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RESUMEN

La presente investigacion pretende evaluar la dindmica de las poblaciones microbianas de
la rizosfera de papas amargas y seleccionar cepas efectivas como PGPRs. Se colecto suelo
rizosférico (franco arenoso, pH 5.1 - 5.5) de papas de variedades locka (Solanum
juzepczukii) y occucuri blanco (S. curtilobum), de la cuenca del rio Ilave, Puno (3 850
msnm). Se obtuvieron 65 aislamientos microbianos, observandose 34 diferentes perfiles de
amplificacion BOX-PCR de 47 cepas caracterizadas molecularmente. Se identificd
Bacllus. simplex, reportado en la literatura como secretor de auxinas y B. safensis, de
esporas altamente resistentes. Otras cepas fueron relacionadas con B. pumilus y B.
licheniformis, conocidos productores de fitohormonas. Estuvieron presentes cepas
relacionadas a Bacillus subtilis subsp. inaquosorum y Brevibacterium frigoritolerans,
aislamientos relacionados a Brevibacillus laterosporus, utilizado como controlador
biolégico y Lysinibacillus parviboronicapiens. Ademas, cepas relacionadas a
Pseudomonas fragi, conocidas promotoras de la movilizacion de fésforo, P. gessardii,
reportado como productor de enzimas resistentes al frio y P. azotoformans de demostrada
capacidad fijadora de nitrégeno. Se identifico P. protegens y otras cepas se relacionaron a
P. Dbrassicacearum subsp. neoaurantiaca, P. koreensis, Rhizobium sp. y
Pseudochrobactrum asaccharolyticum. Se evalu6 la capacidad PGPR de 52 aislamientos.
Brevibacterium frigoritolerans (M3SUBEZ26), Brevibacillus laterosporus (M5SUBE24) y
AZ3 (N.D.) inoculados en semillas de trébol rojo, aumentaron en més del 50 %, la biomasa
fresca de los germinados, frente al control no inoculado. El 59.62 % de las cepas
produjeron > 1 pg.mL™ de AIA, AZ2, AZ1 y AZ4, relacionadas a Rhizobium produjeron
entre 16.3 - 21.0 ug.mL™. El 44.23 % report6 halos de solubilizacion de fosfatos en medio
NBRIP suplementado con fosfato tricalcico, tres cepas, correspondientes a Pseudomonas
protegens y P. fragi, mostraron eficiencia de solubilizacién entre 400 — 500 %. Las cepas

anteriormente mencionadas presentan potencial para su evaluacion a nivel de invernadero.

Palabras clave: papas amargas, rizosfera, poblaciones microbianas, PGPRs, AIA,

solubilizacién de fosfatos.
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ABSTRACT

This research aims to evaluate the microbial population dynamics in the bitter potato
rhizosphere, selecting effective strains as PGPR. Rhizospheric soils (sandy loam, pH 5.1
- 5.5) of locka (Solanum juzepczukii) and occucuri blanco (S. curtilobum) potato
varieties were collected from the river basin wrench, Puno (3850 masl). Sixty five
microbial isolates were obtained, showing 34 different BOX-PCR amplification profiles
since 47 molecularly characterized strains. Bacillus simplex, reported in the literature as
auxin producer and B. safensis producer of highly resistant spores, were identified.
Other strains were related to B. pumilus and B. licheniformis, known as phytohormone
producers. Strains related to Bacillus subtilis subsp. inaguosorum and Brevibacterium
frigoritolerans, isolates related to Brevibacillus laterosporus, used as biological control
agents and Lysinibacillus parviboronicapiens were present. In addition, strains related
to Pseudomonas fragi, known as promoters of phosphorus mobilization, P. gessardii,
reported as producer of cold-resistant enzymes and P. azotoformans, proven by their
capacity for nitrogen fixation. P. protegens was identified and to other strains were
related to P. brassicacearum subsp. neoaurantiaca, P. koreensis, Rhizobium sp. and
Pseudochrobactrum asaccharolyticum. The PGPR capacity of 52 isolates was
evaluated. Brevibacterium frigoritolerans (M3SUBE26), Brevibacillus laterosporus
(M5SUBE?24) and AZ3 (ND) inoculated on red clover seeds, rose by more than 50 %,
the fresh biomass of sprouts compared to uninoculated control. The 59.62 % of the
strains produced >1 ug.mL™ of IAA, AZ2, AZ1 and AZ4 related to Rhizobium produced
16.3 - 21.0 pg.mL™ of IAA. The 44.23 % of strains reported phosphate solubilization
halos on NBRIP medium supplemented with tricalcium phosphate, three strains
corresponding to Pseudomonas protegens and P. fragi, shown solubilization efficiency
between 400-500%. The aforementioned strains have potential for greenhouse-level

evaluation.

Keywords: bitter potatoes, rhizosphere, microbial populations, PGPR, 1AA, phosphate

solubilization.
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. INTRODUCCION

El Altiplano es una extensa llanura en Sudameérica, que por su altitud (entre 3812 y por
arriba de los 5000 msnm) y condiciones climaticas (temperaturas por debajo de los 0 °C
por las noches y muy altas por el dia), es considerada muy adverso para vivir y una de
las zonas méas pobres de América. Alrededor del 65 % de la poblacion andina
econdémicamente activa, se dedica a la agricultura (OEA, 1996), siendo la papa, la base
de la alimentacion de sus pobladores. En la actualidad, este es el principal cultivo

transitorio del Perd y representa el 25 % del PBI agropecuario (MINAGRI, 2014).

En nuestro territorio, se cultivan 2800 variedades de papa, de las mas de 4000 conocidas
en Latinoamérica. Se han reportado 367.7 mil ha del cultivo, 21.9 % de los cuales, son
papas nativas. Las papas nativas amargas (S. juzepczukii y S. curtilobum), constituyen el
2.5 % de la superficie total de papa de nuestro pais (INEI, 2014). Ciertamente, esta gran
diversidad ha sido conservada por las comunidades desde la antigliedad. Los diferentes
cultivares estan bien adaptados a las duras condiciones que prevalecen en el lugar y han
asegurado la supervivencia de poblacion a través de su consumo y aungue muchas de
ellas no son comercializadas, en los Gltimos tiempos, el mercado de papas nativas ha
aumentado rapidamente, de apenas 100 TM en 2005 a 5000 TM en 2010 (CIP, 2011).

Las papas nativas amargas (Solanum juzepczukii y S. curtilobum) se pueden cultivar en
alturas muy elevadas (hasta 4200 msnm), donde los riesgos de pérdidas de cosecha
debido a heladas y sequias en variedades dulces (S. tuberosum spp. andigena) son muy
altos. Estas especies contienen altas concentraciones de glicoalcaloides, entre 13 - 49
mg/100g de peso fresco (Canahua, 1998), a los que se le atribuye su resistencia al frio.
En el afio 2013, el principal departamento productor de papa fue Puno, con 643 mil TM
(INEI, 2014), provenientes de unas 50 mil ha cultivadas. Del total del area de siembra, 8

mil ha son de papas amargas.

Dentro del escenario agricola tradicional en el que se desenvuelve el altiplano punefio,

la produccion de papa se enfrenta a un limitado o nulo acceso de los agricultores a
1



fuentes fertilizantes para la nutricion de los cultivos. La provision de nutrientes a sus
campos depende principalmente de fuentes organicas producidas en los corrales
familiares. Ante esto y de manera alternativa, se plantea el uso de biofertilizantes, pues
existe una prometedora perspectiva del uso de rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPRs por sus siglas en inglés) como sistema biotecnolégico para la mejora de
la produccion de los cultivos. Esta alternativa evita los efectos secundarios de los
métodos de fertilizacion quimica y protege a los cultivos frente a plagas. Las PGPRs
promueven el crecimiento en plantas y pueden facilitar el desarrollo de la raiz y del
follaje (Santillana et al., 2005), permitiendo optimizar los procesos de floracion,
germinacién y establecimiento de la plantula. De manera directa, intervienen en la
fijacion de nitrégeno, estimulan la sintesis de hormonas y sideréforos; y solubilizan los
fosfatos inorganicos. Indirectamente, promueven la inhibicién de actividad fangica e

inducen la resistencia sistémica adquirida (Principe et al., 2007).

Los microorganismos en general cumplen un rol fundamental en el mantenimiento del
suelo como ecosistema (Loynachan, 2001; Paul & Clark, 1989). Las bacterias de la
rizosfera afectan el crecimiento y el desarrollo de las plantas superiores y aunque existe
un gran interés en la manipulacion de comunidades microbianas nativas vy
microorganismos benéficos especificos de la rizésfera, poco se sabe acerca de los
procesos dindmicos de estos organismos y son escasos los estudios cuantitativos de las
poblaciones de bacterias en la rizésfera. A pesar de la importancia del cultivo de papa
en nuestro pais, los estudios acerca de las interacciones con comunidades microbianas
son escasas (Ferreira et al., 2008) y las investigaciones en papas amargas menos
frecuentes. Bajo la hipdtesis de investigacién que en la rizésfera de papas nativas
amargas del Altiplano peruano existen poblaciones microbianas de interés PGPR, el
presente estudio busca aportar informacion de dichos microorganismos, identificando

especies que podrian resultar benéficas como promotoras de crecimiento.

Asi, los objetivos de esta investigacion son los siguientes:

Objetivo general:

Evaluar la presencia y cuantificar las poblaciones microbianas de importancia

agrondmica y sanitaria en la rizosfera de variedades de papa amarga (Locka y Occucuri



blanco) de dos comunidades de Ilave — Puno, seleccionando aquellos de mejor potencial

promotor de crecimiento
Objetivos especificos:

- Cuantificar las poblaciones microbianas de géneros de importancia agronémica
(aerobios mesofilos viables, mohos y levaduras, actinomicetos, bacterias
esporulantes del género Bacillus, diazétrofos y Pseudomonas sp.) para cultivos de
papas nativas de variedad amarga locka y occucuri blanco en las comunidades de

Concahui y Jallamilla (distrito de Ilave — Puno).

- Relacionar las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos de cultivo con las

poblaciones rizosféricas encontradas.

- Realizar el aislamiento, caracterizacion morfolégica e identificacion filogenética

de las cepas de los grupos bacterianos anteriores presentes en la rizosfera.

- Determinar la capacidad promotora de crecimiento de las diversas cepas

identificadas y realizar una seleccion de las mas efectivas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Zonas agroecologicas del Altiplano y cultivos de la region

El altiplano peruano-boliviano esta conformado por una serie de llanuras, montafias y
cerros aislados. Se situa en los Andes, entre los 14° y 22° de latitud sur y entre los 3700
- 4100 msnm. Geogréaficamente, las caracteristicas de la cuenca hidrografica y el espejo
total del lago Titicaca, que actla como centro regulador, son determinantes en la
configuracién de 4 zonas agroecoldgicas (Cuadro 1, Figura 1): circunlacustre, suni,
puna humeda y puna seca (Pulgar Vidal, 1996; Salis, 1989; Tapia, 1996). Estas zonas
estratifican un area en dominios ambientalmente homogéneos. Para propositos
agricolas, brindan informacion dedos criterios principales: la precipitacién y el riesgo de
heladas, este ultimo altamente correlacionado con la altitud.

La extensién altoandina cultivable en Puno es de aproximadamente 250000 ha y la
mayor parte de la produccién agricola es para subsistencia. La precipitacion varia desde
440 hasta 1000 mm.afio™ y es mas alta hacia el noreste y en las areas periféricas del
Lago Titicaca y mas baja hacia el suroeste, donde las sequias pueden prolongarse hasta
150 dias.afio™. La temperatura minima media en la regién, puede descender hasta -10
°C. El riesgo en la produccion de cultivos es alto debido en particular a las sequias,
granizo y heladas. Las heladas pueden causar la pérdida parcial o completa del area
foliar de un cultivo, conduciendo a una reduccién en la fotosintesis y por tanto del
rendimiento. A su vez, las pérdidas causadas por las fuertes heladas pueden causar a una
disminucion en la superficie total sembrada en la siguiente temporada debido a la
escasez de semillas (Morlon, 1989). El alto riesgo de los fendmenos climaticos, también
pueden conducir a una menor inversién en el campo agricola. Por otro lado, durante los
afios en los que se manifiesta el fenomeno de El Nifio, junto con otras expresiones

climéticas extremas, las repercusiones pueden ser devastadoras.
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Figura 1: Zonas agroecoldgicas del altiplano punefio. Fuente: Tapia (1984)

En la zona del altiplano existe un elevado nimero de variedades que han sido
seleccionadas y cultivadas por los campesinos durante siglos y que se adaptan a las
diferentes condiciones geogréaficas y climaticas. En el Cuadro 1, se citan los cultivos
maés desarrollados segun la zona agroecoldgica. La papa es el cultivo econ6micamente

mas importante.



Cuadro 1: Zonas agroecologicas del altiplano peruano

. . Puna Puna
Circunlacustre Suni
Hameda Seca

Altitud (msnm) 3800 — 3900 3850 — 4000 4000 — 4500 4000 — 4800
Temperatura (°C) -lal2 -4a9 -6a6 -8a-6
T° min. promedio 5 3.7 2 1
en enero (°C)
T° min. promedio -1 -8 -16 -10
en julio (°C)
Precipitacion 700 - 750 600 — 850 800 — 1000 440 - 600
(mm/afio)
Periodo libre de 150 - 180 90 - 145 60 — 110 30-60

heladas (dias/afio)

Tipo de suelo Franco arenoso Franco arenoso, Franco arcilloso  Franco arenoso
arcilloso

Fuente de agua Subsuelos, Manantiales rios,  Rios, Manantiales
manantiales, rios, lagunas, riego, manantiales, rios, lluvia
lluvia lluvia lluvia

Cultivos Papa, quinua, Papa Papa amarga, -
habas, cebada, dulce/amarga cafiihua
avena, trigo, quinua, cafihua,
arveja, maiz, cebada
cebolla,

Pastos y forrajes

zanahoria, nabo

Avena, cebada

Cebada, avena,
forrajeros, pastos
nativos alfalfa,
trébol

Pastos nativos
alfalfa, cebada,
avena

Pastos nativos,
bofedales

Fuente: Tapia (1996)

2.2 Tecnologia agricola tradicional

Los cultivos andinos estan directamente relacionados con una tecnologia agricola
tradicional empleada a nivel de los habitantes de la zona. El conjunto de técnicas
contribuye al desarrollo de una agricultura de tipo ecoldgico, como son la diferenciacion
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de las zonas agroecoldgicas, la rotacién de cultivos tanto a nivel de chacra individual,
como de las rotaciones sectoriales, la asociacion de especies, asi como el empleo de
fertilizantes organicos y en muchos casos el uso de productos biodegradables para el
control de plagas y enfermedades (Tapia, 2000).

En los terrenos mas elevados de los Andes, la papa es el cultivo que inicia el ciclo de
rotacién, seguido por algin cultivo de grano o leguminosa; de esta manera se emplean
de mejor forma los fertilizantes organicos y se controla mejor el ataque de plagas. Los
tubérculos andinos como la oca (Oxalis tuberosa), olluco (Ullucus tuberosus) y mashua
(Tropaeolum tuberosum), pueden seguir al cultivo de la papa en los suelos con
suficiente fertilidad. Asi mismo, la asociacion de varios tubérculos andinos permite un
mejor uso de diferentes tipos de suelos, asi como controlar el ataque de insectos. Es
comudn encontrar campos de papa rodeados de oca, que disminuyen el ataque del
gorgojo de los Andes o gusano blanco (Premnotrypes spp.) a través del exudado de sus
raices (Calvache, 1988). Los cultivos andinos nativos, también estan muy relacionados

con el uso de herramientas tradicionales como la chaquitaclla, o arado de pie.

La tecnologia para la deshidratacion de tubérculos como la papa amarga, entre otros
métodos ancestrales, es un proceso plenamente adaptado a la zona mas fria de los Andes

y con el empleo de los recursos locales (Vallenas, 1992).

2.3 Las papas nativas en el altiplano

Se cree que los tubérculos silvestres de papa fueron domesticados aproximadamente
8000 afios atras, por agricultores de las llanuras y laderas de la montafia cerca del lago
Titicaca (CIP, 2011). En la actualidad, méas de 4000 variedades de papas son cultivadas
en la zona andina de Perl, Bolivia y Ecuador, 2800 de las cuales son cultivares
peruanos, los cuales han sido bien adaptados a las duras condiciones que prevalecen en

el altiplano.

Taxon6micamente, las papas nativas estadn divididas en cuatro especies: S. ajanhuiri
(diploide, 2n=24), S. juzepczukii (triploide, 2n=36), S. curtilobum (pentaploide, 2n=60)
y S. tuberosum L., esta Ultima con dos grupos cultivados: Andigena (Andigenum) y

Chilotanum (Spooner et al., 2007). De manera mas sencilla, Canahua & Arcos (2002),
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nos hablan de dos tipos de papas nativas: dulces y amargas, dentro de los cuales
incluyen tres de las especies anteriormente mencionadas (Cuadro ) y donde S. ajanhuiri,

es del tipo “semi-amargo”.

Cuadro 2: Clasificacion taxondmica de algunas variedades de papas nativas

Tipo de papa nativa Especie Nombre comun
Dulce Solanum tuberosum Ccompis, Imilla negra, Imilla blanca, Sani
spp. Andigena imilla, Ccoillo, Andina, Yungay, San Juan-

INIA, Chaska, Cica, entre otras

Amarga Solanum juzepczukii Pifiaza, Ruckii, Locka, K eta, Parinas,
Parkos.
Solanum curtilobum Occucuris

Fuente: Canahua & Arcos (INIA) (2002)

Estd ampliamente demostrado, que debido a su resistencia a las heladas, las papas
amargas desempefian un rol definitivo en el equilibrio de la fragil ecologia del altiplano.
Canahua & Aguilar (1992) y Huanco (1992) estimaron que alrededor de un tercio del
area total de papa del altiplano peruano es cultivado con papas amargas, de los cuales 60
% son S. juzepzuckii, y el 33 % son S. curtilobum. En Bolivia, las variedades amargas

representan el 15 % del area total de papa (Rea, 1992).

2.4 Papas nativas amargas

Las papas amargas son parte del sistema de produccién de la zona agroecoldgica alto
andina (3800 a 4200 msnm), pertenecen a las especies: S. juzepczukii y S. curtilobum.
Estas contienen una elevada cantidad de glicoalcaloides, los cuales le confieren un sabor
amargo al que deben su nombre. Los glicoalcaloides presentes incluyen, solanina,
chaconina, tomatina, misina y solamargina, en un rango de 13 - 49 mg/100g de peso
fresco (Canahua, 1998). Sin embargo, concentraciones de 150 mg/kg han sido
reportadas como altas para el consumo directo de papas (Lepper, 1949). Desde el punto

de vista de seleccion de cultivares para consumo humano, el limite deberia ser 60 - 70



mg/kg (6 - 7 mg/100 g) (Ross et al., 1978). Debido a esto, los tubérculos de papas
amargas no pueden ser consumidos en fresco, necesitando ser transformados en chufio 0

tunta (papa deshidratada bajo la accion de heladas y lavada con agua de rio).

Fisiologicamente, el elevado contenido de glicoalcaloides de estas especies, su alta
presidn.osmatica y la produccion de hormonas como el acido abscisico (ABA) y cloruro
de clorocolina (CCC) confieren resistencia de los cultivos al frio (Estrada, 1991).
Ademas, desde el punto de vista morfologico, se cree que la tolerancia al frio de las
papas amargas, se relaciona con la formacion de un parénquima en empalizada (de dos
o0 tres capas), dentro de la epidermis, ademas de su nimero de estomas, 2 0 3 veces
mayor que en los cultivos susceptibles y el habito arrosetado de la planta, que tiende a
atrapar el calor del suelo (Estrada, 1991).

Hijmans (1999) estimd que el 25 % de la superficie total de papa cultivada en el
Altiplano tiene un riesgo extremadamente alto de heladas (> 33 %), en donde es mas
comdun que se cultiven papas amargas y es que son indudables las virtudes genéticas que
poseen, ademas de su gran resistencia a las heladas (toleran hasta -7 °C), es posible
obtener rendimientos superiores a 30 y hasta 40 TM/ha, iguales o superiores a las
variedades comerciales de papa dulce y a costos hasta 25 % bajos que para estas.
Durante las heladas, la temperatura del aire cerca de la superficie de la tierra desciende
por debajo de 0 °C (Kalma et al., 1992). La temperatura a la que se producen dafios por
estos eventos depende de la especie y del cultivar. Para S. tuberosum subsp. andigena,
la papa de variedad “dulce” mas comunmente cultivada en los Andes, es probable que el
dafio ocurra cuando la temperatura cae por debajo de -2 °C (Carrasco et al., 1997).
Superior resistencia a las heladas se da en otras especies de papas cultivadas y
silvestres. Por ejemplo, S. ajanhuiri y S. curtilobum incurren en dafios entre -3 a -5 °C
(Huanco, 1992; Tapia & Saravia, 1997), mientras que S. juzepzuckii generalmente
resiste temperaturas hasta -5 °C o inferiores (Huanco, 1992; Canahua & Aguilar, 1992;
Tapia & Saravia, 1997). Con la excepcion de S. ajanhuiri, los tubérculos resistentes a
las heladas tienden a ser amargos y S. curtilobum, con un menor contenido de

glicoalcaloides que S. juzepczukii, es mas susceptible que ésta a las heladas.



2.5 Distribucion de papas nativas en el altiplano punefio

El departamento de Puno es el principal productor de papa a nivel nacional (14.1 %),
con alrededor de 145680 agricultores para este cultivo (Ministro de Agricultura y Riego,
2013). En el 2013, de 50 mil ha sembradas de papa, 8 mil fueron de las variedades
amargas (INEI, 2014). Puno, a pesar de ser el departamento con mayor produccién de
papa, mantiene rendimientos de 11.5 TM/ha, por debajo del promedio nacional. Sin
embargo, segun Huanco (1992), el altiplano de Puno, posee un buen potencial de

desarrollo, sobre todo en la zona agroecoldgica Suni.

Segun la clasificacion de Holdridge (1982), los cultivos de papa amarga se desarrollan
dentro de la formacion ecoldgica pradera o bosque huimedo montano, y segin ONERN
(1965) en los sub-tipos climaticos “A”, “B” y “C”, respectivamente. Sin embargo, para
fines de uso practico; es posible decir que las areas de mayor cultivo estan en las zonas

agroecoldgicas de Suni Alta y Suni Baja.

En la zona agroecologica Suni Alta 6 “C”, con localidades representativas:
Chuquibambilla, Lampa Macari, Umachiri, Putina Nufioa, Santa Rosa, los cultivos se
restringen mayormente a papas amargas de la especie S. juzepczukii, cafiihua y forraje,

solo en laderas se cultiva papa dulce, quinua y cebada grano.

En la zona agroecoldogica Suni Baja 6 “B”, con localidades representativas: E.E. Illpa,
Juliaca, Cabanillas, Asillo Azangaro, la agricultura a base de papas dulces, tubérculos
menores y quinua se restringe a laderas, lomadas y pie de ladera. En las areas planas,

expuestas a riesgo de heladas, aparecen cultivos de papa amarga, kafiihua y forrajes.

Pocas areas de cultivo con papas amargas se pueden ver en la zona agroecoldgica
Circunslacustre 6 “A”, con localidades representativas E.E. Tahuaco (Yunguyo), C.E.
Camacani (Plateria), Taraco, Huancané, Arapa y Orurillo. Las laderas y cerros
presentan menor riesgo de heladas y son destinadas al cultivo de papas dulces (Huanco,
1992; Rea, 1992). En menor proporcion, se cultivan papas amargas de las especies

Solanum curtilobum y S. ajanhuiri.

La distribucién por provincias (Cuadro 3); evidencia que la mayor concentracion de la

produccion esta en Azangaro, ElI Collao, Chucuito, Puno, San Roméan y Melgar. En
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éstas provincias existen areas con camellones, canchones, monticulos de piedra
recogida, etc. que actualmente estan cubiertas de pastos naturales. Probablemente el
area cultivada se redujo a pequefias comunidades con la explotacion de la ganaderia
extensiva en las épocas colonial y republicana. Sin embargo, se estima, que con
programa de fomento de la produccién, transformacién y consumo es posible revalorar

el cultivo y superar las 50 000 ha.

Cuadro 3: Papas amargas, extension cultivada por provincias del departamento de Puno

Provincia Extension Produccion Distritos
[ha (%0)] [T™M]

Chucuito 1867 (12.2) 14 002 Juli, Huacullani, Desaguadero
El Collao 2 035 (13.3) 14 245 Ilave, Pilcuyo
Azangaro 2 693 (17.6) 19120 Azangaro, Nicasio
Melgar 1469 (9.6) 10870 Ayaviri, Orurillo, Nufioa
Puno 1576 (10.3) 11 190 Acora, Pino, Huata, Coata
Lampa 796 (5.6) 5490 Pucara, Lampa
Huancané 964 (6.3) 6 655 Huancané, Taraco
San Romaén 1622 (10.6) 11678 Juliaca, Cabana
Putina 627 (4.1) 4514 Putina
Carabaya 1040 (6.8) 7180 Carabaya
Otras 611 (4.0) 4280 Kelluyo, Moho

Fuente: CEDECUM — SEMINAL S.A. — CIP. 1998

2.6 Requerimientos del suelo y practicas de cultivo

Los cultivos de papas amargas se producen entre los meses de octubre a marzo, cuando
las temperaturas mas altas coinciden con la temporada de lluvias. Su desarrollo se da
entre 6 - 14 °C, con precipitaciones gque varian segun la regién y afio entre 400 - 1400

mm.

