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RESUMEN

El lupino andino es una leguminosa nativa de la sierra peruana de gran importancia
nutricional y cultural. Este cultivo tiene caracteristicas ventajosas en el sector agricola,
probablemente debido a la microflora asociada con él. Sin embargo, hay pocos estudios que
aborden la interrelacion microorganismo - planta en el tarwi. Por lo tanto, el presente trabajo
tiene como objetivo establecer un estudio de referencia sobre los microorganismos
simbiontes de este cultivo. Se realiz6 un aislamiento de cepas de bacterias y hongos a partir
de la rizosfera, raices, tallos y nédulos de tarwi de dos regiones: La Molina y Jauja. Las
cepas se caracterizaron por su produccion de acido indol acético (AlA), solubilizacion de
fosfatos tricalcicos, produccion de sideréforos, antagonismo contra Fusarium oxysporum,
fijacion in vitro de nitrdgeno y efecto sobre el crecimiento de plantulas de tarwi. Entre los
aislamientos de hongos, el antagonista més activo fue la cepa N ° 131 con un porcentaje de
inhibicion del 74% contra el patdgeno. Por observacion microscépica, se identifico la cepa
perteneciente al género Aspergillus. La prueba de produccion AlA fue una evaluacién inicial
para reducir los aislamientos bacterianos. Luego, se evaluo la solubilizacion de fosfatos con
una eficiencia de hasta 496.6% (RB10), la produccion de sider6foros con una eficiencia de
hasta 500% (RB08) y antagonismo contra F. oxysporum con un porcentaje de inhibicion de
hasta 49.3% (RB11). Las cepas bacterianas se identificaron mediante el analisis de
secuenciamiento de 16S rRNA 'y el genotipado molecular mediante BOX-PCR, indicando
que la mayoria pertenecia a la familia Bacillaceae del phylum Firmicutes. Finalmente, las
semillas de tarwi se inocularon con la cepa RB01, TBO5 y una mezcla RB10-RB14, para
evaluar su efecto promotor de crecimiento vegetal. Las plantulas inoculadas con la cepa
TBO05 tuvieron mejores valores en terminos de altura, con un aumento del 11% en
comparacién al control. Los resultados en esta investigacion sugieren un potencial para

desarrollar biofertilizantes a partir de estos microorganismos.

Palabras clave: Lupinus mutabilis, PGPR, biofertilizantes.

Xii



ABSTRACT

Andean lupin is a native legume of the Peruvian highlands with a great nutritional and
cultural importance. This crop has advantageous characteristics in the agricultural sector,
probably due to the microflora associated with it. However, there are only few studies
addressing the microorganism-plant interrelation in lupin. Thus, the present work aims to
establish a baseline study about the symbiont microorganisms of this crop. An isolation of
bacteria and fungi strains was carried out from the native rhizosphere, roots, stems and
nodules of lupin crops from two regions: La Molina and Jauja. Strains were characterized
for their production of indol acetic acid (IAA), solubilization of tricalcic phosphates,
production of siderophores, antagonism against Fusarium oxysporum, in vitro fixation of
nitrogen and effect on growth of tarwi seedlings. Among fungal isolations, the most active
antagonist was strain N°131 with a percentage of inhibition of 74% against the pathogen. By
microscopic observation, the strain was identified belonging to the genus Aspergillus. The
IAA production test was an initial screening to reduce bacterial isolations. Then, phosphates
solubilization was evaluated with an efficiency of up to 496.6% (RB10), the siderophores
production with an efficiency of up to 500% (RB08) and antagonism against F. oxysporum
with a percentage of inhibition of up to 49.3% (RB11). Bacterial strains were identified using
sequence analysis of 16S rRNA and molecular genotyping by BOX-PCR, stating that
majority belonged to the Bacillaceae family of the Firmicutes phylum. Finally, seeds from
tarwi was inoculated with strain RBO1, TB05 and a RB10-RB14 mix, in order to evaluate
their plant growth promoting effect. Seedling inoculated with the TBO5 strain had better
values in terms of height, with an increase of 11% compared to the control. The results in

this investigation suggest a potential to develop biofertilizers from these microorganisms.

Key words: Lupinus mutabilis, PGPR, biofertilizers.

Xiii



1. INTRODUCCION

El Lupino (Lupinus mutabilis, Sweet), también conocido como tarwi o chocho es una
legumbre andina, domesticada por los pueblos indigenas del antiguo Perd.. Es un cultivo
originario de la sierra de Bolivia, Ecuador y Per(, con un alto contenido proteico y acidos
grasos. En el Peru se cultiva principalmente en las zonas de Cajamarca, Ancash, en el Valle
del Mantaro, Ayacucho, Cuzco y Puno (Eastwood et al., 2008). Debido a su buen sabor, alto
contenido proteico (Porras-Saavedra et al., 2013), hierro y vitaminas, el consumo de esta
leguminosa se ha incrementado en los Gltimos afios como alternativa al consumo de soya,
principalmente aquella de origen transgénico. Sin embargo, debido a la presencia de
alcaloides, el tarwi tiene un sabor amargo en su semilla (Wink et al., 1995, Ganzera et al.,
2010), por lo que se requiere de un proceso de lavado previo para su consumo, constituyendo
una desventaja frente a otras leguminosas. Desde un enfoque industrial, el tarwi presenta
alternativas como la produccién de harina para alimentacion humana, extraccion de aceite
comestible, industria farmacéutica de los alcaloides que se obtienen del desamargado del
grano de tarwi como biocida en el control de ectoparasitos y parasitos intestinales de
animales, en el control de plagas (Boza, 1981 mencionado por Camarena et al., 2012), entre
otros. Muchos agricultores plantan el lupino como planta protectora que funciona como
repelente contra herbivoros asi como contra bacterias y hongos patdgenos y es debido a este
contenido de alcaloides. Existe también investigacion que evidencia en humanos las
propiedades terapéuticas del lupino para el control de los niveles de colesterol, diabetes e
hipertension (Guadagnucci et al., 2012, Fornasini et al., 2012).

El lupino tiene una excelente capacidad para el control de la erosion del suelo debido a su
raiz pivotante vigorosa y ramificada que crece profundamente. Estudiando la interaccion del
cultivo con los microorganismos del suelo, se ha observado la presencia de una comunidad
bacteriana asociada a su rizosfera con variaciones sujetas a las condiciones de cultivo, méas

que al momento fisioldgico o especie de Lupinus estudiada (Lucas-Garcia et al., 2000).



Al igual que otras leguminosas esta planta fija su propio nitrégeno con la presencia de
bacterias del grupo Rhizobium que desarrollan en nodulos. La presencia de otros
microorganismos enddfitos asociados al cultivo también ha sido reportada, siendo la
ocurrencia de micorrizas vesiculo arbusculares muy variable y a veces escasa entre las
especies estudiadas (O’ Dell y Trappe, 1992, Oba et al., 2001). En algunas especies de
Lupinus se han encontrado diferentes endofitos asociados a los nodulos, entre ellos,
Micromonospora, una actinobacteria fijadora de nitrdgeno coexistiendo con
Bradyrhizobium (Trujillo et al., 2007), bacterias gram positivas del género Paenibacillus
(Carro etal., 2014), y aislamientos de Microvirga y Bosea (Ardley et al., 2012; De Meyer
y Willems, 2012). La ocurrencia de estas bacterias en nddulos de lupino asi como en otras
plantas leguminosas, lleva a plantearnos la necesidad de conocer el estado de la microbiota
presente en Lupinus mutabilis, la cual puede estar brindando un efecto beneficioso a la planta
de varias maneras, ya sea mediante la produccion de metabolitos secundarios con actividad
protectora frente a patdgenos, como fijadores de nitrogeno complementarios, o0 como

promotores del crecimiento vegetal.

En base a lo expuesto, el objetivo general del presente trabajo de investigacion fue:

Aislar y caracterizar la microflora presente en rizdsfera, raices, tallos y nédulos del cultivo

de tarwi (Lupinus mutabilis), observando la influencia en el crecimiento de éste.

Para tal fin los objetivos especificos fueron:
e Caracterizar las cepas aisladas por sus capacidades PGPR tanto de la rizésfera como de
tallos, raices y nodulos.
e Analizar e identificar molecularmente a los aislados de rizosfera y endofitos no rizobiales
asociados a Lupinus mutabilis.
e Evaluar la influencia de estos microorganismos en plantulas de Lupinus mutabilis bajo

condiciones de invernadero.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. LAS LEGUMINOSAS

Pertenecen a la familia Fabaceae o Leguminosae, una de las familias boténicas mas
importantes en la flora tropical que incluye numerosas especies con una gran variedad de
portes y formas de vida (Ceroni, 2003). Se han identificado mas de 700 géneros y 19 000
especies en esta familia (Rodriguez, 2008); y uno de los géneros de mayor importancia es
Lupinus, con alrededor de 200 especies en el continente americano y por lo tanto con mayor
diversidad genética que las especies europeas (Barrera et al.,, 1996 mencionado por
Camarena et al., 2012).

Esta familia se divide a su vez en tres subfamilias: Faboideae que pueden ser arboles,
arbustos y herbéaceas; Mimosoideae, arboles pequefios y arbustos, y Caesalpinioideae,

constituida por arboles (Strasburger, 2004 mencionado por Rodriguez, 2008).

El nombre de leguminosas les viene dado por el fruto, que recibe el nombre de legumbre.
Este fruto consta de una vaina aplanada con una sola camara que suele abrirse a lo largo de
dos suturas, en las que se encuentran ubicadas longitudinalmente las semillas. Bajo la
denominaciéon genérica “leguminosas” se incluyen muchas especies de caracteristicas
similares, que se aprovechan de distintas maneras ya sea como grano seco, grano verde,
forraje o aceite. Analisis estadisticos a nivel mundial consideran como leguminosas de grano
a aquellas que son aprovechadas para consumo humano o animal (Rodriguez, 2008).

Desde 1945, la FAO organiza la compilacién de estadisticas sobre produccion y cultivos por
paises y regiones. En el caso de las legumbres, es dificil conocer de forma real los
rendimientos de la produccién, ya que, aunque se producen en todo el mundo, en algunos
paises presentan un cultivo familiar y una comercializacion local, por lo que sus

rendimientos son inciertos.



Un estudio realizado por la FAO sobre los mercados mundiales de legumbres, presentado en
la Cuarta Conferencia Internacional de Investigaciones sobre Leguminosas Alimentarias
celebrada en Nueva Delhi del 18 al 22 de octubre de 2005, se examind la situacion de los
mercados internacionales de legumbres durante el periodo 1980-2004 y se analizaron
algunos de los principales problemas a los que hace frente este importante sector alimentario,
concluyendo principalmente que la produccion mundial de legumbres ha aumentado desde
1980 y mas aun en los paises desarrollados debido a que la produccién interna pudo
mantenerse al ritmo del crecimiento demografico y que en los paises en desarrollo, la
produccion y el consumo de legumbres repercuten considerablemente en la seguridad
alimentaria de los sectores méas pobres de la poblacion que dependen de los alimentos de
origen vegetal para cubrir sus necesidades de proteinas y calorias. Recomiendan, por lo
tanto, que se refuerce el desarrollo de nuevas variedades de legumbres y de tecnologias de
cultivos mediante politicas adecuadas, programas de apoyo a la educacion y capacitacion de
los agricultores, un suministro mejorado de insumos y crédito, y la promocion de canales de

comercializacion apropiados (FAO, 2005).
2.1.1. Beneficios de las multiples leguminosas
a) Las leguminosas como alimento funcional

Desde su aparicion en la tierra hace 60 millones de afios, las leguminosas junto con los
cereales y algunas frutas han sido la base esencial de la alimentacion humana (Lavin et al.,
2005 mencionado por Rodriguez, 2008). En el Peru, principalmente en las comunidades
rurales de los Andes, la alimentacion es a base de vegetales, predominando los tubérculos;
los cuales son ricos en hidratos de carbono pero pobres en algunos de los aminoacidos
esenciales. EI consumo de granos (quinua, cafiihua y kiwicha) y de leguminosas (tarwi y

frijol) compensan las carencias de los tubérculos (Ayala, 2004).

Las semillas leguminosas son una fuente de proteina rica en lisina que se complementa muy
bien con la proteina pobre en lisina de los cereales. Las cantidades proteicas en las
leguminosas varia mucho segun la especie, pero incluso las de menor contenido presentan,
aproximadamente un valor tres veces superior al arroz (Gil, 2010). Las legumbres son la
principal fuente de proteinas en la alimentacion humana, ya que constituyen el Gnico aporte
de componentes nitrogenados en la dieta de los paises en vias de desarrollo. Sin embargo,

su valor nutricional es pobre comparado con las proteinas de origen animal debido a dos



factores principalmente: 1) las proteinas de leguminosas son limitantes en contenido de
aminoacidos esenciales azufrados (metionina y cisteina) y 2) presentan inhibidores de
proteasas que afectan la actividad de las proteasas digestivas. Se puede mejorar o superar
estos factores durante la preparacion culinaria de las legumbres, ya sea por calor (que
inactiva a los inhibidores) o por complementacion con otros alimentos que en conjunto

incrementan la calidad nutritiva (Gil, 2010).

Por otro lado, estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo de leguminosas
reduce el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer (Anderson y
Major, 2002 mencionados por Giron-Calle et al., 2005). Es por ello que las leguminosas
podrian ser consideradas alimentos funcionales desde el punto de vista de que su consumo
vamas alla del suministro de nutrientes, sino también supone un efecto positivo para la salud.
Sin embargo, es necesario establecer mecanismo por los cuales las leguminosas disminuyen
el riesgo de padecer enfermedades para que esas alegaciones puedan hacerse sobre una base
solida (Girdn-Calle et al., 2005).

b) Las leguminosasy el mantenimiento de la fertilidad del suelo

Las leguminosas con sus nddulos y su poder de fijacion simbidtica de nitrégeno, son
especialmente adecuadas para cobertura o abono verde porque proporcionan gran cantidad
de material verde de calidad. Este material enriquece el suelo con principios nutritivos y
minerales, ademas de devolver el nitrdgeno que extrae de la planta durante su crecimiento.
Sumado a ello, el nitrégeno proporcionado por las leguminosas queda retenido en el suelo
durante largos periodos y es dificil que sean arrastrados por agua de lluvia.

Es por ello que, agricultores de todo el mundo han incluido a las leguminosas en sus
rotaciones de cultivo debido a esta capacidad fijadora en simbiosis con bacterias presentes
en los nodulos. Esta préactica tradicional esta basada en la observacién empirica de que las
leguminosas recuperan, mantienen o aumentan la fertilidad del suelo. Si un terreno se cultiva
afio tras afio con una graminea, la productividad ira disminuyendo y para restaurarla sera
preciso romper ese ciclo anual cultivando alguna leguminosa. La mayoria de las plantas ven
limitado su crecimiento por la cantidad de nitrogeno combinado del suelo, pero no asi las
leguminosas. Ademas, el analisis de nitrogeno total demuestra que cuando las leguminosas
crecen sobre suelos pobres en nitrégeno aumentan la cantidad de nitrégeno fijado en el suelo.

Como la unica fuente posible de este nitrogeno adicional es la atmdsfera, cientificos



demostraron que las legumbres a diferencia de otras plantas pueden fijar nitrégeno

atmosférico, siendo esta la base quimica para la practica tradicional de rotacion de cultivos.
2.2. EL LUPINO (Lupinus spp.)

La palabra Lupinus procede del término latino Lupus=lobo, haciendo referencia a su
capacidad para utilizar nutrientes del suelo que no estan disponibles para otras en plantas
que crecen en el mismo lugar (Meredith, 1988 mencionado por Abadin, 2008). Esta
capacidad, que les otorga una ventaja competitiva adicional a su capacidad de fijacion de
nitrégeno, es posible gracias a la exudacion de &cidos organicos que movilizan los nutrientes
por procesos de quelacién (Gerke et al., 1994 mencionado por Rodriguez, 2008).

El género Lupinus se encuentra ampliamente distribuido en casi todo el mundo y se
reconocen dos grandes grupos separados geograficamente, con especies en el Nuevo y en el
Viejo Mundo. Incluye mas de 600 especies nombradas, pero solo hay cerca de 300
reconocidas como tales (Eastwood y Hughes, 2008). En el nuevo mundo, donde se
encuentra, desde Alaska hasta Argentina, esta el mayor nimero de especies, con dos centros
principales de diversidad. Uno en el oeste de Norte América (100 especies) y otro en los
Andes (85 especies), todas silvestres con excepcion de Lupinus mutabilis que ha sido
domesticada desde el Imperio Inca, donde tuvo una importancia relevante reflejada en los

vestigios de las tumbas y dibujos en ceramicas (Barney, 2011).
2.2.1. Toxicidad

El aprovechamiento de los lupinos en el mundo se ha limitado por la presencia de sustancias
toxicas, debido principalmente a que las semillas poseen en su estructura alcaloides
quinolizidinicos, que le confieren cierto grado de toxicidad y un sabor fuertemente amargo
(Schoneberger e lldefonso, 1981 mencionado por Ortega-David et al., 2010). Estas
sustancias proceden del metabolismo secundario y actian como defensa de las plantas a la
infeccién por bacterias y hongos y contra depredadores herbivoros. Sin embargo, impiden
que la semilla sin tratamiento pueda ser aprovechada para consumo (Butler, et al., 1996).
Las investigaciones se han ocupado en eliminar dichas sustancias, esencialmente con un
enfoque agronodmico y en segundo plano con enfoque industrial (Gross et al., 1982

mencionado por Ortega-David et al., 2010).



En el caso del L. mutabilis, el mejoramiento agricola no ha tenido grandes repercusiones ya
que esto ha provocado la pérdida de sus caracteristicas de resistencia. Actualmente el lupino
andino se detoxifica mediante sucesivos lavados con agua que eliminan estas sustancias

hasta niveles que permiten su consumo (Jacobsen y Mujica, 2006).
2.2.2.El tarwi o lupino andino (Lupinus mutabilis Sweet.)
a) Clasificacion taxondmica (Jacobsen y Mujica, 2006)

Reino: Vegetal
Division: Fanerégama
Clase: Dicotiledonea

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae
Tribu: Genisteas
Género: Lupinus

Especie: Lupinus mutabilis Sweet

b) Descripcion botanica

El tarwi es una especie generalmente anual, de
crecimiento erecto que puede alcanzar desde 0.8 m
hasta méas de dos metros en las plantas mas altas. La
raiz se caracteriza por ser bastante gruesa y pivotante.
Se presencia también en las raices un gran nimero de
nodulos. Las hojas tienen forma de laminas de tipo
digitado con un nimero variable de foliolos de 5a 12,
oblongos. La inflorescencia es un racimo terminal con
flores dispuestas en forma verticilada. Cada flor mide

alrededor de 1.2 cm de longitud y tiene la forma tipica

de las faboideas, es decir, la corola con cinco pétalos,

uno el estandarte, dos la quilla'y dos las alas (Figura 1). Figura 1: Planta de Lupinus
mutabilis

FUENTE: Krees, H. (2009)



El nombre asignado a esta especie de Lupinus como “mutabilis ”, proviene precisamente de
los cambios que ocurren en la coloracion de la inflorescencia durante las diferentes fases de
crecimiento. El fruto estd constituido por una vaina, algo dehiscente; las semillas se

acomodan en la vaina en una hilera, su tamafio varia de 4 hasta 15 mm (Tapia y Fries, 2007).
c) Distribucién geogréafica

En el continente americano existen dos centros de mayor concentracion de las especies del
género Lupinus, estos son: California en los Estados Unidos que constituye un centro de
distribucion en cuanto a nimero de especies y su diversidad, y el otro centro son los Andes
Centrales, desde el sur de Colombia hasta Bolivia, donde se siembra en pequefias parcelas.
Esta se ubican en las partes medias (2200 — 3500 msnm) de os valles interandinos; el valle
del Mantaro, el valle de Vilcanota (Cusco), Ayacucho y Abancay en Per( (Tapia y Fries,
2007).

Gade (1975), en sus estudios de la agricultura en el valle de Vilcanota (Cusco) opina que la
principal causa que ha desencadenado la declinacion del cultivo de tarwi es que no ha podido
competir con otras leguminosas importadas. Esta desventaja, sin embargo, no es cierta en el
aspecto agrondmico, pues el tarwi se adapta a diferentes climas de los Andes donde puede
llegar a tener rendimientos entre 1500 y 2500 kg por hectérea. La relegacion se debe a que
la semilla tiene un fuerte sabor amargo debido a un grupo de alcaloides presentes en todo el

grano y que necesitan ser eliminados antes de consumir.
d) Importancia economica de Lupinus mutabilis Sweet.

Se cultiva tradicionalmente en los Andes desde los 1500 msnm, encontrandose en Perd,
Colombia, Ecuador, Venezuela, Bolivia, Chile y Argentina. Sus semillas son usadas en la
alimentacion humana, ya que esta especie ocupa uno de los primeros lugares entre los
alimentos nativos con elevado contenido de proteinas y aceites a nivel mundial. Su contenido
proteico es incluso superior al de la soya (Castafieda et al., 2008) Sin embargo, el grano
requiere un tratamiento previo para su consumo, siendo necesario eliminar las sustancias
antinutricionales que contiene y que le permiten a la planta disponer de defensas naturales
contra el ataque de insectos (Jacobsen y Mujica, 2006). Entre los antinutricionales, el &cido
fitico es uno de los principales factores asociados con problemas de digestibilidad y
contaminacion. Es un poderoso agente quelante de cationes minerales como potasio,

magnesio, hierro y zinc, con los cuales forma las llamadas sales de fitina o fitato. Este es el



aspecto negativo del acido fitico, ya que secuestra nutrientes necesarios para la dieta. Aunque
en plantas esta ampliamente distribuido entre los tejidos, se acumula principalmente en las
semillas (Aravena et al., 2010). Cientificos en el Centro de Gendmica Nutricional
Agroacuicola (CGNA) estan tratando de identificar los genes involucrados en la sintesis de
acido fitico, con el fin de encontrar variabilidad genética al contenido de este compuesto.
Al existir variabilidad, y que ademas sea heredable, puede utilizarse para generar plantas con

menor contenido de &cido fitico (Aravena et al., 2010).

Su importancia también radica en la elevada cantidad de aceite que contienen sus semillas,
por ello es considerada como la soya de los Andes (Jacobsen y Mujica, 2006). EI mercado
mundial de proteinas vegetales es actualmente dominado por la produccién de soya. Por
tanto, diferentes paises han investigado sobre otras especies que puedan reemplazarla con el
fin de reducir la dependencia (ILC, 2005). Se han estudiado varias alternativas vegetales
promisorias con las que se pueda llegar a suplir esta creciente demanda. Una de estas
alternativas son los lupinos (Tabla 1), plantas que estan distribuidas en todo el mundo y

cuyas cualidades las hacen de interés para la industria alimentaria.

Tabla 1: Comparacion de la composicion del tarwi y la soya

Componente (g/1009) Tarwi Soya
Proteina 44.3 334
Grasa 16.5 16.4
Carbohidratos 28.2 35.5
Fibra 7.1 5.7
Ceniza 3.3 55
Humedad 7.7 9.2

FUENTE: Jacobsen y Mujica (2006)

Al igual que otras leguminosas, el tarwi (Lupinus mutabilis) fija nitrégeno atmosférico en
cantidades apreciables de 100 kg/ha, restituyendo la fertilidad del suelo cultivada en el area

andina desde épocas preincaicas.

Su cultivo y consumo del grano paulatinamente estan siendo disminuidos en los paises
andinos, sobretodo en Colombia, Argentina y Chile, no solo por falta de difusion de las
formas de uso, sino también por el desinterés de las instituciones encargadas de promover
su consumo Y cultivo, a pesar de su gran valor nutritivo y resistencia a factores adversos

climaticos en las zonas donde se siembra (Jacobsen y Mujica, 2006).



En el Perd, se han realizado pocos estudios sobre la demanda de tarwi. Uno de ellos se basé
en la produccidn y utilizacion de los cultivos andinos en el Cusco. Estos andlisis revelaron
que existe un patron cultural mas influenciado por los habitos de la familia de origen que
determina el tipo de alimento elegido. Por ejemplo, las habas, arverjas y tarwi son producidas
en los Andes y tipicas de los platillos regionales del Cusco, pero con la migracién de la costa
y de otros paises llego el habito de comer la lenteja, el pallar, el frijol costefio, etc. La dieta
moderna en el Per( para los ultimos 40 afios esta reemplazando estos cultivos andinos por
cultivos de origen americano, que también son ricos en proteinas, pero no logran alcanzar el
valor nutritivo del tarwi (Fano y Benavides, 1992). Sumado a ello, la comercializacién de
estos cultivos es realizada por mujeres campesinas ubicadas en los alrededores de mercados
y vendidos en “montones”, mientras que los frijoles y las lentejas se venden por kilos en
puestos establecidos en los mercados o0 autoservicios, a precios realmente elevados (Fano y
Benavides, 1992).

2.3. INTERACCION PLANTA-MICROORGANISMO

Existe una amplia gama de interrelaciones entre especies de microorganismos en los
ecosistemas, tales como sinérgicas, antagonicas, de competencia fisica y bioguimica,
moduladas por multiples y complejos factores biodticos y abidticos. Estas interrelaciones
entre microorganismos inciden en la interaccion suelo-planta-microorganismos-ambiente y
repercuten, de forma directa, en el crecimiento y en el desarrollo de las especies vegetales.
Es dificil predecir el resultado de las interacciones entre plantas y microorganismos
benéficos del suelo y, més aun, entre las especies de microorganismos; no obstante, las
comunidades microbianas asociadas con el sistema de raices, se considera que desempefian
un papel clave en el desarrollo de practicas agricolas sostenibles (Cano, 2011). A principios
del siglo XX, Hiltner (1904) introdujo el término rizosfera para describir la zona del suelo
influenciada por el desarrollo de las raices, las cuales inducen la proliferacion de
microorganismos. Las actividades metabdlicas de tales poblaciones, estimuladas en la
rizosfera tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, son de vital importancia
para el desarrollo de las plantas (Barea y Azcon-Aguilar, 1982 mencionado por Medina,
2006).

Aunque entre los componentes microbianos del suelo hay que considerar bacterias, hongos,

algas, nematodos, protozoos y virus, la inmensa mayoria de los estudios sobre organismos
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del suelo se refieren, principalmente a hongos y bacterias (Bowen y Rovira, 1999

mencionado por Medina, 2006).

En el caso de las bacterias, a aquellas que son beneficiosas para el crecimiento vegetal y son
de vida libre se les ha denominado PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria)
(Kloepper, 1993). Las PGPR influyen de forma directa en el crecimiento de la planta, a
través de la sintesis de distintos compuestos o indirectamente, evitando o previniendo el
ataque de organismos patdgenos. Los mecanismos de estimulacién del crecimiento vegetal
por parte de estas bacterias son la movilizacion de nutrientes (Zboinska et al., 1992),
produccion de fitohormonas (Bothe et al., 1992 mencionado por Rodriguez, 2008),
formacion de sideroforos (Leong, 1986) y produccion de antibidticos y antimicoticos (Haas
etal., 1991).

