con Da29 (A) y Aa7 (B). Aly Bl a 40 X; A2y B2 a 100

o
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d. Evaluacion de la produccion de frutos por influencia de la interaccion de cepas
PGPR con HMA

Se evalud el nimero de frutos obtenidos por efecto de los tratamientos evaluados. Los
frutos se observaron a partir del tercer mes del ensayo, reportandose en el tratamiento
con HMA. De acuerdo a la produccion de frutos se pudo encontrar que todos los
tratamientos evaluados presentaron valores superiores al control sin inocular. La cepa
Aa9 presentd un incremento significativo de 110% con respecto a su tratamiento en
interaccion con HMA. Por otro lado la inoculacion de la cepa Aa7 en interaccion con

HMA presentd valores menores que el tratamiento sin interaccién (Fig. 31).

9,00 -

S 6,00 -

o

o

£ 3,00

S

< 2,00
1,00
0,00

Control Da29 Da29-M Aa9 Aa9-M Aa7 Aa7-M M

frutos /
> o
o o
o o

1 1

Figura 31 Numero de frutos por efecto de la interaccion de cepas PGPR con HMA

Asimismo se midio el diametro y peso de los frutos obtenidos en cada uno de los
tratamientos evaluados. Se pudo encontrar que todas las cepas evaluadas presentaron un
incremento con respecto a los tratamientos en interaccion y a los controles sin inocular y
con HMA. Es asi como se resalta el efecto de la cepa Da29 en interaccion con HMA
que presentd un incremento significativo de 86% y 39% para el peso y didmetro

respectivamente con respecto al tratamiento sin interaccién (Tabla 19, Fig. 32).
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Por ultimo cabe mencionar que la cepa en interaccion Da29 incrementd
significativamente en un 640% el peso total fruto/ planta con respecto al control sin
inocular. Esta misma tendencia se dio con respecto al tratamiento sin interaccion y al
tratamiento solo con HMA.. De estos resultados se puede inferir la tendencia de que hay
una interaccion positiva de las bacterias PGPR empleadas con hongos formadores de

micorrizas en aguaymanto.

Tabla 19 Peso y Didmetro de los frutos producidos por efecto de interaccion de
cepas PGPR con HMA

Peso (g.) / Peso (g.) / Diametro
Planta Fruto (cm)

Control 0.65+0.22°  0.30+0.07° 0.55+0.07%
Da29 2.69+0.96® 033+0.10* 0.60+0.08%®
Da29-M | 4.83+0.70° 061+0.16° 0.76 +0.11°
Aag 5.16 +0.88°  0.54+0.08° 0.78 +0.05°
Aag -M 272+024® 060+011° 0.76 +0.11°
Aa7 5.00+0.33° 0.44+0.07* 0.68 +0.05%¢
Aa7-M | 3.83+047° 0.59+0.05° 0.78+0.05°
M 3.81 +0.50%° 0.44+0.23®® 0.70 +0.14"

Medias aritméticas + desviacion estandar de experimentos por triplicado

Figura 32 Frutos de aguaymanto producidos por interaccion de cepas PGPR con
HMA. A: Da29 - M; B: Aa9 — M; C: Aa7 - M; D: Control sin inocular; E: Control
con HMA



e. Evaluacion de la produccion de acido ascorbico en planas de aguaymanto por
efecto de la interaccion de PGPR con HMA

El aguaymanto es un fruto con un alto porcentaje de acido ascorbico. Este &cido es de
vital importancia debido a sus propiedades antioxidantes. Se midié la cantidad de acido
ascorbico en los frutos de la interaccion Da29 y los controles en interaccion con HMA y
sin inocular. Se eligié esta interaccion ya que de los resultados previamente obtenidos
se puede desprender que hay un efecto sinérgico de la cepa Da29 en interaccion con
HMA. De acuerdo a los resultados presentados en la figura 33 se puede observar que la
cepa Da29 en interaccion con HMA presenta un incremento en la concentracion de
acido ascorbico en los frutos producidos, asimismo la inoculacién con HMA tuvo un
efecto mayor. Cabe resaltar que el valor obtenido en este ensayo es correspondiente con
el valor encontrado en el estudio realizado por Repo y Encina (2008), 28.51 mg/100g,
realizado en aguaymantos nativos para la fase de maduracidn obtenida en el presente

trabajo.

33.04mg
31.1mg

22mg

Control Da29 - M M

Figura 33 Cantidad de Ac. Ascorbico por 100gr de fruto. M: Inoculacion con
HMA
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VIlI. CONCLUSIONES

Se aislaron un total de 30 bacterias diazotrofas, de las cuales el 93.3% fueron
mucosas e incoloras. Asimismo se aislaron 18 actinomicetos, de los cuales un
88.89% fueron pulverulentas con presencia de micelio aéreo, y un 11.11% presento

pigmentos difusibles al medio virando el color del medio.

De un total de 30 cepas de diazotrofos de vida libre se encontraron 7 perfiles BOX
diferentes. Luego de realizar el secuenciamiento e identificacion, de acuerdo a la
secuencia ARN 16S, se encontraron 3 cepas relacionadas a Rahnella aqualitis
(Dal5, Da29 y Da26), 1 cepa realacionada a Pesudomona protegens (Da30), 1 cepa
relacionada a Stenotrophomonas maltophilia (Da8), 1 cepa relacionada a
Stenotrophomonas rhizophila (Da27) y 1 cepa relacionada a Agrobacterium fabrum
(Da2).