Las papas amargas requieren de un tratamiento diferente al de las papas dulces: exige

distintas clases de suelo, humiferos o francos, ubicados en diferentes zonas, las amargas
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por su resistencia a las heladas pueden ser cultivadas en zonas més altas que las dulces y
son menos afectadas por la excesiva humedad o la sequia. Aungue la siembra se realiza
casi al mismo tiempo que las papas dulces, la cosecha es relativamente tardia. Por otra
parte, las papas amargas siempre tienen matas menos desarrolladas, aunque esto no
significa una mala calidad del cultivo. En la época de la seleccion de papas, que
corresponde generalmente a los meses de junio y julio, una gran parte de estas

variedades es destinada a la elaboracién de chufio.

Los cultivos de papa amarga, requieren suelos que tengan suficiente materia organica (3
- 5 %) y que hayan tenido un periodo de barbecho o rotacion adecuada. Los mejores
rendimientos se obtienen en suelos con un descanso previo de tres a cuatro afios y que
hayan sido fertilizados con 2 - 3 TM/ha de estiércol. Las papas amargas predominan en
suelos donde la principal produccién es la ganaderia y donde existen pastos naturales y
con poca presion sobre la tierra. Los suelos pueden ser sometidos a un sistema de
rotacion de cultivos con cafiihua o plantas forrajeras como cebada o avena, pudiendo
incluir rotaciones con tubérculos como la oca y ullucu o mezclas de estas especies y
aplicando periodos de descanso prolongados (hasta seis afios) a la mitad de las tierras

disponibles, durante los cuales la vegetacion natural cubre el suelo de nuevo.

El periodo de siembra de papa amarga estd muy condicionado por la presencia de lluvia.
El plazo se extiende de setiembre a noviembre, dependiendo de si las lluvias comienzan
temprano o tarde. La tradicion es escalonar la siembra en dos o tres fechas, como medio
de reducir el riesgo climatico. El cultivo requiere de uno a dos aporcados que se
efectian cuando la planta llega a una altura de 20 - 30 cm. Las variedades de S.
juzepczukii se adaptan mejor a suelos poco profundos que S. curtilobum, que tiene
raices méas largas. El inicio de tuberizacion coincide con el inicio de la floracion,
aproximadamente 7 - 9 semanas después de la emergencia, y dura unas cuatro semanas,
tiempo durante el cual la ausencia de fuertes heladas es de vital importancia. En ese
sentido existe una diferenciacion entre ecotipos precoces, intermedios y tardios, que

pueden madurar entre cuatro a siete meses.

Aunque la papa puede multiplicarse por semillas y por esquejes, en la préactica la

multiplicacion es siempre vegetativa, haciéndose por medio de los tubérculos. La
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profundidad de la plantacion puede ir desde los 5 a 15 cm., dependiendo del tipo de
suelo (Cortbaoui, 1988).

Las variedades amargas son susceptibles a los nematodos (Nacobbus aberrans) y al
gorgojo de los Andes (Premnotrypes spp.) por su crecimiento postrado, asi como al
hongo de la verruga (Synchytrium endobioticum).

2.7 Descripcion botanica

Las papas amargas variedad Locka (S. juzepczukii), tienen un periodo vegetativo de 160
dias y un rendimiento de hasta 30 TM/ha. Su porte es de unos 30 - 50 cm y tiene un
habito de crecimiento semirrosetado, con hojas alargadas y derechas, de peciolos cortos;
la corola es pequefia y de color azul. Sus tubérculos son fusiformes, de tamafio mediano

a grande, con ojos superficiales, piel color cremay carne blanca.

S. curtilobum, tiene un periodo vegetativo que varia entre 5 - 8 meses. El clon "Pifiaza’
es uno de los mas precoces con 150 dias; los clones "Ruckii' son los mas tardios, con
hasta 195 dias. El cultivo se distingue por sus hojas mas coriceas, la corola es mas
grande y de color pdrpura, con lobulos muy cortos, de punta aguda. Los tubérculos
varian en tamafio y forma entre redondeados ("Pifiaza’), elipticos, oblongos y oblongo
alargados ("Luki’) y de color. Los tubérculos de "Occucuri blanco' son de tubérculos
oblongo comprimidos, de tamafio mediano a grande, de ojos semiprofundos, piel color
marfil claro y carne blanca morados y blancos. Su periodo vegetativo es de 170 dias y

su rendimiento es de hasta 25 TM/ha.

2.8 Interacciones planta-microorganismos

La rizosfera es la zona inmediatamente influenciada por las raices vivas de las plantas y
se caracteriza por su fuerte relacién a la actividad microbiana en suelos. El suelo
rizosférico soporta mayores densidades de microorganismos que aquellos suelos libres
de raices, en buena parte debido a los exudados radicales. Las moléculas liberadas via
exudacion, desempefian diversas funciones, ademas de servir como sustratos

carbonados (azucares) y nitrogenados para los microorganismos. Algunas sirven como
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precursores para la sintesis de otras moléculas que alteran la fisiologia de la planta, por
ejemplo, el triptofano como precursor de auxinas. Otras moléculas funcionan como
sustancias quimiotacticas (acidos fendlicos) o inhibidoras frente a otros
microorganismos, o también pueden mejorar la nutricion mineral de la planta, como los
acidos organicos, o suministrando fésforo y otros nutrientes al mineralizarse la materia
organica (Subba Rao, 1982). En ese ambiente particular, se llevan a cabo muy
importantes e intensas interacciones entre la planta, el suelo y la microfauna. Las
interacciones bioquimicas e intercambios de moléculas sefial entre las plantas y los

microorganismos del suelo, han sido descritas y revisadas (Pinton et al., 2007).

Los microorganismos que habitan en la rizdsfera compiten por agua, nutrientes y
espacio y algunas veces mejoran su competitividad, mediante el desarrollo de una
asociacion intima con la planta (Hartmann et al., 2009). Estos microorganismos juegan
roles importantes en el crecimiento y el éxito adaptativo de su hospedero (Nihorimbere
etal., 2010).

2.9 Factores que afectan la densidad y diversidad de las poblaciones microbianas

de la rizésfera

Los efectos sobre la poblacion del suelo varian con la especie o la variedad del vegetal
(Frioni, 1999). La edad de la planta, su estado sanitario y vigor, el tipo y posicion de la
raiz, asi como el tipo de suelo y el ambiente determinan el efecto rizosférico. Asi
mismo, el grado de lignificacion del aparato radical, el cual esta asociado a la edad del
cultivo, afecta decisivamente la composicion cualitativa y cuantitativa de los exudados
radicales (Lynch, 1990; Gutiérrez Mariero et al., 1995) y por lo tanto, es un factor que

influye en el funcionamiento de la rizosfera.

En cuanto a la diversidad microbiana de la rizosfera, podria estar en funcién de las
diferentes etapas de las maduracion de cada cultivar, lo que podria influir en los
diferentes tipos y cantidades de los exudados radiculares. Las raices asociadas a las
comunidades bacterianas suelen ser dindmicas y pueden ser altamente afectadas por el

estado de desarrollo de la planta (Roesti et al., 2006).
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La obtencion de poblaciones elevadas de un grupo microbiano determinado, no implica
una mayor diversidad, esto solo se sabrd luego de un adecuado procedimiento de
identificacion de microorganismos. Ferreira et al. (2008), encontraron que diferentes
variedades de papa mostraron diferentes perfiles PCR-DGGE y que la similitud entre
comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de los diferentes cultivos disminuia

conforme avanzaba el periodo de crecimiento de la planta.

2.10 Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las bacterias edaficas de vida libre PGPRs, literalmente, rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (Kloepper et al., 1989), se pueden encontrar asociadas a
muchos tipos de plantas y en diversos ambientes. Pueden colonizar la superficie de las
raices y la interfase con el suelo, otras pueden tener caracteristicas endofiticas en raiz,

vastago, hojas, tubérculos y otros 6rganos (Compant et al., 2005).

Dentro de las PGPRs se incluyen varios géneros bacterianos, entre los que destacan
Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter y Serratia (Klopper et al., 1989), Azospirillum
(Okon & Labandera-Gonzalez, 1994), Pseudomonas (Cook & Baker, 1983; Sorensen et
al., 2001), Azotobacter (Khalid & Ashad., 2004), Frankia, Thiobacillus (Bakker et al.,
2007). Burkholderia, Clostridium, Klebsiella, Xanthomonas, Hafnia, Flavobacterium,
Erwinia, Alcaligenes, Agrobacterium (Franco, 2008). También tienen propiedades
benéficas para los cultivos las micorrizas (Gosling et al., 2006) y los actinomicetos
(Maier et al., 2004).

Desempefian funciones clave para la planta, tales como:

- Fitoestimulacion, debida a mecanismos de sintesis de sustancias reguladoras de
crecimiento: auxinas, giberelinas, citoquininas (Probanza et al. 1996; Gutiérrez
Mairiero et al., 1996; Gutiérrez Mariero et al., 2001). De esta manera propician la
emergencia o enraizamiento, mejorando a su vez la capacidad de absorcion de
agua y nutrientes, el vigor y la produccion de las plantas, asi como su tolerancia a
situaciones de estrés.

- Incremento de la biodisponibilidad de elementos minerales (fijacion de nitrégeno,
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solubilizacion de fosfatos).

- Control bioldgico de patdgenos mediante efectos antagonistas o de induccién de

resistencia sistémica (van Loon et al., 1998).

2.11 Colonizacion de las PGPRs en la rizosfera

El éxito de las PGPRs introducidas al sistema suelo, depende en primer lugar de una
buena colonizacion a nivel de rizosfera. Los siguientes pasos, se encuentran implicitos
en el proceso: (i) la capacidad de las PGPR para sobrevivir ala inoculacionde la semilla,
(ii) su multiplicacion en la espermosfera (region que rodea a la semilla) debido a los
exudados que libera, (iii) la adhesién a la superficie radical, y (iv) la colonizacién del

sistema radicular en desarrollo (Kloepper, 1993).

La colonizacion puede ocurrir a través de interacciones fisicas (flagelos, npili,
polisacéridos, fragmentos de quitina y otras adhesinas) o a través de la sefializacion por
moléculas pequefas, como la biotina y amino&cidos. El pili tipo 1V de las bacterias esta
involucrado en su adhesion a las plantas, en la adhesion entre las células bacterianas
(Darzins & Russell, 1997) y en la formacién de biopeliculas (O"Toole & Kolter, 1988).
Por otro lado, los exopolisacaridos microbianos protegen a las bacterias contra las
influencias ambientales, tales como desecacion, presion osmotica, antibidticos y
antagonistas (Becker & Puhler, 1998; O'Toole et al., 2000; Stoodley et al., 2002) y
también pueden estabilizar las enzimas segregadas. Las sustancias quimicas atrayentes
presentes en los exudados radiculares, también juegan un rol importante dentro de la
colonizacion, ya que afectan el crecimiento y fisiologia de las poblaciones
rizobacterianas (Gnanamanickam et al., 1999). Finalmente, las PGPRs forman
biopeliculas en la superficie de las raices, donde las células se encuentran densamente
empaquetadas y cubiertas por una capa de exopolisacaridos, creando asi un ambiente
adecuado para los sistemas reguladores de genes (Fuqua & Greenberg, 2002).
Comparado a bacterias individuales, el porcentaje de células competentes resulta mayor
en biopeliculas. Muchas PGPRs producen antibidticos y metabolitos secundarios bajo el
control de un quorum sensing (Loh et al., 2002; Somers et al., 2004), un mecanismo de
comunicacion intercelular bacteriano que controla la expresion de genes en respuesta a

una densidad poblacional.
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2.12 Mecanismos de accién de las PGPRs
2.12.1 Fitoestimulacién

Las auxinas, citoquininas y giberelinas juegan un rol importante en la fitoestimulacion.
Estas hormonas pueden ser sintetizadas por las plantas mismas, pero también por sus
microorganismos asociados, como el caso del Azospirillum spp., que ademas tiene la
capacidad de fijar nitrégeno (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Especies de
Pseudomonas y Bacillus pueden producir acido 3-indol &cético, citoquininas,

giberelinas e inhibidores de la produccién de etileno.

El &cido 3-indol acético (AlA) es una fitohormona conocida por estar involucrada en la
iniciacion radicular, division y alargamiento celular (Salisbury, 1994). Al aumentar la
division a nivel celular, aumenta el tamafio de los frutos y nimero de hojas (Uggla et
al., 1996; Garcia-Breijo, 2003). En tanto que la promocion del desarrollo del sistema
radical, caracteristico de este tipo de reguladores, permite a las semillas jévenes tener un
pronto acceso a nutrientes y agua provenientes de su medio ambiente (Patten & Glick,
2002).

COOH COOH
e S TRP2 TRP3 . JRP1_A_NH,
[j Y NH; <=lndole <=Indole-3- <=2 = ]\O/;
» XN ) glycerol Anthranilat
ndole-3-acetaldoxime - H \ phosphate nthranilate
Tryptephan

'
Y
Tryptamine Indole-3-pyruvic acid

Y :
“A ' !
Indole-3-acetonitrile  |ndole-3-acetaldehyde

Indole-3-acetamide \
: .
,, G_g\coon P
- N _N s :
. i

Indole-3-acetic acid
Figura 2: Rutas de biosintesis del cido 3-indol acético
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El AIA es similar en estructura al aminodacido triptéfano y probablemente éste Gltimo es
el precursor de la fitohormona formada en la planta viva. Aunque se conocen cuatro
vias de formacion de dicha auxina (Figura 2), cada una de ellas tiene intermediario
distinto (Garcia-Breijo, 2003). Asi, diferentes grupos de plantas emplean diversas rutas

para producir AlA a partir de triptofano.

La capacidad de producir AIA ha sido ampliamente demostrada en bacterias
comunmente asociadas a la superficie de las plantas (Wichner & Libbert, 1968). La
sintesis ocurre a partir del mismo aminoacido que utilizan las plantas, por medio de la
indol-acetamida, que se encuentra implicada en la generacién de tumores en la planta.
Esta ruta aunque ha sido demostrada en plantas superiores (Kawaguchi et al., 1993;
Saotome et al., 1993), tiene rara ocurrencia en ellas. Existe, sin embargo, una ruta
alternativa tomada por otras bacterias (Figura 2), que involucra la utilizacion del acido-
3-indol piravico como intermediario (Fett et al., 1987; Patten & Glick, 2002) y que es

mas comun para plantas y microorganismos.

2.12.2 Incremento de la biodisponibilidad de elementos minerales

a.Fijacion no simbidtica de nitrégeno

La fijacion de nitrogeno atmosférico (N2) es un proceso indispensable para el desarrollo
de la planta. Dicho elemento es primordial en la formacion de estructuras moleculares
como acidos nucleicos, aminoazdcares, aminoacidos, entre otros. A nivel microbiano, el
complejo nitrogenasa ha sido ampliamente estudiado en la fijacion del elemento, pues
se presenta en varias bacterias de tipo rizosférico. Algunos géneros que incluyen
organismos diazotrofos son Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Beijerinkia, Derxia,
Enterobacter, Klebsiella, Raoultella, Paenibacillus y Pseudomonas. Otros fijadores de
nitrogeno  endofiticos no simbidticos son Herbaspirillum, Burkholderia y

Gluconacetobacter.

El habitat de estas bacterias puede ser la rizosfera, la superficie radical, la endodermis,
los espacios intercelulares de células de la corteza, el sistema vascular (Ramos et al.,
2002) y también las hojas (Vlassak et al., 1973). En estas asociaciones la planta

hospedera proporciona exudados de las raices como fuente de energia para la fijacion de
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N,. Sin embargo, el beneficio para la planta es principalmenteindirecto, ya que
aproximadamente el 90 % del N, fijado llega a ser disponible para la planta solo
después de la muerte de las bacterias (Marschner, 1995). Las estimaciones de la
cantidad de N, fijado por bacterias diazotroficas varian en gran medida. En cereales
(plantas C3) cultivados bajo condiciones de campo en climas templados, la cantidad de
N, fijado est4 entre 5 - 10 kg N.ha™.afio™ (Vinther et al., 1981). Okon & Labandera-
Gonzalez (1994) reportaron que aproximadamente el 60 - 70 % de los experimentos
de inoculacion con Azospirillum, registraron entre 5 - 30 % de incremento en el
rendimiento. Generalmente los efectos positivos se obtienen a niveles de fertilizacion de
N bajos o medios. En cafia de azucar (planta C4), se muestra un mayor potencial para la
fijacidn asociativa de N, con encima del 60 - 80 % de N de la planta siendo derivado de

estas asociaciones, lo que se traduce en més de 200 kg N.ha™ (Boddey et al., 1991).

b.Solubilizacion de fosfatos insolubles

El fosforo (P) es, después del nitrogeno, el principal nutriente inorganico para las
plantas y microorganismos. Sus funciones se encuentran relacionadas al desarrollo
radicular, fuerza del tallo, formacion de flores y semillas, madurez y produccion del
cultivo, fijacion de nitrégeno en leguminosas, calidad del cultivo y resistencia a
enfermedades (Khan & Joergensen, 2009). Se encuentra presente en procesos bioldgicos
esenciales como son la division celular, la fotosintesis, la respiracién, la glucélisis y la
sintesis de 4acidos grasos. Es componente en moléculas vitales como los acidos
nucleicos, los fosfolipidos y el ATP. En el suelo, es un factor limitante del desarrollo
vegetal, a pesar de ser abundante tanto en formas inorganicas como organicas, Su
captura bioldgica del aire no es posible como ocurre con el nitrégeno (Alexander, 1980;
Nautiyal, 1999).

Las concentraciones de P en la solucién suelo son muy bajas, desde 0.01 a 0.3 mg.L™
(Ozanne, 1980) y aunque solo constituye una parte del P total del suelo, es la porcién
disponible para los requerimientos inmediatos de la planta. Los bajos indices de P
asimilable en el suelo, se deben a que el elemento soluble reacciona con iones como
calcio, hierro o aluminio, que provocan su precipitacion o fijacién, disminuyendo su

disponibilidad para las plantas. La mayoria de fésforo organico presente en el suelo esta
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en forma de fosfatos de inositol y los fosfatos inorganicos aplicados como fertilizantes
quimicos son también inmovilizados en el suelo y como consecuencia no son solubles
para ser aprovechados por los cultivos (Alexander, 1980; Atlas & Bartha, 2002). Ante
esto, existe un grupo de microorganismos heterotroficos que solubilizan formas
inorganicas de P y que vienen siendo utilizadas como biofertilizantes desde 1950s
(Kudashev, 1956; Krasilinikov, 1957). Entre las bacterias solubilizadoras de fosfato
destacan los generos: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter,  Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium,
Enterobacter, Pantoea, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter, Serratia y Erwinia.
Xanthomonas campestris también ha sido registrada hace pocos afios como
solubilizador de fosfatos (Sharan et al., 2008). Entre los hongos solubilizadores se
mencionan principalmente, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium vy
levaduras (Patifio, 2010). Estos microorganismos crecen en medios con fosfato
tricalcico, apatita o materiales insolubles similares y producen fosfatasas como

monoesterfosfato hidrolasas (fitasas y fosfomonoesterasas).

El mecanismo desolubilizacion de minerales de fosfato por cepas solubilizadoras se
encuentra asociado con la liberacion de &cidos organicos de bajo peso molecular
(Goldstein, 1995; Kim et al., 1997), que a través de sus grupos hidroxilo y carboxilo
quelan los cationes enlazados al fosfato, convirtiéndolos en formas solubles
(Kpomblekou & Tabatabai, 1994). Existe evidencia experimental para apoyar el papel
de los acidos organicos en la solubilizacién de este elemento (Halder et al., 1990). Sin
embargo, el proceso es un fendmeno complejo, el cual depende de muchos factores,
como las condiciones nutricionales, fisiologicas y de crecimiento del cultivo (Reyes et
al., 1999).

¢. Produccidn de sidero6foros

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre, con alrededor de 5
% en peso. Sin embargo, se encuentra en forma de minerales insolubles como hematita,
goethita y pirita, carbonatos y silicatos. La atmosfera aerobia del planeta ha provocado

que las superficies de hierro se conviertan en oxi-hidroxido polimeros que restringen
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severamente la biodisponibilidad del elemento. La concentracion de iones de hierro

libre a pH neutro, probablemente no es mayor que 10™® M (Spiro, 1977).

La importancia del hierro radica en que es un mineral esencial para los organismos
vivos. Es requerido para procesos enzimaticos fundamentales, la reduccion de oxigeno
en la sintesis de ATP, la reduccion de precursores ribosido del ADN, la formacion del
grupo hemo, entre otros. La gran mayoria de los microorganismos fijadores de
nitrégeno producen sideroforos para obtener el hierro necesario para llevar a cabo la
fijacion, ya que la enzima nitrogenasa, compuesta de varias unidades proteicas, requiere
de 36 atomos de hierro para su correcto funcionamiento (Sylvia, 2005). Para un
crecimiento 6ptimo, se necesita al menos la concentracion de 1 uM de hierro (Neilands,
1995).

La quelaciones un fendmeno rutinario en los sistemas bioldgicos (Neilands, 1995;
Sanchez, 2006) y los sider6foros (del griego: transportadores de hierro) basan su
actividad en ello. Los sider6foros son agentes quelantes de bajo peso molecular (200 -
2000 Da), producidos por bacterias aerobicas y anaerobios facultativos, asi como
hongos y plantas para facilitar la toma eficiente de hierro (Chu et al., 2010). Su
biosintesis se realiza a nivel celular por un conjunto de enzimas especificas para el
sideroforo respectivo. Los genes correspondientes se encuentran en el cromosoma o en
el plasmido y su expresion esta controlada por la cantidad celularmente disponible de
hierro (Crosa & Walsh, 2002). Por lo tanto, los productos metab6licos microbianos
(principalmente metabolitos secundarios) pueden ser clasificados como sideréforos, si
(i) exhiben capacidad quelante del hierro, (ii) participan en el transporte activo a traveés

de la membrana y (iii) su biosintesis es regulada por el nivel de hierro intracelular

Es asi que los sideréforos microbianos pueden estimular directamente el crecimiento de
la planta, incrementado la disponibilidad de hierro en el suelo alrededor de las raices o
indirectamente por competitividad, inhibiendo el crecimiento de patégenos de la planta,

menos eficientes para la absorcion de hierro (Marek-Kozaczuk et al., 1996).

Mas de 500 sideréforos naturales han sido aislados y caracterizados. Las dos clases mas
comunes son los hidroxamatos y fenol-catecholatos. Muchas Pseudomonas secretan
sideroforos fluorescentes de color amarillo-verdoso, pyoverdinas o pseudobactinas.

Especies de actinomicetos, como Nocardia, Streptomyces y Arthrobacter, se han
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descrito como productoras de sider6foros del tipo hidroximato (Mdller & Raymond,
1984).

2.12.3Control de patégenos

La supresion de los patdgenos vegetales provenientes del suelo, es un importante
mecanismo indirecto para el desarrollo de la planta. La supresion de las poblaciones
perjudiciales en la rizosfera, se produce por varios mecanismos, por antagonismo,

competencia o resistencia inducida.

a. Antagonismo

La colonizacion del sistema radicular por las PGPRs provoca la liberacion de
metabolitos antagonistas involucrados en la inhibicion directa de los patogenos
vegetales (Shoda, 2000; Raaijmakers et al., 2002).

Este mecanismo incluye la antibiosis y el parasitismo. La antibiosis implica la
inhibicion del crecimiento microbiano, a través de antibioticos difusibles y compuestos
organicos volatiles, toxinas y biosurfactantes. En tanto que el parasitismo involucra la
produccion de enzimas extracelulares que degradan pared celular, como quitinasas y -
1, 3 —glucanasa (Compant et al., 2005; Haas & Défago, 2005). La degradacion de los
factores de patogenicidad del agente patdgeno, asi como las toxinas del organismo

benéfico, han sido reportados como mecanismos de proteccion (Haas & Défago, 2005).