2.3.1.Los microorganismos endofitos

El término hace referencia a los microorganismos que colonizan los tejidos internos de las
plantas superiores sin causar dafio o enfermedad aparente en la planta, mas bien otorgandole
beneficios mediante la produccion de metabolitos de importancia y otros. Hasta el afio 2001
todas las bacterias conocidas involucradas en la simbiosis de los nddulos de las raices de las
plantas leguminosas estuvieron restringidas a las a-proteobacterias Rhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium. Actualmente se cuentan
con muchos reportes acerca de otros géneros presentes y coexistentes con los diazotrofos en
leguminosas, puede mencionarse a Burkholderia y Cupriavividus en nddulos de Mimosa (
Barrett y Parker, 2006) Herbaspirillum lusinatum en nodulos de Phaseolus vulgaris (
Valverde et al., 2003), Microvirga lupini, Microvirga lotononidis y Microvirga zambiensis
asociados a las leguminosas nativas Listia angolensis y Lupinus texensis (Ardley et al.,
2012), Micromonospora en nddulos de Medicago sativa ( Martinez-Hidalgo et al., 2014),
siendo observada en la mayor parte de los casos la capacidad fijadora de nitrgeno o una
funcién complementaria de este proceso con estos enddfitos. En Lupinus también se han
descrito especies endofitas presentes en los nddulos como Paenibacillus lupini en L.albus
(Carro et al., 2014), Bosea lupinis una alfa proteobacteria asociada con L. polyphyllus (De
Meyer y Willems, 2012), Cohnella lupini en L. albus (Flores-Félix et al., 2014), Kribbella
lupini, Micromonospora lupini y Micromonospora saelicesensis , actinobacterias aisladas a
partir de nédulos de Lupinus angiustifolius (Trujillo et al.,2006, Trujillo et al., 2007, Trujillo

et al., 2010), estos y otros autores han relacionado al género Micromonospora como un co-
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simbionte para la fijacion bioldgica del nitrégeno, con actividad protectora contra patdgenos
y como promotor del crecimiento vegetal. EI género Lupinus es cominmente considerada
una leguminosa no hospedera de hongos micorrizégenos, sin embargo, existen reportes de
su colonizacién en algunas especies (Oba et al., 2001). En Lupinus mutabilis (tarwi), no
existen a la fecha estudios de enddfitos no rizobiales presentes en los nddulos o en otros
tejidos de la planta, si bien se documenta la naturaleza de sus exudados y la capacidad de
solubilizacién de la roca fosfatada (Cifuentes et al., 2001, Pearse et al., 2006), actividades

gue pueden estar asociadas a una microflora de importancia.
2.3.2.Promoting Growth Plant Rhizobacteria (PGPR)

El término PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) fue introducido por primera vez
por Kloepper y Schroth (1978), para describir las rizobacterias que inducen eficientemente
el crecimiento de las plantas e incrementan su tolerancia a otros microorganismos causantes
de enfermedades. Los mecanismos mediante los cuales estas bacterias actian sobre el
crecimiento vegetal son cada vez més estudiados, por lo que ha surgido un amplio rango de
posibilidades que incluye efectos directos e indirectos. La influencia directa incluye la
produccion de fitohormonas como, por ejemplo, de &cido Indol-acético (Patten y Glick,
2002), también de &cido giberélico, citoquininas y acido abscisico; o bien la capacidad de
producir la enzima 1-amino-ciclopropano 1-carboxilato (ACC) desaminasa, que reduce el
nivel de etileno en las raices. Ademas, los mecanismos directos incluyen la solubilizacién
de fosfatos y la fijacion bioldgica de nitrogeno (Dobbelaere et al., 2003). Los efectos
indirectos incluyen la accion de agentes como biocontrol de patdgenos, produccion de
sideroforos, B 1,3- glucanasas (Cattelan et al., 1999), antibidticos, pigmentos fluorescentes
(Pal et al., 2001), entre otros. En nuestro estudio, se evaluaron a las cepas aisladas de
rizésfera, raices y tallos por su capacidad de produccion de AlA, solubilizacién de fosfatos,
antagonismo contra patégeno de tarwi y produccion de sidero6foros, mientras que, a las cepas

aisladas de nddulos se evaluaron por su capacidad de fijacion de nitrégeno in vitro.
a) Produccion de Acido Indol Acético

Las auxinas son acidos debiles derivados del indol, consideradas los mayores reguladores
del crecimiento vegetal, ya que se encuentran involucradas en diferentes procesos
metabolicos (Rodriguez y Hernandez, 2009). De ellas, el &cido indol-acético es una de las

maés activas fisiolégicamente (Mohite, 2013), pues ayuda en la produccion de raices con

12



mayor longitud e incremento en el nimero de pelos radiculares y raices laterales, las cuales
estan envueltas en la toma de nutrientes (Datta y Basu, 2000), ademas de inhibir o retrasar
el proceso de abscision de las hojas y promover la floracion y fructificacion (Mohite, 2013).
Se ha demostrado que puede ser sintetizado por especies de bacterias, hongos y algas
(Rodriguez y Hernandez, 2009). La biosintesis de esta auxina tiene como precursor al
aminoacido triptéfano, sin embargo, mutantes auxotrofos de triptéfano mostraron evidencia
de una ruta de sintesis independiente en la que se utiliza el indol o indol-glicerol como

precursor (Tudzinzki y Sharon, 2002 mencionados por Rodriguez y Herndndez, 2009).

La determinacion del AlA se llevo a cabo utilizando el reactivo de Salkowski, que permite
la oxidacion de compuestos inddlicos por sales férricas (Mayer, 1958 mencionado por Lara
et al., 2011); cuando la respuesta es positiva se obtiene una coloracion que va desde el rosa
claro a intenso proporcional a la concentracion del AlA presente. El uso de esta técnica es
una opcién importante para la determinacion cualitativa y semi-cualitativa de la presencia

de la hormona en el sobrenadante de cultivos bacterianos (Mohite, 2013).
b) Solubilizacion de fosfato

El fosforo, después del nitrégeno, es el nutriente inorganico mas requerido por las plantas y
microorganismos, sin embargo, en el suelo es un factor limitante del desarrollo vegetal
(Fernandez et al., 2005). Dentro de las funciones que se le ha atribuido se encuentran la
captacion, almacenamiento y transferencia de energia, ademas de formar parte de
macromoléculas tales como los acidos nucleicos y fosfolipidos (Tejera et al., 2013). Pese a
ser abundante en el planeta, las formas en las que se acumula no suelen ser disponibles para
las plantas (Probanza, 2012). Ellas deben absorberlo del suelo, en el que se encuentra a muy
bajas concentraciones (normalmente entre 5y 30 mg/kg™) (Fernandez et al., 2005). Este
indice se debe a que el fosforo soluble sufre varias reacciones con iones de calcio, hierro o
aluminio que inducen a su precipitacion o fijacion (Anzuay et al., 2016), disminuyendo su
disponibilidad para los vegetales. Una gran porcion de fosfatos inorganicos aplicados al
suelo como fertilizantes son inmovilizados después de su aplicacién, permaneciendo de
forma inasequible para el cultivo (Rengel y Marschner, 2005). En este contexto, se puede
predecir que aquellos microorganismos que presenten la capacidad de solubilizar el fésforo
sean una alternativa fundamental para incrementar la cantidad de nutriente disponible para

las plantas y en consecuencia, actuar como promotores de crecimiento vegetal.
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Existen diferentes métodos para seleccionar microorganismos solubilizadores de fdsforo
inorganico. Cada criterio presenta sus ventajas y desventajas. Si bien se ha demostrado que
la seleccidn a partir de la formacién del halo de solubilizacion no es una técnica infalible,
tampoco la concentracion de fésforo detectada en cultivo liquido lo es (Rodriguez y Fraga,
1999). Gyaneshwar et al. (2002), recomiendan que es mejor adoptar técnicas de seleccion
de cepas a partir de ensayos que reflejen la capacidad amortiguadora de pH del suelo. De
todas formas, sélo las pruebas en campo determinan si la capacidad solubilizadora de fésforo

inorganico in vitro tiene efecto sobre el desarrollo vegetal.
c) Antagonismo contra patdégenos

Los microorganismos patdgenos que afectan la salud de las plantas son una importante
amenaza cronica para la produccién de alimentos y la estabilidad del ecosistema. Cuando la
produccién agricola se intensificd, los productores se volvieron méas dependientes de
agroguimicos como un método relativamente confiable de proteccion a los cultivos
(Compant et al., 2005). Sin embargo, el uso creciente de esos insumos quimicos causa a
largo plazo efectos negativos, como la resistencia de patdgenos a los quimicos aplicados y
el impacto ambiental consecuente (Gerhardson, 2002). Sin mencionar, el aumento de costo
de los pesticidas a lo largo del tiempo y la lista de enfermedades cuyas soluciones quimicas
son pocas, ineficaces o inexistentes (Gerhardson, 2002). Es asi, que el control bioldgico por
medio de microorganismos se ha propuesto como una forma alternativa o complementaria

al uso de agroquimicos en la agricultura.

Existe un grupo de hongos y bacterias que presentan efectos antagdnicos con otros
microorganismos, cuya accion puede ser aprovechada para el control bioldgico de patdgenos
vegetales (Ferndndez-Larrea, 2001). Se han descrito varios mecanismos de accién de los
antagonistas microbianos, los que incluyen al crecimiento microbial por (1) produccién de
antibidticos difusibles, compuestos organicos volatiles, toxinas y biosurfactantes
(antibiosis), (2) competicidn por colonizacion de espacio y nutrientes, (3) competicién por
minerales, por ejemplo, la toma de hierro a través de la produccién de sider6foros o un
sistema eficiente de captacion de siderdforos, (4) degradacion de factores de patogenicidad
como las toxinas, el (5) parasitismo (Berg, 2009) y la (6) induccidon de resistencia
(Fernandez-Larrea, 2001). En el caso de bacterias, las del grupo Pseudomonas fluorescens
y Bacillus han sido consideradas las mas eficaces para controlar enfermedades foliares y de

raices. Kin et al. (1997) mencionado por Fernandez-Larrea (2001) sefialo mayor
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potencialidad del género Bacillus sobre Pseudomonas fluorescens al encontrar mayor
emergencia y control de patdgenos de trigo usando cepas de Bacillus. La identificacion de
diferentes mecanismos de accidn facilita la combinacion de cepas, bacterias con bacterias o

bacterias con hongos, para atacar a los patégenos con un espectro mas amplio de microbios.

En el caso del lupino, todas las especies cultivadas son afectadas por enfermedades
parasitarias. Las practicas de control preventivo que se realizan incluyen a la rotacion de
cultivos, manejo del rastrojo, desinfeccion de semilla, y empleo de una variedad tolerante,
cuando éstas Ultimas existen. El uso de fungicidas foliares, frecuentes en otros cultivos, por
lo general no son una opcién conveniente en lupino (Galdames, 2016). Un estudio realizado
en Chile, mencionan que las principales enfermedades parasitarias que atacan a este cultivo
son: la antracnosis (Colletotrichum lupini), mancha café pudricion radical (Pleiochaeta

setosa), pie negro (Ascochyta sp.) y fusariosis (Fusarium sp.) (Galdames, 2016).
d) Produccién de sideréforos

En la rizosfera, el hierro es uno de los cuatro elementos méas importantes; su forma soluble
(Fe*?), y por ende aprovechable para la nutricion, se encuentra en un rango de <0.1 a 25 ppm
(Vicente et al., 2015). Estas condiciones escasas de hierro libre son atribuidas a su rapida
oxidacién (Loaces, 2011), encontrandose en el suelo como silicatos de ferromagnesio,
hidroxidos u oxidos insolubles (Aguado et al., 2012). Para resolver este problema, muchos
organismos que incluyen bacterias, hongos y plantas, producen pequefias moléculas de alta
afinidad por el hierro llamadas sideréforos que actian de manera especifica como agentes
quelantes para secuestrar hierro en presencia de otros metales y reducirlo a Fe*? (Aguado et
al., 2012). Los complejos que forman los siderd6foros con el hierro en el suelo son asimilados
eficientemente por los cultivos y se ha demostrado que la concentracion de este complejo es
en ocasiones lo suficientemente alta para beneficiar la nutricion de las plantas (Crowley et
al. 1987 mencionado por Aguado et al 2012). Por otra parte, se ha propuesto también que
tales compuestos pueden secuestrar el hierro del ambiente rizésferico, impidiendo que sea
disponible para los fitopatogenos del cultivo (Santoyo et al., 2009). Es asi, que las bacterias
capaces de producir sideroforos pueden contribuir de manera directa e indirecta al

crecimiento vegetal.

Se evalu6 semi-cualitativamente la capacidad de producir sider6foros mediante la técnica de

Cromo azurol sulfonato (CAS) (Schwyn y Neilands, 1987). Este método quimico aprovecha
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la propiedad de que el compuesto formado por CAS-Fe(I11)-HDTMA, al perder el Fe(lll)
pasa de color azul a naranja. Cuando la bacteria crece en medio CAS, la disponibilidad del
hierro disminuye drasticamente para ellas, pues se encuentra quelado al CAS. Para tomarlo
ellas pueden sintetizar estas moléculas denominadas sideroforos, las cuales presentan mucha
mayor afinidad por el Fe(l11) que el mismo CAS vy lo atrapan del complejo quedando como

resultado la formacion de un halo naranja-amarillo (Sanchez, 2011).
e) Fijacion de nitrégeno atmosférico

El nitrdgeno es un nutrimento esencial para el desarrollo de las plantas, pues forma parte de
macromoléculas como la clorofila, aminoacidos, proteinas y acidos nucleicos (Lupi et al.,
2013 mencionado por Martinez et al., 2017). En la atmosfera se encuentra como N3, forma
que no es facilmente asimilable por las plantas debido a que el triple enlace que une sus
atomos es muy dificil de romper (Lara et al., 2007). La Unica forma de poder aprovecharlo
es mediante el proceso metabdlico conocido como Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN),
el cual asegura la disponibilidad de nitrogeno en los ecosistemas naturales (Zuberer, 1998
mencionado por Lara et al., 2007). La FBN, después de la fotosintesis, constituye la ruta
metabdlica mas importante para el mantenimiento d la vida en la biosfera (Tejera et al.,
2011).

Curiosamente, este proceso crucial solo puede llevarlo a cabo unos pocos grupos de
microorganismos, todos procariotas (Boddey et al., 2003 mencionado por Tejera et al.,
2011), los cuales estan distribuidos practicamente en todas las ramas de Archaea y Bacteria
(Young, 1992 mencionado por Tejera et al., 2011). A estos microorganismos se les conoce
como fijadores de nitrégeno o diazo6trofos, quienes tienen la capacidad de convertir el
nitrogeno molecular en amoniaco por medio de la enzima nitrogenasa. Se conocen dos
variantes en estos organismos: los fijadores simbidticos que fijan nitrégeno en asociacion
con la planta; y los asimbi6ticos, que proporcionan al medio compuestos nitrogenados como
amonio, aprovechados por los vegetales (Bano y Igbal, 2016 mencionado por Martinez et
al., 2017). Algunas bacterias diazétrofas pueden promover el crecimiento de plantas
mediante la sintesis y la liberacion de algunas sustancias promotoras del crecimiento vegetal
como fitohormonas. La eficiencia diazotrofos ha demostrado un gran potencial para la
explotacion agricola. Los resultados de investigaciones de inoculantes microbianos han
originado altos rendimiento de cultivos como arroz, maiz, frijol, tomate, etc. (Meunchang et

al., 2005 mencionado por Lara et al., 2007).
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2.4. CARACTERIZACION MOLECULAR
2.4.1. Amplificacion de elementos BOX

Se han desarrollado una serie de técnicas moleculares basadas en PCR, las cuales mediante
la generacion de perfiles de ADN permiten agrupar, a la vez que establecen diferencias entre

dos cepas cercanamente relacionadas (Rademaker et al., 2005).

Los perfiles moleculares se obtienen por métodos como la rep-PCR, en la que se amplifican
regiones repetitivas a lo largo de todo el genoma bacteriano (Versalovic et al., 1991). Dentro
de esta técnica encontramos a tres tipos, los cuales aparecen en la bibliografia como REP-
PCR (PCR sobre elementos palindromicos extragénicos reiterativos), ERIC-PCR (PCR
sobre elementos consenso intergénicos reiterativos de enterobacterias) y BOX-PCR (PCR
sobre elementos box), dependiendo del tipo de cebador que se esté usando. En nuestro

estudio se analizaron las cepas mediante sus perfiles BOX.

Martin et al. (1992) mencionado por Rodriguez (2008) describié en un inicio tres
subunidades para los elementos box: boxA, boxB y boxC, sin embargo, se encontré que solo
boxA aparecia altamente conservada en las bacterias (Versalovic et al., 1994). La técnica de
BOX-PCR ha sido utilizada en el estudio de poblaciones enddfitas de tarwi (Rodriguez
2008), en la evaluacion de la diversidad genotipica de bacterias simbioticas de pallar
(Matsubara, 2010), también ha sido 0til en la caracterizacién de bacterias rizosféricas de

chontaduro (Patifio y Sanchez, 2012), entre otros.
2.4.2.Secuenciamiento del gen ribosémico 16S

El operon ADN, rrn, es una entidad genética de amplio interés por encontrarse tanto en
organismos procariotas como eucariotas (Valverde 2003). La utilidad de la secuencia del
ADNTr como herramienta taxonémica ha sido ampliamente demostrada en bacterias, pues se
ha llegado a redefinir relaciones filogenéticas que anteriormente eran dependientes del
metabolismo celular (Young et al., 2001). Dentro de este operdn, se encuentra el ADNr 16S,
quien ademas de tener regiones altamente conservadas para el estudio de las relaciones entre
taxones distantes, contiene regiones muy variables que se utilizan en la diferenciacion de
géneros y especies (Goebel et al., 1987 mencionado por Valverde 2003). Es por ello que la

clasificacion actual de las bacterias se basa en el gen ribosémico 16S (rrs), pues gracias a su
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analisis se ha podido agrupar a las bacterias en diferentes phyla, clases, 6rdenes, familias,

géneros y especies (Woese, 2001).
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3.1.

1. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

3.1.1. Material Bioldgico

a) Material vegetal

Semillas de Lactuca sativa.

Semillas de Lupinus mutabilis var. Andenes

b) Hongos y bacterias

Cepas de diferentes géneros de bacterias y hongos aisladas de campos de
cultivo de tarwi del IRD-UNALM Huancayo y del Programa de Cereales-
UNALM.

Cepa de Bacillus BAC15MB.

Cepa de Fusarium oxysporum

3.1.2. Medios de cultivo

Caldo Manitol suplementado con triptéfano 5 mM
Medio AN (Agar nutritivo)

Medio CAS (Cromoazurol S)

Medio CZAPEK

Medio LMA (Manitol Levadura)

Medio NBRIP

Medio OGY suplementado con cloranfenicol
Medio PDA

La preparacion de los medios de cultivo se explica a detalle en el Anexo 1.



3.1.3.Reactivos y soluciones

Alcohol isoamilico

Agarosa

Agua esteril

Agua libre de nucleasas

AlA (Acido Indol Acético)

Bicloruro de Mercurio 0.1% - 2.5%
Bromuro de etidio

Buffer de PCR

Buffer TSE, TAEY TE

Cloroformo

Cloruro de amonio

Cloruro de magnesio

Cloruro de potasio 2M

Cloruro de sodio 0.85% - 5M

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
Etanol 75° - 96°

Fenol

Isopropanol

Kit de purificacion de productos PCR (Thermo Scientific)
Nitroprusiato de sodio 0.5%

Primer BOX A1R (Amplificacion BOX)
Primer fD1 y rD1 (Amplificacion gen r16S)
Proteinasa K 20mg/ml

Reactivo Salkwoski

SDS 10%

Silica Gel

Solucién alcohdlica de fenol 10%

Solucién oxidante

Taq polimerasa

La preparacion de las soluciones se explica con mayor detalle en el Anexo 1.
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3.1.4.Sustratos

e Vermiculita
e Arena

3.1.5.Equipos de laboratorio e instrumentos

e Asa de platino

e Agitador magnético (HEIDOLPH MR3001)
e Autoclave (K GEMMY INDUSTRIAL)
e Balanza analitica

e Bisturi

e Camara de flujo laminar

e Camara de electroforesis

e Campana de extraccién

e Congeladora -26°C

e Espectrofotémetro (UV/VIS T80+)

e Fuente de poder

e Jeringas

e Macetas

e Matraces Erlenmeyer (PIREX)

e Microcentrifuga (HETTICH Zentrifugen)
e Micropipetas 20, 200 y 1 000 ul

e Microscopio

e Morteros

¢ Nanofotometro (IMPLEN NP80)

e Placas Petri

e Potenciometro

e Termociclador (BIORAD T100)

e Termomixer (EPPENDORF)

e Transiluminador UV

e Vasos precipitados (PIREX)

e Vortex (HEIDOLPH REAXtop)
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3.2. DISENO DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion es experimental aplicada, ya que se evaluo la capacidad promotora
de crecimiento vegetal de los aislamientos bacterianos realizando pruebas bioquimicas, de
germinacién y efecto de algunas cepas bajo condiciones de invernadero. También se midio
el efecto antagonico de las cepas frente al hongo Fusarium sp., mediante la determinacién
del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial. Fue una investigacion de tipo
observacional porque se describié si hay o no hay actividad promotora de crecimiento por

parte de los aislamientos, ademas de su capacidad antagdnica frente a Fusarium oxysporum.
3.2.1.Poblacion de estudio

La poblacion de estudio fueron los aislamientos obtenidos de muestras de raices, tallos,
nodulos y suelo rizosferico de cultivos localizados en el Programa de Cereales-UNALM y
en el IRD-UNALM en Jauja.

3.2.2.Variables de estudio

Para la prueba de produccion de Acido Indol-acético (Gordon y Weber, 1950) se midid la
intensidad de coloracion rojiza-fucsia con el Reactivo de Salkowski, una variable
cuantitativa discreta. Para la prueba de solubilizacion de fosfato (Nautiyal, 1999) se midi6
el didmetro de los halos transparentes formados alrededor de las colonias, la cual es una
variable cuantitativa continua. Para la prueba de produccién de sideroforos (Schwyn y
Neilands, 1987) se midié el didmetro de los halos amarillo-naranja alrededor de las colonias,
la cual es una variable cuantitativa continua. Para la prueba de actividad antagonica (Zufiga,
2007) se midio el radio del hongo influenciado por el crecimiento bacteriano, el cual es una
variable cuantitativa continua. Para la prueba de fijacion de nitrégeno in vitro (Lara et al.,
2007)), se midio la absorbancia proporcional a la concentracién de nitrégeno fijado como
amonio, la cual es una variable cuantitativa continua. Para la determinacion de la accion
promotora de crecimiento en la germinacion de semillas se midié el porcentaje de
germinacién, variable cuantitativa continua. Para la medicion de la accion promotora de
crecimiento de los aislamientos en el crecimiento de plantulas se midieron las siguientes
variables: altura de la planta, longitud de inflorescencia, peso fresco y peso seco, las cuales

son variables cuantitativas continuas.
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3.3. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de rizdsfera, raices, tallos y nodulos del cultivo de tarwi se recolectaron de los
campos cultivados de IRD-Sierra de la UNALM y del campo sembrado en el Programa de
Cereales. El procedimiento se llevo a cabo delimitando superficies de 20 cm? en la base de
la planta, y la extraccion se realizo de forma manual considerando 10 - 30 cm de profundidad
(Schoebitz, 2006).

Se consiguieron los nddulos cavando cuidadosamente alrededor de la raiz principal y se
escogieron aproximadamente 5 nodulos vivos por planta para ser transferidos

inmediatamente a un frasco con silica gel seco, comenzando el proceso de desecamiento.
3.4. OBSERVACION DE MICORRIZAS

Para la tincion de raices, se sumergieron en KOH 10% vy se calentaron a 90°C por una hora,
hasta observar que tomaban un color blanco casi transltcido. Posteriormente se lavaron con
agua y se acidificaron con HCI 1% por 15 minutos. Transcurrido este tiempo, se sumergieron
en azul de tripano al 0.05% a 90°C por 10 minutos, las raices no fueron enjuagadas luego de
la acidificacion. Se retiro el colorante, se lavd y se dejo reposar en glicerol (Phillips y
Hayman, 1970). Al dia siguiente se montaron en laminas portaobjetos para ser observadas
al microscopio con aumento 100X. La presencia de vesiculas azules en las raices nos indica

que éstas se encuentran micorrizadas.

3.5. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS
3.5.1. Aislamientos a partir de n6dulos

Los nddulos fueron previamente hidratados y desinfectados, permitiéndonos realizar el

aislamiento de acuerdo a protocolos ya establecidos (Vincent, 1975).
a) Esterilizacion superficial

Bajo condiciones de asepsia los nédulos seleccionados fueron colocados en placas Petri
conteniendo agua estéril para hidratarlos, agitandolos con fuerza a fin de eliminar impurezas
de su superficie. Se dejaron en agua estéril hasta el dia siguiente para su desinfeccion. La
esterilizacion se realizd sumergiéndolos en una solucion de bicloruro de mercurio 2.5%

durante 2 minutos, agitando constantemente con una bagueta esterilizada con alcohol.
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Pasado este tiempo, se quitaron los restos de bicloruro enjuagando los nédulos 5 veces con

agua destilada estéril (Rodriguez, 2008).
b) Siembra en medio de cultivo

Los nodulos asi preparados fueron triturados en un mortero estéril afladiendo unas gotas de
solucion salina 0.85% para facilitar la maceracion. El triturado se sembrd en placas Petri con
medio de cultivo agar manitol levadura LMA y se incubaron las placas a 28°C durante tres
semanas (Rodriguez, 2008). Para purificar las cepas se subcultivaron en medio CZAPEK.