En cuanto a la capacidad PGPR, se encontrd que 19 de 30 cepas diazétrofas (67
%) produjeron de 2.98 a 81.78 ug/ml de AlA 'y 18 cepas de actinomicetos (100 %)
produjeron de 4.34 a 68.36 ug/ml. Asimismo en la solubilizacion de fosfato 19
cepas diazotrofas (63 %) y 4 cepas de actinomicetos (22%) presentaron halos de 0.5
a 2.25 cm cuando se utilizdé el medio bicalcico, 21 cepas diazotrofas (70 %) y 4
actinomicetos (22%) presentaron halos de solubilizacién entre 0.5y 2 cm en medio

tricélcico.

En los ensayos a nivel de laboratorio, la cepa relacionada a Rahnella aqualitis
(Da29) y el actinomiceto Aa7 incrementaron el porcentaje de germinacion y numero
de semillas pubescentes. La cepa relacionada a Rahnella aqualitis (Da29), y los
actinomicetos Aa7 y Aa9 incrementaron significativamente el porcentaje de
emergencia de las plantas de aguaymanto. Asimismo la cepa relacionada a Rahnella

aqualitis (Da29) incrementd significativamente, en un 141%, el peso fresco de las



raices inoculadas con respecto al control sin inocular, este mismo efecto ocurrid en

la altura y peso fresco aéreo, en un 21% y 400% respectivamente.

En los ensayos a nivel de invernadero en la etapa de prefloracion los tratamientos
de la cepa relacionada a Rahnella aqualitis (Da29) y el actinomiceto Aa7, ambas en
interaccion con hongos formadores de micorrizas arbusculares, incrementaron
significativamente en un 10 y 30 por ciento, con respecto al control sin inocular, la
cantidad de fosforo en las plantas. En la etapa de cosecha el actinomiceto Aa9, en
interaccion con hongos formadores de micorrizas arbusculares, incremento
significativamente el peso seco de la raiz (1.59g) con respecto al control sin inocular
(0.899).

La cepa relacionada a Rahnella aqualitis (Da29) y los actinomicetos Aa7 y Aa9,
inoculados en interaccion con hongos formadores de micorrizas incrementaron
significativamente, hasta en un 650% (Da29 — M) en el peso total de los frutos por
planta, un 103% (Da29-M) en el peso de un fruto y un 42% (Aa7-M) en el diametro
del fruto con respecto al control sin inocular. Asimismo la interaccién micorricica
con la cepa relacionada a Rahnella aqualitis (Da29) incrementd la concentracién de

acido ascorbico en un 41 % con respecto al control sin inocular.
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VIiIl. RECOMENDACIONES

Realizar en analisis molecular de diversidad microbiana para las cepas de

actinomicetos aislados, lo que permitira una posterior identificacion.

Evaluar un método cuantitativo de solubilizacion de fosfato en las cepas analizadas

con la finalidad mejorar el andlisis de los diversos comportamientos encontrados.

Determinar otras capacidades promotoras de crecimiento vegetal para los grupos
bacterianos analizados como: compuestos volatiles, sideréforos, antibidticos, efecto

antagdnico contra hongos patogenos.

Realizar pruebas de interaccion entre los grupos microbianos analizados y probar su
efecto en consorcio con hongos formadores de micorrizas como promotores de

crecimiento vegetal.

Realizar la caracterizacion molecular de los hongos formadores de micorrizas

utilizados en el presente estudio

Evaluar otras formas de inoculacion para la interaccion entre bacterias PGPR y
hongos formadores de micorrizas, con la finalidad de evaluar el método mas

efectivo para el efecto sinérgico.
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ANEXO 2 ANALISIS ACIDO ASCORBICO FRUTOS AGUAYMANTO

Facultad de Industrias Alimentarias
Laboratorio de Analisis Fisico-Quimico de Alimentos

INFORME DE ENSAYOS
N°20-09-13
Producto :Aguaymanto
Marca : S'M
Identificacién de muestra :+T1; T3; T8
Niimero de muestras : 01de cada uno
Cantidad recibida : 30g aprox. Por muestra proporcionada por el solicitante
Forma de presentacién : 01 bolsas de cada uno
Fecha de recepcién +21/08/2013
Ensayo solicitado : determinaci6n de vitamina C.
Resultados:
N° de muestras Ensayos Resultados
e Tl L L 22 .0mg Ac.Asc/100g muestra
e T3 * Determinacién de vitamina C 31.1 mg Ac.Asc/100g muestra
e T8 33.04 mg Ac.Asc/100g muestra

Meétodos utilizados en el laboratorio:

1. Determinacion de Vitamina C segin el método AOAC 967.21

Advertencia:

- El muestreo, las condiciones de muestreo hasta su ingreso a los Laboratorios de Anilisis Fisico-Quimico de
Alimentos -FIAL-UNALM son de responsabilidad del solicitante

- Los resultados son vélidos solo para la cantidad recibida

Fecha de realizaci6n de los ensayos: del 13/08/13 al 28/08/13

La Molina, 03 de _Setiembre del 2013

Ing. Mg Sc Carlos Elias Pefiafiel
Jefe del Laboratorio de Andlisis
Fisico-Quimico de Alimentos
FIAL-UNALM
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ANEXO 3 ANALISIS ESTADISTICOS

e Porcentaje de Infeccibn de HMA en raices de plantas de Aguaymanto

inoculadas con bacterias PGPR.