Cepas de Bacillus subtilis producen una gran variedad de poderosos metabolitos
antiflngicos, por ejemplo, zwittermicin-A, kanosamina y lipopéptidos de las familias
surfactina, iturina y fengycina (Emmert & Handelsman, 1999). La excrecién de
quitinasas y glucanasas por especies de Trichoderma y Streptomyces también han
demostrado que desempefian un papel importante en parasitismo de hongos
fitopatdgenos (Whipps, 2001).
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b. Competencia

La competencia por sitios disponibles en las superficies de la raiz por los nutrientes
proporcionados por ella y las semillas, asi como por oxigeno, ocurre comdnmente entre
organismos habitantes del suelo. EI fendmeno de fungostasis o inhibicion de la
germinacion de esporas fangicas en el suelo, es el resultado de la competencia por
nutrientes, especialmente carbono (Alabouvette et al.,, 2006). Dada la abundancia
relativa de sustratos en la rizdésfera, la eficiencia en la absorcién de nutrientes y
catabolismo de las bacterias es un factor clave para la competitividad (Chin-A-Woeng et
al., 2003). La implementacién de estrategias metabdlicas como la capacidad de
conversion extracelular de la glucosa a acido gluconico y acido 2-cetogluconico permite
a algunas bacterias, incluyendo varias especies de Pseudomonas, secuestrar
eficientemente glucosa y darle una ventaja competitiva sobre los microorganismos que
carecen de la capacidad de utilizar estos compuestos (Gottschalk, 1986). La
competencia por los elementos traza, como hierro, cobre, zinc, manganeso, etc., también
se produce en los suelos. Por ejemplo, el hierro es un elemento esencial para el
crecimiento de todos los organismos vivientes y la escasez de su forma bio-disponible

en los habitats del suelo resultan en una feroz competencia (Loper & Henkels, 1997).

¢. Resistencia inducida

Las bacterias asociadas a las plantas también pueden reducir la actividad de los
microorganismos patdgenos, activando una mejor defensa de la planta, fendmeno
denominado “Resistencia Sistémica Inducida”, “ISR” por sus siglas en inglés (Shoda,
2000; vanLoon, 2007; Nihorimbere et al., 2010).

A veces, el mecanismo de ISR elicitado por PGPRs, se traslapa parcialmente con la
“Resistencia Sistémica Adquirida” (SAR) inducida por patogenos. Tanto ISR como
SAR representan un estado de resistencia basal mejorada de la planta que depende de
compuestos de sefializacion, como acido jasménico, etileno y acido salicilico (van
Loon, 2007). La expresionde una reaccion de defensa natural contra el estrés de origen
bidtico o abidtico es exhibido por todas las plantas, e involucran respuestas ante estrés
fisico (calor o frio); inoculacion de organismos patdgenos o0 no patdégenos, moléculas

quimicas sintéticas o naturales (Alabouvette et al., 2006).
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El reconocimiento temprano del agresor por la planta es uno de los mecanismos
implicados en la obtencidn de reacciones de defensa de la planta (Lugtenberg et al.,
2002). Se inicia de inmediato una cascada de sefiales moleculares y la transcripcion de
muchos genes, resultando, eventualmente, en la produccion de las moléculas de defensa
de la planta hospedera (van Loon, 2000). Tales moléculas de defensa incluyen a las
fitoalexinas, proteinas relacionadas con la patogénesis (quitinasas, B-1,3-glucanasas,
inhibidores de proteasas, etc.) y lignina para el refuerzo de las paredes celulares (van
Loon, 2000). En efecto, el engrosamiento de la pared celular, las aposiciones de pared o
la muerte répida de las células vegetales dafiadas como resultado de la necrosis de los
tejidos adyacentes inmediatos, son barreras que impiden la nutricion del patdgeno y
contribuyen a aminorar la invasion progresiva de hongos (Lugtenberg et al. 2002;
Alabouvette et al.,2006).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Areade estudio

La zona de estudio se situd en la cuenca del rio llave, de la provincia de El Collao, al
sur del departamento de Puno (Figura 3), entre las coordenadas geogréficas 16°06°00” y
69°38°00” de latitud sur y oeste, respectivamente. La cuenca tiene un area aproximada
de 7705 km? y altitudes que oscilan entre 3830 - 5585 msnm. Mayormente, la superficie
se encuentra cubierta de vegetacion (pastos) y terrenos eriazos; con areas dispersas y
muy fragmentadas dedicadas al cultivo agricola [4.98 %, de acuerdo a la Direccién
Regional de Agricultura Puno (2008)] y donde la mayoria de unidades agropecuarias

poseen superficies menores de 3 ha.

Se seleccionaron dos campos de cultivo de papas nativas de las comunidades
altoandinas de Jallamilla y Concahui (3860 msnm), pertenecientes a miembros del
Consorcio de Productores de Tunta “Los Aymaras”. Los campos elegidos presentaban
cultivos alternos de papas dulces y amargas, sembradas hacia finales de octubre del

2008 en suelos franco arenosos, poco profundos.

3.2 Unidades experimentales

Se escogio evaluar la rizésfera de papas nativas amargas de las variedades “Occucuri

blanco” y "Locka” y los tubérculos de las mismas.

3.2.1 Occucuri blanco o janko choquepito (S. curtilobum)

Es una variedad de tolerancia media a las heladas, con un periodo vegetativo de 170
dias, susceptible a la sequia, asi como a la verruga y la rofia y tolerante a la

rizoctoniasis, pudricion seca y granizadas (medianamente). La forma de su tubérculo es
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oblongo comprimido, de tamafio mediano a grande y con ojos semi-profundos, con piel

color marfil claro y carne blanca (Figura 4a).
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Figura 3: Ubicacion geografica del area de estudio
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3.2.2 Locka (S. juzepczukii)

Esta catalogada como una variedad altamente tolerante a las heladas. Tiene un periodo
vegetativo aproximado de 160 dias. Es susceptible a la sequia, como también a la
verruga, rofia, pudricion seca, rizoctoniasis Yy trips. Por otro lado, tiene tolerancia media
a las granizadas. La forma de su tubérculo es fusiforme, de tamafio mediano a grande y

con ojos superficiales, con piel color crema y carne blanca Figura 4b).

Figura 4: Tubérculos de papas nativas (a) Occucuri blanco, (b) Locka

3.3 Toma de muestras

Para cada campo de cultivo, se eligieron aleatoriamente, dos plantas de tamafo
promedio de cada una de las dos variedades de papa seleccionadas (Seccion 3.2). Se
tomd una porcion de suelo circundante a sus raices, de aproximadamente 500 g. De los
mismos campos, se tomaron muestras de suelo desnhudo, de los alrededores de los
surcos, que no presentan influencia de cultivos. Las muestras fueron colectadas en
bolsas Ziploc, las mismas que se colocaron en un cooler con geles de refrigeracion, para
mantener una temperatura aproximada de 4 °C hasta el momento del ensayo. Las
evaluaciones se realizaron en tres diferentes etapas de desarrollo fenoldgico (Cuadro 4):
floracion (enero del 2009), desarrollo de tubérculos (abril del 2009) y cosecha (mayo
del 2009).
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Cuadro 4: Distribucién de muestras de suelo tomadas para el ensayo

Muestreo Comunidad Variedad de papa

Floracion Jallamilla Rizosfera - “Occucuri blanco”
Rizosfera - "Locka”
Suelo sin influencia de cultivos

Concahui Rizosfera - “Occucuri blanco”
Rizésfera - “Locka”
Suelo sin influencia de cultivos

Desarrollo de tubérculos Jallamilla Rizosfera - “Occucuri blanco”
Rizésfera - “Locka”
Suelo sin influencia de cultivos

Concahui Rizosfera - “Occucuri blanco”
Rizosfera - "Locka”
Suelo sin influencia de cultivos

Cosecha Jallamilla Rizosfera - “Occucuri blanco”
Rizosfera - "Locka”
Suelo sin influencia de cultivos

Concahui Rizosfera - “Occucuri blanco”
Rizésfera - “Locka”
Suelo sin influencia de cultivos

3.4 Lugar de ejecucion

La determinacion de las poblaciones microbianas, aislamientos, ensayos de biologia
molecular y de capacidad promotora de crecimiento, se realizaron en el Laboratorio de
Ecologia Microbiana y Biotecnologia “Marino Tabusso” del Departamento de Biologia
la UNALM.

Los ensayos de caracterizacion, contenido de micronutrientes disponibles y metales
pesadosen suelos, se llevaron a cabo en el Laboratorio de Andlisis de Suelos, Plantas,
Aguas y Fertilizantes (UNALM).
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3.5 Cuantificacion de las poblaciones microbianas de la rizosfera de cultivos de

papa amarga

De cada una de las muestras (suelo o papa) se tomaron 10 g (previa homogenizacion) y
se adicionaron a 90 mL de agua peptonada al 0.1 % p/v para luego ser mezclados por
agitacion vigorosa (dilucién 10™). Se procedi6 a la realizacion de diluciones decimales

seriadas, utilizando la misma solucion diluyente.

Los recuentos en placa fueron realizados mediante la técnica de inoculacion por
incorporacion. Las enumeraciones por numero mas probable (NMP) constaron de
baterias de 3 tubos por dilucion.Todos los resultados fueron expresados sobre la base de

peso seco de la muestra de suelo y se reportaron en cada caso como UFC/g 6 NMP/g.

3.5.1 Aerobios mesdfilos viables (AMV)

Su cuantificacion se realizo a través del método del APHA (1992). Alicuotas de 1 mL
de cada una de las diluciones seleccionadas (10 — 107) fueron inoculadas en placas
Petri estériles (por duplicado), adicionando luego el agar Plate Count. Las placas se
incubaron a 28 °C durante 48 h. Se contabilizaron las placas que contenian entre 30 y
300 colonias y su media aritmética fue multiplicada por la inversa de la dilucion y
expresada como UFC/g.

3.5.2 Mohos y levaduras (MYL)

Se sembraron alicuotas de 1 mL de las diluciones 10 - 10° dentro de placas Petri
estériles (por duplicado). Se utilizo el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y la
incubacion de las placas se realiz6 durante 5 dias a 25 °C. El conteo de estos
microorganismos fue realizado en placas conteniendo entre 9 y 90 colonias y el

resultado fue expresado como UFC/g.

3.5.3 Actinomicetos (ACTI)

Se incorpor6 el medio Almidén-Caseina a cada una de las placas inoculadas con las

diluciones 10 - 10”°. EI medio fue suplementado con fluconazol al 0.25 %, para inhibir

29



el crecimiento de hongos. La incubacion se realiz6 a 28 °C por 7 dias. Las colonias
caracteristicas de este grupo microbiano fueron contabilizadas en placas conteniendo

entre 30 y 300 colonias de actinomicetos. El resultado fue reportado como UFC/g.

3.5.4 Bacterias esporogénicas

Con la finalidad de destruir las células vegetativas, se aplicd un tratamiento térmico a
cada una de las diluciones elegidas, 10™ - 107, utilizando bafio de agua a 80 °C por 30
min (APHA, 1992). Se incorpor6é Agar Triptona Glucosa Extracto de Carne (TGE) a las
placas Petri inoculadas con las alicuotas de las diluciones previamente tratadas.
También fueron sembrados 10 mL de la dilucién 10*, como representacion de la

muestra original.

La incubacién se dio a 28°C por 48 h (esporulados mesofilos) [EMA y EMANA], 5 - 10
°C por 7 - 10 dias (esporulados psicréfilos) [EPA y EPANA] y a 52.5 °C por 48 h
(esporulados termdfilos) [ETA y ETANA]. La incubacion se dio tanto en condiciones
aerobicas, como anaerobicas. Para lograr las condiciones anaerobias, se hizo uso de
jarras de incubacion con sistemas generadores e indicadores de anaerobiosis
Anaerocult® y Anaerotest®. Luego de transcurrido el periodo de incubacion en cada
uno de los casos, se contabilizaron las colonias crecidas en las placas conteniendo entre

30y 300 colonias y el resultado fue expresado como UFC/g.

3.5.5 Bacterias sulfito reductoras (ASR)

Se transfirié 1 mL de cada dilucion seleccionada (10™ - 10™), en placas Petri estériles.
Se adicion6d Agar Triptona Sulfito Neomicina (TSN) y luego de homogenizar, las placas
fueron invertidas e introducidas en una jarra de anaerobiosis, junto con un sistema
generador de anaerobiosis e indicador (Anaerocult® y Anaerotest®). La incubacién se
dio a 35 °C durante 24 h. Se realiz6 el conteo de las colonias coloreadas de color negro
(sulfito reductoras), de las placas que contenian entre 30 y 300 colonias. Los resultados

fueron expresados como UFC/g.
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3.5.6 Diazotrofos de vida libre (DIAZO)

Su determinacién se realiz6 mediante el método del nimero méas probable (Zapater,
1975). Se inoculé, por triplicado, 1 mL de cada una de las diluciones elegidas (10™ — 10
%) de la muestra, en tubos conteniendo 10 mL de medio mineral sin nitrégeno con
indicador azul de bromotimol al 0.5 % (pH 7). Las baterias de tubos fueron incubadas a
28 °C por 7 - 10 dias. La presencia de un velo superficial caracteristico sobre el medio
de cultivo, la turbidez y el cambio de color del indicador fueron reportados como
resultados positivos en cada tubo y para la expresion de resultados se consulté la Tabla
de NMP.

3.5.7 Pseudomonas sp.(PS)

Una fase presuntiva (NMP) consider6 la inoculacion, por triplicado, de alicuotas de 1
mL con cada una de las diluciones elegidas (10™ - 10°) en tubos con 10 mL de Caldo
Asparagina. Después de 48 h de incubacion a 28 °C, los tubos que registraron
fluorescencia bajo la luz UV fueron transferidos a agar Cetrimide. Se evaluo el
crecimiento caracteristico de colonias luego de 24 h de crecimiento a 28 °C.
Paralelamente, los cultivos fueron aislados en placas de agar no diferencial (ejem. agar
nutritivo o agar tripticasa de soya) y desde losaislamientos frescos crecidos alli, se
realizaron tinciones Gram y pruebas de la citocromo oxidasa, haciendo uso de tiras
reactivas de Bactident oxidase®. Las bacterias Gram negativas, oxidasa positivofueron
consideradas del género Pseudomonas sp. y su cuantificaciéon se dio a través de la
consulta de la Tabla del NMP.

3.5.8 Coliformes totales (CT)

En cada uno de 3 tubos conteniendo 10 mL de caldo lauril sulfato triptosa y campana
Durham invertida, se inoculé 1 mL de cada una de las diluciones seleccionadas de la
muestra, 10™ - 10, La bateria de tubos fue incubada a 35 - 37 °C durante 24 - 48 h. Los
tubos que mostraron produccion de gas, fueron transferidos (una asada) a tubos con 10
mL de caldo lactosa bilis (2 %) verde brillante con campana Durham invertida. Se

evalud la produccion de gas luego de 24 - 48 h de incubacion a 36 + 1 °C, que confirmo
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la presencia de microorganismos coliformes. Para determinar el resultado, se consulto6 la
Tabla del NMP y se report6 como NMP/g.

3.5.9 Coliformes fecales (CF)

La siembra, por asada, se realiz6 a partir de los tubos de caldo lauril sulfato triptosa gas
positivo, presuntivos de crecimiento coliforme y hacia tubos con 10 mL de caldo EC,
los mismos que fueron incubados a 44.5 + 0.2°C por 24 h. Transcurrido el periodo de
incubacidn, se evalud la formacion de gas, que indico un resultado positivo. Para la
determinacidon de la cantidad de microorganismos coliformes fecales, se hizo uso de la
Tabla del NMP.

3.6  Anadlisis estadistico de las poblaciones microbianas

Los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el programa R (R Development Core
Team, 2011).

3.6.1 Diferencias estadisticas de microorganismos en la rizésfera

Para analizar las diferencias en la carga microbiana del suelo, se aplicé un disefio
factorial completo 32x2, utilizando como factores la época de muestreo (Floracion,
Tuberizacion, Cosecha), el tipo de suelo (sin influencia de cultivos, rizésfera de Locka,

rizosfera de Occucuri blanco) y la comunidad (Jallamilla, Concahui).

3.6.2 Diferencias estadisticas de microorganismos en tubérculos de papas amargas

Para analizar las diferencias en la carga microbiana de los tubérculos, se aplicé un
disefio factorial completo 2x2, utilizando como factores la comunidad (Jallamilla,

Concahui) y la variedad de tubérculo (Occucuri blanco, Locka).
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3.7 Ensayos de caracterizacion de suelos

3.7.1 Caracterizacion de suelos de la rizosfera de cultivos de papa de las

comunidades elegidas

- pH (suspension suelo:agua, 1:1)

- Salinidad (C.E. del extracto acuoso suelo: agua, 1:1)

- Carbonatos totales (método gaso-volumétrico utilizando calcimetro)

- Materia organica (Método de Walkley y Black, oxidacion del C-organico con
dicromato de potasio)

- Fosforo disponible (método de Olsen modificado, extraccion con NaHCO3; 5 M,
pH 8.5)

- Potasio disponible (extraccion con acetato de amonio, pH 7.0)

- Textura del suelo (método del hidrometro)

- Capacidad de intercambio cationico (saturacidn con acetato de amonio, pH 7.0)

- ca®, Mg®, K, Na* cambiables (reemplazo con acetato de amonio, pH 7.0 y
cuantificacion por fotometria de Ilama y/o absorcion atémica)

- AI¥* + H" (método de Yuan, extraccion con KCI, N)

3.7.2 Analisis de micronutrientes totales y disponibles

- Boro, cobre, hierro, manganeso, zinc

3.7.3 Anadlisis de metales pesados

- Plomo, cadmio, cromo, arsénico

3.7.4 Cuantificacion de lombrices en el suelo

Con ayuda de una pala de jardinero y por triplicado, se midi6é una porcion de terreno de
900 cm? (un pie cuadrado) y se cavé hasta una profundidad de 30.48 cm (12 pulg)
[USDA, 1999]. Se intenté minimizar el nimero de cortes con la pala para evitar dafio a

las lombrices. Se estudiaron las muestras de suelo contra un fondo de color palido para
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facilitar el reconocimiento de las lombrices, las mismas que se separaron, contaron y

pesaron.

3.8 Aislamiento de las cepas y caracterizacion morfoldgica

Con ayuda de un asa de Kolle, se picaron las cepas mas representativas de cada muestra
analizada. Se sembraron en medio selectivo para el microorganismo aislado (Seccion

3.5). Las colonias fueron re-aisladas las veces necesarias para obtener las cepas puras.

Las caracteristicas morfoldgicas de las cepas aisladas fueron evaluadas a las 24 h de
incubaciéon en el medio selectivo, excepto para el caso de actinomicetos, que se
incubaron por 3 dias y los mohos que se hicieron crecer entre 3 y 5 dias. Se tomaron en

cuenta caracteristicas de tamafio, borde, forma y textura de los aislamientos.

3.9 Conservacion y almacenamiento de las cepas

Se sembrd una asada de las cepas bacterianas en caldo Casoy y se incubd a 28 °C
durante 24 h. Para los actinomicetos, la incubacion se dio en caldo Almidén — Caseina
durante 72 h. Se tomé una alicuota de 1 mL del caldo y se dispensé en un vial
criogénico. Luego se adicion6 0.5 mL de glicerol al 87 %. Las cepas fueron guardadas

por duplicado en cajas criogénicas y se almacenaron en congelacion a -80 °C.

3.10 Caracterizacion molecular de los aslamientos
3.10.1 Reactivacion de las cepas

Las cepas bacterianas a ensayarse fueron sembradas por estria en placas conteniendo
medio de crecimiento no diferencial. Luego de su crecimiento se realizd un segundo
pase Yy su incubacion se dio a 28 °C por 18 - 24 h. De las colonias crecidas puras, se
tomd una asada y se inoculd en tubos con 5 mL de caldo Casoy, los mismos que fueron
Ilevados a agitacion por 12 - 16 h a 28 °C.
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3.10.2 Obtencion de ADN bacteriano

Se hizo uso del kit comercial AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen
Inc., USA). En un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se colecto el caldo inoculado con
la cepa a ensayar, aproximadamente 1 x 10° células/mL (equivalente a 1 mL de cultivo
bacteriano a un ODggo = 1.0 - 1.5). Se centrifugd a 12000 x g por 30 min, luego de lo
cual se descartd el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 150 pL de buffer S,
conteniendo RNasa A. Se afiadieron 20 pL de lisozima y luego de mezclar bien se dejo
reposar por 5 min a temperatura ambiente. A la mezcla fueron afiadidos 30 uL de
EDTA (pH 8.0) 0.25 M y luego de homogenizar, los tubos fueron incubados en hielo
durante 5 min. Transcurrido el tiempo se adicionaron 450 pL de buffer G-A, se mezcl6
en vortex por 15 segundos y se calientd en bafio de agua a 65 °C por 10 min.
Seguidamente se afiadieron 400 pL de buffer G-B, 1 mL de buffer DV (pre enfriado a 4
°C) y se centrifugé a 12000 x g por 2 min. Luego de descartar la fase coloreada, se
repetio la aplicacion del buffer DV y los pasos subsiguientes. A continuacién, la fase
inferior se trasvasé a un filtro (Spin filter) posicionado dentro de un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL y se centrifug6 a 12000 x g por 1 min. Se descarto el filtro y
se adicionaron 400 pL de buffer BV al filtrado, luego de mezclar bien, se trasvasé a una
columna Miniprep, posicionada dentro de un microtubo de 1.5 mL. Se centrifugo a
12000 x g por 1 min. Descartado el filtrado, se afadieron 500 pL de buffer W1 a la
columna Miniprep y se centrifugéuna vez mas a 12000 x g por 1 min. Se repetiédos
veces masel paso anterior, pero adicionando el buffer W2 en lugar del W1 y se
descartando el filtrado. Finalmente se centrifugd (12000 x g por 1 min) la columna
Miniprep vacia, luego se transfirié a un microtubo nuevo y se incorporo, al centro de la
membrana, 100 - 200 pL de eluyente (pre calentado a 65 °C). Después de reposar por 1
min a temperatura ambiente se centrifugd a 12000 x g por 1 min, obteniéndose el ADN

en solucién.

3.10.3 Verificacion de la calidad del ADN extraido

Se prepar6 un gel de agarosa al 1 % en buffer tris-acido borico-EDTA 1X (TBE 1X), de
dimensiones 15 x 10 cm. El gel solidificado fue colocado en el interior de una camara

de electroforesis y sumergido en buffer TBE 1X. Para cada cepa ensayada, se procedio a
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mezclar 5 pL del lisado con 1.0 pL de buffer de carga loading dye 6X. Las mezclas
fueron cargadas en cada uno de los pocillos del gel, destinando el primer pocillo al
marcador molecular (1 pL de Lambda DNA 500 pg (Fermentas Inc., USA) + 1 pL de
buffer de carga + agua MilliQ c.s.p. 6 pL). Cargado el gel, se procedio al cierre de la
camara de electroforesis y a la conexion de los electrodos. La corrida electroforética fue
llevada a cabo a 80 V por 60 min. Concluido el tiempo de corrida, el gel fue trasladado
cuidadosamente a una bandeja con solucion acuosa de bromuro de etidio (0.5 pg/mL),
dejando reposar durante 15 min. Posteriormente se traspaso el gel a una bandeja con
agua destilada y se dej6 reposar durante 10 min para su lavado. El gel fue colocado

contra la luz UV del fotodocumentador y se tomaron las imagenes digitales respectivas.

3.10.4 Amplificacion BOX-PCR

El analisis de las bandas de la caja BOX fue realizado de acuerdo a Versalovic et al.
(1991), modificado por Ormefio-Orrillo (comunicacion personal, 2006). Se emple6 el
primer BOX A1R (5"- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3).

La mezcla de reaccion para la amplificacion BOX-PCR (25 uL), consté de: buffer Taq
+KCI -MgCl, (X), DMSO al 10 %, MgCl, 7.5 mM, dNTPs 1.25 mM, primer BOX A1R
0.8 pmol/uL, Taq polimerasa 0.08 U/ pL y 5 pL de lisado. Los tubos de reaccion fueron

llevados al termociclador. La reaccion se realizo bajo las siguientes condiciones.

Perfil de temperaturas para reacciones de amplificacion BOX-PCR

Desnaturalizacion inicial 959°C x 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 93°C x45s

Annealing 53°C x 1 min 25 ciclos
Extension 65 °C x 8 min

Extension Final 65 °C x 16 min 1 ciclo

Para comprobar la amplificacion, 5 pL de la reaccion fueron mezclados con 1 pL de
loading dye 6X. La corrida electroforética se efectu6 en gel de agarosa 1.5 % de
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dimensiones 15 x 15 cm, durante 3 horas a 80 voltios. Se utilizO6 como marcador
molecular Gene Ruler 1 kb ADN Ladder Plus (Fermentas Inc., USA).

3.10.5 Agrupamiento de perfiles BOX-PCR semejantes

Las imagenes de los geles con los perfiles de amplificacion BOX-PCR de cada una de
las cepas ensayadas, fueron alineados en funcion a los marcadores de peso molecular.
Se compararon los perfiles entre si, buscando bandas en comun que muestren un mismo
peso molecular. Se formaron agrupamientos de alta similitud, de manera que los

patrones de los diferentes grupos obtenidos se diferenciaron uno del otro.

3.10.6 Amplificacién del gen ribosomal 16S

Se tomo el ADN de las cepas representantes de cada agrupamiento de perfiles (Seccion
3.10.5) y se les realizo la amplificacion del gen ribosomal 16S, por medio de una
reaccién de PCR con los primers fD1 y rD (5°-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y (5-
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3")  respectivamente.  La
mezcla de reaccién para la amplificacion (25 pL), constéd de: buffer Taq +KCI -MgCl,
(X), MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.5 mM, primers 0.5 pmol/uL cada uno, Taq polimerasa 0.5

U/uL y 5 pL de lisado. La reaccion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones.