Se utilizaron nddulos esterilizados sin triturar para el control de la desinfeccion superficial.
3.5.2. Aislamiento a partir de rizosfera

Se tomaron 10 gramos del suelo rizésferico y se adicionaron a un matraz de 250 ml que
contenia 90 ml de solucidn salina (NaCl 0.85%). Luego de homogenizar vigorosamente se
realizaron diluciones seriadas y se inoculé 0.1 ml de las diluciones 10, 10°, 10 (siembra
por superficie), en placas con medio OGY (suplementado con cloranfenicol) y en placas con

medio AN (Ramirez et al., 1992). Las placas fueron incubadas a 30 y 35°C, respectivamente.
3.5.3. Aislamiento a partir de raices y tallos
a) Esterilizacion superficial y maceracion

Raices y tallos de Lupinus mutabilis fueron lavados en chorro de agua constante para
eliminar impurezas y luego fueron cortados en segmentos de 4 cm aproximadamente. Para
la esterilizacidn superficial, se realiz6 una prueba inicial de desinfeccidn para observar con
cual se obtenia mejores resultados. El primer proceso de desinfeccion fue el mismo aplicado
en nddulos. Primero se remojaron overnight en agua estéril, luego fueron agitados
constantemente en solucion de bicloruro de mercurio 2.5% y por Gltimo enjuagados 5 veces
en agua destilada estéril (Rodriguez, 2008). EI segundo proceso consistia en un enjuague de
las raices y tallos en una solucion de etanol al 75% durante tres minutos, y luego en una
solucién de hipoclorito de sodio (lejia comercial) al 3% durante 90 segundos (Gonzalez,
2015). Una vez obtenido los explantes esterilizados, el material procesado se coloc6 en un
mortero estéril y se macerd agregando 30 ml de solucién salina NaCl 0.85% (Claros y
Ortufio, 2013). En el caso de los tallos, se tuvo que emplear un bisturi para poder rasgarlos

en trozos muy pequefios y luego triturarlos, ya que tenian una consistencia bastante dura.
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b) Siembra en medio de cultivo

Se agregaron otros 60 ml de solucion salina estéril NaCl 0.85% y se realizaron diluciones
seriadas de 10 —10°; de las cuales las ultimas cuatro fueron utilizadas para cultivar las
bacterias y hongos endéfitos en medio AN y OGY, respectivamente. Las placas se incubaron
a 28°C por aproximadamente 72 horas (Claros y Ortufio, 2013). Una vez crecidas las
colonias se aislaron tubos con los mismos medios de cultivo, para posteriores pruebas y

caracterizacioén
3.6. CARACTERIZACION MORFOLOGICA
3.6.1. Caracterizacién microscopica

Las cepas de bacterias que fueron aisladas se sembraron en medio de cultivo AN y se
incubaron a 28°C por 16 horas. Transcurrido este tiempo se extrajo una colonia aislada con
un asa de Kolle y se procedio a fijarla en un portaobjeto previamente preparado con una gota
de agua. Se realiz6 una tincion Gram para determinar la forma de la bacteria y su coloracion
gram. Para la observacion de las bacterias se utilizé un microscopio 6ptico y el objetivo de
100X.

En el caso de los hongos, se sembro las colonias en camara himeda durante cinco dias, y se
tind las estructuras fungicas con azul de metileno. Para su observacion se utilizd un

microscopio éptico y el objetivo de 40X
3.6.2. Caracterizacién macroscopica

Las caracteristicas de crecimiento a nivel macroscopico se observaron luego de 1 dia de
incubacion en el caso de las cepas bacterianas crecidas en medio AN; y luego de 5 dias, para
el caso de cepas flungicas crecidas en medio OGY. Se tuvo en cuenta la forma (puntiforme,
circular, filamentosa, irregular, rizoide, fusiforme), elevacion (plana, elevada, convexa,
pulvinada, umbonada), margen (entero, ondulado, lobulado, erosionado, filamentoso,
rizado), color (para el caso de bacterias: blanca, beige, translicida; para el caso de hongos:

los colores que presentan en los bordes y al centro de la colonia).
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3.7. CUANTIFICACION in vitro DE NITROGENO FIJADO

Se realizo el método colorimétrico del fenolhipoclorito, descrito por Lara et al. (2007) y
Cadena y Martinez (2011). Cada cepa proveniente de la siembra en placas de nddulos, fue
cultivada en LMA por 24 horas. Luego fueron inoculadas en tubos 15 x 150 mm conteniendo
3 ml de LMC vy se incubaron a temperatura ambiente, por 72 horas en agitacion constante
(200 rpm). Pasado este tiempo, se agregaron 9 ml de KCI 2M y se agitaron a 150 rpm durante
1 hora. Se dejé reposar una hora adicional y se tomd 10 ml del sobrenadante para luego
centrifugarlos (3000 rpm) durante 5 minutos. Los sobrenadantes se vertieron en tubos de
dilucion, se afiadieron 0.4 ml de solucion alcohdlica de fenol 10%, 0.4 ml de nitroprusiato
de sodio al 0.5% y 1 ml de solucién oxidante. Se homogenizé y se dejo reposar durante 1
hora. La positividad de la fijacion de nitrogeno in vitro se observo mediante una coloracion
azul y se leyeron las absorbancias en un espectrofotometro de luz visible a 633 nm. Las
concentraciones de nitrégeno fijado como amonio fueron calculadas en una recta patron
obtenida de diluciones sucesivas a partir de una solucion madre de 100 ppm de cloruro de

amonio (Anexo 2).
3.8. CARACTERIZACION POR CAPACIDADES PGPR
3.8.1.Prueba de produccion de acido indol acético (AlA)

Para esta prueba se empled la técnica colorimétrica descrita por Gordon y Weber (1950).
Las cepas fueron sembradas con una concentracion aproximada de 108 ufc/ml, estandar N°
0.5 segun la escala de McFarland (McFarland, 1970), en tubos con 4 ml de caldo LMC
suplementado con L-triptéfano 5 mM. La preparacién del patron de turbidez de McFarland
se detalla en el Anexo 3. Para control positivo, se emple6 el medio LMC con adicion de AIA
y control negativo, Unicamente el caldo. Los tubos inoculados se incubaron en oscuridad a
28°C por un periodo de 5 dias. Lara et al. 2011 menciona que la relacion reactivo-muestra
2:1 es la que presenta mejor sensibilidad para la determinacion de las concentraciones de
AlA producidas por las bacterias aisladas, es por ello que para la evaluacién se tom6 100 pl
del cultivo y se adiciond 200 pl del Reactivo de Salkowsky. Se incub6 por 30 minutos a

temperatura ambiente y se evaluo el viraje de color de la solucidn a tonalidades rojizas.

Para poder desarrollar las pruebas siguientes, fue requerido disminuir el nimero de cepas a
estudiar y por consiguiente se tuvo que realizar una seleccion previa de las mismas. De esta

manera, la seleccidn se realiz6 por tamizaje de la primera prueba PGPR: produccion de AlA.
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Aquellas que resultaron positivas para esta prueba continuaron siendo estudiadas en los

siguientes ensayos.
3.8.2.Prueba de solubilizacion de fosfato

Las cepas fueron sembradas en medio LMA e incubadas a 28°C. Se tomé una asada de la
biomasa de cada cepa y se sembro en el centro de las placas conteniendo medio NBRIP. Las
placas fueron incubadas por un periodo de 5 dias a 28°C. Como control negativo se utilizé
una cepa de Bacillus que no solubilizaba fosfato. Las cepas positivas para esta prueba
evidenciaron un halo transparente alrededor de las mismas (Nautiyal, 1999). Se midi6 el
diametro del halo interdiariamente hasta observar una solubilizacidn constante y se calcul6
la eficiencia relativa de solubilizacion entre las bacterias de la siguiente manera:

Didmetro de solubilizacion
ERS = — — x 100
Didmetro de crecimiento

3.8.3.Prueba de antagonismo contra Fusarium oxysporum

Esta prueba fue la unica que se realizd para los hongos aislados. Todas las cepas fueron
sembradas mediante en placas con medio PDA y se incubaron a 28°C durante 24 horas en el
caso de las bacterias y 4 dias para el caso de los hongos. Luego con ayuda de un bisturi se
cortaron fragmentos cuadrados de aproximadamente 1 cm? del micelio de hongo patogénico
(Fusarium oxysporum.) crecido en medio PDA (Zufiga, 2007). Dicho fragmento del hongo
patdgeno se colocd dentro de la placa en la que se encontraban sembradas y crecidas las
cepas. Se dejo crecer a 18 °C durante cinco dias. Se observo el crecimiento de la estructura
miceliar o, de lo contrario, su inhibicion. Como control se sembré en medio PDA al hongo
sin presencia de bacteria, considerando su radio como “crecimiento libre”. Las cepas que
inhibieron el crecimiento del micelio fueron consideradas como positivas y se midi6 el radio
del hongo cada 3 dias durante 15 dias, considerandolo como “crecimiento influenciado”. El
porcentaje de inhibicion se calculé de la siguiente manera:
crecimiento libre — crecimiento influenciado

%Inhibicion = — - x 100
crecimiento libre

3.8.4.Prueba de germinacion in vitro

Se seleccionaron las cepas que resultaron positivas a las pruebas de produccion de AlA,
solubilizacion de fosfato y produccion de sideroforos, y con ellas se realizo la prueba de

germinacion. Estas cepas fueron sembradas en AN a 28°C durante 24 horas y luego se
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propagaron en caldo nutritivo en incubadora con agitacion rotatoria a 200 rpm durante cuatro
dias hasta obtener una concentracion de 10° ufc/mL™, de acuerdo con la escala de McFarland
(McFarland, 1970). Se evalud la capacidad promotora de la germinacion de las cepas
bacterianas en semillas de lechuga. En placas Petri, se colocd una capa de algoddn cubierta
por papel filtro estéril y se humedecié con 5 ml de agua destilada estéril. En cada placa se
colocaron 10 semillas de lechuga, previamente desinfectadas con HgClz 0.1% durante 10
minutos, se inoculd con 0.1 ml de la suspensién bacteriana por semilla. Simultaneamente se
instald un testigo (inocular) al cual s6lo se le agreg6 caldo nutritivo, cada tratamiento tuvo
3 repeticiones. Las placas se sellaron con Parafilm y se incubaron a 25°C evaluando hasta
los 8 dias después de la siembra (dds) (Diaz et al., 2001). Todas las actividades se realizaron
en camara de flujo laminar, en condiciones de asepsia; y las observaciones se realizaron sin
destapar las placas. Se evaluaron dos estadios principales: R: emergencia de radicula e
hipocotilo, H: aparicion de hojas cotiledonares y primeras hojas verdaderas.

3.8.5.Prueba de produccion de sideroforos

La produccion de sidero6foros fue determinada en medio CAS siguiendo el método de
Schwyn y Neilands (1987). Las cepas bacterianas (con 24 horas después de la siembra)
fueron cultivadas en medio CAS e incubadas a 28°C durante 4 o0 6 dias. La formacion de un
halo naranja a amarillo alrededor de las colonias confirmé la produccion de sider6foros por
la cepa. Se midié el diametro de los halos a los 6 dias de incubacion y se evaluo la eficiencia
relativa de produccion.

Diametro de produccion
ERP = — — x 100
Diametro de crecimiento

3.9. PRUEBA EN INVERNADERO

Se instalé un ensayo en macetas con brotes de semilla de tarwi, en el invernadero del
Programa de Cereales, UNALM. Los mejores brotes fueron seleccionados para luego
realizar el desbrote. Los brotes removidos se colocaron en una bandeja con sustrato estéril

himedo, mezcla de vermiculita y arena (1:2).

Para observar el efecto de las cepas en el crecimiento de una planta, se trasplanté los brotes
ya enraizados en las macetas, luego de dos semanas. En ese momento se realiz6 la

inoculacion.
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Se trabajo con 1 tratamiento fijo: Control AN, cada una de las cepas utilizadas constituyé un
tratamiento adicional. Cada tratamiento constd de 10 repeticiones (macetas), y en cada
repeticion se sembré un brote de tarwi. Se inoculd cada maceta con 3 ml del tratamiento
respectivo a una concentracion aproximada de 108 ufc/ml. Durante el ensayo se realizaron
semanalmente evaluaciones de la altura de planta. Transcurridas 6 semanas se evalud, peso
fresco y seco de foliolos, tallo y raices. El disefio estadistico fue Disefio Completamente al
Azar (DCA) (Kohashikawa, 2010).

3.10. CARACTERIZACION MOLECULAR

Los ensayos de caracterizacion molecular se llevaron a cabo en el Laboratorio de Marcadores
Moleculares del Programa de Cereales y se realizaron Unicamente para las cepas que fueron

seleccionadas luego del tamizaje bioquimico.
3.10.1. Extraccion de ADN

Se realizé el protocolo de extraccién segun Ausubel 1998:
En un tubo de 1.7 ml se afiadié 1.5 ml de caldo nutritivo con bacteria incubada durante 18
horas a 37°C. Este tubo se centrifugd en frio a 14000 rpm durante 5 minutos y se descartd
el sobrenadante. Luego se lavo dos veces el pellet de bacteria afiadiendo 1 ml de buffer TSE
1X y centrifugando a 14000 rpm durante 3 minutos. A continuacion se agreg6 567 ul, de
buffer TE 1X, se disolvio el pellet con la micropipeta y se afiadié 30 ul de SDS 10% y 3 ul
de proteinasa K 20 mg/ml, obteniendo asi una concentracion de proteinasa K 100 pg/ml en
0.5% de SDS. Luego de homogenizar el tubo por inversion se incubd a 37°C durante 1 hora.
Transcurrido este tiempo se afiadié 100 pl de NaCl 5M y 80 pl de CTAB 10X- NaCl 0.7M,
homogenizando la mezcla por pipeteo e incubando a 65°C durante 10 minutos. Después se
agreg6 700 pl de CI (cloroformo-alcohol isoamilico 49:1), se homogenizo por inversion y
se centrifug6 a 15 000 durante 10 minutos. Se transfirié con micropipeta la fase acuosa (fase
superior) que se formo luego del centrifugado a otro tubo de 1.7 ml y se afiadi6 igual volumen
de PCI (fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 24:25:1). Se homogenizd por inversion y se
centrifugd a 15 000 rpm durante 10 minutos. Nuevamente se transfirid la fase acuosa a otro
tubo de 1.7 ml. A este tubo se le afiadid isopropanol en un 75% (por cada 100 pl de volumen
transferido se agrega 75 ul de alcohol). Se colocé el eppendorf a -20°C overnight. Al dia
siguiente se centrifug6 a 15 000 rpm durante 25 minutos. Transcurrido este tiempo se elimino

el sobrenadante con mucho cuidado de no desprender el pellet de ADN, se lavo dos veces
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afiadiendo etanol 75% y una Gltima lavada con etanol absoluto. Por ultimo se dejé evaporar
el alcohol durante unos minutos y se disolvio el pellet en 30 pl de agua libre de nucleasas,

incubando a 65°C durante 15 minutos. Las muestras de ADN fueron almacenadas a -26°C.

La calidad y concentracion de ADN se midio en un nanofotometro. El cociente A260/A280

nos indico la pureza del ADN, considerando una muestra pura dentro del rango de 1.8 a 2.0.
3.10.2. Amplificaciones BOX

El andlisis de los perfiles de bandas BOX fue modificado del protocolo descrito por
Versalovic et al, (1991). Se emple6 el primer BOX AIR (5° -
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3”). El volumen final de la reaccién fue de 20 ul, de
acuerdo lo siguiente: buffer de PCR +KCI-MgClz al 1X, DMSO al 7.5%, de MgCl2 2.5 mM,
mix de nucle6tidos 0.25 mM, 20 pmoles de cebador, 2 U de Taq polimerasa y 1.5 pl de la
muestra (dilucion 1:10). El perfil de temperatura fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a
95°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing a 50°C por 1

minuto y extension a 65°C por 8 minutos y una extension final a 65°C por 16 minutos.

Los productos de la amplificacion fueron examinados mediante electroforesis, cargando 5
pl del amplificado en gel de agarosa al 1.5% con buffer de corrida TAE 1X, durante

aproximadamente 3 horas a 80 V.
3.10.3. Amplificacion gen r16S

Los primers empleados seran: D1 (5’ -
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3°) Y D1 (¥

CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC - 3°). El volumen final de la
reaccion fue de 30 ul que contenian: buffer de PCR +(NH4)2SO4 — MgCl. al 1X, MgCl, 1.25
mM, mix de nucleotidos 0.2 mM , 12 pmoles de cada primer, 1.25 U Tag polimerasa 'y 2.4
ul de muestra (dilucién 1:100). El perfil de temperatura se modifico a partir de Kohashikawa,
2010: desnaturalizacion inicial a 93°C por 3 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 93°C
por 45 segundos, annealing a 62°C por 45 segundos y extension a 72°C por 2 minutos y una

extension final a 72°C por 10 minutos.
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Los productos de la amplificaciéon fueron examinados mediante electroforesis, cargando 5
ul del amplificado en gel de agarosa al 1.5% con buffer de corrida TAE 1X, durante 1.5
horas a 80 V.

3.10.4. Purificacion de producto PCR

Los productos PCR obtenidos de la amplificacion del gen r16S fueron posteriormente
purificados debido a que se mandaron a secuenciar. Se utilizo el kit de ThermoScientific
“GeneJET PCR Purification kit”, cuyo procedimiento se detalla a continuacion: Se afadid
buffer de unidn en igual volumen que el producto y se homogenizo por pipeteo. Si la solucién
tomaba un color amarillo, el pH era el indicado, de lo contrario se afiadia 10 pl de acetato de
sodio 3M. Se transfirié luego la solucién a una columna de purificacion, y se centrifugo
durante 1 minuto, eliminando el contenido en el tubo. Luego, se afiadio 700 pl de buffer de
lavado a la columna de purificacion y se centrifugé por 1 minuto. Se descart6 el contenido
y nuevamente se centrifugdé por 1 minuto, para eliminar cualquier residuo de buffer de
lavado. Por Gltimo se transfirio la columna a un tubo de 1.7 ml, se afiadi6 35 ul de buffer de
elucion y se centrifugo por 1 minuto. Los productos purificados fueron observados en gel de

agarosa 2% y almacenados a -26°C.
3.10.5. Secuenciamiento de gen r16S

El secuenciamiento del gen r16S de las cepas seleccionadas fue realizado por la empresa
MacroGen. Asimismo, se realizé la comparacion de secuencias con bases de datos publicos
en la pagina web del Centro Internacional de la Informacién Bioldgica (NCBI) empleando
el algoritmo BLAST. Para la limpieza de secuencias y alineamiento con secuencias de cepas

tipo, se emplearon los programas ChromasL.ite y BioEdit (Kohashikawa, 2010).
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3.10.6. Construccién de arbol filogenético

La construccion del arbol se realizo utilizando el programa Mega 6. La matriz de distancias

evolutiva fue realizada con el modelo evolutivo Jukes y Cantor (Thompson et al., 1994) y el

método neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987)

En la figura 2 se presenta un diagrama resumen de la metodologia descrita anteriormente,

visualizando asi de mejor manera las pruebas que se realizaron para los distintos grupos de

microorganismos (hongos y bacterias).

Recoleccion de muestras
rizosfera, raices, tallos y nodulos)

Siembra en placas J

[ Aislamiento de microorganismos ]

Bacterias de
rapido crecimiento

Bacterias de Hongos
lento crecimiento

Tincién Gram { Caracterizacién macroscpica ]
det?!Ja ge A Prueba de fijacion de Prueba de antagonismo
produccion de nitrogeno in vitro contra patogeno
I |
Identificacion
o .|| Pruebade
Caracterizacion " Prueba de Prtxlgba dc microscopica
. .|| produccion de - solubilizacion
macroscopica ||, " antagonismo
sideroforos de fosfato
Prucha en Prue})a dle' Caracterizacion
invernadero germinacion molecular
invitro

Figura 2: Flujo de trabajo para la metodologia de la investigacion
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RECOLECCION DE MUESTRAS

Se realizaron en total tres muestreos: dos en el campo de tarwi del Programa de Cereales en
la UNALM a y un ultimo en el campo del IRD-Jauja de la UNALM a 11°51°22’S y
75°23°38°’0. El primero fue un muestreo preliminar para definir el tratamiento de
desinfeccion maés eficiente y determinar cuales eran las diluciones adecuadas para el
posterior aislamiento. Se realizé una bateria de diluciones sucesivas hasta 108, de las cuales
s6lo se sembraron en placa a partir de la dilucion 10, Se observé que tanto para la siembra
de bacterias como la de hongos, las diluciones mas adecuadas fueron 103, 104, 10° y 107,
ya que en las Ultimas dos no hubo crecimiento microbiano. Estas diluciones seleccionadas
coinciden con estudios realizados en aislamientos de microorganismos como Schoebitz,
(2006), quien aislo rizobacterias a partir de diluciones 10y 10°°; Franco (2008), quien aislo
actinomicetos a partir de diluciones de 10 a 10°®; Salazar y Ordofiez (2013) quienes también

aislaron actinomicetos a partir de diluciones 10, 10° y 10, entre otros.

En cuanto al tratamiento de desinfeccion, se aplicé el mismo proceso para nodulos, raices y
tallos, ya que las placas controles cuyas muestras fueron tratadas con una solucién de
bicloruro de mercurio al 2.5% no mostraron crecimiento microbiano (Figura 3a), en
comparacion a cuando fueron tratadas con una solucién de etanol 75% e hipoclorito de sodio
3% (Figura 3b). Esto puede deberse a la morfologia de tallos y nédulos de Lupinus mutabilis
(Figura 4). La especie presenta tallos fistulosos (Lezama, 2010), es decir, hueco en su
interior, y al sumergirse en la solucion desinfectante, ésta no puede llegar a toda la superficie
de manera homogénea; mientras que los nédulos son pleomorficos (Lezama, 2010), es decir,
toman distintas formas estructurales, ademas de ser rugosos y con muchos pliegues
superficiales, por ende se necesita una solucidbn mas concentrada y potente para la

desinfeccion.



Figura 4: Tallos fistulosos y nddulos pleomorficos de
Lupinus mutabilis

El segundo muestreo se realizé en el campo de Lupinus mutabilis var. Andenes del Programa
de Cereales- UNALM (Anexo 4), durante el mes de enero del afio 2016. Se fijaron cinco
puntos dentro del campo y en cada uno de ellos se recolect6 dos plantas de tarwi, obteniendo
asi un total de diez plantas, pero s6lo cinco muestras de rizdsfera, tallos, raices y nddulos,

ya que fueron agrupadas de dos en dos para la siembra en placas (Figura 5).
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Figura 5: Puntos de recoleccion de las plantas de tarwi en el segundo
muestreo

El tercer muestreo se realizé en el campo de Lupinus mutabilis var. Andenes del IRD-Jauja
de la UNALM (Anexo 4), durante el mes de febrero del afio 2016. Al ser este campo de
mayor area, se seleccionaron ocho puntos dentro de éste y en cada uno de ellos se recolectd
tres plantas de tarwi, obteniendo un total de 24 plantas. A diferencia del anterior muestreo,
aqui las plantas fueron agrupadas de cinco en cinco para obtener cinco muestras y sélo en el

caso de nddulos, se tomaron los grupos de tres para obtener 8 muestras (Figura 6).
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Figura 6: Puntos de recoleccion de plantas de tarwi en el
tercer muestreo. En negro: rizosfera, tallos y raices. En celeste: nodulos

4.2. OBSERVACION DE MICORRIZAS

Las micorrizas son asociaciones entre la mayoria de las plantas existentes y los hongos
benéficos, que incrementan el volumen de la raiz y por tanto, permiten una mayor
exploracion de la rizosfera (Noda, 2009). De todas las interacciones conocidas que se
establecen entre plantas y microorganismos, las mas conocidas e importantes (tanto por su
extension como por su interés econémico y biotecnoldgico) son las micorrizas y los nédulos
fijadores de nitrégeno (De la Vega, 2010). En nuestro estudio no se encontraron micorrizas
en las raices de Lupinus mutabilis, ni para el campo “PC” ni para “IRD” (Figura 7a,7b). Tal
y como menciona de la Vega, 2010, los lupinos son una de las pocas leguminosas que no
forman micorrizas, por lo que presentar raices proteoides es fundamental para extender su

sistema radicular.
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Figura 7: Ausencia de micorrizas en las raices de tarwi

4.3. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Se realizaron en total 342 aislamientos a partir del segundo y tercer muestreo (denominados
en adelante como “PC” e “IRD”, respectivamente): 143 cepas de hongos y 199 cepas de

bacterias, de la cuales, 9 fueron bacterias de crecimiento lento (mas de siete dias).

La evaluacion de cepas fungicas se realizé cinco dias después de la siembra en placas. El
97.9% de los aislamientos de cepas de hongos eran provenientes de las muestras de rizésfera,
y de ellas el 60% provenian del campo de IRD-Jauja y el 40% del campo del Programa de
Cereales. El 2.1% de los aislamientos provenian de las muestras de raices No se encontraron

hongos en las placas provenientes de tallos, en ninguno de los dos campos (Tabla 2).

Tabla 2: Aislamientos flngicos provenientes de PC e IRD

PC IRD Total
Rizosfera 56 84 140
Raices 1 2 3
Tallos 0 0 0
Total 57 86 143

La evaluacion de colonias bacterianas se realiz6 un dia después de la siembra. El 67.9% de
los aislamientos bacterianos fueron provenientes del IRD-Jauja, mientras que sélo el 32.1%
provenia del Programa de cereales-UNALM. En ambos casos, la mayoria de cepas fueron
aisladas a partir de rizosfera; 64.3% en el campo de “IRD” y 75.4% en “PC”. En cuanto a
las muestras de raices y tallos, la situacion difiere para cada campo, en el “PC”, se obtuvo
mayor cantidad de cepas a partir de raices en comparacion a tallos, y en el caso de “IRD”, la

cantidad de aislamientos entre raices y tallos fueron similares (Tabla 3). Todas estas cepas
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mostraron un crecimiento rapido (24 horas), sin embargo, se encontraron también bacterias
de crecimiento lento unicamente en las muestras de nddulos. Nueve colonias de lentas fueron
aisladas: 4 de “PC” y 5 de “IRD”. A pesar que se observaron muchas mas cepas lentas en
las placas de “IRD”, s6lo pudieron ser evaluadas cinco, ya que las demés no lograron crecer
en agar CZAPEK.

Tabla 3: Aislamientos bacterianos de rapido crecimiento provenientes de PC e

IRD
PC IRD Total
Rizosfera 46 83 129
Raices 11 18 29
Tallos 2 24 26
Nodulos 2 4 6
Total 61 129 190

En el Perd adn no se tiene informacion abundante sobre los endéfitos en Lupinus mutabilis,
los estudios mas cercanos a microorganismos simbiontes en esta especie se han realizado en
algunas del mismo género: Lupinus albus y Lupinus angustifolius principalmente, y sobre
bacterias fijadoras de nitrogeno aisladas de nddulos, por lo que existe muy poca informacion
sobre la diversidad simbionte en tallos, raices y rizésfera de L. mutabilis. Este estudio nos
permitira dilucidar al menos, en parte, una primera vision de la diversidad microbiana que

existe, no sélo en nodulos, sino también en raices, tallos y rizosfera.

En el aislamiento de estos microorganismos, se observo que la mayor cantidad de aislados
provinieron de rizésfera y esto es debido a que ellos interactdan en esta zona con las plantas,
encontrando un ambiente favorable en ella por la cantidad de nutrientes. Es asi que, la
concentracion de microorganismos en torno a las raices, o rizésfera, es mucho mayor que en

el resto del suelo (Lynch, 1990 mencionado por Rodriguez, 2008).

A pesar de que no haya estudios de endofitos en tallos y raices de Lupinus, se han realizado
investigaciones sobre ellos en otras plantas, una de ellas el trigo (Coombs y Franco, 2003).
Conn et al. (2008), mencionaron que la presencia de estos microorganismos en el interior de
la planta le confieren ciertas ventajas contra hongos patdgenos y Sardi, et al. (1992),

encontraron enddfitas que promovian la proteccion natural de la planta.