Tabla ANOVA para Porcentaje de Infeccion por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |5519.56 4 1379.89 3.34 0.0383
Intra grupos 6204.13 15 [413.609

Total (Corr.) |11723.7 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para Porcentaje de Infeccion por Tratamientos

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media Grupos Homogéneos
ACT7 4 27.775 X

Control 4 63.89 X

Bac3M?2 4 69.445 X

Ps42 4 69.4475 X

Az016M?2 4 72.2225 X

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
ACT7 - Az016M?2 * -44.4475 30.6518
ACT7 - Bac3M2 * -41.67 30.6518
ACT7 - Control * -36.115 30.6518
ACT7 - Ps42 * -41.6725 30.6518
Az016M2 - Bac3M2 2.7775 30.6518
Az016M2 - Control 8.3325 30.6518
Az016M2 - Ps42 2.775 30.6518
Bac3M?2 - Control 5.555 30.6518
Bac3M2 - Ps42 -0.0025 30.6518
Control - Ps42 -5.5575 30.6518

* indica una diferencia significativa.

e Germinacion de semillas de Aguaymanto por efecto de cepas PGPR

Tabla ANOVA para Germinacion 5 dias por Caédigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |2538.61 4 634.653 6.98 0.0022
Intra grupos 1364.8 15 ]90.9865

Total (Corr.) |3903.41 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para Germinacion 5 dias por Cédigo
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Método: 95.0 porcentaje LSD

Codigo [Casos |Media |Grupos Homogéneos
Da30 4 0 X

Aa9 4 2.5625 |X

Da29 4 8.0 XX

Control (4 17.0 XX

Aa7 4 31.0 X

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Aa7 - Aa9 * 28.4375 14.3764
Aa7 - Control 14.0 14.3764
Aa7 - Da29 23.0 14.3764
Aa7 - Da30 31.0 14.3764
Aa9 - Control -14.4375 14.3764
Aa9 - Da29 -5.4375 14.3764
Aa9 - Da30 2.5625 14.3764
Control - Da29 9.0 14.3764
Control - Da30 * 17.0 14.3764
Da29 - Da30 8.0 14.3764

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Germinacion 6 dia por Cédigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  [15172.1 4 |3793.01 9.27 0.0006
Intra grupos 6139.19 15 1409.279

Total (Corr.) |21311.2 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para Germinacion 6 dia por Cédigo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Codigo [Casos |Media |Grupos Homogéneos

Aa9 4 13.125 |X

Da30 4 15.0 X

Control (4 41.0 XX

Da29 4 47.0 X

Aa7 4 89.0 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

Aa7 - Aa9 * 75.875 30.4909

Aa7 - Control * 48.0 30.4909

Aa7 - Da29 * 42.0 30.4909

Aa7 - Da30 * 74.0 30.4909

Aa9 - Control -27.875 30.4909

Aa9 - Da29 * -33.875 30.4909

Aa9 - Da30 -1.875 30.4909

Control - Da29 -6.0 30.4909

Control - Da30 26.0 30.4909

Da29 - Da30 * 32.0 30.4909

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Pubescencia 8 dia por Cédigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |4277.74 4 1069.44 4.62 0.0124
Intra grupos 3469.91 15 [231.327

Total (Corr.) |7747.65 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para Pubescencia 8 dia por Cédigo
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Método: 95.0 porcentaje LSD

Codigo [Casos |Media Grupos Homogéneos
Aa9 4 62.5825 |X

Da30 4 65.375 X

Control |4 76.7925 [XX

Da29 4 92.0 XX

Aa7 4 100.0 X

Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Aa7 - Aa9 * 37.4175 22.9231
Aa7 - Control * 23.2075 22.9231
Aa7 - Da29 8.0 22.9231
Aa7 - Da30 * 34.625 22.9231
Aa9 - Control -14.21 22.9231
Aa9 - Da29 * -29.4175 22.9231
Aa9 - Da30 -2.7925 22.9231
Control - Da29 -15.2075 22.9231
Control - Da30 11.4175 22.9231
Da29 - Da30 * 26.625 22.9231

* indica una diferencia significativa.

e Emergencia de las plantulas de aguaymanto por efecto de cepas PGPR

Tabla ANOVA para Emergencia 13 dias por Cédigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |1830.0 4 457.5 3.39 0.0365
Intra grupos 2025.0 15 |135.0

Total (Corr.) |3855.0 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para Emergencia 13 dias por Cédigo

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Codigo |Casos |Media |Grupos Homogéneos
C 4 30.0 X

Da30 4 42.5 XX

Aa23 4 50.0 X

Aa25 4 52.5 X

Da29 4 57.5 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa23 - Aa25 -2.5 17.5117
Aa23 - C * 20.0 17.5117
Aa23 - Da29 -7.5 17.5117
Aa23 - Da30 7.5 17.5117
Aa25 - C * 22.5 17.5117
Aa25 - Da29 -5.0 17.5117
Aa25 - Da30 10.0 17.5117

C - Da29 * -27.5 17.5117

C - Da30 -12.5 17.5117
Da29 - Da30 15.0 17.5117

* indica una diferencia significativa.
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e Crecimiento de plantulas de aguaymanto inoculadas con cepas PGPR

Tabla ANOVA para PFR por Cédigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  [0.0266378 4 0.00665944 3.81 0.0248
Intra grupos 0.0262032 15 ]0.00174688

Total (Corr.) |0.052841 19

Pruebas de Mdltiple Rangos para PFR por Cédigo

Método: 95.0 por

centaje LSD

Codigo [Casos |Media Grupos Homogéneos
Control |4 0.0691 X

Aa7 4 0.0762625 [X

Aa9 4 0.082 X

Da30 4 0.1205 XX

Da29 4 0.166625 X

Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
Aa7 - Aa9 -0.0057375 0.062993
Aa7 - Control 0.0071625 0.062993
Aa7 - Da29 * -0.0903625 0.062993
Aa7 - Da30 -0.0442375 0.062993
Aa9 - Control 0.0129 0.062993
Aa9 - Da29 * -0.084625 0.062993
Aa9 - Da30 -0.0385 0.062993
Control - Da29 * -0.097525 0.062993
Control - Da30 -0.0514 0.062993
Da29 - Da30 0.046125 0.062993

* indica una diferencia significativa.

e Efecto de inoculacion HMA a los 15 dias en plantulas de aguaymanto a nivel de

laboratorio.