Perfil de temperaturas para reacciones de amplificacion del gen 16S

Desnaturalizacion inicial 93 9C x 2 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94°C x45s

Annealing 62°C x45s 30 ciclos
Extension 72°C x 2 min

Extension Final 72 °C x 5 min 1 ciclo

Los productos de amplificacion fueron corridos en gel de agarosa 1 % en buffer TBE

1X (dimensiones 15 x 10 cm) en camaras de electroforesis a 60 V por 150 min
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aproximadamente hasta que la banda mas oscura del buffer alcance la mitad del largo
del gel. Se utiliz6 como marcador molecular Gene Ruler 1 kb ADN Ladder Plus
(Fermentas Inc., USA). Luego de realizar el revelado del gel, se aprecié una banda a un
peso molecular de 1500 pb.

3.10.7 Purificacion del producto de amplificacion del gen ribosomal 16S

Para eliminar cualquier tipo de impureza que pueda dafiar o degradar el producto de
amplificacion, se realizd la purificacion del producto de amplificacion, para ello, se
afiadio un volumen triple de buffer PCR — A, a dicho producto. Se colocé una columna
de PCR (AxyPrep Inc., USA) al interior de un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se
pipeted la reaccion anterior hacia dentro de la columna. Se procedi6 luego a centrifugar
a 12 000 x g por 1 min. Se descarté el filtrado del tubo de microcentrifuga y se coloco

nuevamente la columna de PCR dentro del mismo tubo.

Luego de adicionar 700 pL de buffer W2 dentro de la columna se centrifugd
nuevamente, descartando otra vez el filtrado e incorporando 400 uL adicionales del
mismo buffer. Se transfirio la columna de PCR al interior de un tubo de eppendorf de
1.5 mL. Para eluir el DNA, se afiadieron 25 - 30 pL del eluente (pre-calentado a 65 °C)
hacia el centro de la membrana. Se dej6 reposar por 1 min a temperatura ambiente y

finalmente se centrifugd 12000 x g por 1 min.

3.10.8 Secuenciamiento del gen ribosomal 16S y establecimiento de las relaciones

filogenéticas

Para el establecimiento de las relaciones filogenéticas de las cepas caracterizadas, se
realizd el secuenciamiento del gen ribosomal 16S. Los productos de PCR purificados

fueron enviados a Macro Gen Inc. (Seul, Korea), laboratorio que brinda dicho servicio.

Tras la obtencion de los cromatogramas, y empleando los programas BioEdit version
7.0.5.3 y Chromas Lite version 2.01, las secuencias obtenidas fueron revisadas, tratando
de detectar posibles errores por solapamiento o repeticion de bases. Las secuencias
dadas por cada primer (fD1 y rD1) fueron alineadas y empalmadas y la identificacion de
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secuencias de cepas tipo y cepas de referencia se realizd a través del BLASTN
(Altschul et al., 1990) y EzTaxon (Chun et al., 2007). El software ClustalX 2.0.5
(Thompson et al., 1997), permitio la alineacion de las secuencias de las cepas problema
y de las cepas tipo. Una vez alineadas se cortaron los extremos para que todas las

secuencias tengan la misma longitud

Para la construccion de la filogenia se utilizd el método estadisticoneighbor joining
(Saitou & Nei, 1987) el cual es ampliamente empleado en estudios de evolucion
basados en técnicas moleculares, utiliza una matriz de distancias, la cual va agrupando
en parejas segln la divergencia promedio hasta llegar a una base. Por otro lado,
haciendo uso del software Mega4 (Tamura et al., 2007), se empleé el distanciamiento
filogenético computado por el modelo de Tamura-Nei, en tanto que el test de filogenias
inferidas “bootstrap” evalu6é la fidelidad del arbol filogenético construido. El test
bootstrap crea un numero arbitrario de posibles dendrogramas por medio de cambios
puntales en diferentes bases de las secuencias y elige uno de consenso, asi, en cada
divergencia se muestra un porcentaje el cual representa el niUmero de ramas que se han

repetido del total de arboles creados.

3.11 Determinacién de la capacidad PGPR de los aislamientos

3.11.1 Influencia de la inoculacion de cepas con potencial PGPR en la germinacion
de semillas de trébol rojo

- Preparacion del inoculo

A partir de cultivos frescos de cada una de las cepas microbianas a ensayar, se
inocularon, independientemente, frascos con caldo Extracto de Levadura — Manitol
(LMC). El medio fue incubado a 28 °C, durante 24 h. Los inoculantes provenientes de
las cepas de diazétrofos y Pseudomonas fueron ajustados a una concentracion
aproximada de 10® UFC/mI (% T eg0 nm = 60%); los provenientes de cepas de Bacillus

fueron ajustados a una poblacién aproximada a 10° UFC/m.
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- Desinfecciéon de semillas

Las semillas de trébol rojo (Trifolium pratense L.), un promedio de 120 por cepa a
ensayar, fueron sumergidas en una solucion 70 % alcohol durante 3 min, tras lo cual se
enjuagaron con agua destilada estéril. Posteriormente fueron sumergidas en solucion 3
% hipoclorito de sodio, durante 3 min, enjuagando repetidamente con agua destilada

estéril, hasta asegurar la pérdida de olor de las soluciones desinfectantes (Zufiga, 2012).

- Inoculacion de semillas y siembra en placas

Las semillas previamente desinfectadas, fueron embebidas durante 15 min en el caldo
microbiano correspondiente a la cepa a ensayar. El exceso de indculo en las semillas fue
retirado por contacto con papel toalla estéril. Se utilizd6 agua destilada estéril para

embeber las semillas del tratamiento control (sin inoculacion).

Por cada tratamiento inoculado, se dispusieron tres placas petri (120 x 20 mm), con agar
agua 0.75 %. Con la ayuda de pinzas estériles, se colocaron 36 semillas sobre el agar de
cada una de las tres placas. De manera similar, se procedid a colocar las semillas del

tratamiento control. Las placas fueron incubadas en oscuridad a 22 + 2 °C durante 72 h.

- Parametros de evaluacion

Se reportd la cantidad de semillas que evidenciaban aparicion de radicula y si
presentaban o no pubescencia radicular. Las evaluaciones fueron realizadas cada 24 h y

durante 3 dias.

Finalizado el ensayo, se retiraron los germinados del medio de crecimiento de cada una
de las 3 placas por tratamiento. La seccion aérea fue separada de la radicula y haciendo
uso de una balanza analitica, se procedio a realizar el pesado en fresco. Las secciones
fueron colocadas dentro de sobres de papel, y fueron llevadas a estufa a 50 °C por 48 h,

periodo después del cual se hallo el peso seco.
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- Analisis estadistico de la biomasa de tréboles inoculados con cepas

microbianas

Para analizar las diferencias de la biomasa de tréboles inoculados con cepas
microbianas, se aplicé el Anova de una via y su alternativa no-paramétrica Kruskall
Wallis, asi como otras pruebas de comparacion de pares de tratamiento asumiendo

varianzas no homogéneas como la de T3 Dunnet.

3.11.2 Determinacién de la capacidad de produccion de AIA

Por medio de este ensayo, se determina la capacidad de producir AIA o alguno de sus
precursores (Bric et al., 1991). La aparicion del color rosa a fucsia, es debida a una
reaccion oxidativa causada por el &cido, y una transaminacion que lleva a la sustitucién
del grupo amino por el cloro del FeCls, presente en el reactivo de Salkowsky (Gordon &
Weber, 1951).

Se sembraron 100 uL de una suspension microbiana de D.O.s5oonm = 60 % Transmitancia
(aproximadamente 10° UFC/mL) en tubos de ensayo conteniendo 5 mL de medio de
cultivo LMC suplementado con 2.5 mM de L-triptéfano. Los tubos fueron incubados a
28 °C durante 12 dias. Durante este periodo, se tomaron alicuotas de 500 plLy se
trasvasaron a un eppendorf, centrifugando a 12000 rpm por 5 min. Alicuotas de 250 pL
del sobrenadante (por duplicado) fueron colocadas en tubos de ensayo, adicionando
luego 1 mL de reactivo de Salkowsky (proporcion 1:4) (Gordon & Weber, 1951).
Seguidamente, los tubos fueron incubados por 30 min a temperatura ambiente y en
oscuridad. Posteriormente, se midio la absorbancia de la mezclaa 530 nm en el
espectrofotdbmetro (Genesys 6 — Thermo Electron Corp.). El nivel producido de AIA

(ng/mL) fue estimado por una curva estandar.

3.11.3 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de fosfatos

Se sembr6, por puntura, en el medio NBRIP (National Botanical Research Institute’s
Phosphate) con fosfato bicélcico o tricalcico y en medio YED-P (Extracto de levadura-

dextrosa con fosfato tricalcico), una colonia proveniente de una cepa fresca y pura, y se
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incubd a 28 °C por 5 a 15 dias, durante los cuales se realizaron evaluaciones periddicas
de la formacién de halos transparentes de solubilizacion alrededor del crecimiento de las
colonias. Se reporté el didmetro delos halos (Nautiyal, 1999), asi como la eficiencia de

solubilizacién (SE) de acuerdo a Nguyen et al. (1992), donde:

SE = [didmetro de solubilizacion (mm)/ didmetro de la colonia (mm)] x 100
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de suelos de cultivo de papas amargas
4.1.1 Analisis microbiologico

En las Figuras 5 y 6, se presentan los resultados de la cuantificacion de los
microorganismos rizosféricos de papas amargas, variedades Occucuri blanco y Locka
destinadas para la elaboracion de tunta (resultados expresados como logaritmo de las
poblaciones encontradas).

En la mayoria de los grupos microbianos estudiados (EMA, EMANA, ETANA, EPA,
EPANA, ASR, ACTI, DIAZO, CF) se observaron diferencias significativas en las
poblaciones segun la época de muestreo (Floracion, Desarrollo de tubérculos 0
Cosecha), no encontrandose diferencias segun la comunidad ni en la variedad cultivada.
Los efectos simples de la época de muestreo fueron diferentes para cada grupo
microbiano, no mostrando un patrén uniforme. Ademés del estado fisiologico de la
planta, influy6 también la temperatura del suelo, la cual estuvo dentro de los siguientes
rangos durante los muestreos: 13 - 15 °C (enero), 10 - 12°C (abril), 8 - 11 °C (mayo).

Segun definicidn, la rizosfera es la zona inmediatamente influenciada por las raices
vivas de las plantas y se caracteriza por su fuerte relacion a la actividad microbiana en
suelos. El suelo rizosférico soporta mayores densidades de microorganismos que
aquellos suelos libres de raices, en buena parte debido a los exudados radicales,
descamacion de células y tejidos que actuan como fuente de carbono, energia,
nitrogeno, fosforo, etc.; por la alteracion de la estructura del suelo y la éxido—reduccién
de materiales orgénicos o minerales, entre otros (Frioni, 1999). Sin embargo, la
influencia rizosférica solo se evidencio en las poblaciones de diazotrofos de vida libre y
Pseudomonas sp. (Figura 5). Asi, durante la floracidn, las Pseudomonas se mostraron

en mayor cantidad en los suelos cultivados (10° NMP/g) respecto el suelo descubierto
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(10° NMP/g). En efecto, entre el 30 — 40 % de la materia orgénica del suelo ingresa por

exudacion (Lee & Pankurst, 1992) y el papel de los exudados no se reduce a retribuir a
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Figura 5: Poblaciones microbianas de la rizésfera de papas amargas. Esporogénicos
mesofilos aerobios (EMA) y anaerobios (EMANA), esporogénicos termofilos aerobios
(ETA) y anaerobios (ETANA), esporogenicos psicrofilos aerobios (EPA) y anaerobios
(EPANA), diazbtrofos de vida libre (DIAZO) y Pseudomonas (PS).
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los microorganismos con fuentes de carbono sencillas, sino que la planta es capaz de

modificar las pautas y composicion de sus exudados para favorecer o seleccionar a

determinadas bacterias para que mejoren el desarrollo del vegetal y ya es ampliamente

conocido que algunas especies de diazotrofos, asi como Pseudomonas son grupos

microbianos que poseen capacidades benéficas

para ciertos cultivos.

Los diazotrofos se caracterizan por crecer en zonas inmediatamente adyacente a las

raices, ayudando a fijar nitrogeno y produc iendo también hormonas de crecimiento que
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Figura 6: Poblaciones microbianas de la rizésfera de papas amargas. Anaerobios sulfito
reductores (ASR), aerobios mesofilos viables (AMV), mohos y levaduras (MYL),
actinomicetos (ACT]I), coliformes totales (CT) y fecales (CF).
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afectan el desarrollo radicular. En tanto que las bacterias del género Pseudomonas
degradan una amplia variedad de azucares, aminoacidos, alcoholes y aldosas
provenientes de los exudados radiculares y han demostrado tener efecto benéfico en la
nutricion de la planta, mediante la produccion de sider6foros; algunas especies pueden
degradar compuestos de elevado peso molecular como acidos hdmicos y pesticidas,
unas son utilizadas en el control de fitopatdgenos y otras producen sustancias
estimuladoras de crecimiento como etileno y acido indol acetico (Paul & Clark, 1996).
No se reportd influencia significativa de la rizosfera en el resto de las poblaciones
microbianas. La cantidad de aerobios mesoéfilos viables estuvo siempre en el rango de
10° - 10" UFC/g (Figura 6), el de mohos y levaduras entre 10* - 10° UFC/g; Calvo et al.
(2009), reportaron cantidades de 10° y 10® UFC/g bacterias para la rizésfera de cultivos
de papas nativas de variedades imilla negra y ccompis en nueve localidades aledanas al
Lago Titicaca (suelo franco arenoso de pH 6.25) y el mismo rango de hongos que el
encontrado en esta investigacion. Las poblaciones de Bacillus sp. que reportaron,
estuvieron en 10° UFC/g, en Jallamilla y Concahui el rango de esporulados meséfilos
aerobios (EMA\) estuvo entre 10* - 10° UFC/g y 10% - 10° UFC/g esporulados mesé6filos
anaerobios (EMANA) (Figura 5).

Segun Frioni (1999), los efectos sobre la poblacion del suelo varian con la especie o la
variedad del vegetal. Kato-Noguchi & Ino (2005) y Kerdchoechuen (2005) han
manifestado de igual manera que la composicién quimica de los exudados radiculares
varia no solo entre las diferentes especies de plantas, sino también entre cultivares de la
misma especie vegetal. Diferentes variedades de la misma especie podrian presentar
algunas diferencias fisiologicas, por ello, bajo las mismas condiciones de cultivo, las
diferentes variedades pueden promover la seleccion de las distintas comunidades
microbianas asociadas a los tejidos vegetales (Gomes et al., 2003). Por lo dicho
anteriormente cabria esperar diferencias entre las poblaciones microbianas de las dos
variedades de papa evaluadas, mas aun perteneciendo a diferente especie, sin embargo
este efecto no fue evidenciado, por lo que resultaria conveniente el analisis quimico de
los exudados de los cultivos para dar una mejor explicacién al evento. Las moléculas
liberadas via exudacion, desempefian diversas funciones, ademas de servir como
sustratos carbonados (azucares) y nitrogenados a los microorganismos. Algunas sirven
como precursores para la sintesis de otras moléculas que alteran la fisiologia de la

planta, por ejemplo, el triptéfano como precursor de auxinas. Otras moléculas funcionan
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como sustancias quimiotacticas (acidos fendlicos) o inhibidoras frente a otros
microorganismos, o también pueden mejorar la nutricion mineral de la planta, como los

acidos organicos.

Evaluando la dinamica de las poblaciones en el tiempo, podemos apreciar la existencia
de tendencias al incremento o el decline de determinados grupos microbianos. Frioni
(1999) reporta que los maximos de estimulacion encontrados se producen durante las
etapas de floracion y/o fructificaciéon, para luego declinar abruptamente cuando
comienza la senescencia de las raices. Gomes et al. (2003) e Ibekwe & Grieve (2004)
también observaron una mayor influencia de la planta en la rizésfera asociada a
comunidades microbianas en las primeras etapas de desarrollo. Durante el primer
muestreo (floracién), la poblacion de Pseudomonas sp. fue mayor que en los muestreos
siguientes, mostrando un ligero decline de 10° a 10* NMP/g, aunque este resultara no
significativo (Figura 5). En el caso de los diazétrofos si se produjo una disminucion
significativa de las poblaciones entre muestreos, desde 107 - 10° NMP/g, durante la

floracion, hasta 10° - 10° NMP/g, durante la cosecha.

Durante la senescencia proliferan microorganismos que participan en descomposicion
de los tejidos muertos. Las bacterias son mas eficaces que los hongos al utilizar
compuestos de bajo peso molecular. Sin embargo, los hongos metabolizan facilmente
los polimeros de elevado peso molecular, que son mas abundantes en los restos
vegetales. Por ello son més eficaces durante el comienzo de la descomposicion de las
raices muertas (Nakas & Klein, 1980), en la Figura 6, se observa una ligera tendencia al
aumento del grupo de mohos y levaduras hacia etapas tardias de los cultivos. Las
diferencias son mas marcadas y significativas en la proliferacion de los actinomicetos,
ya que este grupo microbiano se desarrolla en presencia de materia organica en
descomposicidn, siendo capaces de degradar compuestos de gran resistencia, tales como
celulosa, lignina, quitina, pectina, queratina, complejos aromaticos, acidos humicos y
fosfolipidos, hacia formas més simples. Los actinomicetos variaron su poblacion desde
10° UFC/g en el primer muestreo, hasta 10° UFC/g, a la cosecha (Figura 6). El suelo de
la comunidad de Concahui, con mayor contenido de materia organica (Seccion 4.1.2),
registr6 mayor poblacion de este grupo microbiano respecto a la encontrada en
Jallamilla, aunque la diferencia no resultase significativa. También debe indicarse que

los suelos rizosfericos siempre presentaron mayor contenido de este grupo
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microbianoque el suelo no rizosférico (diferencias no significativas), esto seguramente
por el contenido de materia organica del suelo. Asi mismo, debe sefialarse que las
poblaciones de actinomicetos son sensibles a condiciones de acidez del suelo, Brady &
Weil (2008) reporta que el desarrollo 6ptimo de este grupo microbiano se da entre pH
6.0y 7.5 y los pH de los suelos de las dos comunidades en estudio estuvieron en el
rango de 5.09 - 5.54. Esto explicaria en parte las bajas poblaciones obtenidas para
actinomicetos en las etapas tempranas de los cultivos (10° UFC/g). A pesar de ello, estas
cantidades son superiores a las reportadas por Calvo et al. (2009), quienes encontraron
durante la etapa previa a la cosecha de papas dulces, cantidades de 10* UFC/g, en tanto
que las encontradas en la presente investigacion estuvieron en el orden de 10° - 10°
UFC/g.

Sin embargo, hablar de rizésfera o de la influencia de las plantas en el suelo resulta
complejo. Son varios los factores que influyen en la respuesta final, las caracteristicas
del cultivo, la edad de la planta, su estado sanitario y vigor, el tipo y posicion de la raiz,
asi como el tipo de suelo, las practicas de cultivo, el ambiente, el estrés bidtico o
abidtico y el factor climéatico determinan el efecto rizosférico. Asi mismo, el grado de
lignificacion del aparato radical, el cual estd asociado a la edad del cultivo, afecta
decisivamente la composicion cualitativa y cuantitativa de los exudados radicales
(Lynch, 1990; Gutiérrez Mafiero et al., 1995) y, por lo tanto, es un factor que influye en
el funcionamiento de la rizosfera. También debe remarcarse que en campo el control de
todas estas variables es mas complicado, aunque lo encontrado se ajuste mejor a las

condiciones reales.

Finalmente, los resultados encontrados no implican que una poblacion elevada presente
una mayor diversidad microbiana, esto solo se sabrd luego de un adecuado
procedimiento de identificacion de microorganismos. Ferreira et al. (2008) encontraron
que diferentes variedades de papa mostraron diferentes perfiles PCR-DGGE vy
encontraron que la similitud entre comunidades bacterianas asociadas a la rizosfera de
los diferentes cultivos era menor conforme avanzaba el periodo de crecimiento de la

planta.
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4.1.2 Andlisis Fisicoquimico
- Anadlisis de caracterizacion de suelos

Los resultados del analisis de caracterizacion de los suelos de cultivo de papa amarga
(variedades locka y occucuri blanco) de las comunidades de Concahui y Jallamilla
(Cuadro 5), reflejan suelos de textura moderadamente gruesa, franco arenosos, de acidez
moderada a fuertemente &cida (pH: 5.07 - 5.78), no salinos (C.E.[e.s.]: 0.46 - 1.08
dS/m), con ausencia de carbonatos, contenido de materia organica bajo a medio (1.5 -
3.6 %), altos en fosforo (15.0 - 25.1 ppm) y potasio disponibles (368 - 464 ppm), asi
como baja a media retencién de iones (C.1.C.: 9.92 - 11.36 me/100 g).

Evaluando ciertas tendencias de los resultados, respecto a las variedades de papa
ensayadas, se observa una mayor C.E.(e.s.) para los suelos de cultivo de papa variedad
Locka (0.84 - 1.08 dS/m) respecto a la C.E.(e.s.) de los suelos cultivados con papa
variedad Occucuri blanco (0.46 - 0.56 dS/m); asi mismo, suelos con Occucuri blanco
presentan menor contenido de fosforo disponible (15.0 - 19.1 ppm) respecto a lo
reportado por el suelo de Locka (25.1 - 21.4 ppm). Del mismo modo se puede sefalar
que la cantidad de manganeso disponible es mayor en suelo de la variedad Locka (11.8 -
12.10 ppm).

Luego de realizar los célculos de las relaciones cationicas de los elementos en el suelo,
se determind que en los cultivados con la variedad Occucuri blanco, existe un
desbalance producto de un estado hipocélcico (T1 y T6), existiendo ademas un estado
hipomagnésico en T6. Los suelos de la variedad Locka, que fueron evaluados,
evidenciaron estados hipocélcico e hipomagnésico (T4 y T7), ademas de estado
hipopotasico (suelo T7).

- Analisis de micronutrientes disponibles

El pH del suelo de la comunidad de Jallamilla, pH: 5.29 - 5.78, se encuentra asociado a
la maxima disponibilidad de varios de los micronutrientes. En efecto, el hierro se
encuentra en concentraciones altas (85.0 - 182.0 ppm), el manganeso se encuentra
alrededor del nivel medio — alto (4.8 - 12.1 ppm), el zinc presenta niveles medios (2.0 -

3.1 ppm) y el cobre esta en niveles 6ptimos (2.2 - 3.6 ppm). Sin embargo, el boro se
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encuentra en concentraciones bajas a medias (0.3 - 0.9 ppm) [Cuadro 6], lo que podria
llevar a degeneracion de tejidos meristematicos, ruptura de tejidos que provocan

manchas necraticas y alteracion del desarrollo del tubo polinico

Respecto al contenido de micronutrientes disponibles en el suelo de la comunidad de
Concahui (pH: 5.07 - 5.10), se revela un nivel alto de hierro (298.0 - 302.0 ppm),
evidentemente superior a lo encontrado en la comunidad de Jallamilla, el boro esta
presente en nivel 6ptimo - alto (0.5 - 1.6 ppm), el cobre también se encuentra en
concentraciones optimas (3.4 - 3.5 ppm); el manganeso se encuentra alrededor del nivel
medio—alto (4.6 - 11.8 ppm). Sin embargo, el zinc es el micronutriente de concentracion
baja en el suelo, por lo que podrian verse afectados alterados muchos procesos
metabolicos y sintesis de auxinas, velocidad de germinacion y vigor de la plantula
(Ratto & Miguez, 2006).

- Andlisis de metales pesados

La acumulacion de metales pesados en tejidos vegetales por absorcion u otras formas de
asociacion natural, lo hace potencialmente biodisponibles a los seres humanos y
animales a través del consumo de productos (Gincchio et al., 2002; Friesl et al., 2006;
Ruiz & Armienta, 2012). Los suelos ensayados de las comunidades de Jallamilla y
Concahui presentaron valores de plomo, cadmio y cromo considerados normales
(Lacutusu, 2000). EI Pb se present6 en niveles inferiores a 13.53 ppm, el Cd tuvo un

méximo de 0.01 ppm y el Cr no superd los 7.72 ppm (Cuadro 7).