En el caso de hongos, s6lo se obtuvieron tres aislamientos de hongos, por lo que se deberia

profundizar mas el estudio en estos microorganismos, ya que se han encontrado en Lupinus
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angustifolius, hongos endosimbiontes con gran importancia econdémica, puesto que
producen toxinas que terminan dafiando al ganado y ocasiona grandes pérdidas (Gamboa-
Gaitan, 2006). Todo ello nos indica que es importante analizar también qué caracteristicas

presentan los microrganismos encontrados en raices y tallos de tarwi.
4.4. AISLAMIENTOS FUNGICOS
4.4.1. Caracterizacién macroscopica

La caracterizacion macroscopica se realizd para todos los aislamientos de hongos obtenidos,
ya que el 100% fue evaluado en la prueba de antagonismo contra un patdgeno de tarwi.

Se agruparon las cepas de hongos de acuerdo a caracteristicas similares (textura, cantidad de
micelio y color) entre ellas y se contabilizo la cantidad de aislamientos logrados en cada
seccion. Las caracteristicas mas frecuentes se muestran en la tabla 4. La descripcion y
caracterizacion detallada de las colonias fungicas crecidas en medio de cultivo OGY, se
encuentra en el Anexo 5.

Tabla 4: Caracteristicas macroscopicas de los aislamientos mas frecuentes

Caracteristicas

(Textura, I N° de . .
N magen Aislamientos
micelio, color cepas
anverso)
14, 22, 25, 26, 30,
41, 42, 49, 53, 65,
Textura 66, 69, 70, 82, 83,
aterciopelada 84, 86, 88, 90, 92,
con micelio 37 93, 97, 100, 106,
escaso y de 107, 108, 110, 111,
color blanco 112, 115, 116, 117,
119, 120, 126, 129,
139
Textura

algodonosa con

micelio escaso y
de color

naranja-amarillo

1,5, 16, 17, 20, 43,

11 4660, 79 81, 87

39



Continuacion...

Caracteristicas

(Textura, N° de . .

N Imagen Aislamientos
micelio, color cepas

anverso)

Textura
algodonosa con
micelio escaso y
de color blanco

15, 40, 64, 76, 91,
11 94, 98, 105, 1009,
118, 140

Textura
algodonosa con
micelio
abundante y de
color blanco

12, 18, 29, 32, 35,
38, 45, 63, 121

Textura
aterciopelada
con micelio
escaso y de
color blanco-
verde

48, 123, 124, 128,
136, 137

Textura
aterciopelada
con micelio
escaso y de
color blanco-
naranja

5 52,61, 62, 73, 135




Continuacion...
Caracteristicas
(Textura, N° de . .
N Imagen Aislamientos
micelio, color cepas
anverso)

Textura
membranosa
con micelio
escaso y de
color crema

5 51, 85, 95, 104, 127

Textura
aterciopelada
con pliegues y

micelio escaso y
de color verde

4 71,774,132, 133

Textura
algodonosa con
micelio
abundante y de
color blanco
parduzco

3 7,39, 58

La presencia y distribucion tanto de hongos como de bacterias en el suelo es influenciada
por condiciones ambientales, edaficas, tipos de vegetacion, practicas de cultivo, etc. (Dick,
1992). Un estudio de hongos benéficos asociados a rizosfera de chontaduro (Bactris gasipaes
H.B.K.) en Colombia, encontrd que los niveles poblacionales de los géneros de hongos
fueron variables segun la intensidad de precipitacion en los sitios de estudio (Riascos et al.,
2011). Los aislamientos observados en este trabajo sugieren una mayor diversidad de hongos
asociados a Lupinus bajo las condiciones del campo IRD, sin embargo, se requeriria un

estudio més profundo sobre la dindmica poblacional en ambos campos para confirmarlo.
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En cuanto a la estructura miceliar, de los 143 aislamientos, el 98% fueron hongos
filamentosos, este resultado concuerda con lo consignado en la literatura. Segun Mayea y
colaboradores en 1991, Giri y colaboradores en 2005, los géneros mas comunes en los
suelos, son Aspergillus, Cephalosporium, Gliocladium, Penicillium, Scopulariopsis,
Trichoderma, Alternaria, Cladosporum, Rhizopus, Fusarium y Rhizotocnia, todos ellos

pertenecen al grupo de hongos filamentosos.

4.4.2.Prueba de antagonismo contra patégeno de tarwi e identificacion

microscépica

De las 143 cepas fungicas aisladas, s6lo nueve presentaron algiin mecanismo de antagonismo
contra Fusarium oxysporum, ya que impidieron el crecimiento longitudinal del hongo,
formando un halo de inhibicion donde se pudo medir el radio del patdgeno con crecimiento
influenciado. Los porcentajes de inhibicidn se encontraron en un rango de 38 a 74%, siendo
este ultimo proveniente de la cepa R-5_422 (cepa n°134, Figura 8a). En cuanto al campo del
que fueron aisladas, se observo que de estas nueve cepas antagonicas, mostraron mayor
capacidad antagonica las que fueron aisladas del campo “PC” en comparacion con “IRD”.

En el Anexo 6 se detalla los resultados para esta prueba.

Figura 8: Prueba de antagonismo de aislados
fangicos contra Fusarium oxysporum

Las nueve cepas que resultaron antagonicas se observaron al microscopio luego de
sembrarlas en cdmara humeda vy tefirlas con azul de metilo. Se identificaron a nivel de
género siete de ellas, pues los dos restantes no mostraron alguna estructura vegetativa

conocida que permita su identificacion.
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e Cepa N° 134 — R-5_422: Aspergillus terreus

Colonia de textura aterciopelada a arenosa, color marron en el centro y blanco en los bordes
cuando es joven, pero totalmente marron cuando crece (Figura 9a). Llega a medir 4 cm de
didmetro a los seis dias de incubacion a 30°C en agar OGY y presenta un ligero pigmento
amarillo en este medio. A 100X se observan conidioforos vesiculares con la cabeza en forma
de abanico levemente columnares (Figura 9b). Estas caracteristicas nos indicarian que

probablemente se trate del hongo Aspergillus terreus.

Figura 9: Caracteristicas de la cepa 134, en agar
OGY vy al microscopio (100X)

e Cepa N° 131 -R-5 322 1: Aspergillus terreus

Colonia de textura aterciopelada, color marron claro y bordes blancos. De forma irregular y
margen lobulado (Figura 10a). Alcanza 3 cm de diametro a los 6 dias de incubacion a 30°C
en medio de cultivo OGY. A 100 X se observaron conidioforos con cabezuela levemente
columnar y fialides dispuestas en forma radial (Figura 10b). Estas caracteristicas nos

indicarian que probablemente se trata del hongo Aspergillus terreus.

i \ ' ;
= TR
Figura 10: Caracteristicas de la cepa 131, en agar

OGY y al microscopio (100X)
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e Cepa N° 96 — R-4_332: Penicillium citrinum

Colonia puntiforme de textura aterciopelada a veces pulverulenta, micelio escaso y de color
verde oscuro con borde blanco (Figura 1la). Su margen es erosionado. A 100X se
observaron conidioforos con fidlides organizadas en forma tipica (llamadas “penicilli” o
pincel) y conidias redondas, unicelulares y formando cadenas no ramificadas (Figura 11b).
Ademas, las fialides tenian forma de cilindro, lo que nos hace descartar que esta cepa
pertenezca al género Paecilomyces. Por lo tanto, esta estructura vegetativa es representativa
del género Penicillium. Para identificar hasta nivel de especie, esta muestra se mando a
analizar al departamento de Fitopatologia de la UNALM, determinandose que se trataba de

la especie Penicillium citrinum (Anexo 7).

Figura 11: Caracteristicas de la cepa 96, en agar
OGY vy al microscopio (100X)

e Cepa N°99 - R-4_412: Penicillium sp.

Colonia puntiforme de textura aterciopelada y color verde claro y ligero borde blanco. Tiene
una elevacion convexa y micelio escaso (Figura 12a). El margen de la colonia es entero. A
100X se observaron conididforos con fialides organizadas en forma de “penicilli” (Figura

12b). Esta estructura nos confirma que la cepa N°99 pertenece al género Penicillium.

Figura 12: Caracteristicas de la cepa 99, en agar
OGY y al microscopio (100X)
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e CepaN°40-R-33335

Colonia filamentosa de textura algodonosa y color blanco. Presenta micelio blanco escaso y
un borde filamentoso. No se observa produccién de pigmentos en medio OGY (Figura 13a).
No se observo una estructura vegetativa que nos permite la identificacion del género de esta
especie (Figura 13b).

Figura 13: Caracteristicas de la cepa 40, en agar
OGY vy al microscopio (100X)

e CepaN°43-R-3 413 11

Colonia de textura algodonosa y color blanco con zonas ligeramente naranja. Alcanza un
diametro de 4 cm a los seis dias de incubacion en agar OGY a 30°C (Figura 14a). Se
observaron macroconidios con 2 o 3 células. No se observaron estructuras vegetativas
representativas de algin género (Figura 14b).

Figura 14: Caracteristicas de la cepa 43, en
agar y al microscopio (100X)
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e Cepa N° 103 — R-4_422: Aspergillus sp

Colonia de textura aterciopelada y pulverulenta de color verde (Figura 15a). Llega a medir
3.5 cm de didmetro a los seis dias de incubacion a 30°C en medio de cultivo OGY. Presenta
estructura vegetativa del género Aspergillus (Figura 15b).

Figura 15: Caracteristicas de la cepa 103, en agar
OGY y al microscopio (100X)

e Cepa N°47 - R-3 413 1: Aspergillus sp

Estas colonias crecen lentamente en agar OGY a 30°C, alcanzando solo 2 cm a los seis dias
de incubacidon. Presenta una textura algodonosa de color blanco-crema a café-amarillo

(Figura 16a). Presenta estructura vegetativa del género Aspergillus (Figura 16b).

Figura 16: Caracteristicas de la cepa 47, en agar
OGY y al microscopio (100X)
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e Cepa N° 105 - R-4 423: Aspergillus sp.

Colonia algodonosa de color blanco (Figura 17a). Alcanza 4 cm a los seis dias de incubacion
en medio de cultivo OGY a 30°C. Presenta estructura vegetativa del género Aspergillus
(Figura 17b).

Figura 17: Caracteristicas de la cepa 105, en agar y
al microscopio (100X)

Se observa que las cepas antagdnicas pertenecieron en su mayoria a los géneros Aspergillus
y Penicillium, todas aisladas de la rizosfera. No se puede afirmar que estos géneros
dominaron la zona rizosférica de Lupinus mutabilis, pues no se identificaron todos los
aislamientos, sin embargo, estudios afirman que en zonas &ridas los hongos caracteristicos
estan representados por los géneros Aspergillus y Penicillium (Flanagan 1981 mencionado
por Samaniego y Chew 2007) y de forma maés especifica estos géneros han sido encontrados
asociados a la rizésfera de otras especies de interés agricola, como el ajo (Quiroz et al.,
2008), el tomate (Jarvis, 1998 mencionado por Roselld, 2003), hortalizas (Zago et al,2007),

entre otros.

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas que se observaron en el hongo con mayor
porcentaje de inhibicion concuerdan con Arias y Pifieros (2008), en su estudio de hongos
filamentosos en suelo de paramo, quienes describen a las colonias de Aspergillus terreus
como aterciopeladas, de color rosado parduzco que alcanzan un diametro de 3.5-5cmen 7
dias. Presentan exudado incoloro y producen un pigmento amarillo difusible en el medio,
permitiéndonos sugerir a la cepa N° 131 y 134 como Aspergillus terreus, mayor antagonista

(71-74%) en este estudio, seguido de Penicillium citrinum con un 64% de inhibicion.

La capacidad antagonica de especies del género Aspergillus frente a fitopatdgenos como

Fusarium (Quiroz et al., 2008, Anil Kumar y Rajkumar, 2014), Penicillium (Quiroz et al.,
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2008), Macrophomina phaseolina (Ullah et al., 2010 mencionado por Pérez et al., 2014),
entre otros, es ampliamente reportada. Quiroz et al. 2008 indican que Aspergillus muestra
mecanismos antagdnicos de competencia por espacio y produccién de sustancias antibidticas

denotadas por el cambio de coloracion en el medio de cultivo.

Por su parte, Aspergillus terreus también ha sido encontrado como antagonista de Fusarium
oxysporum. Dawood y Mohamed (2015), estudiaron tres aislamientos de A. terreus como
control bioldgico de F. oxysporum por interaccion dual y encontraron que éste fue inhibido
hasta un 89%. Bashar y Chakma (2014), evaluaron el efecto de siete hongos de suelo en el
crecimiento de F. oxysporum mediante tres pruebas: interaccion dual, inhibicion por
produccion de metabolitos volatiles y no volatiles. Ellos observaron que A. terreus inhibio
el crecimiento radial del patdgeno en un 53.33% en la primera prueba, en la segunda no
mostrd un fuerte antagonismo pues sélo inhibié un 19%, mientras que en la Gltima prueba
logré hasta un 83.33% de inhibicion, similar al porcentaje logrado por Trichoderma
harzianum, hongo antagonista muy reportado. Con ello se puede sugerir que A. terreus
presenta un mecanismo de accion antagénica mediante la competencia por nutrientes
(interaccion dual) y produccion de sustancias antibidticas (metabolitos no volétiles), lo cual
es respaldado por lo descrito anteriormente en el estudio de Quiroz et al. (2008). Resultados
similares han sido obtenidos por otros investigadores como Melo et al., (2006), quien reporto
a Aspergillus terreus como control biologico potencial de S. sclerotiorum, pues mostro fuerte
actividad parasitica esporulando profusamente sobre los esclerocios y afios mas tarde, Adia
y Taghreed, (2014) mostraron la eficacia del hongo contra patégenos como Rhizotocnia y

Penicillium.

Algunas especies del género Penicillium también han mostrado antagonismo frente a
conocidos patdégenos como Phytophthora infestans en el cultivo de tomate (Vera et al., 1999)
y Macrophomina phaseolina (Cherkupally et al., 2016). Respecto al hongo Penicillium
citrinum, éste ha sido catalogado como un patégeno indefinido, es decir, un microorganismo
que, sin ser considerado normalmente como fitopatdgeno, puede llegar a inhibir el
crecimiento de la planta (Hyakumachi y Kubota, 2004). En un estudio de zinnia se reportod
que P. citrinum llegd a disminuir el desarrollo vegetal en un 36% (Yuen y Schroth, 1986).
Sin embargo, cientificos han evaluado también la capacidad antagdnica de este hongo.
Alwathnani et al. (2012), evaluaron el potencial de control bioldgico de algunos antagonistas

locales frente a F. oxysporum f. sp. phaseoli y sus resultados del ensayo in vitro revelaron
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que P. citrinum inhibi6 el crecimiento del patégeno en un 59%. Junto a otras pruebas,
concluyen que este hongo tiene gran potencial de ser usado como agente de control
biologico. Dwivedi y Enespa, 2013 obtuvieron también resultados similares, a traves de la
técnica poisoned food observaron que P. citrinum inhibié el crecimiento de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en un 67.54%. Estos resultados respaldan lo observado en
nuestro estudio: la inhibicién en un 64% del crecimiento radial de Fusarium oxysporum por

parte de P. citrinum.

Es importante conocer que hongos antagonistas con altos niveles de biocontrol in vitro
pueden no mostrar resultados similares in vivo debido a las condiciones ambientales y la
competencia con otros microorganismos (Alwathnani et al. 2012). Se sugiere realizar

estudios posteriores en condiciones de campo.
4.5. AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE RAPIDO CRECIMIENTO

Se aislaron 190 cepas de rapido crecimiento (24 horas) provenientes en su mayoria de
rizosfera. Todas ellas (a excepcion de las provenientes de nddulos, que solo se estudiaron
por su capacidad para fijar nitrogeno in vitro) fueron evaluadas en un primer momento por
su produccién de acido indol-acético, seleccionando solo las mejores para las futuras
pruebas, es por ello que la caracterizacion macroscopica y microscopica en este grupo de

bacterias se realiz6 luego de la prueba de AlA.
4.5.1. Caracterizacion por capacidades de promocion del crecimiento de plantas
a) Produccién de acido indol acético (AlA)

En nuestro estudio, este andlisis se realizd de forma semi-cualitativa (Figura 18a),
estableciendo, segun las tonalidades observadas en los resultados, tres niveles de produccion
de hormona: bajo, medio y alto; a los cuales, se les asigné valores del 1 al 3, respectivamente
(Figura 18b). El reactivo de Salkowski fue elaborado con &cido sulfurico y se utilizé la
relacion reactivo—muestra 2:1, tal y como lo realiz6 Lara et al., 2011 en su investigacion.
Ademas, se adiciond triptdfano al medio de cultivo por ser el precursor de la biosintesis de

la auxina.
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Figura 18: Produccion de AlA por aislados bacterianos
de rapido crecimiento
En la presente investigacion se evalu6 la produccion de esta hormona en 184
microorganismos aislados, encontrdndose que 66 produjeron la auxina, y de ese grupo solo
36 mostraron una concentracion de valor 2 y 3, las cuales fueron consideradas para las
siguientes pruebas PGPR. Los resultados mostraron que de las seleccionadas, el 83%
pertenecio al campo IRD, lo que podria sugerir una diversidad microbiana mas eficiente con
las condiciones de ese campo. Ademas, s6lo 3 cepas obtuvieron el valor maximo: RBO6,
RB14 y RB21 (Tabla 5), todas ellas pertenecientes a rizdsfera. Un estudio de endofitos en
papa encontr6 que aislados rizosfericos mostraron altos valores de produccion de AlA, sin
embargo, la mayor produccion provino de un aislado de raiz (Soler et al., 2012), resultado
que no concuerda con el nuestro, debido tal vez a la poca cantidad de aislamientos de raices
que se obtuvo en este estudio. Respecto a su coloracién Gram, se encontr6 que sélo 8 cepas
positivas de AlA fueron Gram positivas, esto se respalda por muchos estudios que afirman
que los microorganismos productores de AIA en su mayoria son gram-negativos (Datta y
Basu, 2000) y s6lo algunos gram positivos pertenecientes al género Bacillus producen esta
fitohormona (Wahyudi et al., 2011). Algunas investigaciones han demostrado que bajas
concentraciones de fitohormona (menores a 1 M) son capaces de estimular el crecimiento
vegetal (Garcia et al.,, 2005 mencionado por Rodriguez y Hernandez, 2009) y altas
concentraciones pueden llegar a inhibir el elongamiento (Silva, 1998). En este estudio no se

realiz6 una determinacion cuantitativa de esta naturaleza.

Se les asigné una nueva codificacion a las cepas bacterianas positivas para facilitar los
posteriores analisis. EI nuevo codigo indica la parte de la planta de donde fue aislado (N:
nodulos, R: rizosfera, RA: raices, T: tallos), la letra B indicando que son bacterias y por
altimo un ndmero consecutivo. En la tabla 5 se muestran los 36 aislados seleccionados y sus

respectivos codigos.
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Tabla 5: Cepas seleccionadas por produccion de AlA (nivel 2y 3)

Aislado - Nivel Aislado - Nivel
bacteriano 0digo asignado  bacteriano 0digo asignado
R-3_313 RBO1 2 R-6_313 RB19 2
R-3 523 RB02 2 R-6 313 1 RB20 2
R-4_232 RBO3 2 R-6_323 RB21 3
R-4 432 RB04 2 R-6_423 RB22 2
R-4_512 RBO05 2 R-6_413 1 RB23 2
R-4_513 RBO06 3 R-6_423_ 1 RB24 2
R-5 233 RBO7 2 R-6_433 RB25 2
R-5 313 RB08 2 R-6 513 2 RB26 2
R-5_322 RBO09 2 R-6_523 RB27 2
R-5_323 RB10 2 R-6_533_3 RB28 2
R-5 523 RB11 2 Ra-3 222 RABO1 2
R-5_533 RB12 2 Ra-6_232 RABO02 2
R-5 533 1 RB13 2 T-3 423 TBO01 2
R-6_133_2 RB14 3 T-4 413 TBO02 2
R-6_213 RB15 2 T-4_423 TBO03 2
R-6_213 1 RB16 2 T-5_413 TB04 2
R-6 223 1 RB17 2 T-5_423 TB05 2
R-6_233 RB18 2 T-5_533 TBO06 2

El resultado de los 184 aislados bacterianos para esta prueba se detalla en el Anexo 8
b) Solubilizacion de fosfato

En nuestro estudio, la determinacion cualitativa de solubilizacion de fosfato tricalcico se
llevod a cabo por siembra directa en medio de cultivo NBRIP y la positividad de las cepas se
observé por la formacion de un halo transparente alrededor de ellas (Figura 19b). Como

resultado esperado, el control negativo BAC15 MB no form6 un halo (Figura 19a).
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Figura 19: Solubilizacién de fosfato tricalcico por
los aislados bacterianos de rapido crecimiento

De las 36 aislados evaluados, ocho mostraron la capacidad de hacer disponible el fésforo a
partir de fosfato tricélcico. Patifio y Sanchez (2012) encontraron que 22 de sus aislamientos
provenientes de rizosfera de chontaduro poseian la capacidad de solubilizar fosfato
tricalcico, sin embargo, sélo 7 de ellas conservaron esa capacidad a lo largo del tiempo. Esto
lo comprobaron mediante una prueba de estabilidad fenotipica. Respecto al campo del que
fueron aisladas, las ocho cepas provienen del campo IRD, lo que sugeriria nuevamente una
relacion de las condiciones en ese campo Y la eficiencia en las capacidades PGPR de la
microflora. La variabilidad en los microorganismos solubilizadores puede darse por muchas
causas: Kucey et al. (1989) sefialaron que esta variacion se debe al clima y a la historia del
cultivo, mientras que Kobus (1962) mencionado por Fernandez et al. (2005) indica que la
diferencia en el numero de solubilizadores esta influenciada por el tipo de suelo y los

cultivos, mas que por las caracteristicas fisicas y quimicas del mismo.

De los ocho positivos, dos fueron enddfitos aislados de tallo, mientras que los restantes
pertenecian a rizdsfera. Goldstein (1994) mencionado por Tejera et al (2013) sefiala que las
rizobacterias, al encontrarse en un ambiente donde la mayor cantidad de fosfatos se
encuentra insoluble, tendrian que haber evolucionado hacia la utilizacion de esta fuente de
nutrientes en las condiciones en que normalmente se encuentran en el suelo, con lo que se

explicaria que esta capacidad de solubilizacion sea mas frecuente en ellas.

Las cepas alcanzaron un halo constante a los 20 dias del sembrado y los valores de ERS se
encontraron en un rango de 172% a 496% (Tabla 6), éste tltimo proveniente de la cepa RB10
(2.30 cm de solubilizacién). Estos resultados fueron mayores a los encontrados por Ortiz
(2012), en su estudio de bacterias aisladas de rizosfera de maca, donde obtuvo una ERS
méaxima de 128.37% a 22°C, 152% a 12°C y 160% a 6°C; y por Vilchez (2017), en sus

rizobacterias de frijol, cuyo méximo diametro de solubilizacion fue de 1 cm. Se observd
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también que la ERS y el halo de solubilizacion no presentan una relacién directa, pues la
cepa que obtuvo menor halo fue RB22, pero no obtuvo la menor ERS. En el caso de RB10

si coincidid que su didmetro de halo y ERS fueron los mayores.

Tabla 6: ERS en los aislados positivos para prueba de solubilizacion

Aislado o
bacteriano DS | DB | E%

RBO1 2.68 0.58 462.1
RBO02 237 0.62 3823
RBO08 26 0.75 346.7
RB10 2.88 0.58 496.6
RB14 1.62 094 1723
RB22 1.25 0.63 198.4
TBO1 231 0.92 2511
TB05 2.7 0.93 290.3

Estos resultados demuestran la capacidad de las bacterias aisladas para transformar el fosfato
insoluble en una forma disponible para el cultivo y con ello, el potencial uso de estas cepas

para la elaboracion de inoculantes.
c) Antagonismo contra Fusarium oxysporum

En esta investigacion, se realizd un enfrentamiento dual entre el patégeno Fusarium
oxysporum y las 36 cepas seleccionadas, pues se le considera un método practico para la
seleccidn inicial de supuestos antagonistas (Chan et al., 2003). EI mecanismo de accién
evaluado en este ensayo fue el efecto inhibitorio por medio de metabolitos producidos por
las bacterias, es por ello que la cepa en estudio se siembra con 24 horas de anticipacion. De
los 36 aislados, diez mostraron resultados positivos en esta prueba, pero cinco de ellos
mostraron valores mayores a BAC15 MB (Figura 20a, tabla 7), que obtuvo un 32.36% de
inhibicion al patogeno. ElI mayor antagonista fue de RB11 con un 49.37% (Figura 20b).
Estos resultados son menores a lo observado por autores como Trujillo et al. (2007), quien
encontrd rizobacterias en arroz que inhibieron a Fusarium oxysporum en valores cercanos a
100% y Adame et al. (2009), quien obtuvo un valor de inhibicion del 96% con uno de sus
aislados rizosféricos en vainilla. Toloza (2014) aislo enddfitos de raiz y rizésfera de uchuva,

encontrando mayor cantidad de antagdnicos en los end6fitos de raiz; en nuestro estudio sélo
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habia dos bacterias endofitas de raiz entre las 36 seleccionadas, y de ellas una mostré fuerte

actividad antagonica frente a Fusarium.

Tabla 7: Porcentajes de inhibicion de aislamientos de rapido crecimiento frente
a Fusarium oxysporum

Cepa %inhibicion

BAC15MB 32.37
RBO3 23.24
RB05 17.01
RBO08 10.79
RB10 29.05
RB11 49.38
RB15 28.22
RB23 46.06
RB24 48.13
RB26 33.20

RAB02 36.51

Figura 20: Antagonismo de aislados bacterianos contra Fusarium oxysporum

En cuanto al campo del que fueron aisladas, a diferencia de los aislados fungicos, se observo
que, de estas diez cepas antagonicas, las que fueron aisladas del campo “IRD” mostraron
mayor capacidad antagdnica que los aislados del campo “PC”.

En el Anexo 9 se muestran los radios de inhibicion producidos por cada aislado bacteriano.
d) Produccion de sideréforos

De las 36 cepas evaluadas, la mayoria resulté positiva, a excepcién de RAB02 (Figura 21c).
De modo general, se observé que BAC15 MB producia sideréforos (Figura 21a), pero en
pocas cantidades, ya que 24 de los aislados superaron su valor de eficiencia. La mayor
produccion de sideréforos provino del aislado RB08 con un valor de ERP de 500% (Tabla
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8) y un halo de aproximadamente 4 cm (Figura 21b), resultados que superd a lo encontrado
por autores como Tortora et al. (2007), quienes aislaron cepas de Azospirillum en frutilla y
Sanchez (2011), quien aislo bacterias PGPR en tomate. Ellos obtuvieron didmetros de
produccion méximos de 2.38 cm y 1.7 cm, respectivamente. En cuanto al lugar de
procedencia, no se observd que un campo predominara sobre el otro, tanto PC como IRD
mostraron altas y bajas eficiencias. Cuando se relaciona esos resultados con la prueba de
antagonismo contra Fusarium oxysporum, se observa que si bien no hay una relacion directa
(los aislados con mayores valores de eficiencia relativa de produccion no son los mas
antagénicos), todas las cepas llegan a producir sider6foros, lo que indicaria que estas
bacterias podrian usar la produccion de estos metabolitos quelantes como método para
inhibir a Fusarium oxysporum. Hebbar et al. 1998 lograron suprimir los sintomas
provocados por Fusarium en maiz, mediante la aplicacion de una cepa de Burkholderia
cepacea, indicando que en este efecto podrian estar involucrados diferentes mecanismos

como la produccion de sideréforos y la induccion de resistencia en la planta.