Tabla ANOVA para Numero de hojas por Cddigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |0.552288 1 0.552288 4.05 0.0527
Intra grupos 4.36601 32 ]0.136438

Total (Corr.) [4.9183 33

Pruebas de Mdltiple Rangos para Numero de hojas por Codigo

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Codigo |Casos |Media [Grupos Homogéneos

C 17 44902 |X

M 17 47451 |X

Contraste |Sig. |Diferencia [+/- Limites

C-M -0.254902  ]0.258069

* indica una diferencia significativa.

e Efecto en la etapa de prefloracion

Tabla ANOVA para Altura M2 por Tratamientos
[Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  |Razén-F [valor-P
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Entre grupos  |192.48 7 27.4971 1.39 0.2564
Intra grupos 476.148 24 119.8395
Total (Corr.) [668.627 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para Altura M2 por Tratamientos
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media [Grupos Homogéneos
C 4 19.8 X

7 4 21775 |XX

9M 4 22.95 XXX

9 4 232 XXX

™ 4 23.375 |XXX

M 4 23775 |XXX

29 4 26.325 XX

29M 4 28.325 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

29 - 29M -2.0 6.50039

29-7 4.55 6.50039

29 -7M 2.95 6.50039

29-9 3.125 6.50039

29 - 9M 3.375 6.50039

29-C * 6.525 6.50039

29-M 2.55 6.50039

29M - 7 * 6.55 6.50039

29M - 7TM 4.95 6.50039

29M -9 5.125 6.50039

29M - 9M 5.375 6.50039

29M -C * 8.525 6.50039

29M - M 4.55 6.50039

7-7M -1.6 6.50039

7-9 -1.425 6.50039

7-9M -1.175 6.50039

7-C 1.975 6.50039

7-M -2.0 6.50039

7™M -9 0.175 6.50039

7™ - 9M 0.425 6.50039

™M-C 3.575 6.50039

™M -M -0.4 6.50039

9-9M 0.25 6.50039

9-C 34 6.50039

9-M -0.575 6.50039

9M - C 3.15 6.50039

9M - M -0.825 6.50039

C-M -3.975 6.50039

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para PF por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |10.2641 7 1.4663 1.01 0.4857
Intra grupos 11.5606 8 1.44507
Total (Corr.) |21.8247 15

Pruebas de Multiple Rangos para PF por Tratamientos
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Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media [Grupos Homogéneos
C 2 2.255 |X

25 2 3.0 X

25M 2 3.295 |X

29 2 3.985 |X

23M 2 4.21 X

23 2 4405 X

M 2 4.5 X

29M 2 4.69 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
23 -23M 0.195 2.77208
23-25 1.405 2.77208
23 - 25M 1.11 2.77208
23-29 0.42 2.77208
23 - 29M -0.285 2.77208
23-C 2.15 2.77208
23-M -0.095 2.77208
23M - 25 1.21 2.77208
23M - 25M 0.915 2.77208
23M - 29 0.225 2.77208
23M - 29M -0.48 2.77208
23M-C 1.955 2.77208
23M - M -0.29 2.77208
25 - 25M -0.295 2.77208
25-29 -0.985 2.77208
25 -29M -1.69 2.77208
25-C 0.745 2.77208
25-M -1.5 2.77208
25M - 29 -0.69 2.77208
25M - 29M -1.395 2.77208
25M -C 1.04 2.77208
25M - M -1.205 2.77208
29 - 29M -0.705 2.77208
29-C 1.73 2.77208
29-M -0.515 2.77208
29M - C 2.435 2.77208
29M - M 0.19 2.77208
C-M -2.245 2.77208

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para PS por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [0.235544 7 0.0336491 1.53 0.2818
Intra grupos 0.17615 8 0.0220188

Total (Corr.) ]0.411694 15

Pruebas de Mdltiple Rangos para PS por Tratamientos

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media [Grupos Homogéneos
C 2 0.245 |X

25 2 0.3 XX

25M 2 0.31 XX

29 2 0.38 XX

23M 2 0.465 XX

29M 2 0.495 XX

23 2 0.57 XX

M 2 0.59 X
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Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
23 -23M 0.105 0.342182
23-25 0.27 0.342182
23 - 25M 0.26 0.342182
23-29 0.19 0.342182
23 -29M 0.075 0.342182
23-C 0.325 0.342182
23-M -0.02 0.342182
23M - 25 0.165 0.342182
23M - 25M 0.155 0.342182
23M - 29 0.085 0.342182
23M - 29M -0.03 0.342182
23M-C 0.22 0.342182
23M - M -0.125 0.342182
25 - 25M -0.01 0.342182
25-29 -0.08 0.342182
25 - 29M -0.195 0.342182
25-C 0.055 0.342182
25-M -0.29 0.342182
25M - 29 -0.07 0.342182
25M - 29M -0.185 0.342182
25M - C 0.065 0.342182
25M - M -0.28 0.342182
29 - 29M -0.115 0.342182
29-C 0.135 0.342182
29-M -0.21 0.342182
29M - C 0.25 0.342182
29M - M -0.095 0.342182
C-M * -0.345 0.342182

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para K% por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |1.30687 7 0.186696 5.69 0.0128
Intra grupos 0.2625 8 0.0328125

Total (Corr.) |1.56937 15

Pruebas de Multiple Rangos para K% por Tratamientos

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media |Grupos Homogéneos
M 2 3.7 X