Los suelos de la comunidad de Jallamilla excedieron el limite méximo permisible de
arsénico [10 ppm (US Environmental Protection Agencies - EPA) y 20 ppm (Minnesota
Department of Health)], presentando valores entre 20.96 - 27.00 ppm; la contaminacion
con arsénico interfiere con el proceso metabdlico y podria esperarse una disminucion de
la germinacion de las semillas (Franco-Hernandez et al., 2010; Smith et al., 2010). Es
discutida la concentracion de este elemento en suelos de la comunidad de Concahui. De
acuerdo a la EPA, el limite maximo permisible es de 10 ppm, en tanto los estandares en
paises como Canada, Inglaterra, Paises Bajos y Australia se encuentran en el rango de
10 - 20 ppm para suelos de uso agricola, siendo toxico a 5 ppm para cultivos sensibles

(Duxbury & Zavala, 2005). Otros autores (Minnesota Department of Health, 2007)
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reportan como rango seguro 5 - 20 ppm de arsénico en suelo. Visto desde el punto de
vista de la EPA, los suelos de Concahui, podrian significar un riesgo para la salud

humana, por haberse presentado muestras con 15.13 ppm.
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4.1.3 Cuantificacion de Lombrices

En el suelo de cultivo de la comunidad de Concahui se encontr6 un total de 82
lombrices/m? de capa arable (35 cm de profundidad), con un peso fresco de 13.25 g y
3.36 g de peso seco. En el suelo del terreno de cultivo de la comunidad de Jallamilla
solo se evidenciaron 6 lombrices/m? de capa arable, que tuvieron 0.935 g de peso fresco

y 0.28 g de peso seco.

La USDA (1999) considera que alrededor de 100 lombrices/m® es una poblacion
adecuada en sistemas agricolas, reportando ademas que las poblaciones por lo general
no exceden a 200 lombrices/ m? en sistemas cultivados. Visto desde este modo, el suelo
de la comunidad de Concahui se aproxima mas a los valores referenciales y tomando
este parametro como indicador de la calidad del suelo, se puede podria inferir que el
suelo de Concahui tiene mejores caracteristicas nutricionales y fisicoquimicas que el
suelo de Jallamilla. Se ha reportado que las lombrices mejoran la calidad del suelo
incrementando la disponibilidad de nutrientes, acelerando la descomposicion de materia
organica, a traves de la incorporacion de residuos al suelo y activando procesos de
mineralizacién como los de humificacién. Asi mismo, mejora las condiciones fisicas del
suelo, tales como agregacion y porosidad y suprime ciertas plagas u organismos

nocivos, acrecentando el nimero de microorganismos benéficos (USDA, 1999).
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Cuadro 5: Caracterizacion de los suelos rizosféricos de las comunidades de Jallamilla y Concahui

C.E.
] ) ) CaCO; M.O. P K Arena  Limo Arcilla Clase CIC ca* Mg?* K* Na* AP+ H*
Cod. Localidad Variedad pH [1:1]
(ds/m) (%) (%) (ppm) (ppm) (%) (%) (%) textural (me/100g) (me/100g) (me/100g) (me/100g) (me/100g) (me/100g)
T1 1 1 578 0.23 0.00 1.50 15.00 368.00 70.00 22.00 8.00 FrA. 9.92 6.37 1.93 0.71 0.26 0.20
T4 1 2 529 0.42 0.00 2.80 25.10 401.00 68.00 28.00 4.00 FrA. 1072 5.37 1.15 0.78 0.69 0.30
Media 554 0.33 0.00 215 20.05 38450 69.00 25.00 6.00 ErA 10.32  5.87 1.54 0.75 0.48 0.25
r.A.
SD 035 0.13 0.00 0.92 7.14 2333 141 424 283 0.57 0.71 0.55 0.05 0.30 0.07
C.E.
) ) ) CaCO; M.O. P K Arena  Limo Arcilla Clase ciC ca* Mg** K* Na" AP+ H*
Cod. Localidad Variedad pH [1:1]
(ds/m) (%) (%) (ppm) (ppm) (%) (%) (%) textural (me/100g) (me/100g) (me/100g) (me/100g) (me/100g) (me/100g)
T6 2 1 5.07 0.28 0.00 2.90 19.10 464.00 62.00 32.00 6.00 FrA. 11.04 525 0.75 0.75 0.31 0.30
T7 2 2 510 054 0.00 3.60 2140 398.00 60.00 3400 6.00 FrA. 1136 5.86 0.77 0.81 0.24 0.40
Media 509 041 0.00 3.25 2025 431.00 61.00 33.00 6.00 ErA 1120 5.56 0.76 0.78 0.28 0.35
r.A.
SD 0.02 0.18 0.00 0.49 1.63 46.67 141 141 0.00 0.23 0.43 0.01 0.04 0.05 0.07

Comunidad: (1) Jallamilla, (2) Concahui.

Variedad: Suelo cultivado con papa (1) Occucuri blanco, (2) Locka.
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Cuadro 6: Contenido de micronutrientes disponibles (ppm) en suelos de las comunidades de

Jallamilla'y Concahui

Micronutrientes

disponibles (ppm) Jallamilla Concahui Interpretacion®
Boro 0.3-0.9 05-1.6 0.5-1.0 6ptimo, >1.0 alto
Cobre 22-3.6 3.4-35 1-20 6ptimo
Hierro 85.0-182.0 298.0-302.0 >50alto
Manganeso 48-12.1 46-11.8 5-10 medio
Zinc 20-31 08-29 <2 bajo, 2-3 medio

®Molina & Meléndez (2002)

Cuadro 7: Concentraciones (ppm) de algunos elementos pesados encontrados en suelos de las

comunidades de Jallamilla y Concahui

Elementos ) ) Contenido ) o
Jallamilla Concahui Maximo permisible
pesados (ppm) normal
Plomo 9.27 -10.56 10.78 -13.53 0.1-20 100
Cadmio 0.00 - 0.01 0.1-10 3
Cromo 4.87-7.72 462 -4.91 2.0-50.0 100
Arsénico 20.96 -27.00 0.00-15.13 5.0-20.0* 10 (EPA), 20 (MDH*)

Fuente: Lactusu (2000) yMinnesota Department of Health (2007*)
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4.2 Andlisis de tubérculos de papas amargas a la cosecha

4.2.1 Analisis Microbiologico

En la Figura 7, se presentan los datos de las poblaciones microbianas obtenidas en los
tubérculos de papas amargas de las variedades Occucuri blanco y Locka, de las

comunidades de Jallamilla y Concahui.
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Se destaca la presencia de microorganismos esporulados (hasta 10* UFC/g), bacterias
sulfito reductoras (10 — 10® UFC/g), mohos y levaduras (10° — 10° UFC/g),
Enterobacteriaceae (hasta 10° UFC/g) y presencia de Pseudomonas sp. Estos

microorganismos provienen basicamente por influencia del suelo de cultivo.

Del analisis estadistico realizado, se evidencia que las variedades de tubérculo
evaluadas, solo influyeron en las poblaciones de EMANA, siendo la variedad Occucuri
blanco la que obtuvo mayores concentraciones de estos microorganismos. Por otro lado,
se encontraron diferencias significativas en las cargas microbianas de ETANA, EPA y
APV por efecto de la localidad. Para los casos mencionados, las poblaciones fueron

significativamente superiores en la comunidad de Jallamilla.

4.3 Aislamiento de cepas microbianas

Se aislaron un total de 65 cepas microbianas, 59 provenientes de suelo y 15 de
tubérculos de los tubérculos de papas amargas. Estas fueron purificadas, caracterizadas

morfologicamente (Anexo 1) y almacenadas a -80°C.
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4.4 Caracterizacion molecular de los aislamientos

Se realizd la caracterizacion molecular de 47 de las cepas aisladas, 33 cepas Gram
positivas y 14 Gram negativas. Las cepas Gram positivas ensayadas mostraron 23
diferentes perfiles BOX-PCR (Cuadro 8, Figura 8) y las Gram negativas evidenciaron
11 perfiles distintos. La técnica empleada es una buena herramienta para el
agrupamiento de bacterias con el objetivo de seleccion de aislamientos representativos
de cada grupo y secuenciamiento del gen ARN ribosomal 16S. Cepas con el mismo
perfil BOX-PCR pertenecen a la misma especie y tienen secuencias del gen rARN 16S

idénticas

Los resultados obtenidos del secuenciamiento del gen rARN 16S, reflejan que 25 de los
aislamientos pertenecieron a la familia Bacillaceae, géneros Bacillus y Brevibacterium
(perfiles BOX-PCR: | -XV), la Paenibacillaceae, género Brevibacillus (perfil BOX-
PCR: XVI) y la Planococcaceae, género Lysinibacillus (perfil BOX-PCR: XVII)
[Cuadro 8]. Asi mismo, 8 cepas pertenecieron a la familia Pseudomonadaceae, género
Pseudomonas (perfiles BOX-PCR:XXIV-XXX), 3 a Rhizobiaceae, género Rhizobium
(perfiles BOX-PCR: XXXI-XXXII), 2 a la familia Brucellaceae, género
Pseudochrobactrum (perfil BOX-PCR: XXXIIl) y 1 a Enterobacteriaceae, género
Enterobacter (perfil BOX-PCR: XXXIV).

Se reportaron 7 especies de Bacillus (Figura 9), siendo B. simplex la especie mas
frecuente (14.9 %) de las cepas caracterizadas molecularmente. Los aislamientos
M3SUBE22, M3PABEO8, M3PABE10, M3PABE12, M3PABE09 y M3SUBE25
fueron identificadas como B. simplex NBRC 15720" [AB363738], con 100.00 % de
similitud y M3PABE11 report6 99.80 % de similitud con la misma especie. La segunda
especie mas abundante (10.6 %) fue B. licheniformis, las cepas M3PABEOQ3,
M5SUBEO1, M3PABE06, M3PABEO5 y M5SUBEQO7 se relacionaron a B.
licheniformis ATCC 14580" [AE017333], con porcentajes de similitud entre 99.80 -
99.87 %. El 6.4 % de las cepas ensayadas molecularmente se relacionaron a B. pumilus
ATCC 7061 [ABRX01000007] con 99.93 % de similitud (M5SUBE23, M5SUBE04 y
M3SUBE20). Una de las cepas (M5SUPS26) fue identificada (100 % de similitud)
como B. safensis FO-036b" [AF234854]. Los aislamientos M3SUBE17, M3SUBE16 y

M3SUBE?21 se ubicaron dentro del cluster conformado por las cepas B. mycoides DSM
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2048" [ACMU01000002] y B. weihenstephanensis WSBC 10204" [Z84578].
Finalmente, la cepa M3SUBE18 se ubicO en el mismo cluster que B. thuringiensis
ATCC 10792" [ACNF01000156], B. anthracis ATCC 14578" [AB190217], B. anthracis
Ames' [AE016879] y B. cereus ATCC 14579 [AE016877]. Finalmente, M5SUBE27,
M5SUBE25 y M3SUBE19 fueron relacionadas al cluster comprendido por Bacillus
subtilis subsp. inaquosorum KCTC 13429T [AMXN01000021].

Dos cepas (4.3 % de los aislamientos ensayados molecularmente) fueron relacionadas al
género Brevibacterium M3SUBE26 fue identificada (100 % de similitud) como
Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801" [AM747813] y M3PABEO7 estuvo

relacionada a la misma especie con 99.93 % de similitud.

Unaislamiento (2.1 %) estuvo relacionado al genero Brevibacillus, perteneciente a la
familia Paenibacillaceae. M5SUBE24 report6 99.92 % de similitud con Brevibacillus
laterosporus DSM 25 [AB112720]

La cepa M3PABE13 (2.1 %) fue relacionada a la familia Planococcaceae,
especificamente a Lysinibacillus parviboronicapiens BAM-582 [AB300598] con 99.79
% de similitud.

Se reportaron 6 especies de Pseudomonas (Figura 10), encontrandose que las cepas
M5SUPS36 y AZ6 (4.3 % de las cepas caracterizadas molecularmente) estaban
relacionadas a P. azotoformans IAM1603" [D84009] con 99.70 % de similitud. Los
aislamientos M5SUBE49 y M5SUBES51se relacionaron a P. fragi ATCC 4973
[AF094733] con 99.93 % de similitud. M5SUPS27 tuvo 98.90 % de similitud a P.
gessardii CIP 105469' [AF074384]. AZ7 fue identificada (100 % de similitud) como P.
protegens CHAQ" [AJ278812]. AZ5 fue relacionada a P. brassicacearum subsp.
neoaurantiaca ATCC 49054"[EU391388] con 99.85% de similitud y finalmente AZ8
presentd 99.58 % de similitud con P. koreensis Ps 9-14T[AF468452].

Tres cepas (6.4 %) estuvieron relacionadas a microorganismos de la familia
Rhizobiaceae (Figura 11). AZ1, AZ2y

AZ4 estuvieron relacionadas a Rhizobium leguminosarum USDA 2370 [JH719379] y
Rhizobium massiliae 90AT [AF531767], con 99.37 % de similitud a ambas cepas tipo.
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Un aislamiento (2.1%) pertenecié a la familia Enterobacteriaceae (Figura 12). AZ9
presentd 99.17% de similitud a la especie Enterobacter soli LF7a’ [CP003026].
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MB1 23 4 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

Marcador 1kb 9 M5SUBE26
Blanco 10 M5SUBE23
M5SUBEO4 11 M3SUBE26
M3SUBE22 12 M3SUBE17
M3PABE13 13 M3PABEOQ5
M5SUBE49 14 M3PABEQ6
M3PABEO3 15 M3SUBE18
M3SUBE16 16 M5SUBE25
M3PABEQ7 17 M5SUBE51
M3PABEQ8 18 M5SUBE41

N WN P DT

M B 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

M Marcador 1kb 26 AZ3
B Blanco 27 AZ4
19 M3PABE15 28 AZ5

20 M5SUBE27 29 AZ6
21 MS5PABE40 30 AZ8
22 MS5SUBEO1 31 AZ9

23 AZ7 32 M3SUPS03
24 AZ1 33 M3SUPS04
25 AZ2

M B 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 M

M Marcador 1kb 41 M5PABE10
B Blanco 42 M5SUBEQ7
34 M3SUBE20 43 M3SUBE26
35 M3PABEOQ6 44 M3SUBE19
36 M3SUBE21 45 M3PABEQ9
37 M3PABE11 46 M3SUBE25
38 M3PABE12 47 M5SUBE48
39 M3PABEQ7 M Marcador 1kb
40 M3PABE13

Figura 8: Perfiles de amplificacion BOX-PCR de 47 cepas microbianas aisladas de suelo rizosférico y

tubérculos de papas amargas
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Cuadro 8: Clasificacién filogenética de cepas microbianas encontradas en suelo rizosférico y tubérculos de papas amargas

Perfil BOX- Especie mas cercanamente relacionada segun NUmero de % Similit .
Cepa . . . Familia Clase Phylum
PCR secuenciamiento del gen ribosomal 16S accession ud
I M5SUBE23 Bacillus pumilusATCC 70617 ABRX01000007 99.93 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
I M5SUBEO4 Bacillus pumilus ATCC 70617 ABRX01000007 99.93 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
M3SUBE20  Bacillus pumilus ATCC 7061 ABRX01000007  99.93
Il M3SUBE22 Bacillus simplex NBRC 15720" AB363738 100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
v M3PABEO8 Bacillus simplex NBRC 15720" AB363738 100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
\ M3PABE10 Bacillus simplex NBRC 157207 AB363738 100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
VI M3PABE12 Bacillus simplex NBRC 15720" AB363738 100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
VIl M3PABE11 Bacillus simplex NBRC 157207 AB363738 99.80 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
M3PABE09 Bacillus simplex NBRC 157207 AB363738 100.00
M3SUBE25 Bacillus simplex NBRC 157207 AB363738 100.00
VIl M3PABEDOS, Bacillus licheniformis ATCC 145807 AEQ017333 99.80 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
M5SUBEO1
M3PABEOQS, Bacillus licheniformis ATCC 14580 ' AE017333 99.87 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
M3PABEOQ5
M5SUBEQ7 Bacillus licheniformis ATCC 14580" AE017333 99.80 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
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«Continuaciéon»

Perfil BOX- Cepa Especie mas cercanamente relacionada segiin NUmero de % Familia Clase Phvium
PCR P secuenciamiento del gen ribosomal 16S accession Similitud y
IX M5SUPS26 Bacillus safensis FO-036b" AF234854 100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
X M3SUBE17, Bacillus mycoides DSM 2048" ACMU01000002  100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
M3SUBE16 Bacillus weihenstephanensis WSBC 102047 284578 99.93
Xl M3SUBE21 Bacillus mycoides DSM 2048" ACMU01000002  100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
Bacillus weihenstephanensis WSBC 10204" 784578 99.93
Bacillus weihenstephanensis WSBC KBAB4" CP000903 99.87
Xl M3SUBE18 Bacillus thuringiensis ATCC 10792" ACNF01000156 99.87 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
Bacillus anthracis ATCC 14578" AB190217 99.62
Bacillus anthracis Ames ' AE016879 99.60
Bacillus cereus ATCC 14579" AE016877 99.60
X1 M5SUBE?27, B. subtilis subsp. inaquosorum KCTC 134297 AMXN01000021 99.71 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
M5SUBE25 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610" ABQL01000001 99.64
M3SUBE19 B. subtilis subsp. inaquosorum KCTC 134297 AMXNO01000021  99.73 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
Bacillus tequilensis 10b" HQ223107 99.72
Bacillus mojavensis RO-H-1" JH600280 99.66
XV M3PABEO7 Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801" AM747813 99.93 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
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«Continuacion»

Perfil BOX- Especie mas cercanamente relacionada segiin NUmero de % -

PCR Cepa secuenciamiento del gen ribosomal 16S accession Similitud Familia Clase Phylum
XV M3SUBE26 Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801" AM747813 100.00 Bacillaceae Bacilli Firmicutes
XVI M5SUBE?24 Brevibacillus laterosporus DSM 25" AB112720 99.92 Paenibacillaceae Bacilli Firmicutes
XVII M3PABE13 Lysinibacillus parviboronicapiens BAM-582" AB300598 99.79 Planococcaceae Bacilli Firmicutes
XV M5SUBE26  N.D. - - - - -

XX M5SUBE41  N.D. - - - - -

XX M3PABE15 N.D. ) B ) ) )

XXI M5PABE40 N.D. ) B ) ) )

XX M5SUBE48 N.D. ) B ) ) )
XX AZ3 N.D. ) B ) ) )
XXIV M5SUPS36 Pseudomonas azotoformans IAM1603" D84009 99.70 Pseudomonadaceae ~ Gammaproteobacteria ~ Proteobacteria
XXV AZb6 Pseudomonas azotoformans IAM1603" D84009 99.70 Pseudomonadaceae Gammaproteobacteria  Proteobacteria
XXVl MBSUPS27  Pseudomonas gessardii CIP 105469" AF074384 98.857  Pseudomonadaceae  Gammaproteobacteria  Proteobacteria
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«Continuacion»

Perfil BOX- Cepa Especie mas cercanamente relacionada segiin NuUmero de % Familia Clase Phvium
PCR P secuenciamiento del gen ribosomal 16S accession Similitud y
XXVII M5SUBE49,  Pseudomonas fragi ATCC 49737 AF094733 99.93  Pseudomonadaceae = Gammaproteobacteria  Proteobacteria
M5SUBES51
XXVIII AZT7 Pseudomonas protegens CHAOQ" AJ278812 100.00 Pseudomonadaceae =~ Gammaproteobacteria ~ Proteobacteria
XXIX AZ5 Pseudomonas brassicacearum subsp. EU391388 99.85 Pseudomonadaceae ~ Gammaproteobacteria  Proteobacteria
neoaurantiacaATCC 490547
XXX AZ8 Pseudomonas koreensis Ps 9-14" AF468452 99.51 Pseudomonadaceae Gammaproteobacteria  Proteobacteria
XXXI AZ2 Rhizobium leguminosarum USDA 2370" JH719379 99.37 Rhizobiaceae Alphaproteobacteria Proteobacteria
AZ1 Rhizobium massiliae 90A T AF531767 99.37
XXXII AZ4 Rhizobium massiliae 90AT AF531767 99.37 Rhizobiaceae Alphaproteobacteria Proteobacteria
Rhizobium leguminosarum USDA 2370" JH719379 99.37
XXX M3SUPS04, Pseudochrobactrum asaccharolyticum CCUG 46016" AM180485 100.00 Brucellaceae Alphaproteobacteria Proteobacteria
M3SUPS03 Pseudochrobactrum saccharolyticum CCUG 33852  AM180484 99.85
Pseudochrobactrum lubricantis KSS 7.87 FM209496 99.77
XXXIV AZ9 Enterobacter soli LF7a" CP003026 99.17 Enterobacteriaceae Gammaproteobacteria  Proteobacteria
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Bacillus subtilis subsp. spizizenii NRRL B 23049T [CP002905]

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum KCTC 134297 [AMXN01000021]

Bacillus tequilensis 10bT™ [HQ223107]

M3SUBE19
Bacillus vallismortis DV1 F 37 [JH600273]

M5SUBE27

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 36107 [ABQL01000001]
Bacillus siamensis KCTC 13613" [AJVF0100004 3]

Bacillus sonorensis NRRL B 231547 [AF302118]
M5SUBEQ7
99 M3PABEO6
Bacillus licheniformis ATCC 14580"7 [AE017333]
9 Bacillus aerius 24KT [AJ831843]

M3PABEO3
Bacillus aerophilus 28KT [AJ831844]
%A Bacillus altitudinis 41KF2bT [AJ831842]
Bacillus stratosphericus 41KF2a’ [AJ831841]
Bacillus pumilus ATCC 70617 [ABRX01000007]
94§ Bacillus safensis FO 036bT [AF234854]
M5SUPS26
994 M3SUBE20
M5SUBE23
M5SUBEO4
Bacillus gaemokensis BL3 6 KCTC 13318 [FJ416489]
Bacillus mycoides ATCC 64627 [AF155956]
Bacillus pseudomycoides DSM 124427 [ACMX01000133]
Bacillus anthracis ATCC 145787 [AB190217]
Bacillus anthracis AmesT™ [AE016879]
M3SUBE18
Bacillus thuringiensis ATCC 10792T [ACNF01000156]
Bacillus cereus ATCC 145797 [AE016877]
M3SUBE17
M3SUBE21
od Bacillus mycoides DSM 2048™ [ACMU01000002]
Bacillus weihenstephanensis KBABA4T [CP000903]
Bacillus weihenstephanensis WSBC 102047 [Z284578]
gq Bacillus psychrosaccharolyticus ATCC 232967 [X60635]
Bacillus psychrosaccharolyticus ATCC 232967 [AB021195]
Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801T [AM747813]
gdBacillus muralis LMG 202387 [AJ628748]
M3SUBE26
L |'M3PABEO7
99— Bacillus butanolivorans K97 [EF206294]
r MSPABE1l
M3SUBE25
M3PABEO8
M3PABE10
Bacillus simplex NBRC 157207 [AB363738]
M3SUBE22
M3PABE12
M3PABEO9
Lysinibacillus sphaericus C3 417 [CP000817]
rgq_ Lysinibacillus fusiformis NBRC 157177 [AB271743]
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9 Lysinibacillus contaminans FSt3AT [KC254732]
7 M3PABE13

99 Lysinibacillus parviboronicapiens BAM 5827 [AB300598]

_g;llls‘revibacillus fluminis CJ7 17 [EU375457]

Brevibacillus ginsengisoli Gsoil 30887 [AB245376]

ramificacion indican s

QSﬂ' M5SUBE24
99 Brevibacillus laterosporus DSM 257 [AB112720]

Figura 9: Arbol filogenético de secuencias del gen 16S rDNA de bacterias del orden
Bacillales. EI método de reconstruccion filogenética fue Neighbour-joining (NJ) y las distancias
fueron calculadas de acuerdo al método de Tamura-Nei. Los valores en los puntos de
oporte de bootstrap mayor al 60 % (1000 pseudoréplicas). Los

aislamientos microbianos del suelo rizosférico y papas amargas se indican en negrita.
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98 88-Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DSM 77 [FN597644]



Pseudomonas mucidolens |AM12406" [D84017]
Pseudomonas synxantha IAM12356" [D84025]
Pseudomonas libanensis CIP 1054607 [AF057645]
o1 [ Pseudomonas gessardii CIP 105469 [AF074384]
Pseudomonas azotoformans IAM1603T [D84009)
6986 M5SUPS36
T4'AZ6
——M5SUPS27
Pseudomonas reinekei Mt 17 [AM293565]
Pseudomonas moraviensis CCM 72807 [AY970952]
Pseudomonas koreensis Ps 9-14T [AF468452]

AZ8
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Pseudomonas punonensis LMT03" [JQ344321]
-Pseudomonas migulae CIP 105470 [AF074383]
EPseudomonas lini CFBP 57377 [AY035996]

7

Pseudomonas sp VC 1 [FN645213]
Pseudomonas mandelii CIP 105273T [AF058286]
Pseudomonas mediterranea CFBP 5447" [AF386080]
Pseudomonas frederiksbergensis JAJ28T [AJ249382]
Pseudomonas thivervalensis CFBP 11261 [AF100323]

AZ5
Pseudomonas brassicacearum subsp. neoaurantiaca CIP 1094577 [EU391388]

o 2

79 - Pseudomonas brassicacearum DBK11" [AF100321]
Pseudomonas veronii CIP 104663" [AF064460]

L Pseudomonas extremaustralis 14 3T [AHIP01000073]
Pseudomonas grimontii CFML 97 5147 [AF268029]

95 ' Pseudomonas rhodesiae CIP 1046647 [AF064459]
—Pseudomonas ficuserectae JCM 24007 [AB021378]
Pseudomonas saponiphila DSM 97517 [FM208264]

% +AZ7
99 ' Pseudomonas protegens CHAQT [AJ278812]

Pseudomonas lundensis ATCC 49968T [AB021395]
Pseudomonas psychrophila E 37 [AB041885]
Pseudomonas fragi ATCC 49737 [AF094733]
M5SUBE49
64— Pseudomonas deceptionensis M1T [GU936597]
Burkholderia cepacia ATCC 531307 [AY741362]

Figura 10: Arbol filogenético de secuencias del gen 16S rDNA de bacterias de la familia

Pseudomonadaceae. ElI método de reconstruccion filogenética fue Neighbour-joining (NJ) y las
distancias fueron calculadas de acuerdo al método de Tamura-Nei. Los valores en los puntos de

ramificacion indican soporte de bootstrap mayor al 60 % (1000 pseudoréplicas). Los

aislamientos microbianos del suelo rizosférico y papas amargas se indican en negrita.
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Rhizobium massiliae 90AT [AF531767]

Rhizobium pusense NRCPB10T [FJ969841]
Rhizobium leguminosarum USDA 23707 [JH719379)
AZ4

1001 a72

Rhizobium larrymoorei 3 107 [Z230542]

Rhizobium radiobacter ATCC 193587 [AJ389904]
Rhizobium nepotum 39 77 [FR870231]

Rhizobium skierniewicense Ch11T [HQ823551]

100 L Rhizobium rubi IFO 132617 [D14503]

Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2T [DQ855276]

100

61

O |:Rhizobium taibaishanense CCNWSX 0483 [HM776997]
100 L Rhizobium vitis NCPPB 35547 [D14502]
—— Rhizobium rosettiformans W3T [EU781656]
Rhizobium sp. TSY03hT [AB663504]
s || 98— Rhizobium selenitireducens B1T [EF440185]
Rhizobium daejeonense KCTC 121217 [AY341343]

99

Rhizobium sphaerophysae CCNWGS0238T [FJ154088]
Ensifer adhaerens LMG 202167 [AM181733]

100 | Paenochrobactrum glaciei Pi26T [AB369864]
Paenochrobactrum gallinarii Sa25T [FN391023]

99 Pseudochrobactrum kiredjianiae CCUG 495847 [AM263420]
Pseudochrobactrum lubricantis KSS 7 8T [FM209496]
Pseudochrobactrum saccharolyticum CCUG 338527 [AM180484]

Pseudochrobactrum asaccharolyticum CCUG 46016T [AM180485]

90 'M3SUPS04

100

0.02

Pseudomonas fluorescens PC17T [AY538263]

Figura 11: Arbol filogenético de secuencias del gen 16S rDNA de bacterias de la familia

Rhizobiaceae. EI método de reconstruccion filogenética fue Neighbour-joining (NJ) y las

distancias fueron calculadas de acuerdo al método de Tamura-Nei. Los valores en los puntos de

ramificacion indican soporte de bootstrap mayor al 60 % (1000 pseudoreplicas). Los

aislamientos microbianos del suelo rizosférico y papas amargas se indican en negrita.