Figura 21. Produccién de siderdforos por aislados bacterianos de rapido
crecimiento
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Tabla 8: ERP de siderdforos por los aislados bacterianos de rapido crecimiento

Aislado DP DB Aislado DP DB
Bacteriano  (cm) (cm) ERP Bacteriano  (cm) (cm) ERP
BAC15 1.5 1.1 136.4 RB19 1.8 0.8 216.3
MB
RBO1 11 0.9 122.2 RB20 2.7 2.4 112.5
RB02 3.2 1.1 290.9 RB21 2.4 1.1 210.5
RB03 5.0 2.2 227.3 RB22 1.9 1.1 175.9
RB04 2.0 1.1 188.3 RB23 2.1 1.8 116.7
RBO05 3.9 11 354.5 RB24 3.7 3.4 108.8
RBO06 2.7 1.1 250.4 RB25 2.5 1.3 194.9
RBO7 5.0 2.5 200.0 RB26 1.6 1.3 119.8
RB08 4.0 0.8 500.0 RB27 4.2 2.5 166.4
RB09 1.6 0.9 169.1 RB28 2.5 2.3 108.7
RB10 34 2.3 147.8 RABO1 4.4 3.6 122.2
RB11 2.0 1.2 167.9 RAB02 2.3 2.3 100.0
RB12 2.8 2.5 112.0 TBO1 4.6 4.2 109.5
RB13 3.8 0.8 475.0 TB02 2.1 15 140.0
RB14 2.3 0.7 318.1 TBO03 3.8 3.5 108.6
RB15 1.8 1.1 163.6 TBO04 5.0 1.2 416.7
RB16 3.4 1.3 261.5 TB05 3.2 2.3 139.1
RB17 2.8 1.4 200.0 TBO06 5.0 4.1 122.0
RB18 5.0 2.4 212.8

DP: diametro de produccion de sideréforos, DB: didmetro crecimiento bacteriano

Algunas investigaciones indican que el potencial de promocion de crecimiento es mayor en
endofitos comparados con rizobacterias (Sessitsch et al., 2004), principalmente en el control
bioldgico de patdgenos, por lo que se sugiere realizar mas aislamientos de endéfitos de tarwi,

y estudiar sus capacidades PGPR.
4.5.2. Caracterizacién macroscopica y microscopica

Se realizo la caracterizacion macroscopica a las 36 colonias seleccionadas luego de la prueba
de produccion de AIA, y también a las 6 colonias de rapido crecimiento aisladas de nédulos.
En la tabla 9 se muestran las caracteristicas observadas a las 24 horas de incubacion a 35°C

en medio de cultivo AN.
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Tabla 9: Caracterizacion macroscépica de los 36 aislados seleccionados

Aislado
bacteriano

RBO1
RBO02
RBO3
RB04
RBO05
RBO6
RBO7

RBO08
RBO09
RB10
RB11
RB12

RB13
RB14

RB15

RB16
RB17

RB18

RB19
RB20
RB21
RB22
RB23
RB24
RB25
RB26
RB27
RB28
RABO1
RABO2

TBO01

TB02

TBO03
TB04

Campo

IRD
IRD
PC
PC
PC
IRD
IRD

IRD
PC
IRD
IRD
IRD

IRD
IRD

IRD

IRD
IRD

IRD

IRD
IRD
IRD
IRD
IRD
IRD
IRD
IRD
IRD
IRD
PC
PC

IRD

IRD

IRD
IRD

Forma

irregular
puntiforme
irregular
puntiforme
irregular
puntiforme
irregular

irregular
puntiforme
puntiforme
puntiforme
puntiforme

irregular
irregular

puntiforme

irregular
puntiforme

irregular

irregular
irregular
fusiforme
filamentosa
puntiforme
irregular
circular
rizoide
puntiforme
irregular
irregular
irregular

puntiforme

puntiforme

irregular
filamentosa

Elevacién

plana
plana
plana
plana
plana
plana
plana

plana

plana
convexa
convexa
elevada

plana
plana

plana

plana
plana

plana

plana
plana
plana
plana
plana
plana
plana
plana
convexa
plana
plana
elevado

plana

plana

plana
plana

Margen

ondulado
ondulado
ondulado
erosionado
entero
entero
lobulado

ondulado
entero
entero
entero

ondulado

lobulado
filamentosa

entero

ondulado
entero

entero

ondulado
ondulado
entero
ondulado
erosionado
ondulado
entero
erosionado
entero
ondulado
entero
ondulado

ondulado

ondulado

entero
erosionado

Color

crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-
transldcido
crema-blanco

crema-
transltcido

crema-blanco

crema-
transltcido

crema-blanco
crema-blanco
crema-
translucido
crema-blanco
crema-blanco

crema-
transltcido

crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
crema-blanco
beige
crema-blanco
crema-
translucido
crema-
transldcido
crema-blanco

crema-blanco



Continuacion...
Aislado

. Campo Forma Elevacion  Margen Color
bacteriano
TB05 IRD irregular plana entero crema-
translucido
TB06 IRD irregular plana ondulado crema-
translicido
NRO1 IRD puntiforme plana entero blanco
NRO2 IRD puntiforme  plana entero crema-
translicido
NRO3 IRD filamentosa plana erosionado beige
NRO04 PC irregular ~ Convexa  lobulado crema-blanco
NRO5 IRD irregular Plana filamentosa crema-
translucido
NRO6 PC irregular convexa entero blanco

La caracterizacion microscopica consistio en la coloracion que las cepas presentaron frente
a la tincién Gram, para los 190 aislados, y la forma de la bacteria observada en el
microscopio, Unicamente para las 36 seleccionadas; observando asi, que el 83% de éstas
fueron bacilos y cocobacilos gram-negativos. Al respecto, Rodriguez (2002) menciona que
los microorganismos que casi invariablemente ocupan el mayor porcentaje de la rizésfera
son los bacilos cortos gram-negativos. En la tabla 10 se muestran los resultados de las 36
cepas seleccionadas y los 6 aislamientos de nédulos.

Tabla 10: Caracterizacion microscépica de los 36 aislados seleccionados

Aisla_do Tincion Forma Aisla_do Tincion Forma
bacteriano  Gram bacteriano  Gram

RBO1 negativo bacilo RB22 positiva bacilo
RB02 positivo  cocobacilo RB23 negativo bacilo
RBO3 negativo  cocobacilo RB24 negativo  cocobacilo
RBO04 positivo  cocobacilo RB25 negativo bacilo
RBO5 positivo bacilo RB26 positivo bacilo
RBO06 negativo  cocobacilo RB27 negativo bacilo
RBO7 negativo  cocobacilo RB28 negativo  cocobacilo
RBO8 negativo bacilo RABO1 negativo coco
RB09 negativo coco RABO02 negativo  cocobacilo
RB10 negativo  cocobacilo TBO01 negativo coco
RB11 negativo bacilo TB02 negativo  cocobacilo
RB12 negativo  cocobacilo TBO03 negativo  cocobacilo
RB13 negativo  cocobacilo TB04 negativo  cocobacilo
RB14 positivo bacilo TBO05 negativo bacilo
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Continuacién

Aislado Tincion
bacteriano  Gram
RB15 negativo
RB16 negativo
RB17 negativo
RB18 negativo
RB19 positivo
RB20 positivo
RB21 negativo

Los resultados la Tincion Gram para las 190 cepas bacterianas se detallan en el Anexo 10.

Forma

bacilo
cocobacilo
cocobacilo
cocobacilo
cocobacilo

bacilo
cocobacilo

Aislado
bacteriano
TBO06
NRO1
NRO02
NRO3
NRO04
NRO5
NRO6

Tincion
Gram
negativo
positivo
positivo
positivo
negativo
positivo
negativo

Forma

cocobacilo
bacilo
bacilo

cocobacilo
bacilo

cocobacilo
bacilo

4.5.3. Integracion de las capacidades promotoras de crecimiento vegetal

En la tabla 11 se resumen los resultados de las 36 cepas seleccionadas para las pruebas
PGPR. Se consideré a la produccion de AIA vy solubilizacion de fosfato como las
capacidades principales para la eleccién de las cepas que serian evaluadas en la prueba de
germinacion in vitro y en invernadero. Para la produccion de AIA, se sabe que las 36
producian esta auxina, ya que gracias a esa capacidad fueron elegidas, sin embargo, se
distinguié con una “x” en aquellas que tuvieron los mayores niveles de AIA (nivel 3),

mientras que, en la prueba de solubilizacion, se marco con una “x” a aquellas que resultaron

positivas, distinguiendo la de mayor y menor eficiencia.

Aislados

RBO1
RB02
RBO3
RB04
RBO5
RBO6
RBO7
RBO8
RBO9
RB10

Tabla 11: Integracion de los resultados en las pruebas PGPR

Capacidades PGPR

Producciéon = Solubilizacion
AlA de fosfato

X
X

X

X
X

Mayor ERS

Antagonismo
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Germinacion
in vitro

X
X



Continuacion. ..
Producciéon = Solubilizacion . Produccion Germinacion
Antagonismo Lo L
AlA de fosfato sideroforos in vitro

RB11 X
RB12
RB13
RB14 X Menor ERS
RB15
RB16
RB17
RB18
RB19
RB20
RB21 X
RB22 X
RB23 X
RB24 X
RB25
RB26 X
RB27
RB28
RABO1
RABO02 X
TBO01 X
TB02
TBO03
TB04
TBO05 X
TBO06
Se seleccion6 para la prueba de germinacion in vitro a todas aquellas que presentaban las

Aislados

XXXXXXXXXXXXXXXXXXX

X

X X X X X X

dos primeras capacidades simultineamente, teniendo asi los 8 aislados positivos para la

solubilizacién.
4.5.4.Prueba de germinacion in vitro

El tratamiento de semillas con inoculantes microbianos ha sido empleado para promover y
acelerar la germinacion (Ortiz, 2012). Estos inoculantes estan constituidos por
microorganismos con caracteristicas aprovechables para el desarrollo de los cultivos, las que
comunmente conocemos como PGPR. Entre los distintos mecanismos de accion que poseen
estas bacterias, se encuentra la capacidad de producir metabolitos fisiolégicamente activos

que estimulan el crecimiento vegetal, tales como auxinas, giberelinas y citoquininas (Torres
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et al., 2003). VVazquez y Torres (1995) mencionados por Torres et al. (2003) sefialan que
estas sustancias juegan un importante rol en la interrupcion del letargo seminal, lo cual trae

consigo una predisposicién prematura de la germinacion.

En nuestro estudio se realiz6 una prueba de germinacion en semillas de lechuga, teniendo
como tratamientos individuales a las ocho cepas que resultaron positivas para la produccion
de AIA vy solubilizacion de fosfatos. Como control negativo se usd caldo nutritivo sin
inocular. La temperatura escogida para este ensayo fue de 21°C en una camara de
crecimiento.Se analizaron tanto los valores de semillas con radicula y semillas germinadas
con hojas cotiledonares, sin embargo, los analisis estadisticos de comparacion solo se
consideraron para estas Ultimas, cuyos porcentajes en cada tratamiento se muestran en los

graficos como serie “H”.

Considerando sélo aquellas semillas que presentaban hojas cotiledonares (serie H) se
observé un incremento en el porcentaje de germinacion a los 3 dds, por parte de los aislados
RB10, RB01, RB22 y RB08, siendo significativo éste tltimo (Anexo 11), el cual obtuvo un
63% de germinacion comparado con un 20% obtenido por el control (Figura 22). Se observé
también que TBO5 obtuvo mayor germinacion que el control, pero gran parte de sus semillas
no lograron formar hojas cotiledonares y sélo crecié la radicula (serie R), por lo que no se
las considerd en el conteo.
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Porcentaje de germinacién (%)
40

3T Ty

Control RB08 TB05 RB22 RB02 RB10 RB01 TB01 RB14

Tratamientos (aislados bacterianos)

Figura 22: Efecto de la inoculacién en la germinacion de semillas de lechuga
a los 3 dias después del sembrado
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A los 4 dias después del sembrado (dds), se observd que las cepas RB08, RB22 y RB01
mantenian la superioridad con porcentajes 70%, 67% Yy 43% en comparacion con el control
que obtuvo un 27% de semillas germinadas, también se puede destacar que, si bien la cepa
TBO05 demord mas en formar hojas cotiledonares, a los 4 dds aumento su porcentaje a 50%
superando también al control (Figura 23). Sin embargo, la cepa RB10, quien se encontraba
en un inicio superior, no mostré ningun incremento y se mantuvo igual que el control. Los
Unicos porcentajes significativos fueron los de RB08 y RB22 (Anexo 11). Para el caso de
semillas con radicula, se observo que TB01 y RB14 son las cepas que mas demoraron en la

germinacién pues ni formaban radicula y menos hojas cotiledonares.
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Figura 23: Efecto de la inoculacién en la germinacién de semillas de lechuga
a los 4 dias después del sembrado
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A los 5 dds, RB10 vuelve a incrementar su porcentaje de semillas con hojas cotiledonares
(43%), superando al control (33%), mientras que RB22, RB08, RB01 y TB05 siguen
manteniéndose por encima del control con valores de 76%, 73, 53% y 50%, respectivamente
(Figura 24). A pesar de ello, ninguno de los tratamientos fue significativo a los 5 dias después
del sembrado (Anexo 11).
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Figura 24: Efecto de la inoculacién en la germinacién de semillas de lechuga
a los 5 dias después del sembrado

A los 6 dds, los aislados RB08 (90%) y RB22 (80%) logran porcentajes significativos
(Anexo 11) respecto al control (33%), sin embargo, RB01, TB05 y RB10 siguen superiores
al testigo (Figura 25). Se observa también que a este tiempo de incubacién, RB14 logra
aumentar su porcentaje de semillas con radicula, aunque no alcancen a formar hojas
cotiledonares aun.
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Figura 25: Efecto de la inoculacién en la germinacion de semillas de
lechuga a los 6 dias después del sembrado

Finalmente, se realizé una ultima evaluacion a los 7 dds, en donde las cepas RB08, RB22,
TBO05, RBO1 y RB10 mostraron valores entre 56 y 90%, superiores al control que s6lo
alcanz6 un 37% de germinacion (Figura 26). Los aislados RB08, RB22 y TBO05 son los
Unicos que mostraron significancia (Anexo 11). Se puede destacar que estas tres cepas, a
pesar de no mostrar los mayores valores en las capacidades PGPR, lograron los mayores
porcentajes de germinacion (Anexol12).
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Figura 26: Efecto de la inoculacion en la germinacion de semillas de
lechuga a los 7 dias después del sembrado

Los resultados obtenidos al finalizar la prueba mostraron que las cepas RB08, RB22 y TB05
mostraron valores significativos en la germinacion. Es interesante resaltar que estas cepas
no fueron las que mostraron los mayores valores de produccion de AlA y solubilizacion de
fosfato, a diferencia de RB14, quien no dio buenos resultados en la germinacion teniendo el
valor més alto de produccion AlA. Esto podria deberse a lo mencionado anteriormente:

concentraciones altas de hormonas pueden llegar a reducir o inhibir el desarrollo vegetal.

En esta prueba se logré un incremento del 53% en la germinacion, lo cual se asemeja a los
resultados de Diaz et al., 2001, quien encontro un efecto benéfico del 57% en la germinacion
de semillas de lechuga con una de sus cepas. Luna et al., 2013 realiz6 su prueba de
germinacién en semillas de tomate y obtuvo un incremento de 6% con dos de sus aislados,
similar a los resultados de Lagunas et al., 2001. La germinacién depende de la viabilidad del
embrion y de la ruptura del letargo generado por las condiciones ambientales (en el caso del
tipo de semillas con tales caracteristicas), es en este Gltimo caso en el que puede incidir las
bacterias PGPR (Luna et al., 2013). Las diferencias presentadas entre las respuestas de cada
especie vegetal y las cepas inoculadas, se dan principalmente por las interacciones generadas
entre ambos (Ogata et al., 2008).
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4.5.5.Prueba en invernadero

El empleo de biofertilizantes con base en rizobacterias promotoras del crecimiento,
constituye una alternativa biotecnoldgica para mejorar la produccién de especies de interés
horticola (Luna et al., 2013) y cada dia, cobra mayor auge a nivel mundial. Esto debido a
que los fertilizantes quimicos a largo plazo poseen efectos negativos, principalmente de

contaminacion para el suelo, plantas y animales.

Para la prueba en invernadero, se formaron tres in6culos (tratamientos) a partir de las ocho
cepas, el primero formado por una mezcla de la cepa mas productora de AIA y la cepa mas
solubilizadora de fosfato (RB14 y RB10, respectivamente), el segundo indculo constituido
por el aislado proveniente de rizésfera que tenia que segundo valor mas alto de solubilizacion
(RBO1) y el tercero constituido por el aislado proveniente de tallo con porcentaje de

germinacion significativo (TBO05).

En este ensayo se evalu6 la altura de las plantulas al inicio de la inoculacion y a los 10, 17,
24, 35y 42 dias despues de realizar la inoculacion (Figura 27). Al inicio de la inoculacion,
la altura no era significativa en ningun tratamiento (Anexo 13), comprobando que las

plantulas eran homogéneas para todos los aislados.
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Figura 27: Gréfico de altura de plantas de tarwi vs. dias después de la
inoculacion para los cuatro tratamientos

A los 10 dds, ninguno de los tratamientos mostré significancia para la altura de las plantulas,
sin embargo, todos los aislados presentaron valores superiores al control. A los 17 dds, se
observo que los tratamientos eran significativos y superiores con respecto al control, sin
embargo, esta situacion no se mantuvo, pues a los 24 dds, el Unico aislado significativo fue
TBO05, con un promedio de altura de 56.22 cm. A pesar de que a los 32 dds, TB05 y RB10/14
mostraron valores significativos, finalmente el Gnico que se mantuvo superior y con

significancia a los 42 dds fue TBO5 (Anexo 13), con un valor promedio de altura de 83.22
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cm, comparado con 75 cm en el control (Figura 28). Cabe resaltar que sélo en el tratamiento

TBO05 se observaron plantulas con fruto a los 42 dds (Figura 29).

> =

Figura 28: Efecto de la inoculacién en la altura de plantas de tarwi

Z4) \
Figura 29: Frutos de Lupinus mutabilis observado en
tratamiento TB05

El tamafio de la inflorescencia en las plantulas también fue evaluado en dos ocasiones. A los
24 dds se observo que los tratamientos mostraron inflorescencias de mayor longitud que el
control, pero solo TB05 logrd valores significativos con un promedio de 19.1 mm en
comparacion al testigo quien obtuvo un promedio de 13.7 mm. A los 35 dds, el in6culo mixto
(RB10/14) logra el mayor promedio de longitud (61.8 mm), sin embargo, ninguno de los
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tratamientos mostro significancia respecto al control (Anexo 13), cuyo valor promedio de
longitud fue 41.7 mm (Tabla 12).

Al finalizar el ensayo en invernadero, se evalu6 el peso fresco y seco de las plantulas de
tarwi. En ambos casos, el indculo TB0O5 mostrd los mayores valores de peso, sin embargo,
no se encontrd significancia entre los promedios con respecto al control (Anexo 13). Se
puede resaltar, ademas, que solo en el peso seco, los otros tratamientos mostraron también

valores superiores al control (Tabla 12).

Tabla 12: Longitud de inflorescencia, peso fresco y peso seco de plantulas de

tarwi
Longitud de
Tratamiento inflorescencia (mm) Peso fresco  Peso seco

24dds  35dds @ ©

Control 13.75 41.77 40.45 6.27
RB10/14 17.26 61.68 40.25 6.41
RBO1 15.45 58.11 39.87 6.85
TBO05 19.15 53.49 51.52 8.14

En este ensayo de invernadero, se observé que los tres indculos incrementaron la altura de
planta respecto al control, pero s6lo TBO5 mostré significancia estadistica al finalizar la
prueba. Este efecto de inoculacion también fue reportado por Alsina et al. (2008), al utilizar
un aislamiento de coleccion, un aislamiento comercial y testigo sin inocular, obteniendo
como resultado un efecto diferenciado por parte de los aislamientos, en la altura de planta
hasta la etapa de floracion. También se obtuvieron valores mayores a los del control en el
tamafio de inflorescencia, peso fresco y seco de las plantulas; y aunque no presentaron
significancia, nos da una perspectiva de investigacion sobre estas bacterias y su efecto en el
crecimiento de tarwi. El tratamiento TBO05 fue el Unico que formo frutos (dato no evaluado
por ausencia de resultados en los otros tratamientos), y es un aislado endofito proveniente
de los tallos de Lupinus mutabilis. Al respecto, Rosenblueth y Martinez (2006) mencionados
por Soler et al. (2012) mencionan que la capacidad de las bacterias de colonizar tejidos
internos de las plantas puede conferirles una ventaja ecologica sobre las bacterias que solo
pueden colonizar tejidos epifitos. No se ha establecido como la planta se beneficia mas de
un endéfito que de una rizobacteria y no es claro que poblacion de microorganismos
promueve mas el crecimiento de las plantas, pero sin duda TBO5 es un tratamiento con

potencial de ser utilizado como bioinoculante.
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4.5.6.Prueba de fijacidn de nitrogeno in vitro

Esta prueba se basa en la formacion de un compuesto azul intenso de indofenol que resulta
de la reaccion del i6n amonio (NH4") con compuestos fendlicos en presencia de un agente
oxidante como hipoclorito de sodio (Scheiner, 1976 mencionado por Lara et al., 2007);
también se utilizan catalizadores, principalmente nitroprusiato de sodio (Kanda, 1995). La

formacion del indofenol se observa en la Figura 30.

OH
Na. [Fe(CN)sNO]
NH s NaOCH+ K o QNZQZ o

Fenol Indofenol
o sus derivados

Figura 30: Formacion del compuesto de indofenol en el método de Berthelot

Con los valores de absorbancia obtenidos en la lectura del patrén de cloruro de amonio se
evaluo el supuesto de normalidad de errores, la hipotesis de coeficientes y la hipétesis de
ANOVA (Anexo 14), obteniendo finalmente la ecuacion de regresidn que correspondio a:

Y =0.242X + 0.034.

En esta investigacion se evalué la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico in vitro
Unicamente a los aislados provenientes de nddulos. La tabla 13 muestra los valores de la
concentracion del ion amonio NH4 (mg/l) producidos por las seis bacterias rapidas de
nodulos. Los valores fueron calculados a partir de una sefial corregida al restar el blanco de
suelo; por tanto, el valor mostrado se refiere al amonio producido de la actividad microbiana

especifica.
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Tabla 13: Produccion de amonio por aislados bacterianos de rapido crecimiento

Concentracion

Aislado . Senial o ;
. Absorbancia . ibn amonio
bacteriano corregida

(mg/l)
NRO1 2.411 2.083 8.4669
NR02 1.764 1.436 5.7934
NRO3 1.476 1.148 4.6033
NR04 1.468 1.14 4.5702
NR05 1.819 1.491 6.0207
NR06 2.31 1.982 8.0496

Al leer las absorbancias en el espectrofotdmetro, los mayores valores fueron obtenidos de
NRO1 y NRO6, con 2.4 y 2.31 de absorbancia, sin embargo, por ser mayores a 2, no se
consideraron confiables ambos resultados. Es asi que el valor mas alto obtenido fue de la
cepa NRO5 con una concentracién de 6 mg/l de idbn amonio. Esta concentracion de amonio
es relativamente mayor a la obtenida por Lara et al. 2007, 5.2 y 4.6 mg/l, proveniente de sus
cepas de Azotobacter y Azospirillum, respectivamente. Esqueche y Quispe 2017 también
realizaron la prueba de Berthelot en sus aislados de Azotobacter, pero obtuvo
concentraciones mucho mayores a las nuestras, sus valores oscilaron de 3 a 34 ppm. Se
observa, de modo general, que los valores encontrados en nuestros aislados de nodulos se
encuentran en el rango de fijacién realizada por Azotobacter y Azospirillum, dos géneros
comunmente conocidos como fijadores de nitrégeno, junto a Pseudomonas y Enterobacter

(Martinez, 1999 mencionado por Lara et al., 2007)

La evaluacion de la capacidad fijadora de nitrégeno de las cepas aisladas, medidas
indirectamente a través de la cuantificacion del ién amonio, permitié encontrar
microorganismos con potencial uso como inoculantes. Sin embargo, se necesitan mas

pruebas in vitro y en campo, para determinar realmente su efectividad.
4.5.7.Caracterizacion molecular
a) Extraccion de ADN

Se realizd la extraccion de ADN a las ocho cepas finales y a las seis colonias aisladas de
nodulos. Los valores de concentracion y pureza obtenidos (Tabla 14) se encuentran en el
rango de 1.8 a 2, y aunque RB10 y NRO2 tuvieron 1.6 de pureza, se les considero aceptable

pues luego serian purificados.
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Tabla 14: Concentraciones y purezas de ADN para aislados de rapido
crecimiento

Aislado  Concentracion Pureza Aislado  Concentracion  Pureza

bacteriano (ng/ul) 260/280  bacteriano (ng/ul) 260/280
RBO1 67.3 1.9 TB05 83.3 1.9
RB02 48.3 2 NRO1 46.1 1.9
RB08 41.9 1.9 NR02 12.6 1.6
RB10 21.1 1.6 NRO3 51.35 1.9
RB14 286.75 2 NR0O4 20 1.8
RB22 51.1 1.9 NRO5 16.75 1.8
TBO1 61.55 1.9 NRO6 19.3 1.8

b) Amplificacion BOX

La Figura 31 muestra los patrones electroforéticos obtenidos mediante la técnica BOX-PCR.
Se puede apreciar que los perfiles de las 14 bacterias presentan una buena distribucion y
concentracion de las bandas a lo largo del gel. Este analisis permite observar un minimo de
5 bandas (RB08) hasta 11 bandas para las cepas NRO3, NR0O4 y NR06, con tamafos

moleculares que oscilaron entre valores superiores a 0.1 kb y hasta 1.4 kb.
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Figura 31: Perfiles BOX de aislados de rapido crecimiento. Carril 1-6: NRO1
— NROG6, carril 7: RBO08, carril 8: TB01, carril 9: RB02, carril 10: RB10, carril 11:
RBO1, carril 12;: TBO05, carril 13: RB14, carril 14: RB22

Los perfiles electroforéticos se analizaron mediante el software R, a través de la similaridad
entre las cepas aisladas por presencia/ausencia de bandas. Utilizando el algoritmo UPGMA
y el coeficiente de Jaccard, se obtuvo el dendograma mostrado en la Figura 32.
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Utilizando un porcentaje de similitud de 50%, se puede observar que las cepas se distribuyen
en 7 grupos distintos (nombrados con las letras A hasta la G). ElI dendograma también
permite apreciar que algunas cepas se agrupan de manera conjunta en el arbol de acuerdo a
su procedencia. Los grupos By D, estuvieron conformados cada uno con tres cepas, pero
todos ellos aislados de nédulos. Los grupos C, F y G s6lo estaban conformados por una cepa,
RB02, TB01 y RB22, respectivamente.
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Con estos resultados se puede afirmar que las cepas muestran distintas huellas moleculares,
indicandonos una alta diversidad genética entre los aislados. Resultados similares fueron
obtenidos por Matsubara (2010), quien utilizando la técnica BOX-PCR encontrd una alta
diversidad genotipica en sus simbiontes de pallar. Es por ello que, realiz6 también ERIC-
PCR y REP-PCR para asi poder discriminar sus clones de cepas y agruparlas en distintos
grupos. Patifio y Sanchez, 2012 indicaron que el perfil BOX-PCR de sus cepas evidencio la
ocurrencia de diversidad intraespecifica, indetectable con el secuenciamiento del ADNr 16S,
concluyendo necesaria la utilizacién de esta técnica en el analisis de la diversidad microbiana

asociada a la rizésfera de los cultivos.
c) Amplificacion y purificacion del gen ribosomal 16S

En este trabajo, la amplificacion del gen ribosémico 16S empleando los cebadores fD1 y
rD1 generd un solo producto de PCR con un tamafio aproximado de 1500 pb. Luego se
purificaron estos productos con el kit #K0701 de Thermo Scientific, obteniendo las
concentraciones adecuadas para el servicio de secuenciamiento ofrecido por Macrogen. En

la tabla 15 se muestran las purezas y concentraciones, luego de la purificacion.