Aa7 2 3.7 X

Da29 - M 2 3.75 X

Aa7-M 2 3.8 XX

Aa9-M 2 3.85 XX

Aad 2 3.875 |XX

Da29 2 4.2 XX

Control 2 4.575 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7-M -0.1 0.417716
Aa7 - Aa9 -0.175 0.417716
Aa7 - Aa9 - M -0.15 0.417716
Aa7 - Control -0.875 0.417716
Aa7 - Da29 -0.5 0.417716
Aa7 - Da29- M -0.05 0.417716
Aa7’ - M 0 0.417716
Aa7 - M - Aa9 -0.075 0.417716
Aa7-M-Aa9-M -0.05 0.417716
Aa7 - M - Control * -0.775 0.417716
Aa7 - M - Da29 -0.4 0.417716
Aa7 - M - Da29 - M 0.05 0.417716
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Aa7 -M-M 0.1 0.417716
Aag - Aa9 - M 0.025 0.417716
Aa9 - Control * -0.7 0.417716
Aa9 - Da29 -0.325 0.417716
Aa9 - Da29 - M 0.125 0.417716
Aad - M 0.175 0.417716
Aa9 - M - Control * -0.725 0.417716
Aa9 - M - Da29 -0.35 0.417716
Aa9 - M -Da29 - M 0.1 0.417716
Aa9-M-M 0.15 0.417716
Control - Da29 0.375 0.417716
Control - Da29 - M * 0.825 0.417716
Control - M * 0.875 0.417716
Da29 - Da29 - M * 0.45 0.417716
Da29 - M * 0.5 0.417716
Da29-M-M 0.05 0.417716

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para N% por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |0.364594 7 0.0520848 8.38 0.0038
Intra grupos 0.04975 8 0.00621875

Total (Corr.) |0.414344 15

Pruebas de Mdltiple Rangos para N% por Tratamientos

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media [Grupos Homogéneos
M 2 1.695 |X

Da29 - M 2 1.83 XX

Aa9 2 1.88 XX

Aa9 - M 2 1.945 XX

Control 2 2.0 XXX

Aa7 2 2.03 XX

Da29 2 2.155 X

Aa7 -M 2 2.17 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7-M -0.14 0.18185
Aa7 - Aa9 0.15 0.18185
Aa7-Aa9-M 0.085 0.18185
Aa7 - Control 0.03 0.18185
Aa7 - Da29 -0.125 0.18185
Aa7 - Da29 - M * 0.2 0.18185
Aa7-M * 0.335 0.18185
Aa7 - M - Aa9 * 0.29 0.18185
Aa7-M-Aa9 - M * 0.225 0.18185
Aa7 - M - Control 0.17 0.18185
Aa7 - M - Da29 0.015 0.18185
Aa7 - M -Da29-M 0.34 0.18185
Aa7-M-M 0.475 0.18185
Aa9- A9 - M -0.065 0.18185
Aa9 - Control -0.12 0.18185
Aa9 - Da29 * -0.275 0.18185
Aa9 - Da29 - M 0.05 0.18185
Aa9 - M * 0.185 0.18185
Aa9 - M - Control -0.055 0.18185
Aa9 - M - Da29 * -0.21 0.18185
Aa9 - M - Da29 - M 0.115 0.18185
Aa9-M-M * 0.25 0.18185
Control - Da29 -0.155 0.18185
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Control - Da29 - M 0.17 0.18185
Control - M 0.305 0.18185
Da29 - Da29 - M 0.325 0.18185
Da29 - M 0.46 0.18185
Da29-M-M 0.135 0.18185

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para P% por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  |0.007975 7 0.00113929 15.19 0.0005
Intra grupos 0.0006 8 0.000075

Total (Corr.) {0.008575 15

Pruebas de Mdltiple Rangos para P% por Tratamientos

Meétodo: 95.0 por

centaje LSD

Tratamientos |Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 2 0.2 X

Aa7 2 0.205 XX

M 2 0.21 XX

Da29 - M 2 0.22 XX

Aa9-M 2 0.235 XX

Da29 2 0.24 XX

Aa7 - M 2 0.255 XX

Aa9 2 0.265 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7 - M * -0.05 0.0199706
Aa7 - Aa9 -0.06 0.0199706
Aa7 - A9 - M -0.03 0.0199706
Aa7 - Control 0.005 0.0199706
Aa7 - Da29 * -0.035 0.0199706
Aa7 - Da29 - M -0.015 0.0199706
Aa7 - M -0.005 0.0199706
Aa7 - M - Aa9 -0.01 0.0199706
Aa7-M-Aa9-M * 0.02 0.0199706
Aa7 - M - Control 0.055 0.0199706
Aa7 - M - Da29 0.015 0.0199706
Aa7-M-Da29 - M * 0.035 0.0199706
Aa7-M-M * 0.045 0.0199706
Aa9 - Aa9 - M * 0.03 0.0199706
Aa9 - Control * 0.065 0.0199706
Aa9 - Da29 * 0.025 0.0199706
Aa9 - Da29 - M * 0.045 0.0199706
Aag - M * 0.055 0.0199706
Aa9 - M - Control * 0.035 0.0199706
Aa9 - M - Da29 -0.005 0.0199706
Aa9 - M - Da29 - M 0.015 0.0199706
Aa9-M-M * 0.025 0.0199706
Control - Da29 -0.04 0.0199706
Control - Da29 - M -0.02 0.0199706
Control - M -0.01 0.0199706
Da29 - Da29 - M 0.02 0.0199706
Da29 - M 0.03 0.0199706
Da29-M-M 0.01 0.0199706

* indica una diferencia significativa.

o Etapa de cosecha (6 meses)

Tabla ANOVA para PF AEREO por Tratamiento
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Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  |Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |497.875 7 71.125 2.07 0.0868
Intra grupos 823.988 24 134.3328

Total (Corr.) |1321.86 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para PF AEREO por Tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Casos [Media Grupos Homogéneos