67


javascript:%20reloadBrowse('Rhizobiaceae');

f Enterobacter soli LF7a’ [CP003026]
64 L A

76 Citrobacter braakii CDC 080 587 [AF025368]

94_!‘ Citrobacter freundii ATCC 80907 [ANAV01000046]
| L Citrobacter murliniae CDC 2970 59T [AF025369]
— Citrobacter gillenii CDC 4693 86" [AF025367]

— Yokenella regensburgei GTC 13777 [AB273739]

Klebsiella michiganensis W14T [JQ070300]

15{ Klebsiella oxytoca JCM 16657 [AB004754]

98 {Raoultella omithinolytica JCM 6096" [AJ251467]
Raoultella planticola DSM 3069" [X93215)
Raoultella terrigena ATCC 332577 [Y17658]

Enterobacter aerogenes KCTC 21907 [CP002824]

]
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Kluyvera ascorbata CDC 0648 74T [AF176560]
Kluyvera cryocrescens ATCC 334357 [AF310218]
Kluyvera intermedia ATCC 331107 [AF310217]

29

— Enterobacter amnigenus JCM 12377 [AB004749]
— Enterobacter nimipressuralis LMG 102457 [296077]
— Leclercia adecarhoxylata GTC 1267" [AB273740)

‘|— Enterobacter ludwigii DSM 16688 [AJ853891]

{Enterobacter cancerogenus LMG 2693T [296078]

9 Enterobacter ashuriae JCM 60517 [AB004744]
—— Cedecea davisae DSM 4568" [AF493976]

Pseudomonas fluorescens PC177 [AY538263]

Figura 12: Arbol filogenético de secuencias del gen 16S rDNA de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae. EI método de reconstruccion filogenética fue Neighbour-joining (NJ) y
las distancias fueron calculadas de acuerdo al método de Tamura-Nei. Los valores en los
puntos de ramificacién indican soporte de bootstrap mayor al 60 % (1000 pseudoréplicas).

Los aislamientos microbianos del suelo rizosférico y papas amargas se indican en negrita.
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Algunas de estas cepas han sido reportadas en la literatura por sus efectos benéficos en
el desarrollo vegetal. Bacillus. simplex es una bacteria benéfica del suelo, capaz de
secretar auxinas (Botanical Society of America, 2011). Por otro lado, inoculaciones
individuales de B. simplex y B. cereus dieron como resultado en un incremento
significativo en la raiz y dispare del peso fresco, peso seco y longitud total de la raiz en

plantas de tomate (Hassen & Labuschagne, 2010).

Bacilus pumilus y B. licheniformis producen relativamente altas cantidades de C19-GAs
GA4, GA3, GA,y GAy, presentando potencial para la elongacion de tallo y brotes de A.
glutinosa (Gutiérrez-Mafiero et al., 2001).

De acuerdo con Kohler et al. (2007) la inoculacion con B. subtilis incremento
significativamente las actividades ureasa, proteasa y fosfatasas del suelo de la rizosfera
de plantas de lechuga y también aumenté el contenido de P y K foliar. Asi mismo, ha
demostrado antagonismo contra Fusarium spp., Pythium spp., Rhizoctonia spp.,
Sclerotium spp. y ademas controla eficazmente las enfermedades causadas por los
nematodos (Trabelsi & Mhamdi, 2013) provocando mejora en el crecimiento de las

plantas o el rendimiento.

Algunas cepas muestran como B. safensis MS11 han sido destacadas por su alto nivel
de resistencia al arsenito, arsenato, boro y 15 % tolerancia a la sal. La cepa también ha
sido asociada con resistencia a multiples metales pesados como el Cd, Cr, Cu, Ni, Pb 'y
Zn, por lo podria utilizarse en la remediacion de suelos afectados por sales yciclos

biogeoquimicos de contaminacion por arsénico (Raja & Omine, 2012).

Las cepas relacionadas a B. thuringensis podrian ser agente de biocontrol polivalente,
bioestimulador y biofertilizante que podria promover el crecimiento de las plantas.

Brevibacillus laterosporus posee enzimas que exhiben actividad antifungica contra el
hongo fitopatdgeno Fusarium equiseti. Sus enzimas quitinoliticas extracelulares
también contribuyen a la actividad insecticida (Prasanna et al., 2013). Lysinibacillus
parviboronicapiens puede tolerar 6 % (w/v) de NaCl y 50 mM de boro, pero su

crecimiento optimo se observa sin adicion de boro o de NaCl (Miwa et al., 2009).
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Pseudomonas azotoformans es capaz de degradar Cihalofop-butil (CyB), un
ariloxifenoxi propanoato de etilo (AOPP) herbicida ampliamente utilizado para el

control de hierbas en campos de arroz (Nie et al., 2011).

Por otro lado, Pseudomonas fragi posee la capacidad de solubilizar fosfatos y de
producir enzimas lipoliticas y proteoliticas termotolerantes (Wiedmann et al., 2000), asi

como aromas frutales debido a la degradacion de aminoécidos (Miller et al., 1993).

Pseudomonas protegens producen el metabolito secundario 2,4-diacetilfloroglucinol
antimicrobiano (PHL), el cual juega un papel importante en el control biolégico de las

enfermedades de las plantas (Ramette et al., 2011).
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4.5 Capacidad promotora de crecimiento de las cepas

4.5.1 Influencia de la inoculacion de cepas con potencial PGPR en la germinacion

de semillas de trébol rojo

Se ha reportado que el tratamiento con PGPRs incrementa el porcentaje de germinacion,
vigor de las plantulas, emergencia, posicion de la planta, crecimiento de las raices, de
brotes, la biomasa total de las plantas, el peso de las semillas, floracion temprana,
aumento del grano, forraje, produccion de frutos, etc. (van Loon et al.,, 1998;
Ramamoorthy et al., 2001).

Durante 3 dias consecutivos se evalud la aparicién de radiculas en las semillas de trébol
rojo previamente tratadas con los diferentes inoculantes microbianos (Cuadro 9).
Aunque no se apreciaron diferencias significativas respecto del control (Cepa 0), se
pudo apreciar que durante las primeras 24 h de evaluacién, la tasa de germinacién fue
superior para las semillas inoculadas con las cepas M3SUPS03, M5SUBEA41, AZ4 y
AZ9, manteniendo los porcentajes de germinacion comparables a los del control durante

las 48 y 72 h de evaluacion.

Luego de realizar el andlisis estadistico de los datos de peso fresco aéreo y radicular
(PFA y PFR) y peso seco aéreo y radicular (PSA y PSR) de las semillas germinadas, se
determind que ocho (8) de las cepas ensayadas, cinco Gram positivas (M3PABEOQ?7,
M3SUBE26, AZ3, M3PABE15 y M5SUBE24) y tres Gram negativas (M5SUBE49,
M5SUBES51 y AZ8) obtuvieron biomasa fresca significativamente superior a la
registrada por el control (PFA: 0.00989 + 0.00041 g y PFR: 0.00272 + 0.00015 g). Se
destaca la biomasa fresca obtenida por las cepas M3SUBE26 (Brevibacterium
frigoritolerans DSM 88017) [PFA: 0.01498 + 0.00111 g y PFR: 0.00472 + 0.00094 g],
AZ3 (N.D.) [PFA: 0.01590 + 0.00204 g y PFR: 0.00802+ 0.00011 g] y M5SUBE24
(relacionado a Brevibacillus laterosporus DSM 25") [PFA: 0.01779 + 0.00086 g y PFR:
0.00801 + 0.00068 g], cuyos tratamientos alcanzaron porcentajes de germinacion

superiores al 84 %.
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Cuadro 9: Efecto de la inoculacion microbiana en el peso fresco y seco aéreo y radicular de semillas germinadas de trébol

Cad.

Cepa

% Germinacién

Biomasa al tercer dia (g)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 PFA +sd PSA +sd PFR +sd PSR + sd
0o Control - 7136 + 449 9325 + 162 9410 * 156 0.00989 + 0.00041 0.00077 + 0.00002 0.00273 £ 0.00015 0.00022 + 0.00001
1 M3SUBE18 7037 + 160 8519 + 160 9352 + 3.21 0.01280 + 0.00080 0.00091 + 0.00005 0.00385 + 0.00059 0.00027 + 0.00003
2 M3SUBE17 75.40 + 1.37 8730 + 3.64 92.86 = 4.12 0.00915 + 0.00030 0.00078 + 0.00002 0.00263 + 0.00010 0.00019 + 0.00000
3 M3PABEO06 68.52 + 321 8333 + 278 88.89 + 0.00 0.01355 + 0.00093 0.00086 + 0.00018 0.00439 + 0.00049 0.00022 + 0.00002
4  M5SUBE38 7315 + 6.42 77.78 + 10.02 86.11 =* 9.62 0.01063 + 0.00075 0.00085 + 0.00013 0.00338 + 0.00045 0.00026 + 0.00003
5 M5SUBE40 60.19 + 424 7130 + 9.76 75.00 =+ 8.33 0.01152 + 0.00202 0.00091 + 0.00011 0.00197 + 0.00140 0.00025 + 0.00002
6 M3PABEOS 62.04 + 321 7778 + 7.35 89.81 =+ 578 0.01317 +0.00185 0.00094 + 0.00019 0.00482 + 0.00081 0.00023 + 0.00002
7 M3PABE(7 59.26 + 11.23 66.67 + 278 72.22 * 481 0.01579 + 0.00190 0.00134 + 0.00022 0.00791 + 0.00065 0.00024 + 0.00013
9 M5SUBEOL 7130 + 6.99 7685 + 424 8333 + 481 0.01072 + 0.00047 0.00100 + 0.00012 0.00335 + 0.00036 0.00026 + 0.00003
10 M3SUBE16 64.81 + 6.42 8148 + 321 91.67 + 0.00 0.01291 + 0.00086 0.00568 + 0.00792 0.00485 + 0.00093 0.00026 + 0.00005
11 M5SUBE37 61.11 + 481 77.78 + 278 91.67 + 2.78 0.01257 +0.00133 0.00099 + 0.00017 0.00474 + 0.00077 0.00023 + 0.00008
12 M5SUBE27 70.37 + 1313 7963 + 578 86.11 =+ 481 0.01153 + 0.00098 0.00105 + 0.00010 0.00310 + 0.00030 0.00022 + 0.00003
13 M5SUBE22 69.44 + 481 7870 + 424 89.81 + 578 0.01251 + 0.00062 0.00097 + 0.00011 0.00377 + 0.00091 0.00029 + 0.00005
14  M5SUBEO7 80.56 + 0.00 86.11 + 278 90.74 + 1.60 0.00986 + 0.00016 0.00092 + 0.00006 0.00241 + 0.00051 0.00028 + 0.00002
15 M3SUBE26 75.00 + 2.78 8241 + 578 87.04 * 6.99 0.01498 +0.00111 0.00113 £ 0.00016 0.00473 £ 0.00094 0.00026 + 0.00009
16 M3SUPS03 8254 + 6.87 9048 + 238 96.03 * 3.64 0.00870 + 0.00030 0.00078 + 0.00004 0.00280 + 0.00023 0.00021 + 0.00002
18 M3PABE11l 69.44 + 556 8519 + 849 87.96 =+ 8.93 0.01032 +0.00130 0.00097 + 0.00011 0.00352 + 0.00173 0.00027 + 0.00008
19 MS5SUBESL 25,60 + 20.58 34.98 + 29.81 3498 +2981 0.01055 £ 0.00023 0.00113 £ 0.00008 0.01287 + 0.01672 0.00021 + 0.00002
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«Continuacion»

% Germinacién

Biomasa al tercer dia (g)

Cod. Cepa
Dia 1 Dia 2 Dia 3 PFA + sd PSA +sd PFR £ sd PSR *sd
20  M5SUBE49 7460 * 7.27 8413 + 275 8810 + 4.12 0.01293 + 0.00040 0.00097 + 0.00003 0.00578 + 0.00060 0.00022 + 0.00002
21 M5SUBE48 8148 + 578 86.11 + 556 88.89 + 481 0.00978 + 0.00080 0.00104 + 0.00004 0.00121 + 0.00077 0.00027 + 0.00004
22 M5SUBE49 17.12 + 1477 2048 + 1196 21.33 +11.50  0.01166 + 0.00100 0.00106 = 0.00009 0.01581 + 0.02070 0.00088 + 0.00099
23 M3PABE05 66.67 + 11.11 8241 + 699 9352 + 1.60 0.01190 + 0.00071 0.00111 + 0.00027 0.00468 + 0.00019 0.00019 + 0.00005
24 M3PABE10 68.52 + 1156 78.70 + 849 8148 + 8.02 0.01325 + 0.00101 0.00112 + 0.00001 0.00381 + 0.00041 0.00028 + 0.00002
25  M3PABEO09 60.19 + 13.13 69.44 + 13.89 75.00 =+ 14.70 0.01155 + 0.00086 0.00094 + 0.00013 0.00348 + 0.00085 0.00025 + 0.00002
26  M3PABE13 69.44 + 10.02 8241 + 976 87.04 + 6.99 0.01136 + 0.00049 0.00103 + 0.00006 0.00319 + 0.00065 0.00023 + 0.00002
27 M3PABE15 65.74 + 424 7870 + 160 8426 + 3.21 0.01591 + 0.00088 0.00116 =+ 0.00009 0.00682 + 0.00089 0.00042 + 0.00025
28  M3SUBE22 62.96 + 1123 76.85 + 321 8333 + 2.78 0.01074 + 0.00136 0.00098 + 0.00003 0.00397 + 0.00040 0.00030 + 0.00004
29 M3SUBE21 4537 + 18.07 6852 + 699 7593 =+ 3.21 0.01207 + 0.00375 0.00114 + 0.00019 0.00544 + 0.00180 0.00020 + 0.00014
30 M5SUBE41 79.63 + 578 90.74 + 321 9444 + 278 0.01102 + 0.00056 0.00102 + 0.00004 0.00483 + 0.00047 0.00030 + 0.00001
31  MS5SUBE42 66.67 + 2.78 76.85 + 424 8148 + 1.60 0.01244 + 0.00057 0.00101 + 0.00005 0.00402 + 0.00053 0.00030 + 0.00002
32 M3SUPS04 66.67 + 481 7500 + 7.35 8148 + 5.78 0.01093 + 0.00096 0.00091 + 0.00006 0.00367 + 0.00056 0.00028 + 0.00001
33  MB3PABEO3 63.89 + 481 7870 + 8.02 90.74 + 3.21 0.01222 + 0.00059 0.00080 + 0.00004 0.00371 + 0.00062 0.00019 + 0.00004
34 AZl 7560 + 1053 8487 + 251 89.08 =+ 1.38 0.01309 + 0.00028 0.00112 + 0.00001 0.00540 + 0.00015 0.00025 + 0.00002
3B AZ2 70.68 + 11.04 89.12 + 6.23 9165 + 517 0.01063 + 0.00025 0.00107 + 0.00001 0.00441 + 0.00027 0.00017 + 0.00001
3% AZ3 60.19 * 13.98 79.63 + 160 84.26 + 4.24 0.01590 + 0.00204 0.00122 + 0.00009 0.00802 £ 0.00111 0.00026 + 0.00013
37 AZ4 7597 + 589 87.99 + 406 90.57 + 5.36 0.01037 + 0.00020 0.00105 + 0.00006 0.00414 +0.00007 0.00023 + 0.00001
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% Germinacion

Biomasa al tercer dia (g)

Cad. Cepa
Dia 1 Dia 2 Dia 1 PFA +sd PSA +sd PFR +sd PSR + sd
38  AZ5 7540 =+ 9.62 8651 + 275 87.30 =* 1.37 0.01076 + 0.00083 0.00091 + 0.00003 0.00315 + 0.00017 0.00023 + 0.00001
39 AZ6 65.74 + 2085 77.78 + 16.90 80.56 +12.11 0.01139 + 0.00041 0.00098 + 0.00001 0.00319 + 0.00055 0.00028 + 0.00002
40 AZ7 10.30 + 15.87 16.65 + 26.85 20.62 <+ 33.71 0.00615 + 0.00532 0.00036 + 0.00055 0.00221 + 0.00191 0.00014 + 0.00012
41  AZ8 62.04 + 8.02 6852 =+ 11.23 74.07 + 6.99 0.01607 £ 0.00178 0.00135 £ 0.00018 0.00416 + 0.00074 0.00012 + 0.00003
42 AZ9 8283 + 254 9134 + 504 9365 =+ 7.27 0.01040 + 0.00077 0.00091 + 0.00004 0.00516 + 0.00018 0.00011 + 0.00000
43 M3SUBE19 4444 + 10.02 7593 + 699 8148 <+ 578 0.01189 + 0.00063 0.00087 + 0.00012 0.00294 + 0.00149 0.00022 + 0.00002
44  M3SUBE20 58.33 + 16.90 8148 + 10.52 84.26 =+ 8.02 0.01306 + 0.00185 0.00128 +0.00018 0.00384 +0.00123 0.00019 + 0.00011
45 M3SUBE24 73.15 + 849 8426 * 424 9352 =+ 321 0.01252 +0.00128 0.00123 + 0.00016 0.00434 + 0.00051 0.00027 + 0.00003
46 M3SUBE25 75.00 + 735 8519 + 424 87.04 + 424 0.01000 + 0.00039 0.00107 + 0.00003 0.00209 + 0.00042 0.00027 + 0.00002
48  M5SUBE25 6296 * 6.42 8056 =+ 278 87.96 = 578 0.01309 + 0.00110 0.00119 + 0.00027 0.00410 + 0.00060 0.00026 + 0.00005
49 M5SUBE23 61.11 + 735 8426 + 160 90.74 + 1.60 0.01377 + 0.00059 0.00091 + 0.00009 0.00506 + 0.00033 0.00022 + 0.00002
50 M5SUBE24 67.59 + 1052 8056 + 7.35 8519 + 6.99 0.01779 £ 0.00086 0.00123 £+ 0.00009 0.00801 + 0.00068 0.00031 £ 0.00006
52 M5SUBEO05 61.11 + 12.11 8148 + 849 87.96 + 6.99 0.01271 + 0.00075 0.00096 + 0.00012 0.00448 + 0.00084 0.00026 + 0.00002

PFA: peso fresco aéreo, PSA:
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4.5.2 Determinacion de la capacidad de produccion de AIA

Para determinar el potencial PGPR de las cepas aisladas producto de esta investigacion,
han sido ensayadas un total de 41 cepas provenientes de suelo (30 aislamientos Gram
positivos, 11 Gram negativos) y 11 cepas Gram positivas provenientes de los tubérculos

de papa.

El 4cido 3-indol &cético (AlA) es una fitohormona conocida por estar involucrada en la
iniciacion radicular, division y alargamiento celular (Salisbury, 1994). Todas las cepas
produjeron AIA (Cuadro 10), aunque solo el 59.62 % lo hizo en concentraciones
mayores a 1 pg.mL™ y tres cepas lo hicieron de manera significativa (Figura 13) con
concentraciones entre 16.34 y 21.01 pg.mL™ luego de 12 dias de evaluacién (cepas
AZ2, AZ1 y AZA4, relacionadas a Rhizobium leguminosarum USDA 2370" y R.
massiliae 90A"). AZ7 (Pseudomonas protegens CHAO") produjo 8.33 ug.mL™ de AIA
durante el mismo periodo. Cepas de Azotobacter aisladas de Solanum tuberosum de
zonas altoandinas reportaron entre 7.6 y 588 pg.mL™ de AIA (Rico, 2009). En tanto que
Castellanos et al. (2009) seleccionaron cepas con producciones de AlA superiores a 5

ng.mL™* para formulacion de biofertilizantes.
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Figura 13: Curvas de produccion de AIA de los aislamientos de suelo rizosférico y papas

amargas con mayor potencial para este parametro.
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Cuadro 10: Produccion de AIA (ug/mL) por las 52 cepas ensayadas, durante 12 dias de

evaluacion
Caddigo Cepa 3 dias 7 dias 12 dias
1 M3SUBE18 0.000+0.000 0.89310.253 1.012+0.084
2 M3SUBE17 0.089+ 0.042 1.042+0.042 3.512+0.000
3 M3PABEQ6 0.030£0.042 0.417+0.084 0.62540.042
4 M5SUBE38 0.060+0.000 0.149+0.042 1.280+0.126
5 M5SUBE40 0.11940.084 0.47620.000 1.399+0.042
6 M3PABEQ8S 0.060+0.000 0.625+0.042 0.744+0.042
7 M3PABEQ7 0.804+0.042 2.381+0.168 4.31540.042
8 MS5SUBEO4 0.387+0.126 0.238+0.000 0.417+0.000
9 M5SUBEO1 0.179+0.000 0.44620.126 0.68540.042
10 M3SUBE16 0.238+0.000 0.774+0.084 1.161+0.042
11 M5SUBE37 0.714+0.337 0.26810.042 0.625+ 0.042
12 M5SUBE27 0.506+0.126 0.893+0.168 0.893+0.000
13 M5SUBE22 0.298+0.000 0.38740.126 0.74410.042
14 M5SUBEOQ7 0.208+0.042 0.446+0.042 0.506+0.042
15 M3SUBE26 0.476+0.084 1.339+0.042 2.262+0.000
16 M3SUPS03 1.161+0.042 3.601+0.042 4.077+0.126
17 M3PABE12 0.387+0.042 0.56520.042 1.161+0.042
18 M3PABE11 0.387+0.042 0.863+0.042 1.339+0.042
19 M5SUBES1 0.774+0.000 0.982+0.042 1.63710.042
20 M5SUBE49 1.726+0.000 1.369+0.168 2.054+0.210
21 M5SUBE48 0.149+0.042 0.387+0.042 0.833+0.168
22 M5SUBE49 1.161+0.210 1.012+0.084 1.577+0.042
23 M3PABEOQ5 0.208+0.042 0.327+0.042 0.685+0.126
24 M3PABE10 0.357+0.000 1.042+0.210 1.071+0.084
25 M3PABEO09 0.625+0.295 0.833+0.000 1.369+ 0.000
26 M3PABE13 0.44610.042 0.92340.042 1.667+0.168
27 M3PABE15 0.387+0.126 1.101+0.042 2.351+0.042
28 M3SUBE22 0.357+0.000 1.012+0.084 1.637+0.042
29 M3SUBE21 0.476+0.000 0.952+0.168 1.667+0.084
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Cddigo Cepa 3 dias 7 dias 12 dias
30 M5SUBE41 0.387+0.042 0.238+0.000 1.458+0.210
31 M5SUBE42 0.744+0.126 1.071+0.084 1.131+0.084
32 M3SUPS04 1.012+0.084 2.381+0.084 3.661+0.547
33 M3PABEQ3 0.238+0.084 0.387+0.126 0.417+0.084
34 AZl 0.80440.042 8.006x0.210 16.488+0.673
35 AZ2 0.714+0.000 6.607+0.337 16.339+0.295
36 AZ3 0.060+0.000 0.744+0.126 2.411+0.295
37 AZ4 1.071£0.000 11.458+0.800 21.012+0.589
38 AZ5 0.506+0.126 3.304+0.126 3.214+0.084
39 AZ6 0.685+0.042 0.506+0.042 1.190+0.253
40 AZ7 0.476x0.168 3.54240.042 8.33310.000
41 AZ8 0.476+0.084 1.101+0.042 2.470+0.042
42 AZ9 0.565+0.126 1.429+0.084 3.78040.295
43 M3SUBE19 0.030+0.042 0.298+0.000 0.92340.042
44 M3SUBE20 0.089+0.042 0.179+0.084 0.536+0.168
45 M3SUBE24 0.089+0.042 0.47620.084 0.86340.042
46 M3SUBE25 0.327+0.042 1.637+0.042 1.577+0.126
47 M5SUBE26 0.089+0.126 0.060+0.000 0.89340.168
48 M5SUBE25 0.030+0.042 0.298+0.000 0.536+0.084
49 M5SUBE23 0.149+0.042 0.149+0.042 0.26840.042
50 M5SUBE24 0.03040.042 0.030+0.042 1.667+0.084
51 M5SUBEQ6 0.149+0.042 0.000+0.000 0.14940.042
52 M5SUBEOQ5 0.119+0.084 0.000+0.000 0.327+0.042
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4.5.3Determinacion de la capacidad de solubilizacién de fosfatos

Se ha reportado que varios microorganismos del suelo, en particular las bacterias
pertenecientesalos géneros Bacillus y Pseudomonas y hongos de los géneros
Penicillium y Aspergillus, poseen la capacidad de convertirlos fosfatos insolubles del
suelo hacia formas solubles, mediante la secrecion de acidos organicos, como acido
férmico, acético, propiodnico, glicélicolactico, fumarico y succinico (Rashid et al.,
2004). Estos acidos disminuyen el pH y llevan a cabo la disolucion de las formas
enlazadas a losfosfatos. Algunos de los hidroxiacidos pueden quelarse con el calcio y el
hierro, resultando en la solubilizacion y utilizacion efectiva de fosfatos (Gaur & Ostwal,
1972; Kundu et al., 2009). Asi mismo, existen algunas Pseudomonas, que poseen
capacidad para sintetizar y liberar enzimas del tipo fosfatasas, tanto acidas como
alcalinas, que hidrolizan los enlaces ésteres del fosforo organico presente en la materia

organica del suelo, dejandolo disponible para la planta.