Tabla 15: Concentraciones y purezas de producto PCR para aislados de rapido
crecimiento

Aislado  Concentracién Pureza Aislado  Concentracion Pureza

bacteriano (ng/ul) 260/280  bacteriano (ng/ul) 260/280
RBO1 22.7 1.7 TB05 126.6 1.9
RB02 85.9 1.9 NRO1 95.6 1.9
RB08 109.0 1.9 NRO2 74.2 1.8
RB10 104.4 1.9 NRO3 76.6 1.8
RB14 80.3 1.9 NRO4 60.5 1.8
RB22 52.1 1.9 NRO5 56.2 1.8
TBO01 36.9 1.8 NR06 52.9 1.9

Como resultado del secuenciamiento se recibieron secuencias de cada uno con
aproximadamente 1000 pb. Al realizar el alineamiento, con el software Mega 7.0, las
secuencias forward y reverse se complementaban en 400-500 pb observandose algunos gaps
entre ellas. Adicionalmente y a modo de prueba, se realizo el envio del gen R16S de la cepa
NRO1 en forma de pldsmido para su secuenciamiento, y al analizar los resultados, las
secuencias forward y reverse coincidieron en un 100%, sin gaps. Este proceso no se pudo

realizar en las 13 cepas restantes por motivos de tiempo y econdmicos, pero sugiere ser el
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método mas adecuado para el secuenciamiento del gen R16S en estas bacterias. Para el
analisis filogenético se tomd en cuenta esas regiones complementarias de aproximadamente
400-500 pb.

Las secuencias fueron comparadas con las depositadas en la base de datos 16S ribosomal
RNA (Bacteria and Archaea) de GenBank NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Los porcentajes de similitud obtenidos entre los aislados y las cepas tipo mas
préximas oscilan de 98 a 100%, a excepcion de NR06 y RB10, quienes presentaron 95 y
96%, respectivamente. Estos valores muy bajos de similitud nos indican que estas bacterias
pueden representar especies no descritas ain (Barquero, 2014). Stackebrandt et al. (2002)
sugiere tener en cuenta otras técnicas como la secuenciacion de genes de codifiquen

funciones metabolicas, una alternativa para describir nuevas especies.

De los 14 aislados, s6lo uno pertenecia al phylum Proteobacteria y los 13 restantes fueron
clasificados en el phylum Firmicutes. La cepa RBO1, unica del phylum Proteobacteria, fue
clasificada en la clase beta Proteobacteria, mas concretamente en el género Achromobacter
de la familia Alcaligenaceae, siendo la especie Achromobacter marplatensis la mas proxima
a RBO1 con un 99% de similitud.

Todas las cepas que se encontraron en el phylum Firmicutes pertenecian a la clase Bacilli .
Dentro de ellas, nueve se clasificaron en el género Bacillus. La especie Bacillus cereus fue
lamas préximaa NRO1 y RB14; NRO2 y NRO5 se encontraron cercanos a la especie Bacillus
pumilus; NR04 fue mas préxima a Bacillus liqueniformis , esta especie también se encontrd
relacionada a NRO6 pero con un porcentaje bajo de similitud; Bacillus aryabhattai fue la

mas proxima a NRO3; Bacillus circulans a RB10 y finalmente Bacillus toyonensis a RB02.

Dos cepas fueron clasificadas dentro del género Lysinibacillus. La especie mas proxima a
RBO08 y TBO5 fue Lysinibacillus macroides. El aislado RB22 se encontr6 dentro del género
Paenibacillus y la especie méas proxima a ella fue Paenibacillus polymyxa, mientras que
TBO1 se clasifico en el género Enterococcus y su especie mas cercana fue Enterococcus

mundtii.

La tabla 16 muestra los taxones en el que se clasifico cada aislado bacteriano y sus
porcentajes de similitud con las cepas mas proximas. De modo general, se obtuvieron 5

géneros y 10 especies.
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Tabla 16: Distribucién taxondmica de los aislamientos identificados

Clase Orden Familia Espe,C|_e mas Cepa %
proxima
Bacillus NRO1 100
cereus RB14 99
Bacillus NRO2 98
pumilus NRO5 99
Bacillus NRO4 99
Bacillaceae liqgueniformis ~ NR06 95
_ Bacillus _ NRO3 98
Bacillales aryabhattal
Bacilli BaC|IIus_ RBO2 99
toyonensis
Bacnlus RB10 96
circulans

Lysinibacillus  RBO08 99

Planococcaceae macroides TB05 100

Paenibacillaceae Paenibacillus RB22 99
polymyxa
Lactobacillales Enterococcaceae Enterocog_cus TB01 98
mundtii
Beta- Burkholderiales  Alcaligenaceae Achromobacter  pa,, g9

proteobacteria marplatensis

Los géneros encontrados en esta investigacion han sido reportados con anterioridad en
trabajos como el de Liceta (2015) en sus aislamientos de rizésfera de quinuay Barquero
(2014) en sus aislados de raices de alubia y pimiento. Especies de Paenibacillus fueron
encontradas asociadas a rizosfera de diferentes cultivos (Coelho et al. 2008), Calvo y Zufiiga
(2010) aislaron especies de Bacillus en rizosfera de papa y Oliva (2015) logré aislar especies
de Bacillus en rizosfera de Lupinus mutabilis para demostrar su potencial como control

bioldgico.

Achomobacter marplatensis debe su nombre a la ciudad de Argentina de Mar de Plata, en
donde fue aislada a partir de suelos contaminados con pentaclorofenoles (Gomila et al.,
2011). Se ha reportado que participa positivamente en diferentes actividades bidticas en el
suelo que mejoran el crecimiento de la planta a través de la disponibilidad de nutrientes para
el cultivo y la produccion de reguladores de crecimiento (Wu et al, 2014 mencionado por
Abdel et al., 2017).
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Bacillus cereus ha sido reportado como potencial desencadenante de resistencia sistémica
inducida (ISR), exhibiendo una reduccion significativa en la gravedad de enfermedades en
diversos huéspedes (Kloepper et al 2004 mencionado por Kumar et al. 2011). Su capacidad

de suprimir patdgenos de plantas es ampliamente reconocida (Kumar et al., 2011).

Bacillus pumilus también ha sido reportado al igual que Bacillus cereus produciendo
importantes reducciones en la incidencia o gravedad de distintas enfermedades en prueba de
campo o invernadero de cultivo tales como tomate, pimiento, meldn, tabaco, pepino, entre

otros (Kloepper et al 2004 mencionado por Kumar et al., 2011)

Bacillus liqueniformis ha sido reportada como potencial biofertilizante en la India. En
presencia de suelo suplementado con NaCl 50 mM, las plantas de cacahuate tratadas con B.
licheniformis mostraron un aumento en la biomasa fresca, longitud total y longitud de raiz
(Goswami et al. 2014).

Bacillus aryabhattai incrementa la solubilizacion de metales como el zinc, reduciendo la
contaminacion en medios con este metal. Ademas, se ha reportado que al inocularse en plantas
de soya incrementd el peso seco de plantas y raices (Ramesh et al., 2014 mencionado por Liceta
2015).

Bacillus toyonensis es también encontrado asociado a rizésfera de cultivos. Rahmoune et al.
2016 observé que plantas de Arabidopsis thaliana y dos especies de Datura incrementaron

su crecimiento cuando fueron inoculadas con una cepa de B. toyonensis.

Bacillus circulans fue reportado en un estudio de rizésfera de manzana como potencial
biofertilizante, pues posee capacidades de solubilizacion de fosfato, produccion de AlA,
actividad de ACC desaminasa, actividad nitrogenasa, produccién de sider6foros, entre otras
(Mehta et al., 2013).

Lysinibacillus macroides fue encontrado también en rizésfera de quinua en el estudio de
Liceta (2015). Como tal no es muy reportado en actividades de crecimiento vegetal, sin
embargo, el genero Lysinibacillus si lo es (Sgroy et al., 2009; Barquero 2014). En nuestro
estudio fue esta cepa la que obtuvo los mejores resultados en la inoculacién en plantas de

tarwi.
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Paenibacillus polymyxa es uno de los mas famosos PGPR utilizados como agentes de
biocontrol efectivos (Raza et al. 2008). E et al (2017) demostro que la inoculacion de esta
bacteria podria potencialmente beneficiar el crecimiento vegetal alterando la composicion

de proteinas en la raiz del hospedero.

Enterococcus mundtii no ha sido reportado como una bacteria PGPR. Se le conoce mas por
la mundticina, un péptido antimicrobiano de amplio espectro producido por este

microorganismo (Bennik et al., 1998).

Con las secuencias de ADN de cada uno de los aislados se elaboré dos arboles filogenéticos
de acuerdo a los dos phylum encontrados. Para ello se utiliz6 el programa Mega 7.0, con el

método Neighbour-Joining y el pardmetro Kimura 2 basandose en 1000 réplicas.

El arbol filogenético que se muestra en la figura 33 pertenece a la clase Betaproteobacteria
del phylum Proteobacteria, nos indica que RBO1 se encuentra méas relacionado con
Achromobacter marplatensis B2, tal y como se observé en el blast por medio de NCBI.

RBO1

a1 | - Achromobacter marplatensis B2 EU150134

3 Achromobacter insuavis LMG 26845T HF586506

Achromobacter denitrificans S1 KT222673

Achromobacter xylosoxidans DQ174269

L Achromobacter mucicolens R-46658T HE613446

Burkholderia glathei ATCC 29195 NR119267

0.0100

Figura 33: Arbol filogenético de secuencias del gen 16S ARN perteneciente a
la clase Betaproteobacteria
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En la figura 34 se muestra el arbol filogenético para el phylum Firmicutes. Se puede observar
que todos los aislados, a excepcion de NRO6 y RB10, se encuentran relacionados a las cepas
con las que se identifico en el blast anteriormente. El bajo porcentaje de similitud confirma
gue NRO6 y RB10 no se encuentran muy relacionados a Bacillus liqueniformis y Bacillus
circulans, como nos mostro el Blast. RB10 se encuentra mas proximo a Bacillus cereus 'y B.

toyonensis; mientras que NRO6 a Bacillus circulans.

RBO2

Bacillus toyonensis BCT-T112 NR121761
Bacillus cereus ATCC 14579 KY 848810
RBE14

MR

19

- RB10
Lysinibacillus sphaencus L14010
Lysinibacillus fusiformis NBRC 15717 NR 112628
RBO&
TBOS
Lysinibacillus macroides LMG 18474 NR114920
Lysinibacillus xylanibyticus XDBES FJ477040
NRO3
Bacillus aryabhattai BEW22 EF114313
NROE
44 Bacillus circulans ATCC 4513 AY724690
NRD4
Bacillus licheniformis DSM 13 KY 174334
NRO2
NROS
85 | Bacillus pumilus SBMP2 NR118381
Bacillus pumilus NRRL NRS-272 NR116191
Enterococcus sulfureus ATCC 49903 DQ411815
Enterococcus saccharolyticus ATCC 43076 DOE11816
TB01
63 | Enterococcus mundti NBRC 100490 ABS81188
Paenibacillus kobensis IFO15728 NR115598
Paenibacillus glucanolyticus DSM 5162 NR115597
qRB22
I:2 Paenibacillus polymyxa DSM 36 NR117733
Paenibacillus peoriae IFO 15541 NR115601
Halanaerocella petrolearia 5200 FJ931099

85

27

28

4]

P
0.050

Figura 34: Arbol filogenético de secuencias del gen 16S ARN perteneciente al
phylum Firmicutes
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Por otro parte, al comparar los resultados con el dendograma generado por BOX-PCR,
observamos que cepas clasificadas igualmente segun el secuenciamiento del gen R16S, no
muestran perfiles iguales en el BOX-PCR. Esto sucede en el caso de NRO2-NRO5, que
mostraron relacién con Bacillus pumilus y NR06-NR04 que se clasificaron como Bacillus
liqueniformis presentaron similares perfiles pues se encontraban en el mismo grupo, pero no
eran idénticos, lo que sugiere la correspondencia a distintas cepas de la misma especie. NRO1
y RB14 también se clasificaron ambas como Bacillus cereus, pero se encontraron en
distintos grupos de perfiles BOX, sugiriendo a una de ellas como diferente a esta especie o

relacionada a ésta.

Se puede observar que el uso del gen 16S ARN permite tener una aproximacion de la
identidad molecular de las cepas, pero en algunos casos no genera la suficiente informacion
para poder establecer la especie. Ramirez-Bahena et al. (2009) secuenciaron otros genes
altamente conservados como rpoB, recA, ginll, y la region intergénica 16S-23S (ITS) para

asi dilucidar mejor las identidades moleculares.
4.6. AISLAMIENTOS BACTERIANOS DE LENTO CRECIMIENTO

Se consideraron de cepas de lento crecimiento pues a diferencia del primer grupo de bacterias
que crecian en 24 horas, este grupo crecia en aproximadamente 7 dias.

Por la forma y el tipo de crecimiento que presentaron estas bacterias, consideramos que
podrian tratarse de las actinobacterias. Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo
de microorganismos; son bacterias Gram-positivas que se caracterizan por su capacidad de
formar filamentos ramificados (Franco, 2008). Son frecuentemente descritos como
organismos de crecimiento lento que no compiten eficientemente con bacterias y hongos de
rapido crecimiento (Franco 2008). Entre los géneros mas conocidos de actinomicetos
encontramos a Frankia, Streptomyces, Nocardia, Micrococcus, Mycobacterium, entre otros.
Particularmente se han descrito actividades que pueden catalogar a los actinomicetos como
promotoras de crecimiento vegetal. Entre estas actividades cabe destacar la solubilizacién
de fosforo, la produccion de sideroforos, la fijacion de nitrégeno atmosférico, y capacidad
antagonista contra patogenos (Kloepper, 2009 mencionado por Salazar y Ordofiez, 2013),
siendo los principales productores de antibioticos. En esta investigacion, solo se evalu6 su
capacidad para fijar nitrégeno in vitro, pues fueron encontrados Unicamente en los nédulos

de tarwi.
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4.6.1. Caracterizacién macroscopica

Se observaron 14 colonias bacterianas de lento crecimiento provenientes del campo “IRD”
y s6lo 5 de “PC”, sin embargo, no todas lograron crecer al momento de aislarlas en medio
de cultivo CZAPEK, es por ello que la caracterizacidn macroscépica se realizé a las 9 cepas
que lograron desarrollarse en medio de cultivo. Todas ellas fueron evaluadas en la prueba de
fijacion de nitrégeno in vitro.

En la tabla 17 se muestran las caracteristicas de las colonias de lento crecimiento.

Tabla 17: Caracterizacion macroscopica de colonias de lento crecimiento

N° Cepa Cédigo Campo Textura Color Forma
1 NO 713 NLO1 IRD cremosa negro irregular
2 N0432  NLO2 PC seca blanco  circular
- pulverulenta
seca
3 NO 412 NLO3 PC adherida al morado  puntiforme
agar
4 N-1 122 NLO4 PC cremosa  anaranjado irregular
5 N-1 133 NLO5 IRD cremosa marron  puntiforme
seca
6 N-1723 1 NLO6 IRD adherida al negro irregular
agar
7 N-1 523 NLO7 IRD cremosa verde puntiforme
0scuro
8 N-1 523 NLO8 IRD cremosa negro irregular
seca
9 N-1 412 NLO9 PC adherida al marron irregular
agar
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En la figura 35, se muestra algunas cepas aisladas de “PC” y de “IRD”.

Figura 35: Cepas de lento crecimiento

Como se indicd anteriormente, los actinomicetos son de crecimiento lento y requieren de
una o dos semanas de incubacion. Las colonias de algunos géneros que se desarrollan sobre
la superficie del agar pueden tener una consistencia firme y se adhieren fuertemente al
sustrato solidificado, tal y como se observo en los aislamientos de esta investigacion,
mientras que en otros generos la superficie es pulverulenta, al igual que el aislado NL02
(Franco, 2008).

4.6.2.Prueba de fijacion de nitrégeno in vitro

Esta prueba se realizé simultdneamente para bacterias de lento y rapido crecimiento, es por
ello que se calculé las concentraciones del ion amonio con el mismo patrén hallado

anteriormente: y=0.242x + 0.034.

En la tabla 18 se muestra los valores de la concentracion del iébn amonio NH4 (mg/l)
producidos por las diferentes bacterias. Los valores también fueron corregidos restando el
blanco de suelo; por ello, el valor mostrado se refiere al amonio producido de la actividad

microbiana especifica.
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Tabla 18: Produccion de ion amonio por aislados bacterianos de lento

crecimiento
. ~ ncentracion
Alsla_do Absorbancia Sena_l C?ér?ir;oilci(;)
bacteriano corregida
(mg/l)
NLO1 0.609 0.281 1.0207
NLO02 0.614 0.286 1.0413
NLO3 0.891 0.563 2.1860
NLO4 0.895 0.567 2.2025
NLO5 0.513 0.185 0.6240
NLO6 1.530 1.202 4.8264
NLO7 1.329 1.001 3.9959
NLO8 1.318 0.99 3.9504
NLO9 0.502 0.174 0.5785

La fijacion bioldgica del nitrégeno se da Gnicamente en algunos tipos de algas cianoficeas,
hongos y bacterias, destacando principalmente a los Actinomicetos del género Frankia y
Streptomyces (Correa, 2000 mencionado por Salazar y Ordofiez, 2013)

Se observé que las concentraciones del ion amonio fueron menores a las encontradas en
bacterias de rapido crecimiento, sin embargo, se encuentran en el rango de fijacion realizada
por Azotobacter y Azospirillum. La mayor concentracion de amonio provino de la cepa
NLO6. No se encuentra muy reportado la fijacion de nitrégeno in vitro por medio de la prueba
Berthelot en actinomicetos. Generalmente se estudia directamente la actividad nitrogenasa

en las cepas o la fijacion mediante cromatografia de gases.
4.6.3. Caracterizacion molecular
a) Extraccion de ADN

Se realiz6 el mismo protocolo de extraccion de ADN utilizado anteriormente con una
variacion inicial: se colocd una porcion de 5 x 5 mm de bacteria en un mortero estéril y se
trituré con nitrégeno liquido. Luego se afiadid la bacteria triturada a un tubo eppendorf, se
agrego el buffer de lavado y se continu6 con el protocolo descrito anteriormente. Este paso

adicional se realizé debido a la consistencia dura de estas cepas.
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En la tabla 19 se muestran los valores de concentracion y pureza obtenidos.

Tabla 19: Concentraciones y pureza de ADN para aislados bacterianos de lento
crecimiento

Aislado  Concentracion Pureza

bacteriano (ng/ul) 260/280
NLO1 144.15 1.7
NLO2 9.55 1.8
NLO3 17 1.7
NLO4 43 1.7
NLO5 17 1.6
NLO6 58 1.8
NLO7 25 1.7
NLO8 55 1.8
NLO09 56 1.6

Al realizar la PCR, s6lo se obtuvieron resultados en la amplificacibn BOX, mas no se
observaron bandas en la amplificacién del gen R16S, es por ello que para esta Gltima se optd
por el servicio completo de secuenciamiento ofrecido por Macrogen (extraccion +

amplificacion + secuenciamiento).

b) Amplificacion BOX

La figura 36, muestra los patrones electroforéticos obtenidos mediante la técnica BOX-PCR.
Se puede apreciar que los perfiles de estas bacterias aisladas de nddulos (a excepcion de
NLO1 que no presentd bandas) presentan una buena distribucion de las bandas a lo largo del
gel, sin embargo, son muy tenues debido a la concentracion inicial en la extraccion. Este
analisis permite observar un minimo de 6 bandas (NLO4 y NL06) hasta 10 bandas para la
cepa NLO8, con tamarfios moleculares que oscilaron entre valores superiores a 0.2 kb y hasta
2 kb.
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Figura 36: Perfiles BOX de bacterias de lento crecimiento

Los perfiles electroforéticos se analizaron mediante el software R, a través de la similaridad
entre las cepas aisladas por presencia/ausencia de bandas. Utilizando el algoritmo UPGMA

y el coeficiente de Jaccard, se obtuvo el dendograma mostrado en la figura 37.
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Figura 37: Dendograma generado por la combinacién de presencia/ausencia
de bandas en los perfiles electroforéticos BOX para bacterias de lento crecimiento.
Meétodo de agrupamiento: UPGMA. Coeficiente de similaridad: Jaccard

Utilizando un porcentaje de similitud de 50%, se puede observar que las cepas se distribuyen

en tres grupos distintos. Ademas el dendograma permite apreciar que se aislaron cepas
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relacionadas filogenéticamente tanto del campo “PC” como del campo ”IRD”, ya que en los

grupos formados se encuentran cepas de ambos campos, ordenadas en pareja.

El proceso de extraccion de ADN y amplificacion del gen R16S para su secuenciamiento
fue realizado por la empresa Macrogen. Tres de las nueve colonias, las cuales presentaron
mejor crecimiento en agar CZAPEK (debido a los requerimientos para el servicio completo
de secuenciamiento): NLO1, NLO2 y NLO4, fueron secuenciadas. Se obtuvieron tres géneros
para estas cepas: NLO1 perteneciente a Clostridium, NLO2 perteneciente a Streptomyces y
NLO4 perteneciente a Bacillus. Comparando las caracteristicas macroscépicas de estas cepas
con los resultados obtenidos en la investigacion, se concluye que s6lo para NLO2 la
identificacién molecular fue valida, pues este aislado presenta todas las caracteristicas del

género Streptomyces.
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V. CONCLUSIONES

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

Se aislaron 143 cepas fungicas y 199 cepas bacterianas a partir de nddulos, raices, tallos
y rizésfera provenientes del campo de tarwi del Programa de Cereales- UNALM vy del
IRD-Jauja de la misma universidad.

Nueve cepas fungicas mostraron antagonismo frente a Fusarium oxysporum, de las
cuales, el mayor porcentaje de inhibicion observado fue de 74% y provino del aislado R-
5 422 (N° 134), identificado microscdpicamente como Aspergillus. Para las cepas
bacterianas, el tamizaje inicial nos permitio seleccionar a 36 aislados. Estos fueron
evaluados luego por otras capacidades PGPR, destacandose la cepa RB10 con la mayor
eficiencia relativa de solubilizacion de fosfato tricalcico, 496%; la cepa RB11 con el
mayor porcentaje de inhibicion frente a Fusarium oxysporum, 49.3% y la cepa RB08 con

la mayor eficiencia relativa de produccion de sidero6foros, 500%.

Se caracterizaron molecularmente las 6 cepas bacterianas aisladas de nodulos y a las 8
cepas bacterianas que mostraron produccion de AIA y solubilizacion de fosfato
simultaneamente, identificando que la mayoria pertenecio al género Bacillus. Se encontr6
también especies de los géneros Achromobacter, Lysinibacillus, Paenibacillus y

Enterococcus.

En el ensayo de invernadero, se encontrd que el indculo TBO5 logré un incremento del
11% en la altura de planta a los 42 dds. Se observo también que los tratamientos
obtuvieron valores superiores al control en peso seco de la plantula y longitud de

inflorescencia



VI. RECOMENDACIONES

Confirmar los aislados endofitos en otros campos de Lupinus mutabilis y estudiar su rol
en la planta.

Evaluar las capacidades PGPR mediante otros ensayos, tales como cuantificacion de
fosfato en medio liquido, estabilidad fenotipica de solubilizacién, cuantificacién por
espectrofotometria de AIA y actividad de la nitrogenasa.

Evaluar la capacidad antagdnica de las cepas frente a otros patdgenos de Lupinus
mutabilis como Colletotrichum sp. (antracnosis), Ascochyta sp. (mancha anular) y
Uromyces lupini (roya).

Determinar otras capacidades PGPR (compuestos volatiles, antibidticos, enzimas,
fitohormonas) y correlacionarlas junto con las estudiadas en esta investigacion, para
establecer cudles serian las que presenten mayor potencial en estudios de invernadero y
campo.

Realizar el secuenciamiento del gen ribosémico 16S por medio del envio en forma de
plasmido.

Secuencias otros genes como rpoB, recA, ginll y dnaK y la region intergénica 16S-23S
(ITS) para poder dilucidar mejor la relacion filogenética de las cepas.

Realizar ensayos de campo en diferentes regiones de nuestro pais, con distintas
condiciones climéticas para evaluar el comportamiento de las cepas y su efecto

beneficioso en el crecimiento.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de los medios de cultivo y reactivos empleados

a. Medios de cultivo

e Medio AN (Agar nutritivo) y caldo nutritivo

Componente g/L
Extracto de levadura 3
Peptona 5
Cloruro de Sodio 5
Ag_ua_l destilada en cantidad 1000 ml
suficiente
Agar 15

Se ajusto el pH a 6.8 con NaOH 1N. Para el caldo nutritivo, los componentes fueron los

mismos pero se omitid la adicion de agar.

e Medio CAS (Louden et al., 2011)
Para este medio se prepararon dos componentes principales: una solucién de tinte azul y la
base del medio King B, las cuales fueron autoclavadas por separado. Ya en la camara de

flujo laminar, se afiadié lentamente 100 ml del tinte azul a 1 L del medio King B.

Tinte Azul

Solucién 1: Se disolvi6 0.06 g de CAS (Cromoazurol S) en 50 ml de agua destilada.
Solucién 2: Se disolvi6 0.0027 g de FeClz-6H20 en 10 ml de HCI 10 mM.

Solucion 3: Se disolvio 0.073 g de CTAB (Bromuro de cetiltrimetilamonio) en 40 ml de

agua destilada.