C 4 13.9175 |X

29 4 16.3425 |XX

29M 4 18.9125 |XXX

23M 4 19.0225 |XXX

25 4 19.755 XXX

25M 4 22.6175 XX

M 4 24.3525 XX

23 4 26.8175 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

23-23M 7.795 8.55124

23-25 7.0625 8.55124

23 -25M 4.2 8.55124

23-29 * 10.475 8.55124

23-29M 7.905 8.55124

23-C * 12.9 8.55124

23-M 2.465 8.55124

23M - 25 -0.7325 8.55124

23M - 25M -3.595 8.55124

23M - 29 2.68 8.55124

23M - 29M 0.11 8.55124

23M -C 5.105 8.55124

23M-M -5.33 8.55124

25 - 25M -2.8625 8.55124

25-29 3.4125 8.55124

25-29M 0.8425 8.55124

25-C 5.8375 8.55124

25-M -4.5975 8.55124

25M - 29 6.275 8.55124

25M - 29M 3.705 8.55124

25M-C * 8.7 8.55124

25M - M -1.735 8.55124

29 - 29M -2.57 8.55124

29-C 2.425 8.55124

29-M -8.01 8.55124

29M-C 4.995 8.55124

29M - M -5.44 8.55124

C-M * -10.435 8.55124

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para PS AEREOQ por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |9.96619 7 1.42374 2.28 0.0623
Intra grupos 14.9717 24 10.623821

Total (Corr.) |24.9379 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para PS AEREO por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje LSD

99




Tratamiento |Casos [Media |Grupos Homogéneos
C 4 2.13 X

29 4 2.345 XX

25 4 27775 |XXX

23M 4 2.8275 |XXX

29M 4 3.0725 |XXX

M 4 3.37 XX

23 4 3.605 X

25M 4 3.8475 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites

23 - 23M 0.7775 1.15267

23-25 0.8275 1.15267

23 - 25M -0.2425 1.15267

23-29 * 1.26 1.15267

23 - 29M 0.5325 1.15267

23-C * 1.475 1.15267

23-M 0.235 1.15267

23M - 25 0.05 1.15267

23M - 25M -1.02 1.15267

23M - 29 0.4825 1.15267

23M - 29M -0.245 1.15267

23M -C 0.6975 1.15267

23M - M -0.5425 1.15267

25 - 25M -1.07 1.15267

25-29 0.4325 1.15267

25 - 29M -0.295 1.15267

25-C 0.6475 1.15267

25-M -0.5925 1.15267

25M - 29 * 1.5025 1.15267

25M - 29M 0.775 1.15267

25M - C * 1.7175 1.15267

25M - M 0.4775 1.15267

29 - 29M -0.7275 1.15267

29-C 0.215 1.15267

29-M -1.025 1.15267

29M - C 0.9425 1.15267

29M - M -0.2975 1.15267

C-M * -1.24 1.15267

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Botones Florales M6 por Tratamientos
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [59.875 7 8.55357 1.12 0.3856
Intra grupos 184.0 24 |7.66667
Total (Corr.) |243.875 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para Botones Florales M6 por Tratamientos

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media [Grupos Homogéneos
9 4 1.75 X

C 4 2.25 XX

29M 4 2.5 XX

29 4 3.0 XX

IM 4 3.5 XX

™ 4 3.5 XX

7 4 4.75 XX

M 4 6.25 X

[Contraste  [Sig. [Diferencia [+/- Limites |
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29 - 29M 0.5 4.04089
29-7 -1.75 4.04089
29-7M -0.5 4.04089
29-9 1.25 4.04089
29 - 9M -0.5 4.04089
29-C 0.75 4.04089
29-M -3.25 4.04089
29M -7 -2.25 4.04089
29M - TM -1.0 4.04089
29M -9 0.75 4.04089
29M - 9M -1.0 4.04089
29M -C 0.25 4.04089
29M - M -3.75 4.04089
7-T™M 1.25 4.04089
7-9 3.0 4.04089
7-9M 1.25 4.04089
7-C 2.5 4.04089
7-M -1.5 4.04089
™M-9 1.75 4.04089
7M - 9M 0 4.04089
™M-C 1.25 4.04089
™M-M -2.75 4.04089
9-9M -1.75 4.04089
9-C -0.5 4.04089
9-M * -4.5 4.04089
9M-C 1.25 4.04089
IM -M -2.75 4.04089
C-M -4.0 4.04089

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para N° Flores M6 por Tratamientos

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  |28.6797 7 4.0971 1.81 0.1306
Intra grupos 54,1875 24 (2.25781

Total (Corr.) [82.8672 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para N° Flores M6 por Tratamientos

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamientos |Casos |Media [Grupos Homogéneos
29M 4 0.5 X

C 4 1.0 XX

M 4 15 XXX
9 4 1.5 XXX
29 4 2.0 XXX
™ 4 2.0 XXX
7 4 3.125 XX
IM 4 3.5 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
29 - 29M 15 2.1929
29-7 -1.125 2.1929
29 -7M 0 2.1929
29-9 0.5 2.1929
29-9M -1.5 2.1929
29-C 1.0 2.1929
29-M 0.5 2.1929
29M - 7 * -2.625 2.1929
29M - 7TM -1.5 2.1929
29M -9 -1.0 2.1929
29M - 9M * -3.0 2.1929

101




29M - C -0.5 2.1929
29M - M -1.0 2.1929
7-TM 1.125 2.1929
7-9 1.625 2.1929
7-9M -0.375 2.1929
7-C 2.125 2.1929
7-M 1.625 2.1929
™M -9 0.5 2.1929
7™M - 9M -1.5 2.1929
™M-C 1.0 2.1929
™M-M 0.5 2.1929
9-9M -2.0 2.1929
9-C 0.5 2.1929
9-M 0 2.1929
9M -C * 2.5 2.1929
M -M 2.0 2.1929
C-M -0.5 2.1929

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA

para % Infeccién por Codigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  [14750,0 7 2107,14 3,42 0,0112
Intra grupos 14800,0 24 616,667