Luego de 14 dias de evaluacion, el 44.23 % de las cepas evaluadas produjeron un halo
de solubilizacion de fosfatos en el medio NBRIP suplementado con fosfato tricélcico, el
30.77 % solubilizaron fosfato dicalcico en el mismo medio, en tanto que el 19.23 %

solubilizaron fosfato tricalcico en medio YED-P (Cuadro 11).

Los mejores porcentajes de eficiencia de solubilizacién (ES) se obtuvieron a los 7 dias
de evaluacién, en el medio NBRIP con fosfato tricalcico, por dos especies del género
Pseudomonas. Las cepa AZ7 (Pseudomonas protegens CHAO', con 400 % ES),
M5SUBES51 y M5SUBE49 (relacionadas a Pseudomonas fragi ATCC 4973", con 500

% ES cada uno) fueron las mejores cepas solubilizadoras de fosfato tricalcico.
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Cuadro 11: Eficiencia de solubilizacién (%) de las cepas aisladas de suelo rizosférico y tubérculos de papas amargas

NBRIP + 2Ca NBRIP + 3Ca YED + 3Ca
Cad. Cepa

5 dias 7 dias 14 dias 5 dias 7 dias 14 dias 5 dias 7 dias 14 dias
3 M3PABEO6 - - - - - 103.33 - - -
4  M5SUBE38 - - - - - - - - 125.00
5 M5SUBE40 - - - - - - - - 125.00
6 MS3PABEOS - - - - - 105.00 - - -
8  M5SUBE04 - - - - - 103.33 - - -
9  M5SUBEO1 - - - - - 110.00 - - -
11  M5SUBE37 - - - - - - - - 200.00
13  M5SUBE22 - - - - - 125.00 - - -
14  M5SUBEQ7 - - - - - 110.00 - - -
19 M5SUBES51 - - 166.67 250.00 500.00 200.00 266.67 300.00 357.14
20 M5SUBE49 - - 200.00 300.00 500.00 200.00 233.33 285.71 328.57
22  M5SUBEA49 - - 133.33 200.00 300.00 200.00 228.57 285.71 285.71
29 M3SUBE21 - - - - - 103.33 - - -
30 M5SUBE41 - - - - - - - - 125.00
32 M3SUPS04 - - - - - 105.00 - - -
33 MB3PABEO3 - - - - - 116.67 - - -
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NBRIP + 2Ca NBRIP + 3Ca YED + 3Ca
Cad. Cepa

5 dias 7 dias 14 dias 5 dias 7 dias 14 dias 5 dias 7 dias 14 dias
34 Azl - - - - - 110.00 - - -
35 Az2 - - - - - 110.00 - - -
36 AZ3 - - 140.00 - 133.33 - - -
37 AzZ4 - - 100.00 - 116.67 - - -
38 AZ5 - - 250.00 - 150.00 166.67 - 150.00 160.00
39 AZ6 - - 110.00 - 125.00 - - -
40 Az7 - - 200.00 150.00 400.00 250.00 157.14 177.78 142.86
41  AZ8 - - 120.00 - - 128.57 - - -
42 AZ9 - 100.00 162.50 - 133.33 150.00 - - -
45 M3SUBE24 - - 110.00 - - - - - -
46  M3SUBE25 - - 102.50 - - - - - -
47  M5SUBE26 - - 105.00 - 150.00 133.33 - - -
49 M5SUBE23 - - 105.00 - - - - - -
51 MS5SUBEO6 - - 105.00 - - - - - -
52 M5SUBEO5 - - 103.33 - - 110.00 - - 125.00
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5.1

5.2

V. CONCLUSIONES

De las poblaciones microbianas de la rizésfera de papas amargas

Se cuantificaron las poblaciones microbianas de suelo rizosférico (franco arenoso,
pH 5.1-5.5) y tubérculos de dos variedades de papas amargas (Locka y Occucuri
blanco) de las comunidades andinas de Jallamilla y Concahui (llave — Puno).En la
mayoria de los grupos microbianos estudiados, se observaron diferencias
significativas en la carga microbiana de los suelos segin la época de muestreo
(influencia del estado fenoldgico y temperatura), mas no segun la localidad ni la

variedad cultivada.

Las poblaciones de Pseudomonas y diazétrofos de vida libre se presentaron en
mayor concentracion en suelos cultivados que en suelo sin influencia de cultivos.

Durante la floracion llegaron a 10° y 107 - 10° NMP/g respectivamente.

Las poblaciones en los tubérculos de papas amargas al momento de la cosecha

fueron similares a las encontradas en el suelo del que provinieron.

De la caracterizacion molecular de las cepas microbianas

Se obtuvieron 34 diferentes perfiles BOX-PCR a partir de 47 cepas aisladas de

suelo rizosférico y tubérculos de papas amargas, caracterizadas molecularmente.

El secuenciamiento del gen rARN 16S evidencio la presencia de bacterias de la
familia Bacillaceae (Bacillus y Brevibacterium), Paenibacillaceae (Brevibacillus)
y Planococcaceae (Lysinibacillus). Ademas se registraron miembros de la familia
Pseudomonadaceae (Pseudomonas), Rhizobiaceae, (Rhizobium), Brucellaceae

(Pseudochrobactrum) y Enterobacteriaceae (Enterobacter).

Los microorganismos mas frecuentes de la familia Bacillaceae presentes en suelo

de la rizésfera y tubérculos de papas amargas fueron: B. simplex NBRC 15720"
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(100 % y 99.80 % de similitud) y cepas relacionadas B. licheniformis ATCC
145807 (99.80 - 99.87 % de similitud). Otras cepas se relacionaron a B. pumilus
ATCC 70617 (99.93 % de similitud) y también se identificé B. safensis FO-036b"
(100 % de similitud). Algunos aislamientos se ubicaron dentro del cluster
conformado por B. mycoides y B. weihenstephanensis y otras dentro del mismo
cluster que B. thuringiensis, B. anthracis y B. cereus. Finalmente, algunos
aislamientos fueron relacionados al cluster comprendido por Bacillus subtilis
subsp. inaquosorum. Un aislamiento estuvo relacionado con 99.92 % de similitud
a Brevibacillus laterosporus DSM 25", de la familia Paenibacillaceae y otro a
Lysinibacillus parviboronicapiens BAM-582, con 99.79 % de similitud (familia

Planococcaceae).

Se reportaron 6 especies de Pseudomonas entre los microorganismosaislados de
suelo de la rizésfera y tubérculos de papas amargas. Algunas cepas fueron
relacionadas a P. azotoformans IAM1603" y P. fragi ATCC 4973, con 99.70 y
99.93 % de similitud. Otros aislamientos tuvieron 98.9 % de similitud a P.
gessardii CIP 105469". Se identifico P. protegens CHAO' y algunas cepas fueron
relacionadas a P. brassicacearum subsp. neoaurantiaca ATCC 49054" con 99.85

% de similitud y otras a P. koreensis Ps 9-14"con 99.58 % de similitud.

Se registraron microorganismos de la familia Rhizobiaceae, relacionados a
Rhizobium leguminosarum USDA 2370" y Rhizobium massiliae 90A" (99.37 %
de similitud para cada caso).

De la evaluacion de la capacidad promotora de crecimiento vegetal

Cinco aislamientos Gram positivos (M3PABEOQO7, M3SUBE26, AZ3, M3PABE15
y M5SUBE24) y tres Gram negativos (M5SUBE49, M5SUBES51 y AZ8)
obtuvieron biomasa fresca significativamente superior a la registrada por el
control [PFA: 0.00989 + 0.00041g y PFR: 0.00272 + 0.00015 ¢].

Los aislamientos que produjeron mayor cantidad de acido indol acético, fueron 3
(AZ2, AZ1 y AZ4), correspondientes a cepas de Pseudomonas protegens CHAQ"

y las relacionadas a Rhizobium leguminosarum USDA 2370 y R. massiliae 90A",
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con una produccion entre 16.3 'y 21.0 pg. mL™ de AIA.

Tres cepas de Pseudomonas, M5SUBES1 y M5SUBEA49, relacionadas a P. fragi
ATCC 4973" y AZ7, Pseudomonas protegens CHAQ', obtuvieron las mayores
relaciones de eficiencia de solubilizacion de fosfatos, con porcentajes entre 400 y

500 % luego de 7 dias de incubacion en medio NBRIP con fosfato tricélcico.

83


http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/ezt_hierarchy?m=nomen_view&nid=Pseudomonas+fragi
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNum=4973&Template=bacteria
http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/ezt_hierarchy?m=nomen_view&nid=Pseudomonas+protegens

VI. RECOMENDACIONES

Realizar la identificacion microbiana y establecer las relaciones filogenéticas de

las cepas que no fueron caracterizadas molecularmente.

Completar la evaluacion de la capacidad promotora de crecimiento vegetal de

todos los aislamientos obtenidos.

Algunas de las cepas obtenidas (35.38 %) fueron aisladas bajo condiciones de
psicrofilia, por lo que seria conveniente evaluar su capacidad promotora de

crecimiento vegetal bajo las mismas condiciones.

Seria conveniete validar la presencia de las especies microbianas identificadas con

un nuevo muestreo y evaluacion
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ANEXO 1: Caracterizacion morfoldgica de las colonias microbianas procedentes de suelos y de tubérculos de papas amargas

Cédigo* Procedencia Grupo Tamafio Forma Color Borde Textura Observaciones
M3PABEO1 T3p-a ETA Pequefio Convexo Crema Regular Acuoso -
M3PABEQ2 T3p-b ETA Pequefio Convexo Crema Regular Acuoso -
M3PABEO3 T4p-b ETA Mediano Convexo Crema Regular Acuoso -
M3PABEO4 T6p-a ETA Grande Convexo Crema Regular Acuoso -
M3PABEO5 T6p-b ETA Pequefio Amorfo Crema Irregular Seco Centro denso
M3PABEQ6 T6p-c ETA Mediano Amorfo Crema Irregular Seco Centro denso
M3PABEQ7 Tlp-a EPA Grande Circular Crema Regular Seco Bien definido
M3PABEO8 T2p—a EPA Mediano Circular Crema Irregular Seco Centro denso
M3PABE09 T2p-b EPA Mediano Convexo Crema Regular Acuoso -
M3PABE10 T3p-—a EPA Mediano Convexo Crema Regular Acuoso -
M3PABE11 T3p-b EPA Mediano Ovalado Crema Irregular Acuoso -
M3PABE12 Tdp—a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso -
M3PABE13 T6p —a EPA Mediano Circular TraslUcido Regular Acuoso -
M3PABE14 Tép-Db EPA Mediano Circular Crema Irregular Seco -
M3PABE15 T8p—a EPA Mediano Circular Crema Regular Cremoso -
M3SUBE16 Tl-a EMANA Mediano Circular Crema Regular Cremoso -
M3SUBE17 T1-b EMANA Pequefio Ovalado Crema Regular Cremoso -
M3SUBE18 T4-a EMANA Mediano Ovalado Crema Regular Cremoso -
M3SUBE19 T4-D EMANA Grande Circular Crema Regular Acuoso -
M3SUBE20 T8-a EMANA Pequefio Circular Crema Irregular Seco -
M3SUBE21 T9-a EMANA Pequefio Ovalado Crema Regular Acuoso -
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«Continuacion»

Cadigo Procedencia Grupo Tamano Forma Color Borde Textura Observaciones
M3SUBE22 T10-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso -
M3SUBE23 T12-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso -
M3SUBE24 T12-b EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso -
M3SUBE25 T13-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso -
M3SUBE26 Tl4-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso -
M3SUBE27 T15-a EPA Mediano Ovalado Crema Irregular Acuoso -
M5SUBEO1 Sl-a ETA Mediano Convexo Blanquecino Regular Acuoso Centro difuso
M5SUBEQ2 S2-b ETA Mediano Ovalado Blanquecino Regular Acuoso Borde difuso
M5SUBEQ3 S5 -a ETA Pequefio Circular Blanco opaco Regular Cremoso -
M5SUBE04 S6-a ETANA Grande Circular Blanco opaco Regular Acuoso -
M5SUBEOQ5 S7-a ETA Grande Circular Incoloro turbio Regular Acuoso -
M5SUBEQ6 S7-b ETA Grande Ovalado Blanquecino Regular Cremoso Centro difuso
M5SUBEQ7 S7-¢ ETA Pequefio Circular Blanquecino Regular Cremoso -
M5SUBE22 Sl-c EMA Pequefio Convexo Crema Irregular Seco -
M5SUBE23 S2-a EMA Mediano Amorfo Crema Irregular Cremoso Poco definido
M5SUBE24 S5-a EMA Pequefio Convexo Crema Irregular Seco -
M5SUBE25 S6-a EMA Grande Circular / Amorfo  Beige Irregular Acuoso -
M5SUBE26 S6-b EMA Grande Circular Beige Irregular Acuoso -
M5SUBE27 S6-¢ EMA Grande Circular / Amorfo  Beige Irregular Acuoso -
M5SUBE37 S2-b EMANA Pequefio Circular Crema Regular Seco Convexo
M5SUBE38 S3-a EMANA Mediano Circular Crema Irregular Cremoso Centro difuso
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Cddigo Procedencia Grupo Tamanfo Forma Color Borde Textura Observaciones
M5SUBE39 S5-a EMANA Mediano Circular Crema Irregular Cremoso Centro difuso
M5SUBE40 S6-b EMANA Pequefio Circular Crema Irregular Seco Centro amarill.
M5SUBEA41 S7-a EMANA Mediano Circular Crema Irregular Seco Centro difuso
M5SUBE42 S8-a EMANA Grande Circular Crema Irregular Seco Centro difuso
M5SUBE44 Sl-a EPA Mediano Convexo Crema Regular Acuoso -

M5SUBE45 S2-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso Bien definido
M5SUBE46 S3-a EPA Mediano Circular Crema trasldc. Regular Acuoso Bien definido
M5SUBE47 S4-a EPA Pequefio Circular Crema Regular Acuoso Bien definido
M5SUBE48 S5-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso Bien definido
M5SUBE49 S6-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso Bien definido
M5SUBE50 S7-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso Bien definido
M5SUBES51 S8-a EPA Mediano Circular Crema Regular Acuoso Bien definido
M3SUPS03 T3-1 - Pequefio Circular Crema Regular Cremoso -

M3SUPS04 T3-2 - Mediano Circular Crema Regular Cremoso -

(*) Los primeros 15 cddigos, corresponden a cepas provenientes de tubérculos de papas.
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ANEXO 2. Poblaciones microbianas de suelos rizosféricos de papas amargas expresada en Log (UFC/g ) 6 Log (NMP/g)*

MUESTREO COMUNIDAD VARIEDAD EMA EMANA ETA ETANA EPA EPANA ASR AMV MOH LEV  ACTI DIAZO* PS* CT* CF*
1 1 1 5.792 3.505 3.114 1431 5519 4663 2892 7.732 4944 3041 3780 8.079 5.000 3415 1.000
1 1 1 4.708 2.763 1973 1672 4663 3940 3903 7.146 4.806 3.362 3.628 5.380 5.000 3.000 0.000
1 1 2 5.398 2.255 2778 1230 5934 5279 5556 6.663 4.568 3710 7.708 3230 2415 1.000
1 1 2 5.204 4.813 3398 1204 4398 4255 3146 7.079 4940 4881 3427 7079 4633 4342 0.602
1 1 3 5.176 3.342 2591 1204 5748 5447 4415 7.079 5342 3694 6.114 2.380 3.447 0.602
1 2 1 5.146 3.462 3431 2362 5322 5362 3.820 6491 4.672 3.196 7.000 4.892 3.653 0.000
1 2 1 5.176 3.398 2954 2362 5041 4663 4000 7.301 4.681 3.879 7.041 6.079 2415 0.000
1 2 2 4.255 2.531 3.732 2079 4964 4204 3.863 7.041 4.799 3.631 6.924 6.079 2.653 0.000
1 2 2 4.869 1.968 3.255 2342 4908 3820 3.869 6.623 4.886 3.571 6.114 4415 3.000 0.000
1 2 3 5.732 3.580 3.255 2771 5.079 4447 4724 6.633 4.949 3.265 6.447 3.041 3690 1.041
2 1 1 5.146 2.544 3279 2623 4732 3903 2079 7.813 4.633 4.613 6.114 4255 3.041 0.000
2 1 1 5491 5.041 2255 2826 4813 455 2380 7591 4.716 5580 6.114 4.041 3.041 0.000
2 1 2 5.591 4.613 2964 3176 4949 4114 2568 7.204 4.114 5230 5041 4230 2322 0477
2 1 2 5.204 4114 2973 2230 3851 4964 2.663 7.568 4.851 4.643 6.079 5079 1968 0.000
2 1 3 5.322 4.398 2204 3875 5415 475 2.602 6.763 4.851 4380 5279 3.279 3.041 0.602
2 1 3 4.633 4.204 3380 3322 5000 4653 3.079 7.415 4.869 5.505 3.778 3.322 2322 0.000
2 2 1 5.230 4.699 3301 2279 4919 4633 2771 7716 4973 4.991 5.415 2964 2380 0.000
2 2 1 5.230 3.633 3114 2362 5041 5255 2964 7.362 4.778 4.732 5.477 3.255 2.079 0.000
2 2 2 5.146 4.380 3279 2591 4342 4380 2556 7.041 4771 4380 5146 3.663 1.875 0.000
2 2 2 5.519 4.716 3380 2,633 4929 5000 2255 7.580 4.869 5204 6.114 5114 2380 0.000
2 2 3 4.041 4.301 2301 2279 4279 5799 2204 7568 4.748 5.462 4.204 3.663 1362 0.000
2 2 3 4.505 4.398 3491 3204 4462 4929 2857 6.732 4.556 3.544  6.114 5398 3.041 0.000

Muestreo: (1) Enero del 2009, floracion (2) Abril del 2009, tuberizacién (3) Mayo del 2009, cosecha
Variedad: Suelo cultivado con papa (1) Occucuri blanco, (2) Locka, (3) Suelo sin cultivo.
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MUESTREO COMUNIDAD VARIEDAD EMA EMANA ETA ETANA EPA EPANA ASR AMV MOH LEV  ACTI DIAZO* PS* CcT* CF*
3 1 1 4.492 3.974 2780 2612 4138 3.828 2293 7520 4.895 3492 5.668 7.376 4337 0477 0.000
3 1 1 5.261 4.238 2633 2235 4738 3235 2392 7.900 4928 4286 5674 @ 7.392 5.072 0.477 0.000
3 1 2 5.218 4.095 3521 2817 4798 4404 2519 8.011 4805 5404 5542 7404 5041 5.083 0.000
3 1 2 4.736 4.213 3.631 2210 4439 4399 1338 7918 4605 4876 5.870 8.338 5.079 5.079 0.000
3 1 3 0.000 5.039 2710 2125 4287 4224 3.048 7.039 4949 5312 5.700 8.011 3379 4.233 0.000
3 1 3 0.000 4.195 2579 1390 4308 3.758 2483 6.214 2867 4369 5.298 5.244 1.244 3.022 0.000
3 2 1 4.876 4.344 2186 1.072 4562 3562 3332 7.392 5.353 5.633 7.633 4207 3.985 0.000
3 2 1 3.176 4.491 2465 1594 5041 4806 2465 7.322 4953 3.828 6.107 7.412 3.226 2.652 0.000
3 2 2 4.743 4.760 3.057 1554 4182 4.097 3554 7.243 4669 5115 5792 7990 2990 2.881 0.000
3 2 2 4.474 4.775 2421 1775 4453 4360 2059 7.766 4.672 4314 6.046 7.013 2934 0477 0.000
3 2 3 4.325 4.400 2241 0978 4127 3568 2862 6592 4881 3978 5731 6.626 4200 4.200 0.000
3 2 3 4.547 4.129 2547 1745 4272 3963 2573 6.861 5307 4506 4.792 6.205 1904 0477 0.000

Muestreo: (1) Enero del 2009, floracion (2) Abril del 2009, tuberizacién (3) Mayo del 2009, cosecha

Variedad: Suelo cultivado con papa (1) Occucuri blanco, (2) Locka, (3) Suelo sin cultivo.
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ANEXO 3. Andlisis estadistico de las poblaciones microbianas en la rizdsfera de papas amargas

EMA

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

EMANA

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

ETA

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

ETANA

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

Df

Df

Df

Df

AN A NN PRPN

16

AN BN EDN

16

AN BN DNDNPEDN

16

AN BN EDN

16

Sum Sq
13.0115803
0.38499776
8.44758671
3.43108657
8.88705102
6.41309544
11.5250462

3.261929

Sum Sq
9.58834735
0.01126944
0.22810912
0.52300883

0.8815529
0.45313574
1.55202974

8.0432655

Sum Sq
0.65746953
0.07978262
1.41620113
1.68131112
0.25849835
0.10644233
0.18220069

3.3305425

Sum Sq
6.72482204
0.14235294
0.06972576
4.96319764
1.58749351
0.12448452
0.61441515

2.0972775
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Mean Sq
6.50579016
0.38499776
4.22379336
1.71554328
2.22176275
3.20654772
2.88126156
0.20387056

Mean Sq
4.79417368
0.01126944
0.11405456
0.26150441
0.22038822
0.22656787
0.38800744
0.50270409

Mean Sq
0.32873477
0.07978262
0.70810057
0.84065556
0.06462459
0.05322117
0.04555017
0.20815891

Mean Sq
3.36241102
0.14235294
0.03486288
2.48159882
0.39687338
0.06224226
0.15360379
0.13107984

F value
31.9113759
1.88844216
20.7180149
8.41486511
10.8979086
15.7283508
14.1327984

NA

F value
9.53677071
0.02241764

0.2268821
0.52019551
0.43840547
0.45069828
0.77184061

NA

F value
1.5792491
0.38327746
3.40173081
4.03852794
0.31045795
0.25567566
0.21882403
NA

F value
25.6516252
1.08600176
0.26596675
18.9319635
3.02772238
0.47484234
1.17183377

