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Resumen

Se compararon semillas inoculadas sin peletizar y peletizadas con tres distintas cepas (C32, DZ50 y AC7)
en maca (Lepidium meyenii) a nivel in-vitro e invernadero en donde a nivel in-vitro se midi6 el porcentaje de
germinacion y peso seco y a nivel de invernadero el porcentaje de emergencia, peso seco de raiz y peso seco
de la parte aérea, encontrandose que tanto en la germinacién como en la emergencia los porcentajes fueron
mayores en los tratamientos peletizados que los no peletizados. En los pesos secos a nivel in vitro todos los
tratamientos peletizados superaron a los tratamientos sin peletizar y los tratamientos con inoculante peletizados
y sin peletizar fueron superiores a los controles sin inoculante. Por otro lado se midié la cantidad de células
viables y la actividad de agua (Aw) de las semillas peletizadas y sin peletizar en donde se observé que todos
los tratamientos peletizados tienden a conservar estos dos parametros a través del tiempo.
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Abstract

Non-pelleted and pelleted seeds of maca (Lepidium meyenii W.) inoculated with three strains (C32, DZ50 and
AC7) were compared at in-vitro and greenhouse tests. Percentage of germination and dry weight of plant were
measured in-vitro level. Percentage of emergence, root and shoot dry weight were measured in greenhouse.
Both germination and emergence percentages were higher in pelleted than non-pelleted treatments. In vitro dry
weights of all the pelleted treatments were higher than non-pelleted; pelleted and non-pelleted inoculated dry
weights were higher than controls without inoculant. The amount of viable cells and water activity (Aw) of pelleted
and non-pelleted seeds were measured; pelleted treatments tend to preserve these two parameters over time.
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Introduccion

Los cultivos andinos de granos, tubérculos, raices, frutos,
plantas aromdticas y medicinales, tienen un enorme potencial de
transformacién primaria y agroindustrial, a partir de los cuales
se pueden obtener productos exclusivos y tnicos (Quiroz &
Aliaga 1997), por lo cual, desde hace algunos afos atrds y con
el objetivo de obtener una produccién mds natural y sana, las
investigaciones se han dirigido hacia la restitucién de nutrientes
naturales a los suelos mediante la interaccién microorganismo-
suelo (Diaz Alvarez 2004).

La maca (Lepidium meyenii) es una planta nativa de los andes
del Pert reconocida por su alta concentracién de nutrientes. Su
produccion se da en Junin y Cerro de Pasco a mds de 4000 m
de altitud (Chacén 1990). Su exportacién ha ido en constante
aumento registrando 935 toneladas en el afio 2011 y 2388
toneladas de maca el 2015, siendo en estos tltimos 5 afos los
mayores compradores Hong Kong (27.51%) y Estados Unidos
(23.42%) (SIICEX, 2016).

Originalmente la peletizacion fue usada para cambiar la formay
tamano de las semillas, con la finalidad de una mejor manipulacién
de las semillas horticolas, ademds de ser usados como un sistema
de identificacién, proteccién y siembra de precisién (Bennett
2015). Es una técnica de mejora que aumenta el rendimiento
de los cultivos, es aclamada por jugar un papel importante en la
siembra de precision al uniformizar las condiciones externas de
las semillas sobre todo si estas son pequefas ademds de contribuir
a la nutricién complementaria (Jerlin et al. 2008).

La peletizacién de semillas con biofertilizantes es una alterna-
tiva muy atractiva debido a al alto potencial de las capacidades
bioquimicas de los microorganismos, permitiendo una mayor
asimilacién de nutrientes, fijando nitrégeno, produciendo hor-
monas vegetales, actuando como antagonista de patégenos, etc.
El uso de biofertilizantes con microorganismos autéctonos como
una alternativa natural es un medio econémicamente atractivo
debido a su capacidad de reducir la dependencia de los recur-
sos externos y aumentar la calidad y cantidad de los recursos
internos (Leyva et al. 2005). Por otro lado, la peletizacién con
biofertilizantes, también se estd usando como mecanismo de
restitucion de nutrientes a los suelos para mejorar los rendimien-
tos de los cultivos de pequenas semillas (Karnathaka 2006), asi
como combatir enfermedades mediante la incorporacién de
antagonistas (Moénne-Loccoz et al. 1999, Hu et al. 2013, Hu
et al. 2011). El potencial de la peletizacién es amplio debido a
todos los componentes, a la diversidad de microorganismos que
se pueden incorporar en los mismos y a los materiales de bajo
costo de los que estdn hechos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del peletizado
de semillas de maca en su germinacién y el peso seco de sus
pléntulas, con finalidad de usar el peletizado como una estrategia
de mejora del manejo de la semilla en campo.

Material y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.- Se usaron
las siguientes cepas del banco de germoplasma del Laboratorio
de Ecologfa Microbiana y Biotecnologfa: Pseudomonas sp. C32
(Ortiz et al. 2017) aislada de rizosfera de maca, y Strepromyces
sp. AC7 y diazétrofo DZ50 (Zaniga 2013) aisladas de rizosfera
de quinua. Todas ellas presentaron capacidades de promover el
crecimiento de plantas.

Las tres cepas fueron incubadas en 5 mL de caldo levadura
manitol (LMC) en tubos de ensayo de 20 mL a 150 rpm hasta
alcanzar una concentracion de 1x10® UFC/mL aproximadamente.