Total (Corr.) |29550,0 31

Pruebas de Multiple Rangos para % Infeccidon por Codigo

Método: 95.0 porcentaje LSD

Caodigo Casos |Media |Grupos Homogéneos
29 4 30,0 X

Control 4 30,0 X

9 4 45,0 XX

7 4 55,0 XXX

29M 4 60,0 XXX

9M 4 80,0 XX

M 4 85,0 X

™ 4 85,0 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
29 - 29M -30,0 36,2409
29-7 -25,0 36,2409
29-7M * -55,0 36,2409
29-9 -15,0 36,2409
29 -9M * -50,0 36,2409
29 - Control 0,0 36,2409
29-M * -55,0 36,2409
29M -7 5,0 36,2409
29M - 7TM -25,0 36,2409
29M - 9 15,0 36,2409
29M - 9M -20,0 36,2409
29M - Control 30,0 36,2409
29M - M -25,0 36,2409
7-7M -30,0 36,2409
7-9 10,0 36,2409
7-9M -25,0 36,2409
7 - Control 25,0 36,2409
7-M -30,0 36,2409
™M-9 * 40,0 36,2409
7™M -9M 5,0 36,2409
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7M - Control * 55,0 36,2409
™ -M 0,0 36,2409
9-9M -35,0 36,2409
9 - Control 15,0 36,2409
9-M -40,0 36,2409
9M - Control 50,0 36,2409
IM-M -5,0 36,2409
Control - M * -55,0 36,2409

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Total Esporas por Cddigo

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos  |97.5688 7 13.9384 0.64 0.7150
Intra grupos 518.94 24 1216225

Total (Corr.) |616.509 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para Total Esporas por Cédigo

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Codigo Casos |Media |Grupos Homogéneos
Control 4 11.15 X

Aa7 4 14.025 [X

M 4 14175 [X

Aa9 4 14.45 X

Da29-M |4 15.7 X

Da29 4 16.05 X

Aa9 - M 4 16.625 |X

Aa7 -M 4 16.875 |X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7-M -2.85 6.78621
Aa7 - Aa9 -0.425 6.78621
Aa7-Aa9-M -2.6 6.78621
Aa7 - Control 2.875 6.78621
Aa7 - Da29 -2.025 6.78621
Aa7 - Da29 - M -1.675 6.78621
Aa7-M -0.15 6.78621
Aa7 - M - Aa9 2.425 6.78621
Aa7-M-Aa9 - M 0.25 6.78621
Aa7 - M - Control 5.725 6.78621
Aa7 - M - Da29 0.825 6.78621
Aa7-M-Da29-M 1.175 6.78621
Aa7-M-M 2.7 6.78621
Aa9 - Aa9 - M -2.175 6.78621
Aa9 - Control 3.3 6.78621
Aa9 - Da29 -1.6 6.78621
Aa9 - Da29 - M -1.25 6.78621
Aa9 - M 0.275 6.78621
Aa9 - M - Control 5.475 6.78621
Aa9 - M - Da29 0.575 6.78621
Aa9 - M - Da29 - M 0.925 6.78621
Aa9-M-M 2.45 6.78621
Control - Da29 -4.9 6.78621
Control - Da29 - M -4.55 6.78621
Control - M -3.025 6.78621
Da29 - Da29 - M 0.35 6.78621
Da29 - M 1.875 6.78621
Da29-M-M 1.525 6.78621

* indica una diferencia significativa.
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e Produccion de frutos

Tabla ANOVA para N° Frutos por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |[Razén-F Valor-P
Entre grupos  |70.3438 7 10.0491 5.73 0.0006
Intra grupos 42.125 24 11.75521
Total (Corr.) |112.469 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para N° Frutos por Tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD
Tratamiento |Casos [Media [Grupos Homogéneos
Control 4 2.5 X
Aa9 4 2.5 X
Da29 4 4.25 XX
Aa7-M 4 4.25 XX
Da29 - M 4 5.0 X
Aa7 4 5.125 X
Aa9- M 4 5.25 X
M 4 7.375 X
Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7-M 0.875 1.93348
Aa7 - Aa9 * 2.625 1.93348
Aa7-Aa9-M -0.125 1.93348
Aa7 - Control * 2.625 1.93348
Aa7 - Da29 0.875 1.93348
Aa7-Da29-M 0.125 1.93348
Aa7-M * -2.25 1.93348
Aa7 - M - Aa9 1.75 1.93348
Aa7-M-Aa9 - M -1.0 1.93348
Aa7 - M - Control 1.75 1.93348
Aa7 - M - Da29 0 1.93348
Aa7 - M -Da29-M -0.75 1.93348
Aa7-M-M -3.125 1.93348
Aa9 - Aa9 - M -2.75 1.93348
Aa9 - Control 0 1.93348
Aa9 - Da29 -1.75 1.93348
Aa9 - Da29 - M -2.5 1.93348
Aa9 - M -4.875 1.93348
Aa9 - M - Control 2.75 1.93348
Aa9 - M - Da29 1.0 1.93348
Aa9 - M - Da29 - M 0.25 1.93348
Aa9-M-M * -2.125 1.93348
Control - Da29 -1.75 1.93348
Control - Da29 - M -2.5 1.93348
Control - M -4.875 1.93348
Da29 - Da29 - M -0.75 1.93348
Da29 - M -3.125 1.93348
Da29-M-M -2.375 1.93348
* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Peso por Fruto por Tratamiento
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  [0.4316 7 0.0616571 4.13 0.0041
Intra grupos 0.35815 24 10.0149229
Total (Corr.) |0.78975 31
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Pruebas de Mdltiple Rangos para Peso por Fruto por Tratamiento

Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento |Casos [Media |Grupos Homogéneos
Control 4 0.2975 |X