Se mezcld la solucion 1 con la 2 y luego se afiadio la solucion 3. En ese momento se torno a

un color azul oscuro



Base de medio King B

Componente g/L
Proteasa 20
Sulfato de magnesio heptahidratado 15
Fosfato hidrégeno dipotasio 15
Agua destilada en cantidad suficiente 1000 ml
Agar 20

Se ajusté el pHa 7.2 con NaOH 1N.

e Medio CZAPEK

Componente g/L
Cloruro de potasio 0.5
Fosfato hidrégeno dipotasio 1
Nitrato de sodio 2
Sacarosa 30
Sulfato ferroso 0.01
Sulfato de magnesio 0.5
Agua destilada en cantidad 1000 ml
suficiente
Agar 15

Se ajusto el pH a 7.3 con NaOH 1N.

e Medio LMA (Manitol-Levadura) y caldo LMC suplementado con triptéfano

5SmM

Componente g/L
Manitol 10
Extracto de levadura 1
Fosfato hidrégeno dipotasio 0.5
Sulfato de magnesio 0.2
Cloruro de sodio 0.1
Agua destilada en cantidad suficiente 1000 ml
Agar 15
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Se ajustd el pHa 6.8 con NaOH 1 N. Para el caldo LMC, los componentes fueron los mismos
pero se omitid la adicion de agar, ademas se afadio triptéfano directamente al caldo y se

calento para disolverlo (1.02 g de triptofano para 1 L de caldo).

e Medio NBRIP (Tejeracetal., 2013)

Componente g/L
Glucosa 10
Fosfato de calcio 5
Cloruro de magnesio hexahidratado 5
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.25
Cloruro de potasio 0.2
Sulfato de amonio 0.1
Agua destilada en cantidad suficiente 1000 ml
Agar 15
Azul de bromofenol 0.025
Se ajusto el pH a 7 con NaOH 1N.
e Medio OGY suplementado con cloranfenicol

Componente g/L
Extracto de levadura 5
Glucosa 20
Ag_ue_l destilada en cantidad 1000 ml
suficiente
Agar 15

Se ajustd el pH a 7 con NaOH 1N. Se adicion6 3 ml de cloranfenicol 50 mg/ml en el
momento de plaquear, obteniendo una concentracion de 150 ppm, adecuada para mantener
los cultivos de hongos lejos de interferencias bacterianas (Riveros, 2001 mencionado por
Gonzélez, 2015).
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Medio PDA (Papa dextrosa) suplementado con cloranfenicol

Componente g/L
Dextrosa 20
Papa (infusion de hervido) 800 ml
Agar 15

Se hirvié 200 gr de papa en 800 ml de agua destilada y se filtrd el liquido, obteniendo asi la

infusion de hervido. Luego de la adicidn de dextrosa se enraso con agua destilada hasta 1 L.

y se ajustdé pH a 5.5 con HCI 1N. Se adicioné 3 ml de cloranfenicol 50 mg/ml, luego de

autoclavar.

b. Reactivos

Bicloruro de Mercurio 0.1% - 2.5%
Se disolvio 0.1 g y 2.5 g de HgCl cada uno en 100 ml de agua destilada, para

la solucion de 0.1% y 2.5%, respectivamente.

Buffer TAE 50X (40mM Tris-Base, 20 mM &cido acético, LImM EDTA)
Se afiadi6 242 g de Tris Base y 18.61 g de EDTA en aproximadamente 700
ml de agua destilada. Luego se agregd 57.1 ml de acido acético glacial y se enraso

el volumen a 1 L. El pH fue de 6.8, generalmente no hay necesidad de ajustarlo.

Buffer TE 10X (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA)
Se afiadi6 10.6 g de Tris-Cl y 3.94 g de EDTA en aproximadamente 700 ml

de agua destilada. Una vez disueltos, se enras6 a 1 L y se ajusto pH a 8.

Buffer TSE 10X (100 mM NacCl, 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA)

Se afiadié 5.8 g de NaCl, 10. 6 g de Tris-Cl y 3.94 g de EDTA en
aproximadamente 700 ml de agua destilada. Luego se enrasé a 1 L. Se ajusto pH a
7.8.

Cloroformo-Alcohol isoamilico (49:1)
Se adicioné 1 ml de alcohol isoamilico en 49 ml de cloroformo. Se almacend

en un recipiente oscuro a temperatura ambiente.

114



Cloruro de potasio 2M
Se disolvio 149.12 g de KCl en 1 L de agua destilada.

Cloruro de sodio 0.85% - 5M
Se agreg6 0.85 g de NaCl en 100 ml obteniendo la solucion salina de 0.85%.

Para la solucion de 5M se afiadi6 14.6 g de NaCl en 50 ml.

CTAB 10% — NaCl 0.7 M
Se disolvi6 4.1 g de NaCl en 80 ml de agua caliente, lentamente se afiadio 10
g de CTAB con agitacion. Si es necesario calentar 65°C para disolver. Se ajusté a

un volumen final de 100 ml.

Fenol — Cloroformo — Alcohol isoamilico (25:24:1)
Se agreg6 25 ml de fenol, 24 ml de cloroformo y 1 ml de alcohol isoamilico

en un recipiente oscuro. Se almaceno a temperatura ambiente.

Nitroprusiato de sodio 0.5%

Se agreg6 0.5 g de nitroprusiato de sodio en 100 ml de agua destilada.

Reactivo Salkowsky
Se afiadio 1 ml de FeCls 5M a 50 ml de agua destilada. Una vez disuelto se

agregd lentamente 30 ml de acido sulfurico concentrado.

SDS 10%
Se disolvi6 100 g de SDS en 900 ml de agua estéril y se calenté a 80°C para
disolver. Se ajusto el pH a 7.2 afiadiendo gotas de HCI concentrado. Por Gltimo se

ajusté el volumen a 1 L con agua destilada.

Solucién alcohdlica de fenol 10%

Se agreg6 10 ml de fenol concentrado en 90 ml de alcohol 97°.
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e Solucidén oxidante
Se agreg6 20 g de citrato de sodio, 1 g de hidréxido de sodio y 2 ml de
hipoclorito de sodio (lejia comercial) en aproximadamente 50 ml de agua destilada.
Una vez disueltos se enraso a 100 ml.
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Anexo 2: Procedimiento para preparar la curva de calibracion para cuantificar el ion

amonio (Lara et al., 2007)

a. Fundamento del método colorimétrico de Berthelot (fenolhipoclorito)

Se basa en la formacion de un color azul intenso de indofenol resultado de la
reaccion del ion amonio (NH4) con los compuestos fenolicos en presencia de un
agente oxidante el cual puede ser hipoclorito de sodio u o-fenol; y la presencia de un
catalizador, principalmente nitroprusiato de sodio o de potasio. EI mecanismo de la
reaccion depende de la luz presente, la temperatura ambiente, catalizadores y pH
alcalino. Cuando se utiliza fenol o sodio la reaccion puede ser representada de la

siguiente manera:

NHs + 2CsHsO™ + 3CIO™ = O = CsHs=N-CsH4-O + 2H.0 + OH" + 3CI

b. Preparacion de diluciones a partir de una solucion madre de NH4ClI
Para obtener la curva patron se preparé una solucion madre de 100 ppm de
NH4CI, para lo cual se pes6 0.01 g de NH4Cl y se disolvié en 100 ml de agua

destilada. A partir de ella se realizaron las siguientes diluciones:

Agua Concentracion

N®de  Solucion — jeqtilada de NHACI

tubo  madre (ml)

(ml) (Ppm)
1 0 10 0
2 0.2 9.8 2
3 0.4 9.6 4
4 0.6 9.4 6
5 0.8 9.2 8
6 1 9 10
7 15 8.5 15
8 2 8 20

117



C.

Procedimiento para la cuantificacion de amonio por colorimetria

Obtenidas las diluciones, se agrego a cada tubo 0.4 ml de solucién alcoholica
de fenol 10%; 0.4 ml de nitroprusiato de sodio 0.5% y 1 ml de solucion oxidante. Se
homogenizo bien y se dejo en reposo durante una hora. Transcurrido este tiempo se
observd una coloracion que variaba de verde al azul intenso en funcién de la

concentracion de amonio. Se leyd la absorbancia en el espectofémetro.

La ecuacion de la recta se obtuvo mediante regresion lineal a partir de las
absorbancias obtenidas en la lectura y las concentraciones ya conocidas. El
coeficiente de correlacion lineal (r?) fue mayor que 0.9 lo que nos indico una

dispersion homogénea de los valores sobre la recta.
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Anexo 3: Preparacion de patron de turbidez McFarland (Pasteran y Galas, 2008)

Una turbidez equivalente al 0.5 de McFarland representa aproximadamente 108 UFC/ml para
bacterias de rapido crecimiento. Se verifica luego la densidad correcta usando un
espectrofotdbmetro. La absorbancia a 625 nm debe ser 0.08 a 0.10 para el estandar 0.5 de
McFarland.

a. Preparacion de los estadndares
Se prepararon dos soluciones a partir de las cuales se formaron los estandares:
una solucion de BaClz al 1% y otra de HoSO4 1%. Los volimenes para cada estandar

se muestran en la siguiente tabla:

Volumen (ml)  Equivalente

Estandar en N° de
N° BfOC/i)Iz Hif/oo“ bacterias /ml
(x109)

05 0.5 99.5 1.5

1 1 99 3

5 2 98 6

4 4 96 12

5 5 95 15

6 6 94 18

7 7 93 21

3 8 92 24

9 9 91 27

10 10 %0 %
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Anexo 4: Campos para la recoleccion de las muestras

Figura. Campos muestreados de cultivo de Lupinus mutabilis var. Andenes. (A)
Campo en el Programa de Cereales- UNALM. (B) Campo en el IRD-Huancayo
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Anexo 5: Caracterizacién macroscopica de aislados fungicos

Se le asignd un cddigo a cada aislamiento, el cual denota el tipo de muestra de donde fue
aislado (rizésfera “R”, raices “Ra”, tallos “T” y nddulos “N”), la dilucion, el nimero de
muestra segln las agrupaciones que se realizaron en la colecta de plantas, el nimero de
repeticion en la placa, el nUmero de muestreo, y un nimero consecutivo para aquellas
colonias distintas que aparecian dentro de una misma placa. Asi, a modo de ejemplo, la cepa
R-3_112_ 2, puede identificarse como aislada a partir de rizésfera en la dilucion 10-3 de la
muestra 1, en la repeticion 1 del segundo muestreo (campo “PC”). El Gltimo nimero nos
indica que en esa placa se encontré mas de una cepa distinta y a ésta en modo particular se

le codificé como cepa 2.
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: _ B iceli Color
N©° Alslqdo Campo| Colonia Forma | Elevacion | Margen Textura M',CEI'O
fangico aéreo
Anverso Reverso
. . . . Centro blanco,
1| R31122 PC | Filamentosa | Circular | Pulvinada | Erosionado | Algodonosa | Escaso borde naranja Pardo
Centro verde,
2 | R31123 PC | Filamentosa | Irregular Plana |Filamentoso | Aterciopelada| Escaso bor_olles rosaceo | - Blanco-
(jovenes) y pardo
verde (viejos)
Centro verde,
: . . bordes rosaceo | Blanco-
3| R-3112 4 PC Filamentosa | Irregular Plana Erosionado | Aterciopelada| Escaso (jovenes) y pardo
verde (viejos)
4| R-3.112 8 PC | Filamentosa | Circular Plana Erosionado | Pulverulenta | Escaso Centro verde, Blanco-
= borde blanco pardo
Centro blanco,
5| R-3122 4 PC Filamentosa | Circular | Pulvinada | Erosionado | Algodonosa Escaso . borde Pardo
ligeramente
naranja
: . . Centro blanco, | Blanco-
6 | R31225 PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Escaso borde parduzco pardo
7 R-3 123 IRD | Filamentosa | Irregular| Convexa | Erosionado | Algodonosa |Abundante| Blanco-pardo Pardo
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Continuacion. ..

Centro naranja,

8 | R-_123 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Algodonosa | Moderado Naranja
borde blanco
9 | R-3.132 | PC | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado Pulverulenta/ Escaso Centro amarillo, Pardo
Algodonosa borde blanco
10 | R-_132_1 | PC | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado Pulvgrulenta Escaso Centro verde, Blanco-
Aterciopelada borde blanco pardo
11 | R-_132 2 | PC | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Moderado Blanco Pardo
12 | R- 133 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
R- . . Centro blanco,
13 3 133 6 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Algodonosa Escaso borde verde Pardo
14 | R-3_133 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Cli)raerrgg-
15 | R-_212 3 | PC | Filamentosa | Circular | Elevada | Erosionado | Algodonosa Escaso Blanco Pardo
16 | R-_ 212 5| PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso Centro bIancp, Pardo-
borde naranja negro
17 | R- 212 6 | PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso Centro blanc_o, Crema-
borde naranja negro
18 | R-3_213 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
Pulverulenta/ Centro gris-
19 | R- 222 1| PC | Filamentosa | Circular | Elevada | Filamentoso Escaso negro, borde Pardo
Algodonosa
blanco
Centro blanco,
20 | R-_222 2 | PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso borde naranja- Crema

amarillo
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Continuacion. ..

Centro blanco,

21 | R-3.222 5 | PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Moderado | borde naranja- F;ng;jrcc))_
amarillo
22 | R-3.223 1 | IRD | Filamentosa | Circular Plana Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
23 |R-3 223 10| IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Moderado Crema Pardo
24 | R-3.223 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Moderado Pardo Pardo
25 | R-3_223 3 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
26 | R-3_.223 9 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
27 | R-3.232 1 | PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Moderado Blanco Pardo
28 | R-3.232 2 | PC | Filamentosa | Circular Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco-gris r?}g;;(;
29 | R-3.232_3 | PC | Filamentosa | Irregular | Elevada | Filamentoso | Algodonosa | Abundante Blanco Crema
30 | R-3. 233 2 | IRD | Filamentosa | Circular Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
31 | R-3.312 4 | PC | Filamentosa | Circular Elevada Ondulado Granulosa Escaso %ﬁ?éreoquﬁg’ Pardo
32 | R-3_.313 4 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Filamentoso | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
33 | R-3.313 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Umbonada Rizado Aterciopelada | Escaso Verde Pardo
34 | R-3.313 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Filamentoso | Pulverulenta Escaso Blanco Crema
35 | R-3.323 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
36 | R-3.323_3 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada Ondulado | Aterciopelada | Escaso Crema Pardo
Centro verde
37 | R-3.323 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Pulverulento Escaso | y borde verde Pardo
0scuro
38 | R-3.333_2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
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Continuacion. ..

39 | R-3_333 3 |IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante | Blanco-pardo Pardo
40 | R-3_333 5 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa |Filamentoso| Algodonosa Escaso Blanco Pardo
41 | R-3_412 2 | PC | Filamentosa | Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Blanco C;r:rrgg-
42 | R-3_412 3 | PC | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
Centro
43 R-3 IRD | Filamentosa | Circular | Umbonada | Erosionado | Algodonosa Escaso Ilger_amente Pardo
413 11 naranja, borde
blanco
Centro
. . ligeramente
44 | R-3_413 5 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso rosado, borde Pardo
blanco
45 | R-3_413 6 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
Centro
46 | R-3_413 9 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Algodonosa Escaso Ilger_amente Pardo
naranja, borde
blanco
47 | R-3_413 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Umbonada| Ondulado | Aterciopelada Regular Blanco Crema
. Puntifor . . Centro verde,
48 | R-3 413 2 | IRD | Filamentosa me Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso borde blanco Pardo
49 | R-3 422 | PC | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Ondulado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
. . Centro negro,
50 | R-3_422 3| PC | Filamentosa | Circular | Elevada | Ondulado Granulosa Escaso borde blanco Pardo
51 422'314 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado Membranosa Escaso Crema Pardo
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Continuacion. ..

Centro
. i ligeramente
52 | R-3 423 3 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso naranja, borde Pardo
blanco
53 | R-3 423 9 | IRD| Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
54 | R-3 432 | PC | Filamentosa Puntiform Elevada | Erosionado | Pulverulenta Escaso Blanco (JO\_/e_nes) Pardo
- e y verde (viejos)
. . Pulverulenta/
55 | R-3_433 2 | IRD| Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado Algodonosa Escaso Blanco Pardo
56 | R-3 512 1| PC | Filamentosa| Circular | Convexa | Erosionado Pulverulenta/ Escaso Centro negro, Crema
Algodonosa borde blanco
57 | R-3. 512 2 | PC | Filamentosa| Circular | Elevada | Erosionado Pulverulenta/ Escaso Centro negro, Crema
— = Algodonosa borde blanco
58 | R-3 513 2 |IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Filamentoso | Algodonosa | Abundante | Blanco-pardo Pardo
59 | R-3 522 4| PC | Filamentosa| Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso Gris Pardo
. ) Centro blanco,
60 | R-3 523 1 |IRD| Filamentosa | Irregular | Pulvinada| Ondulado | Algodonosa Escaso borde naranja Pardo
Centro
61 | R-3 523 3 |IRD| Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Ilger_amente Pardo
naranja, borde
blanco
62 | R-3 523 5 |IRD| Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Centro blanc_o, Pardo
borde naranja
63 | R-3 532 2 | PC | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
64 | R-3 532 7| PC | Filamentosa| Circular | Pulvinada | Filamentoso | Algodonosa Escaso Blanco Pardo
65 | R-3 533 7 | IRD| Filamentosa| Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
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66 | R-3 533 9 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
. . . Centro blanco, Blanco-
67 | R-4 112 2 | PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso borde parduzco pardo
68 | R-4 112 3| PC | Filamentosa | Circular Elevada | Ondulado | Pulverulenta | Escaso Centro verde, Marrén
borde blanco
69 | R-4 113 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
70 | R-4 113 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
71 | R-4 113 3 | IRD | Filamentosa | Irregular | Umbonada | Ondulado Atercmpelada Escaso Verde Pardo
y con pliegues
72 | R-4 113 4 | IRD | Filamentosa | Irregular | Umbonada | Ondulado Atercmpelada Escaso Amarillo Pardo
y con pliegues
73 | R-4_ 113 5 | IRD | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso nglzr;rpjznte Pardo
74 | R-4 113 6 | IRD | Filamentosa | Irregular | Umbonada | Ondulado Atercmpelada Escaso Verde Pardo
y con pliegues
75 | R-4 113 7 | IRD | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Verde oscuro Pardo
76 | R-4 122 1 | PC | Filamentosa | Irregular | Umbonado | Erosionado | Algodonosa Escaso Blanco Crema
77 | R-4 132 2 | PC | Filamentosa | Circular Elevada | Erosionado| Granulosa Escaso Centro amarillo, Pardo
borde blanco
. . Abundant
78 | R-4 133 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa e Pardo Pardo
79 | R-4 212 1| PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso Centro blanc_o, Crema
borde naranja
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Aterciopelada

80 | R-4 212 2 | PC | Filamentosa | Irregular | Convexa | Ondulado /Al Escaso Naranja-blanco Pardo
godonosa

81 | R-4 213 3 | IRD | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Erosionado | Algodonosa | Escaso Centro blanc_o, Pardo
borde naranja

82 | R-4 223 1 | IRD | Filamentosa | Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

83 | R-4 223 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

84 | R-4 223 3 | IRD | Filamentosa | Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

85 | R-4 223 5 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Ondulado | Membranosa | Escaso Crema pardo

86 | R-4 223 7 | IRD | Filamentosa | Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

87 | R-4 233 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Erosionado | Algodonosa | Escaso Centro blanc_o, Pardo
borde naranja

88 | R-4 233 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

89 | R-4 312 PC | Filamentosa | Circular | Elevada | Ondulado Granulosa Escaso Centro negro, Pardo
borde blanco

90 | R-4 313 1 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

91 | R-4 313 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada |Filamentoso| Algodonosa | Escaso Blanco Pardo

92 | R-4 313 4 | IRD | Filamentosa | Circular | Pulvinada | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

93 | R-4 313 5 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo

94 | R-4 322 1| PC | Filamentosa | Irregular | Pulvinada| Ondulado | Algodonosa | Escaso Blanco Pardo

95 | R-4 323 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Membranosa | Escaso Crema Pardo

96 | R-4 332 PC | Filamentosa Puntiform Convexa | Ondulado Pulve_rulenta/ Escaso Verde Pardo

e Aterciopelada
97 | R-4 333 _1 | IRD | Filamentosa | Circular | Elevada | Ondulado |Aterciopelada| Escaso Blanco Pardo
98 | R-4 333 2 | IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Algodonosa | Escaso Blanco Pardo
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99 | R4 412 | PC Filamentosa | Puntiforme | Convexa | Ondulado Pulvgrulenta/ Escaso | Verde claro Pardo
Aterciopelada

100 4??:41 IRD | Filamentosa Irregular | Umbonada | Ondulado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo

101 R-4 IRD | Filamentosa Irregular Elevada | Ondulado Pulverulenta/ Escaso Blanco Pardo
413 2 Algodonosa

102 | R-4_ 413 | IRD | Filamentosa Irregular Elevada | Erosionado Pulve_rulenta/ Escaso Centro verde, Marrén

- Aterciopelada borde blanco

103 | R-4 422 | PC Filamentosa Irregular | Convexa | Ondulado Pulve_rulenta/ Escaso Verde Pardo
- Aterciopelada

104 453:41 IRD | Levaduriforme | Irregular | Convexa | Ondulado | Membranosa | Escaso Crema Pardo

. Crema-

105 | R-4_423 | IRD | Filamentosa Irregular Plana Ondulado | Algodonosa | Escaso Blanco amarillo

106 4;;41 IRD | Filamentosa Circular Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo

107 4233:45 IRD | Filamentosa Circular Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo

108 4?3-46 IRD | Filamentosa Irregular Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo

109 4;{?"47 IRD | Filamentosa Irregular | Umbonada | Ondulado | Algodonosa | Escaso Blanco Pardo

110 4?3-48 IRD | Filamentosa Irregular Elevada | Erosionado | Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
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111 43R3:49 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
112 43§'41 4 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
R-_4 Centro
113 512 1 PC | Filamentosa | Irregular | Elevada |Filamentoso| Pulverulenta Escaso | marrdn, borde Pardo
- blanco
R-4 Centro
114 592 1 PC | Filamentosa | Irregular |Convexa | Erosionado | Algodonosa | Moderado amarillo, Pardo
- borde blanco
115 552'42 PC Filamentosa | Circular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
116 52R:;41 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
117 553',42 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
118 52Ré43 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Algodonosa Escaso Blanco Pardo
119 52R:;4 4 IRD | Filamentosa | Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
120 5;;45 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
121 R-4_§33 IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa | Abundante Blanco Pardo
Centro
122 | R-5 122 | PC | Filamentosa | Irregular | Elevada | Erosionado | Algodonosa | Moderado | marrdn, borde Pardo
blanco
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Centro
R-5 . . . ligeramente
123 122 1 PC | Filamentosa | Circular | Convexa | Ondulado | Aterciopelada | Escaso verde, borde Pardo
blanco
R-5 : . : Centro verde,
124 122 2 PC | Filamentosa |Puntiforme| Convexa | Ondulado | Aterciopelada | Escaso borde blanco Pardo
R-5 . . Aterciopelada/
125 212 1 PC | Filamentosa | Irregular | Convexa |Erosionado Algodonosa Escaso Blanco Pardo
126 22R3-51 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada |Erosionado| Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
127 22R?:52 IRD | Levaduriforme | Irregular | Elevada | Ondulado | Membranosa Escaso Crema Pardo
_ : : Centro verde,
128 | R-5 232 | PC | Filamentosa | Irregular | Convexa | Ondulado | Aterciopelada | Escaso borde blanco Pardo
129 25\9:52 IRD | Filamentosa | Irregular | Elevada |Erosionado| Aterciopelada | Escaso Blanco Pardo
~ : . . Centro marron,
130 | R-5_312 | PC | Filamentosa | Circular | Pulvinada | Ondulado | Algodonosa Escaso borde blanco Pardo
R-5 . . Centro marron,

131 322 1 PC | Filamentosa | Irregular Plana Lobulado | Aterciopelada | Escaso borde blanco Pardo
R-5 . Aterciopelada

132 332 2 PC | Filamentosa | Irregular |Umbonada| Ondulado y con pliegues Escaso Verde Pardo
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133 | R-5 333 | IRD | Filamentosa | Irregular |Umbonada| Ondulado AterCIopeIada Y Escaso Verde Crema
_ con pliegues
. : Centro marron,
134 | R-5 422 | PC | Filamentosa | Irregular Plana Ondulado | Aterciopelada Escaso borde blanco Pardo
135 RS IRD | Filamentosa | Irregular | Pulvinada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Centro naranja, Pardo
533 1 borde blanco
Centro
136 | R-6_112 | PC | Filamentosa | Puntiforme| Convexa | Erosionado | Aterciopelada Escaso ligeramente Pardo
verde, borde
blanco
137 | R-6_132| PC |Filamentosa| Circular | Elevada | Ondulado | Aterciopelada Escaso Centro verde, Pardo
borde blanco
138 | R-6_233 | IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa |Filamentoso| Algodonosa | Moderado Blanco Pardo
139 3?2'61 PC | Filamentosa| Irregular | Convexa | Ondulado | Aterciopelada Escaso Blanco Pardo
140 3?2'62 PC | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Algodonosa Escaso Blanco Pardo
141 Ra- IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado PuIve_ruIenta/At Moderado Centro negro, Pardo
3. 713 erciopelada borde blanco
142 Ra-3 IRD | Filamentosa | Irregular | Convexa | Erosionado | Pulverulento | Moderado Centro negro, Negro-
723 borde blanco pardo
143 3225 PC | Filamentosa| Circular | Elevada | Erosionado | Aterciopelada Escaso Gris-negro Negro
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Anexo 6: Prueba de antagonismo de aislados fungicos contra Fusarium oxysporum

N° Cepa Inhibicion (%) | N° Cepa Inhibicion (%)
1 |R-31122 - 35 |R-3.3231 -
2 |R-3112 3 - 36 |R-3.323 3 -
3 |R-3112 4 - 37 |R-3 323 -
4 |R-3112 8 - 38 |R-3 333 2 -
5 |R-3122 4 - 39 |R-3.333 3 -
6 |R-31225 - 40 |R-3 333 5 60.0
7 |R-3 123 - 41 |R-3 412 2 -
8 |R-31231 - 42 |R-3 412 3 -
9 |R-3.132 - 43 |R-3 413 11 57.1
10 [R-31321 - 44 |R-3 413 5 -
11 |R-3.132 2 - 45 |R-3 413 6 -
12 |R-3.1331 - 46 |R-3 413 9 -
13 |R-3. 133 6 - 47 |R-3 413 1 46.1
14 |R-3 133 - 48 |R-3 413 2 -
15 |R-3.212 3 - 49 |R-3 422 -
16 |[R-32125 - 50 |R-3.422 3 -
17 |R-3212 6 - 51 |R-3 423 14 -
18 |R-3 213 - 52 |R-3.423 3 -
19 |R-3 222 1 - 53 |R-3.423 9 -
20 |R-3 222 2 - 54 |R-3 432 -
21 |R-3222 5 - 55 |R-3.433 2 -
22 |R-32231 - 56 |R-3 512 1 -
23 |R-3 223 10 - 57 |R-3 512 2 -
24 |R-3 223 2 - 58 |R-3 513 2 -
25 |R-3 223 3 - 59 |R-3522 4 -
26 |R-3 2239 - 60 |R-3 523 1 -
27 |R-3232 1 - 61 |R-3 523 3 -
28 |R-3 232 2 - 62 |R-3 523 5 -
29 |R-3 232 3 - 63 |R-3 532 2 -
30 |R-3 233 2 - 64 |R-3 532 7 -
31 |[R-3312 4 - 65 |R-3 533 7 -
32 |[R-3313 4 - 66 |R-3 533 9 -
33 |R-3.3131 - 67 |R-4 112 2 -
34 |R-3 313 - 68 |R-4 112 3 -
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N° Cepa Inhibicion (%) | N° Cepa Inhibicién (%)
69 |[R-4 113 1 - 107 |R-4 433 5 -
70 |R-4 113 2 - 108 |R-4 433 6 -
71 |R-4 113 3 - 109 |R-4 433 7 -
72 |R-4 113 4 - 110 |R-4 433 8 -
73 |R-4 113 5 - 111 |R-4 433 9 -
74 |R-4 113 6 - 112 |R-4 433 14 -
75 |R-4 113 7 - 113 |R-4 512 1 -
76 |R-4 122 1 - 114 |R-4 522 1 -
77 |R-4 132 2 - 115 |R-4 522 2 -
78 |R-4 133 - 116 |R-4 523 1 -
79 |R-4 212 1 - 117 |R-4 523 2 -
80 |[R-4 212 2 - 118 |R-4 523 3 -
81 |[R-4 213 3 - 119 |R-4 523 4 -
82 |R-4 223 1 - 120 |R-4 523 5 -
83 |R-4 223 2 - 121 |R-4 533 -
84 |R-4 223 3 - 122 |R-5 122 -
85 |R-4 223 5 - 123 |R-5 122 1 -
86 |R-4 223 7 - 124 |R-5 122 2 -
87 |R-4 233 1 - 125 |R-5 212 1 -
88 |R-4 233 2 - 126 |R-5 223 1 -
89 |R-4 312 - 127 |R-5 223 2 -
90 |[R-4 313 1 - 128 |R-5 232 -
91 |R-4 313 2 - 129 |R-5 233 2 -
92 |R-4 313 4 - 130 |R-5_312 -
93 |[R-4 313 5 - 131 |R-5 322 1 70.0
94 |R-4 322 1 - 132 |R-5 332 2 -
95 |R-4 323 2 - 133 |R-5_333 -
96 |R-4 332 64.0 134 |R-5 422 74.0
97 |R-4 333 1 - 135 |R-5 533 1 -
98 |R-4 333 2 - 136 |[R-6 112 -
99 |R-4 412 61.0 137 |R-6 132 -
100 |R-4 413 1 - 138 |R-6 233 -
101 |R-4 413 2 - 139 |R-6 312 1 -
102 |R-4 413 - 140 |R-6 312 2 -
103 |R-4 422 57.1 141 |Ra-3 713 -
104 |R-4 423 1 - 142 |Ra-3 723 -
105 |R-4 423 38.5 143 |Ra-5 222 -
106 |R-4 433 1 -
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a consideracion:

ado del analisis fitopatolégico de una muestra de colonia de Penicillium aislado de suelo, procedente
a de Cereales UNALM, es el siguiente:

DO
que de la colonia de Penicillium sp.a medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa Agar), Agar Jugo V-8
para obtencion de colonias puras a 24°C. Examen macroscopico para caracterizacion de las
s y examen microscopico para determinacion de las caracteristicas morfométricas de las
cturas fungosas formadas. Utilizacion de la bibliografia correspondiente para la identificacion de la
e.