NA

Pr(>F)
2.61E-06
0.18832287
3.63E-05
0.00318289
0.00018505
0.00016695
4.06E-05
NA

Pr(>F)
0.00187553
0.88285251
0.79953542
0.60412028
0.77905218
0.64502883
0.55922226

NA

Pr(>F)
0.2366291
0.54456935
0.05874266
0.03803057
0.86676732
0.77749735
0.92403643
NA

Pr(>F)
1.02E-05
0.31285013
0.76978716
6.06E-05
0.04897694
0.63047356
0.36011196
NA



EPA

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

EPANA

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

ASR

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

AMV

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

Df

Df

Df

Df

AN BN DNDNPEDN

16

AN BN DNNDEDN

16

AN BN EDN

16

AN BN DNDNEDN

16

Sum Sq
2.77992652
0.09603674
0.23654796
0.04599908
0.50002752
0.76652286
0.40773483

2.882345

Sum Sq
3.54482727
0.17943824

0.2675991
0.73564983
1.19943556
1.53315034
0.60209459

3.618312

Sum Sq
14.6332609
0.33442306
0.70168432
0.32379987
0.82923903
0.70381907
0.81314774

6.2690465

Sum Sq
0.92855722
0.33820238
2.15201558
0.10096603
1.11427819
0.12951801
0.20934083

2.1266785
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Mean Sq
1.38996326
0.09603674
0.11827398
0.02299954
0.12500688
0.38326143
0.10193371
0.18014656

Mean Sq
1.77241364
0.17943824
0.13379955
0.36782492
0.29985889
0.76657517
0.15052365

0.2261445

Mean Sq
7.31663044
0.33442306
0.35084216
0.16189994
0.20730976
0.35190954
0.20328694
0.39181541

Mean Sq
0.46427861
0.33820238
1.07600779
0.05048302
0.27856955

0.064759
0.05233521
0.13291741

F value
7.71573567
0.53310335

0.6565431
0.12767127
0.69391765
2.12749787
0.56583765

NA

F value
7.83752706
0.79346716
0.59165512
1.62650392
1.32596146
3.38975819
0.66560826

NA

F value
18.673667
0.85352197
0.89542717
0.41320462
0.52910057
0.89815135
0.51883344
NA

F value
3.49298578
2.54445518
8.09531137
0.37980742
2.09580938
0.48721236
0.39374231

NA

Pr(>F)
0.0045086
0.4758605

0.53206407

0.88103032

0.60699298

0.15160119

0.69100456
NA

Pr(>F)
0.00423859
0.38625283
0.56507385
0.22749464
0.30283991
0.05923847
0.62501667

NA

Pr(>F)
6.55E-05
0.36928177
0.42794251
0.66838744
0.71609525
0.42689551
0.72316437
NA

Pr(>F)
0.05511337
0.1302422
0.00372499
0.68999762
0.12891907
0.62315968
0.81012492
NA



MOH

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

LEV

Muestreo
Localidad

Variedad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Residuals

ACTI

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

DIAZO

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

Df

Df

Df

Df

AN BN DNDNPEDN

16

oo NEFE DN P -

AN ANN RPN

16

AN BN DNDNEDN

16

Sum Sq
0.11098655
0.23622224
0.14292979
0.48458108
0.68029165
0.04515579
1.02217965

2.7586255

Sum Sq
1.27980055
0.2062
3.88524854
0.14678526
0.116665
1.4109475

Sum Sq
23.6776126
0.11600576
0.48784192
0.16631222
0.12539231
0.22789543
0.02122734

4.4917415

Sum Sq
21.3401054
0.08055956
5.31049084
0.05476446
0.35379997
0.51993738

1.2989251
12.983474
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Mean Sq
0.05549328
0.23622224
0.07146489
0.24229054
0.17007291
0.02257789
0.25554491
0.17241409

Mean Sq
1.27980055
0.2062
1.94262427
0.14678526
0.0583325
0.23515792

Mean Sq
11.8388063
0.11600576
0.24392096
0.08315611
0.03134808
0.11394771
0.00530683
0.28073384

Mean Sq
10.6700527
0.08055956
2.65524542
0.02738223
0.08844999
0.25996869
0.32473128
0.81146712

F value
0.32186044
1.37008658
0.41449566
1.40528269
0.98642117
0.13095155

1.4821579

NA

F value
5.44230265
0.87685759
8.26093502
0.62419868
0.24805671

NA

F value
42.1709265
0.4132233
0.86886909
0.29620978
0.11166476
0.40589233
0.01890344
NA

F value
13.1490881
0.09927643
3.27215403

0.0337441
0.10900009
0.32036873
0.40017798

NA

Pr(>F)
0.7293844
0.25893637
0.66756748
0.27399653
0.44281331
0.87819085
0.2540684
NA

Pr(>F)
0.05841054
0.38520567
0.01890777
0.45956785
0.78793965

NA

Pr(>F)
4.18E-07
0.52944312
0.43830249
0.74762204
0.97661467
0.67305308
0.99922083
NA

Pr(>F)
0.00041917
0.75677171
0.06436719

0.9668875
0.97762249
0.73043119
0.80566196

NA



PS

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

CT

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

CF

Muestreo

Localidad

Variedad

Muestreo:Localidad
Muestreo:Variedad
Localidad:Variedad
Muestreo:Localidad:Variedad
Residuals

Df

Df

Df

AN BN DNDNPEDN

16

AN BN DNNDEDN

16

AN BN EDN

16

Sum Sq

3.8533893
0.00979203
8.69777871
3.64316504
7.12610952
4.18834558
2.93163485

11.726017

Sum Sq
3.48075692
1.66545956
1.08674077
0.19184392
4.46411331
5.79047852
14.9150345

16.114461

Sum Sq
1.06534682
0.30913424
0.20341198
0.25574275
0.28637419
0.10562204
0.46494572

0.8741685
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Mean Sq
1.92669465
0.00979203
4.34888936
1.82158252
1.78152738
2.09417279
0.73290871
0.73287606

Mean Sq
1.74037846
1.66545956
0.54337038
0.09592196
1.11602833
2.89523926
3.72875862
1.00715381

Mean Sq
0.53267341
0.30913424
0.10170599
0.12787137
0.07159355
0.05281102
0.11623643
0.05463553

F value
2.62895017
0.0133611
5.93400382
2.48552601
2.43087129
2.85747195
1.00004455
NA

F value
1.72801655
1.6536298
0.53951083
0.09524063
1.10810118
2.87467438
3.70227325
NA

F value

9.74957866
5.65811713
1.86153567
2.3404435
1.31038438
0.9666058
2.12748789

NA

Pr(>F)
0.10299044
0.90941561
0.01180626
0.11481486
0.09015288
0.08687407
0.43618609

NA

Pr(>F)
0.20918257
0.21676494
0.59327486
0.90966565
0.38675095
0.08578074
0.02563637

NA

Pr(>F)
0.001703
0.03017119
0.18757005
0.12835316
0.30819358
0.401509
0.12457756
NA



ANEXO 4. Poblaciones microbianas en tubérculos de papas amargas expresadas en Log (UFC/g )

COMUNIDAD  VARIEDAD EMA EMANA ETA ETANA EPA EPANA SR AMV ANMV APV MOH LEV ENT
1 1 3.716  3.690 2613 2643 4.146 3279 2322 8398 5204 7.633 3778 3.398 4.255
1 1 3.556 3.398 2959 2301 4.114 3.845 2724 8176 6.415 6.623 3.623 3.623 5.204
1 2 3415 2851 2908 2114 3301 3322 2544 6.176 4591 7.881 4477 4623 4.415
1 2 2792 2079 2230 1000 2771 2771 1000 7903 5944 7763 4.146 4.886 4.146
2 1 3301 299 3114 0.602 2255 1944 3114 6.964 5255 6.531 4.69 5.041 0.000
2 1 3.176  3.000 3.857 0477 3301 2908 2146 7.898 4505 6.740 4.362 5114 4.778
2 2 2813 2415 2342 0.602 2568 2724 2826 6.833 4.681 6.279 4.114 4724 4.398
2 2 3.079 2591 2398 0.602 2544 2322 2591 7477 5431 6568 4230 4.826 4.079

Comunidad: (1) Jallamilla, (2) Concahui.

Variedad: Suelo cultivado con papa (1) Occucuri blanco, (2) Locka, (3) Suelo sin cultivo.
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ANEXO 5. Andlisis estadistico de las poblaciones microbianas en tubérculos de papas amargas

EMA

Localidad
Variedad
Residuals

EMANA

Localidad

Variedad
Residuals

ETA

Localidad
Variedad
Residuals

ETANA

Localidad
Variedad
Residuals

EPA

Localidad

Variedad

Residuals

EPANA

Localidad

Variedad
Residuals

SR

Localidad

Variedad
Residuals

Df

Df

Df

Df

Df

Df

Df

[N

g -

Sum Sq
0.1540125
0.3403125

0.278855

Sum Sq
0.129032
1.238738
0.526648

Sum Sq
0.12525013
0.88777812
0.97094363

Sum Sq
4.16882813
0.36337813
1.16454563

Sum Sq
1.678112
0.865928

1.0685

Sum Sq
1.37697013
0.08757112
1.04500663

Sum Sq
0.54444613
0.22612813
2.11292963

Mean Sq
0.1540125
0.3403125

0.055771

Mean Sq
0.129032
1.238738

0.1053296

Mean Sq
0.12525013
0.88777812
0.19418873

Mean Sq
4.16882813
0.36337813
0.23290913

Mean Sq
1.678112
0.865928

0.2137

Mean Sq
1.37697013
0.08757112
0.20900133

Mean Sq
0.54444613
0.22612813
0.42258593

111

F value
2.76151584
6.10196159

NA

F value
1.22503076
11.7605877

NA

F value
0.64499175
457172848

NA

F value
17.8989472
1.56017127

NA

F value
7.85265325
4.052073
NA

F value
6.58833204
0.41899794

NA

F value
1.28836786
0.53510567

NA

Pr(>F)
0.1574464
0.05651532
NA

Pr(>F)
0.3187615
0.01864822
NA

Pr(>F)
0.45836913
0.08551621

NA

Pr(>F)
0.00824261
0.26692929

NA

Pr(>F)
0.03789252
0.10026477

NA

Pr(>F)
0.05023159
0.54597821

NA

Pr(>F)
0.3078135

0.49729615
NA



AMV

Localidad
Variedad
Residuals

ANMV

Localidad
Variedad
Residuals
APV

Localidad
Variedad
Residuals

MOH
Localidad
Variedad
Residuals
LEV
Localidad
Variedad
Residuals
ENT
Localidad

Variedad
Residuals

Df

Df

Df

Df

Df

Df

(2 B )

Sum Sq
0.27417012
1.16052613
2.63135863

Sum Sq
0.6509405
0.066978
2.468827

Sum Sq
1.7879405
0.116162
0.991031

Sum Sq
0.235298
0.0330245
0.5929255

Sum Sq
1.26007813
0.44321113
1.26359463

Sum Sq
2.83815313
0.98070013
14.5935546

Mean Sq
0.27417012
1.16052613
0.52627172

Mean Sq
0.6509405
0.066978
0.4937654

Mean Sq
1.7879405
0.116162
0.1982062

Mean Sq
0.235298
0.0330245
0.1185851

Mean Sq
1.26007813
0.44321113
0.25271893

Mean Sq
2.83815313
0.98070013
2.91871093
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F value
0.52096685
2.20518426

NA

F value
1.31831939
0.13564741

NA

F value
9.02060834
0.58606643

NA

F value
1.98421218
0.27848777

NA

F value
4.98608533
1.75377101

NA

F value
0.97239953
0.33600454

NA

Pr(>F)
0.50276162
0.19767763

NA

Pr(>F)
0.30284256
0.72772585

NA

Pr(>F)
0.02998079
0.47850417

NA

Pr(>F)
0.21798993
0.62026505

NA

Pr(>F)
0.07588292
0.24270701

NA

Pr(>F)
0.36936565
0.58728126

NA



ANEXO 6. Evaluacion de la biomasa fresca y seca de la parte aérea y radicular de semillas

germinadas inoculadas con cepas microbianas

ANOVA Multifactorial - PEAYPER

Variable dependiente: PFAYPFR
Factores: Cepa
NUmero de casos completos: 147

El StatAdvisor

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de varios factores para PFAyPFR. Realiza varias pruebas y
gréaficas para determinar que factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre PFAyPFR. También
evalla la significancia de las interacciones entre los factores, si es que hay suficientes datos. Las pruebas-F en la
tabla ANOVA le permitiran identificar los factores significativos. Para cada factor significativo, las Pruebas de
Rangos Mudltiples le diran cuales medias son significativamente diferentes de otras. El Gréafico de Medias y la
Gréfica de Interacciones le ayudaran a interpretar los efectos significativos. Los Graficos de Residuos le ayudaran a
juzgar si los datos han violado los supuestos subyacentes al analisis de varianza.

Dispersion por Codigo de Nivel

0.06

0.05

0.04

0.03

PFAYPFR

0.02

0.01

01234567921012345682QP2222Q@2233B3333633349A1234344906G2
Cepa

Anélisis de Varianza para PFAYPFR - Suma de Cuadrados Tipo |1

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

A:Cepa 0.00212935 48 0.0000443614 2.49 0.0001
RESIDUOS 0.00174633 98 0.0000178197

TOTAL (CORREGIDO) 0.00387568 146

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de PFAYPFR en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omision), la contribucién de cada factor se mide eliminando los
efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto
que un valor-P es menor que 0.05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo sobre PFAyPFR con un
95.0% de nivel de confianza.
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ANOVA Griéfico para PFAYPFR

28
12
B2
895 451
24 3285338620 36
40 2181 58mm4|91§ a1 209 50 22
Cepa ° o8 8ac of B gafefsgg. .. o of o o P = 0.0001
a E
g8
fad
g888
o588 .
gaages. 8
oo B38EREE o
Residuos o a 8 a nnqggmggg a 8a N . a a .
-13 -3 7 17 27
(X 0.001)

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para PFAYPFR con intervalos de confianza del 95.0%

Nivel
MEDIA GLOBAL

© N o o0~ WDNDPEFE OO
[9°)
=)
QD

W W W WNDNNDNDNNMNNMNDNNMNMNNMDMNNMNNMMNRERERPRPERPRPRPEPRPRERPRPRRERPER
W NP O O 0o~NOO U P WNEPE O OO Ul WNE O

Media
0.0165599

Casos
147

0.01262
0.0166433
0.0117833
0.01794
0.0140133
0.0134967
0.0179933
0.0237033
0.0140667
0.01775
0.0173067
0.01463
0.0162867
0.0122667
0.01971
0.0115067
0.0138367
0.02341
0.0187167
0.0109933
0.02748
0.01658
0.01706
0.0150333
0.0145467
0.0227367
0.0147133
0.01751
0.01585
0.0164633
0.0145967
0.01593

W W W W W WwWwwwwwwowowowowowowowowowowowowowowowowowowww

Error
Est.

0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719

114

Limite
Inferior

0.00778346
0.0118068
0.0069468
0.0131035
0.0091768
0.00866013
0.0131568
0.0188668
0.00923013
0.0129135
0.0124701
0.00979346
0.0114501
0.00743013
0.0148735
0.00667013
0.00900013
0.0185735
0.0138801
0.0061568
0.0226435
0.0117435
0.0122235
0.0101968
0.00971013
0.0179001
0.0098768
0.0126735
0.0110135
0.0116268
0.00976013
0.0110935

Limite
Superior

0.0174565
0.0214799
0.0166199
0.0227765
0.0188499
0.0183332
0.0228299
0.0285399
0.0189032
0.0225865
0.0221432
0.0194665
0.0211232
0.0171032
0.0245465
0.0163432
0.0186732
0.0282465
0.0235532
0.0158299
0.0323165
0.0214165
0.0218965
0.0198699
0.0193832
0.0275732
0.0195499
0.0223465
0.0206865
0.0212999
0.0194332
0.0207665



34 3 0.01849 0.00243719  0.0136535 0.0233265
35 3 0.01504 0.00243719  0.0102035 0.0198765
36 3 0.0239133 0.00243719  0.0190768 0.0287499
37 3 0.01451 0.00243719  0.00967346  0.0193465
38 3 0.0139133 0.00243719  0.0090768 0.0187499
39 3 0.0145833 0.00243719  0.0097468 0.0194199
40 3 0.00835333  0.00243719  0.0035168 0.0131899
41 3 0.0202267 0.00243719  0.0153901 0.0250632
42 3 0.0155533 0.00243719  0.0107168 0.0203899
43 3 0.01483 0.00243719  0.00999346  0.0196665
44 3 0.0168967 0.00243719  0.0120601 0.0217332
45 3 0.0168567 0.00243719  0.0120201 0.0216932
46 3 0.0120867 0.00243719  0.00725013  0.0169232
48 3 0.0171867 0.00243719  0.0123501 0.0220232
49 3 0.01883 0.00243719  0.0139935 0.0236665
50 3 0.0258033 0.00243719  0.0209668 0.0306399
52 3 0.0171867 0.00243719  0.0123501 0.0220232

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la media de PFAyPFR para cada uno de los niveles de los factores. También muestra los errores
estandar de cada media, los cuales son una medida de la variabilidad en su muestreo. Las dos columnas del extremo
derecho muestran intervalos de confianza del 95.0% para cada una de las medias. Pueden desplegarse estas medias e
intervalos seleccionado Grafico de Medias de la lista de Opciones Gréficas.

Pruebas de Multiple Rangos para PFAYPFR por Cepa

Método: 95.0 porcentaje LSD
Cepa Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

40 3 0.00835333  0.00243719 X

21 3 0.0109933 0.00243719 XX

16 3 0.0115067 0.00243719 XXX

2 3 0.0117833 0.00243719  XXXX

46 3 0.0120867 0.00243719  XXXXX
14 3 0.0122667 0.00243719  XXXXX

0 3 0.01262 0.00243719  XXXXX

5 3 0.0134967 0.00243719  XXXXXX
18 3 0.0138367 0.00243719  XXXXXX
38 3 0.0139133 0.00243719  XXXXXX
4 3 0.0140133 0.00243719  XXXXXX
9 3 0.0140667 0.00243719  XXXXXX
37 3 0.01451 0.00243719  XXXXXX
26 3 0.0145467 0.00243719  XXXXXX
39 3 0.0145833 0.00243719  XXXXXX
32 3 0.0145967 0.00243719  XXXXXX
12 3 0.01463 0.00243719  XXXXXX
28 3 0.0147133 0.00243719  XXXXXX
43 3 0.01483 0.00243719  XXXXXX
25 3 0.0150333 0.00243719  XXXXXX
35 3 0.01504 0.00243719  XXXXXX
42 3 0.0155533 0.00243719  XXXXX
30 3 0.01585 0.00243719  XXXXX
33 3 0.01593 0.00243719  XXXXXX
13 3 0.0162867 0.00243719  XXXXXX
31 3 0.0164633 0.00243719  XXXXXX
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45
44
24
52
48
11
29
10

34
20
49
15
41
27
19

36
50
22

o]
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0.01658
0.0166433
0.0168567
0.0168967
0.01706
0.0171867
0.0171867
0.0173067
0.01751
0.01775
0.01794
0.0179933
0.01849
0.0187167
0.01883
0.01971
0.0202267
0.0227367
0.02341
0.0237033
0.0239133
0.0258033
0.02748

ANOVA Multifactorial - PSAYPSR

Variable dependiente: PSAyPSR
Factores: Cepa

NUmero de casos completos: 147

El StatAdvisor

0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
0.00243719
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Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de varios factores para PSAyPSR. Realiza varias pruebas y
gréaficas para determinar que factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre PSAyPSR. También
evalla la significancia de las interacciones entre los factores, si es que hay suficientes datos. Las pruebas-F en la
tabla ANOVA le permitiran identificar los factores significativos.
Rangos Mudltiples le diran cuales medias son significativamente diferentes de otras.
Gréfica de Interacciones le ayudaran a interpretar los efectos significativos. Los Graficos de Residuos le ayudaran a
juzgar si los datos han violado los supuestos subyacentes al analisis de varianza.

(X 0.001)

Dispersion por Codigo de Nivel

Para cada factor significativo, las Pruebas de
El Gréfico de Medias y la

16

12

PSAYPSR
o}
IR BRI L LR

012345679101234596822QP2222Q2233GB33B3G3B394A 1234388562

Cepa
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Anélisis de Varianza para PSAyPSR - Suma de Cuadrados Tipo 111

0.3042

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cepa 0.0000708335 48 0.0000014757 1.13

RESIDUOS 0.000128244 98 0.00000130862

TOTAL (CORREGIDO) 0.000199078 146

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de PSAyPSR en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que
se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisidn), la contribucién de cada factor se mide eliminando los
efectos de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto
que ningun valor-P es menor que 0.05, ninguno de los factores tiene un efecto estadisticamente significativo sobre
PSAYPSR con un 95.0% de nivel de confianza.

Bas

4396
A%A Gréafico para PSAYPSR
sy

Cepa

107

siduos L ea

-0.005

-0.002

0.004

0.007

0.01

P = 0.3042

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para PSAyPSR con intervalos de confianza del 95.0%

Nivel
MEDIA GLOBAL
Cepa

© N o 0B~ W NN P O

e o =
O WN RO

Casos
147

W W W wWwwwwwwwwwwowow

Media
0.00135653

0.000986667
0.00118667
0.000963333
0.00107667
0.00111333
0.00116667
0.00117
0.00158
0.00125667
0.00594
0.00122
0.00127667
0.00125667
0.00119
0.00139333

Error
Est.

0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
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Limite
Inferior

-0.000323994
-0.000123994
-0.000347328
-0.000233994
-0.000197328
-0.000143994
-0.000140661
0.000269339

0.00462934

-0.000090661

-0.000120661
0.0000826724

Limite
Superior

0.00229733
0.00249733
0.00227399
0.00238733
0.00242399
0.00247733
0.00248066
0.00289066
0.00256733
0.00725066
0.00253066
0.00258733
0.00256733
0.00250066
0.00270399



16
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
48
49
50
52

W W W W W WwWwWwWwwwwwowowowowowowowowowowowowowowowowowwowowwow

0.000986667
0.00124667
0.00133333
0.00119
0.00130667
0.00194333
0.0013
0.00140667
0.00119
0.00126
0.00158
0.00127667
0.00134333
0.00132
0.00131333
0.00119667
0.00099
0.00136333
0.00124
0.00147333
0.00128
0.00113333
0.00126
0.0005
0.00147
0.00102667
0.00109
0.00147
0.0015
0.00134667
0.00146
0.00113333
0.00154
0.00122333

0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459

-0.000323994

0.0000226724
-0.000120661

0.000632672
-0.000010661
0.0000960057
-0.000120661
-0.000050661
0.000269339

0.0000326724

-0.000113994
-0.000320661
0.0000526724
-0.000070661
0.000162672
-0.000030661
-0.000177328
-0.000050661
-0.000810661
0.000159339
-0.000283994
-0.000220661
0.000159339
0.000189339
0.0000360057
0.000149339
-0.000177328
0.000229339

0.00229733
0.00255733
0.00264399
0.00250066
0.00261733
0.00325399
0.00261066
0.00271733
0.00250066
0.00257066
0.00289066
0.00258733
0.00265399
0.00263066
0.00262399
0.00250733
0.00230066
0.00267399
0.00255066
0.00278399
0.00259066
0.00244399
0.00257066
0.00181066
0.00278066
0.00233733
0.00240066
0.00278066
0.00281066
0.00265733
0.00277066
0.00244399
0.00285066
0.00253399

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la media de PSAyPSR para cada uno de los niveles de los factores. También muestra
los errores estandar de cada media, los cuales son una medida de la variabilidad en su muestreo. Las dos
columnas del extremo derecho muestran intervalos de confianza del 95.0% para cada una de las medias.
Pueden desplegarse estas medias e intervalos seleccionado Grafico de Medias de la lista de Opciones
Gréficas.

Pruebas de Multiple Rangos para PSAyPSR por Cepa

Método: 95.0 porcentaje LSD

Cepa Casos MedialS Sigma LS Grupos Homogéneos
40 3 0.0005 0.000660459 X
2 3 0.000963333 0.000660459 X
16 3 0.000986667  0.000660459 X
0 3 0.000986667  0.000660459 X
33 3 0.00099 0.000660459 X
42 3 0.00102667 0.000660459 X
3 3 0.00107667 0.000660459 X
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38
49

20
25
14
32
11
52
35
18

13
39
26
12
28
37
23
21
31
30
19
29
46
34
15
24
48
44
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22
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0.00109
0.00111333
0.00113333
0.00113333
0.00116667
0.00117
0.00118667
0.00119
0.00119
0.00119
0.00119667
0.00122
0.00122333
0.00124
0.00124667
0.00125667
0.00125667
0.00126
0.00126
0.00127667
0.00127667
0.00128
0.0013
0.00130667
0.00131333
0.00132
0.00133333
0.00134333
0.00134667
0.00136333
0.00139333
0.00140667
0.00146
0.00147
0.00147
0.00147333
0.0015
0.00154
0.00158
0.00158
0.00194333
0.00594

0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459
0.000660459

119

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX



	Archivo No 1
	Archivo No. 2