Da29 4 0.325 X

M 4 0.44 XX

Aa7 4 0.4425 |XX

Aa9 4 0.545 X

Aa7 -M 4 0.59 X

Aa9 - M 4 0.605 X

Da29 - M 4 0.605 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7-M -0.1475 0.178279
Aa7 - Aa9 -0.1025 0.178279
Aa7 - Aa9-M -0.1625 0.178279
Aa7 - Control 0.145 0.178279
Aa7 - Da29 0.1175 0.178279
Aa7 - Da29 - M -0.1625 0.178279
Aa7 - M 0.0025 0.178279
Aa7 - M - Aa9 0.045 0.178279
Aa7-M - Aa9 - M -0.015 0.178279
Aa7 - M - Control 0.2925 0.178279
Aa7 - M - Da29 0.265 0.178279
Aa7 - M -Da29-M -0.015 0.178279
Aa7-M-M 0.15 0.178279
Aa9 - Aa9 - M -0.06 0.178279
Aa9 - Control 0.2475 0.178279
Aa9 - Da29 0.22 0.178279
Aa9 - Da29 - M -0.06 0.178279
Aa9 - M 0.105 0.178279
Aa9 - M - Control 0.3075 0.178279
Aa9 - M - Da29 0.28 0.178279
Aa9 - M - Da29 - M 0 0.178279
Aa9-M-M 0.165 0.178279
Control - Da29 -0.0275 0.178279
Control - Da29 - M * -0.3075 0.178279
Control - M -0.1425 0.178279
Da29 - Da29 - M * -0.28 0.178279
Da29 - M -0.115 0.178279
Da29-M-M 0.165 0.178279

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Peso por planta por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |66.0807 7 9.4401 4.07 0.0045
Intra grupos 55.6384 24 12.31827

Total (Corr.) [121.719 31

Pruebas de Multiple Rangos para Peso por planta por Tratamiento

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento |Casos [Media Grupos Homogéneos
Control 4 0.652917 |X

Da29 4 2.69083 XX

Aa9-M 4 2.7225 XX

M 4 3.805 XX

Aa7-M 4 3.83417 XX

Da29 - M 4 4.8275 XX

Aa7 4 5.08625 X

Aa9 4 5.1575 X
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Contraste Sig. |Diferencia  |+/- Limites
Aa7 - Aa7 - M 1.25208 2.22206
Aa7 - Aa9 -0.07125 2.22206
Aa7 - Aa9 - M * 2.36375 2.22206
Aa7 - Control * 4.43333 2.22206
Aa7 - Da29 * 2.39542 2.22206
Aa7 - Da29 - M 0.25875 2.22206
Aa7 - M 1.28125 2.22206
Aa7 - M - Aa9 -1.32333 2.22206
Aa7-M-Aa9 - M 1.11167 2.22206
Aa7 - M - Control * 3.18125 2.22206
Aa7 - M - Da29 1.14333 2.22206
Aa7 - M -Da29 - M -0.993333 2.22206
Aa7-M-M 0.0291667 [2.22206
Aa9 - Aa9 - M * 2.435 2.22206
Aa9 - Control * 4.50458 2.22206
Aa9 - Da29 * 2.46667 2.22206
Aa9 - Da29 - M 0.33 2.22206
Aad - M 1.3525 2.22206
Aa9 - M - Control 2.06958 2.22206
Aa9 - M - Da29 0.0316667 |2.22206
Aa9 - M - Da29 - M -2.105 2.22206
Aa9-M-M -1.0825 2.22206
Control - Da29 -2.03792 2.22206
Control - Da29 - M * -4,17458 2.22206
Control - M * -3.15208 2.22206
Da29 - Da29 - M -2.13667 2.22206
Da29 - M -1.11417 2.22206
Da29-M-M 1.0225 2.22206

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Diametro por Tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |0.20875 7 0.0298214 3.74 0.0071
Intra grupos 0.19125 24 10.00796875

Total (Corr.) [0.4 31

Pruebas de Mdltiple Rangos para Diametro por Tratamiento

Meétodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento |Casos [Media |Grupos Homogéneos
Control 4 0.55 X

Da29 4 0.6 XX

Aa7 4 0.675 XXX

M 4 0.7 XX

Aa9 - M 4 0.7625 X

Da29 - M 4 0.7625 X

Aa9 4 0.775 X

Aa7 - M 4 0.775 X

Contraste Sig. |Diferencia |+/- Limites
Aa7 - Aa7 - M -0.1 0.130277
Aa7 - Aa9 -0.1 0.130277
Aa7 - Aa9- M -0.0875 0.130277
Aa7 - Control 0.125 0.130277
Aa7 - Da29 0.075 0.130277
Aa7 - Da29 - M -0.0875 0.130277
Aa7 -M -0.025 0.130277
Aa7 - M - Aa9 0 0.130277
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Aa7-M-Aa9-M 0.0125 0.130277
Aa7 - M - Control 0.225 0.130277
Aa7 - M - Da29 0.175 0.130277
Aa7-M-Da29-M 0.0125 0.130277
Aa7-M-M 0.075 0.130277
Aa9 - Aa9 - M 0.0125 0.130277
Aa9 - Control 0.225 0.130277
Aa9 - Da29 0.175 0.130277
Aa9 - Da29 - M 0.0125 0.130277
Aa9 - M 0.075 0.130277
Aa9 - M - Control 0.2125 0.130277
Aa9 - M - Da29 0.1625 0.130277
Aa9 - M - Da29 - M 0 0.130277
Aa9-M-M 0.0625 0.130277
Control - Da29 -0.05 0.130277
Control - Da29 - M -0.2125 0.130277
Control - M -0.15 0.130277
Da29 - Da29 - M -0.1625 0.130277
Da29 - M -0.1 0.130277
Da29-M-M 0.0625 0.130277

* indica una diferencia significativa.
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