LTADOS

de 7 dias de incubacion a 24°C las colonias tuvieron las siguientes caracteristicas culturales y
icas: En medio PDA forman colonias ligeramente hundidas, redondeadas, de color verde-
y borde delgado de color blanco, con aspecto afelpado, abundante esporulacién y con
a de surcos radiales; envés de la colonia de color amarillo dorado; diametro de la colonia igual
. En medio V-8 las caracteristicas culturales son parecidas a las formadas en medio PDA con
cia de que en lugar de surcos radiales se forman surcos concéntricos; diametro de la colonia
6 mm.

inas, septadas. Conidioforos, tabicados, hialinos, lisos, grandes de 134 um (105 - 152) x 1.7
almente biverticilados a teterverticilados. Métulas divergentes, lisas, de tamafo uniforme:
, (10.40 — 15.27) x 3.23 uym, en numero de 3 a 5 por verticilo. Fialides de forma ampuliformes,
0 uniforme: 8.31 um (7.95 — 9.47), en numero de 3 a 5 por métula. Conidias redondeadas,
abundantes de 2.37 um (1.85 — 2.69); formando largas cadenas.

ias a la madurez exudan microgotas de color amarillento. No forman esclerotes, ni
y las caracteristicas observadas se ha determinado la siguiente especie:

Penicillium citrinum Thom. (1910)

NCIAS

R.A.; J. C. Frisvad; and O. Filtenborg. 2004. Introduction to Food — and Airbone Fungi. CBS.
Netherland. 389 p.
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Anexo 8. Prueba de produccién de AIA para aislados bacterianos de rapido

crecimiento
NP Aisla.do Produccion NP Aisla_do Produccion
bacteriano de AIA bacteriano| de AIA
1 |R-3 122 0 35 |R-4 213 1 0
2 |R-3123 2 0 36 |R-4 213 2 0
3 |R-3 133 0 37 |R-4 222 1 0
4 |R-3213 1 0 38 |R-4 223 0
5 |R-32132 0 39 |R-4 232 2
6 |R-3 223 0 40 |R-4 232 1 0
7 |R-32321 0 41 |R-4 232 2 0
8 |R-32331 0 42 |R-4 232 3 0
9 |R-32332 0 43 |R-4 313 0
10 |R-3 313 2 44 |R-4 323 1
11 |R-33221 0 45 |R-4 413 0
12 |R-3322 2 0 46 |R-4 413 2 0
13 |R-3 323 0 47 |R-4 422 8 0
14 |R-3 333 1 0 48 |R-4 423 1 0
15 |R-3 413 0 49 |R-4 423 2 0
16 |R-3 423 0 50 |R-4 432 2
17 |R-3 433 0 51 |R-4 433 0
18 |R-3 512 1 52 |R-4 512 3
19 |R-3 513 0 53 |R-4 512 2 0
20 |R-3 522 1 54 |R-4 513 3
21 |R-3 523 2 55 |R-4 513 1 1
22 |R-3523 1 0 56 |R-4 533 1 0
23 |R-3 523 2 0 57 |R-4 533 2 0
24 |R-3 532 0 58 |R-5 112 1 0
25 |R-3 532 2 0 59 |R-5 113 1
26 |R-3 533 0 60 |R-5 123 0
27 |R-4112 1 0 61 |R-5 133 1
28 |R-4 112 2 0 62 |R-5 223 1
29 |R-4 122 0 63 |R-5 233 2
30 |R-4 123 0 64 |R-5 312 2 0
31 |R-4 133 0 65 |R-5 313 2
32 |R4 2121 0 66 |R-5 322 2
33 |R-4 212 2 0 67 |R-5 322 1 1
34 |R-4 212 3 0 68 |R-5 322 2 0

136




Continuacion. ..

NP Aisla_do Produccién N° Aisla_do Produccién
bacteriano de AIA bacteriano de AIA
69 |R-5 323 2 104 |R-6 312 1 0
70 |R-5 333 1 1 105 |R-6 312 3 0
71 |R-5 333 2 1 106 |R-6 313 2
72 |R-5 333 3 0 107 |R-6 313 1 2
73 |R-5 413 1 0 108 |R-6 313 2 1
74 |R-5 413 2 0 109 |R-6 313 3 1
75 |R-5 422 2 1 110 |R-6 313 4 0
76 |R-5 422 3 0 111 |R-6 313 5 0
77 |R-5 422 4 1 112 |R-6 323 3
78 |R-5 423 1 1 113 |R-6 333 1
79 |R-5 423 2 0 114 |R-6 413 1 2
80 |R-5 432 3 1 115 |R-6 413 2 0
81 |R-5 433 1 116 |R-6 422 0
82 |[R-5512 1 0 117 |R-6 423 2
83 |R-5 513 0 118 |R-6 423 1 2
84 |R-5 513 1 0 119 |R-6 423 2 0
85 |R-5 513 2 1 120 |R-6 433 2
86 |R-5 523 2 121 |R-6 512 0
87 |R-5 532 1 122 |R-6 512 1 0
88 |R-5 532 1 0 123 |R-6 513 2 2
89 |R-5 533 2 124 |R-6 522 2 1
90 |R-5 5331 2 125 |R-6 522 4 0
91 |R-6 113 0 126 |R-6 523 2
92 |R-6 123 0 127 |R-6 533 1 0
93 |R-6 132 0 128 |R-6 533 2 1
94 |R-6 133 1 0 129 |R-6 533 3 2
95 |R-6 133 2 3 130 |Ra-3 213 0
96 |R-6 212 0 131 |Ra-3 222 2
97 |R-6 212 2 0 132 |Ra-3 222 1 1
98 |R-6 213 2 133 |Ra-3 333 0
99 |R-6 213 1 2 134 |Ra-3 513 0
100 |R-6 222 1 0 135 |Ra-3 523 1 1
101 |R-6 223 1 2 136 |Ra-3 523 2 0
102 |R-6 223 2 1 137 |Ra-3 533 1 0
103 |R-6 233 2 138 |Ra-3 533 2 1
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Anexo 9. Prueba de antagonismo de aislados bacterianos rapidos contra Fusarium

oxysporum
. Ra_diq de g . Radio de e
Aislado crecimiento | Inhibicion Aislado o Inhibicién
bacteriano fangico (%) bacteriano fc,rec_l miento (%)
(cm) angico (cm)
Control 2.41 - RB18 - -
BAC15 MB 1.63 32.36 RB19 - -
RBO1 - - RB20 - -
RB02 - - RB21 - -
RBO3 1.85 23.23 RB22 - -
RB04 - - RB23 1.30 46.05
RBO05 2.00 17.01 RB24 1.25 48.13
RB06 - - RB25 - -
RBO7 - - RB26 1.61 33.19
RBO08 2.15 10.79 RB27 - -
RB09 - - RB28 - -
RB10 1.71 29.04 RABO1 - -
RB11 1.22 49.37 RABO02 1.53 36.51
RB12 - - TB01 - -
RB13 - - TB02 - -
RB14 - - TBO03 - -
RB15 1.73 28.21 TB04 - -
RB16 - - TBO05 - -
RB17 - - TB06 - -
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Anexo 10: Tincion Gram para aislados de rapido crecimiento

N° Aislado Tincién NP Aislado Tincion

bacteriano Gram bacteriano Gram
1 |R-3122 negativo | 35 |R-4 213 1 negativo
2 |R-3123 2 positivo 36 |R-4 213 2 negativo
3 |R-3133 negativo | 37 |R-4 222 1 negativo
4 |R32131 negativo 38 |R-4 223 negativo
5 |R-3213 2 negativo 39 |R-4 232 negativo
6 |R-3223 negativo 40 |R-4 232 1 negativo
7 |R-32321 positivo 41 |R-4 2322 negativo
8 |R-32331 negativo 42 |R-4 232 3 negativo
9 |R-3.2332 negativo 43 |R-4 313 negativo
10 |R-3 313 negativo 44 |R-4 323 negativo
11 |R-3.322 1 positivo 45 |R-4 413 negativo
12 |R-3 322 2 negativo 46 |R-4 413 2 negativo
13 |R-3 323 negativo | 47 |R-4 422 8 positivo
14 |R-3 333 1 negativo 48 |R-4 423 1 negativo
15 |R-3 413 negativo 49 |R-4 423 2 negativo
16 |R-3 423 negativo | 50 |R-4 432 positivo
17 |R-3_433 negativo | 51 |R-4 433 negativo
18 |R-3 512 positivo 52 |R-4 512 positivo
19 |R-3.513 positivo 53 |R-4 512 2 positivo
20 |R-3 522 positivo 54 |R-4 513 negativo
21 |R-3.523 positivo 55 |R-4 513 1 positivo
22 |R-35231 negativo 56 |R-4 5331 negativo
23 |R-3 523 2 negativo | 57 |R-4 533 2 negativo
24 |R-3_532 negativo | 58 |R-5 112 1 negativo
25 |R-3 532 2 positivo 59 |R-5 113 positivo
26 |R-3 533 negativo 60 |R-5 123 positivo
27 |R-4 112 1 positivo 61 |R-5 133 negativo
28 |R-4 112 2 negativo 62 |R-5 223 negativo
29 |R-4 122 positivo 63 |R-5 233 negativo
30 |R-4 123 negativo 64 |R-5 312 2 positivo
31 |R-4_133 negativo | 65 |R-5 313 negativo
32 |R-4212 1 positivo 66 |R-5 322 negativo
33 |R-4.212 2 negativo | 67 |R-5 322 1 negativo
34 |R-4.212 3 positivo 68 |R-5 322 2 negativo

139




Continuacion...

N° Aislado Tincién N° Aislado Tincién

bacteriano Gram bacteriano Gram
69 |R-5 323 negativo 104 |R-6 312 1 negativo
70 |R-5333 1 negativo 105 |R-6 312 3 negativo
71 |R-53332 negativo 106 |R-6 313 positivo
72 R-5_333 3 negativo 107 |R-6 313 1 positivo
73 |R-5413 1 negativo 108 |R-6 313 2 negativo
74 |R-5_413 2 negativo 109 |R-6 313 3 negativo
75 |R-5422 2 negativo 110 |R-6 313 4 positivo
76 |R-5422 3 negativo 111|R-6 313 5 negativo
77 |R-5.422 4 negativo 112 |R-6_323 negativo
78 |R-5423 1 negativo 113 |R-6_333 negativo
79  |R-5423 2 negativo 114|R-6 413 1 negativo
80 |R-54323 positivo 115|R-6 413 2 negativo
81 |R-5433 negativo 116 |R-6_422 negativo
82 |R-55121 negativo 117 |R-6_423 positivo
83 |R-5 513 negativo 118 |R-6 423 1 negativo
84 |R-55131 negativo 119 |R-6 423 2 negativo
85 |R-5513 2 negativo 120 |R-6_433 negativo
86  |R-5 523 negativo 121 |R-6 512 negativo
87  |R-5532 negativo 122 |R-6 512 1 negativo
88 R-5 532 1 positivo 123 |R-6 513 2 positivo
89 |R-5533 negativo 124 |R-6 522 2 negativo
90 |R-5533 1 negativo 125|R-6_522 4 positivo
91 |R-6_113 positivo 126 |R-6 523 negativo
92 |R-6_123 positivo 127 |R-6 533 1 negativo
93 |R-6132 negativo 128|R-6 533 2 negativo
94 |R-6_133 1 positivo 129 |R-6 533 3 negativo
95 |R-6_133 2 positivo 130 |Ra-3 213 negativo
9 |R-6_212 negativo 131|Ra-3 222 negativo
97 |R-6_212 2 negativo 132|Ra-3.222 1 | negativo
98 |R-6 213 negativo 133 |Ra-3_333 negativo
9 |R6.213 1 negativo 134 |Ra-3 513 negativo
100 |R-6_222 1 negativo 135|Ra-3 523 1 | negativo
101 |R-6_223 1 negativo 136 |Ra-3 523 2 | negativo
102 |R-6 223 2 negativo 137|Ra-3.533 1 | negativo
103 |R-6_233 negativo 138|Ra-3 533 2 | negativo
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Continuacion...

N° Aislado Tincion | o | Aislado Tincion

bacteriano Gram bacteriano Gram
139 |Ra-4 213 1 | negativo |165|T-3 433 1 negativo
140 |Ra-4_213 2 negativo | 166 | T-3 433 2 negativo
141 |Ra-4 222 1 negativo | 167 | T-3 433 3 negativo
142 |Ra-4 222 3 negativo | 168 | T-4 323 positivo
143 |Ra-4 222 2 negativo | 169 | T-4 413 negativo
144 |Ra-4 312 positivo 170 | T-4 423 negativo
145 |Ra-4 523 1 negativo | 171 |T-4 423 1 negativo
146 |Ra-4 523 2 negativo | 172 | T-4 433 negativo
147 |Ra-5 132 1 negativo | 173 |T-5 122 1 negativo
148 |Ra-5 132 2 positivo 174 |T-5 122 2 negativo
149 |Ra-5 212 2 negativo | 175 |T-5 223 negativo
150 |Ra-5_213 negativo | 176 | T-5_413 negativo
151 |Ra-5 223 negativo | 177 |T-5 413 1 negativo
152 |Ra-5 313 negativo | 178 | T-5 423 negativo
153 |Ra-5 323 negativo | 179 | T-5 433 negativo
154 |Ra-5 323 1 negativo | 180 | T-5 533 negativo
155 |Ra-5 423 positivo 181 | T-6 113 positivo
156 |Ra-6 213 positivo 182 | T-6 123 negativo
157 |Ra-6 222 positivo | 183 |T-6 413 positivo
158 |Ra-6_232 negativo | 184 | T-6_423 negativo
159 |T-3 113 negativo | 185 |NO 122 negativo
160 |T-3 223 negativo | 186 | NO 413 positivo
161 |T-3_233 negativo | 187 |NO_432 negativo
162 | T-3 333 negativo | 188 |NO 733 positivo
163 |T-3 423 negativo 189 |N-1 113 positivo
164 |T-3 423 1 negativo | 190 |N-1 133 positivo

Sombreado: Colonias seleccionadas para futuras pruebas
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Anexo 11. Andlisis estadistico para la prueba de germinacion in vitro

Variable: Porcentaje de germinacion de semillas de lechuga.

Evaluaciones: 3, 4, 5, 6 y 7 dias después de la siembra.

3 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para porcentaje de germinacion por tratamiento

Suma de Cuadrado

Gl . Razon-F Valor-P
cuadrados medio

Aislado 8 8667 1083.3 2.398 0.0588 .
Residuales 18 8133 451.9

Prueba de multiples rangos para porcentaje de germinacion por tratamiento (¢=0.05)

Tratamiento Promedio hogzléggzos
RB08 63.33 a
RB22 46.67 ab
RBO1 36.67 abc
RB10 26.67 bc

Control 20.00 bc
TBO1 16.67 bc
RB14 13.33 bc
TBO05 13.33 bc
RB02 3.33 c

4 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para porcentaje de germinacion por tratamiento

Suma de Cuadrado

Gl - Razon-F  Valor-P
cuadrados medio

Aislado 8 10963 1370.4 2.937 0.0275 *
Residuales 18 8400 466.7

Prueba de multiples rangos para porcentaje de germinacion por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio hogzléggzos
RB08 70.00 a
RB22 66.67 a
TBO05 50.00 ab
RBO01 43.33 ab

Control 26.67 b
RB10 26.67 b
TBO1 20.00 b
RB02 16.67 b
RB14 13.33 b
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5 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para porcentaje de germinacion por tratamiento

Suma de Cuadrado ,
Gl cuadrados medio Razon-F  Valor-P
Aislado 8 11496 1437.0 2.132 0.0869 .
Residuales 18 12133 674.1

Prueba de multiples rangos para porcentaje de germinacion por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio ho?ﬂg‘gggzos
RB22 76.67 a
RB08 73.33 a
RBO1 53.33 ab
TBO05 50.00 ab
RB10 43.33 ab

Control 33.33 ab
TBO1 26.67 b
RB02 23.33 b
RB14 13.33 b

6 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para porcentaje de germinacién por tratamiento

Suma de Cuadrado ,
Gl cuadrados medio Razon-F Valor-P
Aislado 8 16030 2003.7 3.319 0.0164 *
Residuales 18 10867 603.7

Prueba de multiples rangos para porcentaje de germinacion por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio h oggzggzos
RBO8 90.00 a
RB22 80.00 a
RBO1 63.33 ab
TBO5 60.00 ab
RB10 50.00 abc

Control 33.33 bc
RB02 30.00 bc
TBO1 26.67 bc
RB14 13.33 c
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7 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para porcentaje de germinacion por tratamiento

Suma de Cuadrado

Gl cuadrados medio Razon-F Valor-P
Aislado 8 13763 1720.4 451 0.00381 **
Residuales 18 6867 381.5

Prueba de multiples rangos para porcentaje de germinacion por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio hoﬁmzl:;%zizos
RB08 90.00 a
RB22 86.67 a
TBO05 73.33 a
RBO1 66.67 ab
RB10 56.67 abc

Control 36.67 bc
RB02 33.33 bc
RB14 33.33 bc
TBO1 30.00 c
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Anexo 12. Colonias significativas para la prueba de germinacién in vitro
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Figura. Colonias significativas en el porcentaje de germinacién. (A) Cepa RB08 con 90%

de germinacion. (B) Cepa RB22 con 86.67% de germinacion. (C) Cepa TBO05 con 73.33%
de germinacion.
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Anexo 13: Andlisis estadistico para la prueba de invernadero
e Variable: Altura en centimetros de plantulas de tarwi.

e Evaluaciones: 0, 10, 17, 24, 35 y 42 dias después de la siembra.

0 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para altura de plantula por tratamiento

Gl Suma de Cuadrado Razon-F  Valor-P
cuadrados medio
Inéculo 3 9.32 3.108 0.49 0.692
Residuales 36 228.45 6.346

Prueba de multiples rangos para altura de plantula por tratamiento (0=0.05)

Tratamiento Promedio ho?n%%ﬂios
TBO05 17.45 a
RB10 17.10 a

Control 16.55 a
RB01/14 16.20 a

10 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para altura de plantula por tratamiento

Gl Suma de Cuadrado Razon-F  Valor-P
cuadrados medio
Inéculo 3 21.86 7.286 0.873 0.464
Residuales 36 300.29 8.341

Prueba de multiples rangos para altura de plantula por tratamiento (0=0.05)

Tratamiento Promedio ho?n:)%%ﬂséos
TBO05 28.60 a
RB10 28.30 a

RB01/14 27.10 a
Control 26.89 a

17 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para altura de plantula por tratamiento

Suma de Cuadrado ,
Gl cuadrados medio Razon-F Valor-P
In6culo 3 224.9 74.97 20.7 5.76e-08 **
Residuales 36 130.4 3.62
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Prueba de multiples rangos para altura de plantula por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio ho?n%%ﬁios
TBO05 41.22 a
RB10 39.40 b

RB01/14 37.22 c
Control 34.89 d

24 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para altura de plantula por tratamiento

Suma de Cuadrado

Gl . Razon-F Valor-P
cuadrados medio

Inoculo 3 177.8 59.25 2.451 0.0792 .
Residuales 36 870.4 24.18

Prueba de multiples rangos para altura de plantula por tratamiento (0=0.05)

Tratamiento Promedio hoﬁ%@ﬁios
TBO05 56.22 a
RB10 54.40 ab

RB01/14 52.55 ab
Control 50.55 b

35 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para altura de plantula por tratamiento

Gl Suma de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados medio

In6culo 3 431 143.67 3.017 0.0424 *
Residuales 36 1714 47.62

Prueba de multiples rangos para altura de plantula por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio ho(ns*n:)lézaseos
RB01/14 78.33 a
TBO05 17.22 a
RB10 74.00 ab
Control 69.88 b
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42 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para altura de plantula por tratamiento

Suma de Cuadrado

Gl cuadrados medio Razon-F Valor-P
In6culo 3 414.8 138.27 2.279 0.096 .
Residuales 36 2183.9 60.66

Prueba de multiples rangos para altura de plantula por tratamiento (0=0.05)

Tratamiento Promedio hoﬁmgl:;%zizos
TBO05 83.22 a
RB01/14 82.33 ab
RB10 77.70 ab
Control 75.44 b

Variable: Longitud de inflorescencia en milimetros.

Evaluaciones: 24 y 35 dias después de la siembra.

24 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para longitud de inflorescencia por tratamiento

Suma de Cuadrado

Gl . Razon-F Valor-P
cuadrados medio
Inéculo 3 146 48.67 1.559 0.218
Residuales 32 999 31.22

Prueba de multiples rangos para longitud de inflorescencia por tratamiento (0=0.05)

Tratamiento Promedio hoﬁf)léz(r)lseos
TBO05 19.15 a
RB01/14 17.26 ab
RB10 15.45 ab
Control 13.75 b

35 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para longitud de inflorescencia por tratamiento

Gl Suma de Cuadrado Razon-F  Valor-P
cuadrados medio
Inéculo 3 2030 676.7 1.176 0.334
Residuales 32 18420 575.6
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Prueba de multiples rangos para longitud de inflorescencia por tratamiento (0«=0.05)

Tratamiento Promedio ho?n:)%%ﬁse’zos
RB01/14 61.68 a
RB10 58.19 a
TB05 53.49 a
Control 41.77 a

e Variable: Peso fresco en gramos de plantulas de tarwi.

e Evaluacion: 42 dias después de la siembra.

42 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para peso fresco por tratamiento

Gl Suma de Cuadr_ado Razon-F Valor-P
cuadrados medio
In6culo 3 868 289.3 1.621 0.204
Residuales 32 5712 178.5

Prueba de multiples rangos para peso fresco por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio hoﬁ%@ﬁios
TBO05 51.52 a
Control 40.45 a
RB01/14 40.25 a
RB10 39.87 a

e Variable: Peso seco en gramos de plantulas de tarwi.

e Evaluacion: 42 dias después de la siembra.

42 dias después del sembrado

Tabla ANOVA para peso seco por tratamiento

gl Sumade Cuadrado Razén-F  Valor-P
cuadrados medio
Inéculo 3 19.63 6.543 1.354 0.275
Residuales 32 154.68 4.834
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Prueba de multiples rangos para peso seco por tratamiento (a=0.05)

Tratamiento Promedio ho?n:)%%zst;os
TBO05 8.14 a
Control 6.85 a
RB01/14 6.41 a
RB10 6.27 a
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Anexo 14. Regresion lineal para patron de cloruro de amonio en la prueba de fijacion

de nitrogeno

e Supuesto de normalidad de errores

Shapiro-wilk normality test

data: RI
w = 0.85305, p-value = 0.1666

Los residuales estan distribuidos con normalidad porque el p-value es menor que 0.05.

e Hipdtesis de coeficientes

Hipdtesis planteada: La pendiente es igual a cero

Hipotesis alterna: La pendiente es diferente de cero

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 0.034190 0.035900 0.952 0.395
x1 0.242129 0.005929 40.840 2.15e-06 ***

Residual standard error: 0.0496 on 4 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.9976, Adjusted R-squared: 0.997
F-statistic: 1668 on 1 and 4 DF, p-value: 2.148e-06

e Hipotesis de ANOVA:

Hipotesis planteada: La variable independiente es igual a cero

Hipotesis alterna: La variable independiente es diferente de cero

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)
x1 1 4.104 4.104 1668 2.15e-06 ***
Residuals 4 0.010 0.002

Se rechaza la hipotesis planteada porque el p-value s menor que 0.05, por ende la

variable independiente es significativa en el modelo.

e Ecuacion de regresion lineal

RegModel.1l$coefficients
(Intercept) x1
0.03419048 0.24212857

Y=0.242*X + 0.034
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