Preparacién del inéculo para el peletizado.- Para la pre-
paracién del indculo cada uno de los caldos bacterianos fueron
mezclados con adhesivo en partes iguales y homogenizados.
Para la elaboracién de los controles se mezclé caldo estéril sin
inocular con el adhesivo en partes iguales.

Inoculacién de semillas.- La desinfeccién de las semillas de
maca se realizé sumergiendolas en alcohol al 70% durante un
periodo de 3 minutos, seguido de un lavado con agua destilada
estéril, luego se las embebid en una solucién de hipoclorito de
sodio al 3% durante 3 minutos (Zaniga 2013) seguido de 4 la-
vados sucesivos con agua destilada estéril y se secaron en un flujo
de aire filtrado. Las semillas desinfectadas fueron embebidas en
cada caldo bacteriano de las cepas C32, DZ50 y AC7 durante
15 minutos luego de lo cual se retiré el exceso de indculo. El
control (CN) fue embebido en caldo LMC estéril durante 15

minutos y luego se retiré el exceso de caldo.

Peletizacion de semillas.- A las semillas desinfectadas se
agregd el adhesivo conteniendo el caldo bacteriano y se dejé
reposar durante 10 minutos, luego se agregd el soporte y se agit6
con vigorosidad hasta la formacién de los pelets. En el caso del
control, el procedimiento fue el mismo con excepcién de que se
us6 una mezcla de adhesivo con caldo estéril en partes iguales.
Las semillas peletizadas se secaron durante 1 hora a 22 °C en
una cdmara de flujo de aire filtrado.

Germinacién peso seco de plintulas a nivel in-vitro.- Las
semillas inoculadas, peletizadas y sus respectivos controles fueron
dispuestas en placas Petri con agar-agua en 4 repeticiones y se
incubaron a una temperatura de 18 °C durante 14 dfas, midié-
ndose el porcentaje de germinacién y el peso seco de pldntulas.

Emergencia y pesos seco de plantas de maca a nivel de
invernadero.- Las semillas inoculadas, peletizadas y sus con-
troles fueron colocadas en macetas con tierra de campo de la
Universidad Nacional Agraria La Molina durante 35 dias. Se
realizé el riego con solucién nutritiva sin nitrégeno para todos
los tratamientos incluyendo a los controles negativos (CN-) y con
excepcién de los controles positivos (CN+) que fueron regados
con solucién nutritiva con nitrédgeno (Broughton & Dilworth
1970) donde se evalué el porcentaje de emergencia, peso seco
de raiz y parte aérea de planta.

Medicién de actividad de agua (Aw).- Se midi6 la actividad
de agua de las semillas peletizadas, inoculadas y sus controles 5
veces, durante un periodo de 30 dfas, usando un medidor de ac-

tividad de agua de marca AQUALAB modelo AQUALAB PRE.

Determinacién de células viables en las semillas peletiza-
dasy sin peletizar.- Se evalud la supervivencia de las bacterias en
las semillas peletizadas al momento de la peletizacién, al dia 1, 5,
15y 30. Se diluyé en cada dia 0.1 g de semillas peletizadas y sin
peletizar en 10 mL de solucién salina a 0.8%. Se homogenizé
con ayuda de un vortex el tiempo suficiente para que el soporte
se desprenda de la semilla y deje en suspension a las bacterias.
Luego se realizaron las diluciones sucesivas respectivas y se
sembraron por extensién, alicuotas de 100 pL en agar Levadura
Manitol (LMA) y se incubaron 48 horas a 28 °C para las cepas
AC7 y DZ50 y a24°Cla C32.
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Resultados

Evaluacién a nivel in-vitro.- En la germinacién se pudo
observar que las semillas sin peletizar (S/P) fueron las primeras
en germinar seguidas de las semillas peletizadas (C/P), siendo
mayor la germinacién en semillas S/P que C/P hasta las 24
horas. Las diferencias en los porcentajes de germinacién entre
las semillas S/P y C/P fueron menores a las 48 h. A las 96 h, las
semillas peletizadas con AC7 presentaron el mayor porcentaje
de germinacién, seguida de las semillas inoculadas y sin peletizar
de AC7 como se muestra en la Tabla 1.

Se midieron los pesos secos de las pléntulas germinadas,
incubadas 14 dfas y se realizé un andlisis multifactorial de los re-
sultados obteniéndose diferencias estadisticamente significativas
entre los inéculos usados asi como entre las semillas peletizadas
y sin peletizar (p-valor=0.001).

Todos los tratamientos peletizados fueron superiores a los
tratamientos sin peletizar, siendo los mayores pesos los peleti-
zados de las cepas C32 y DZ50 con un 57.4% y 22.0% mds
respecto al control peletizado respectivamente como se muestra
en la Figura 1.

Evaluacién a nivel de invernadero.- La mayor emergen-
cia fue por parte del inoculado sin peletizar con la cepa AC7
quien presenté un mayor porcentaje durante todos los dias de
evaluacién con una emergencia final de 79.69% seguido por
los peletizados con AC7 y sin peletizar con DZ50 ambos con
73.44% a los 11 dias de evaluacién (Tabla 2).

Se midieron los pesos secos de la rafz y parte aérea de plantas
de maca luego de 35 dias de desarrollo en invernadero, en donde
el peso seco de la parte aerea fue similar en todos los tratamientos
como se muestra en la Figura 2, por otro lado los pesos de las

Tabla N°1: Porcentaje de germinacion a nivel in vitro de semillas de maca peletizadas y sin peletizar

Semilla sin peletizar

Semilla peletizada

Tiempo (h)/Tratamiento

CN C32 DZ50 AC7 CN C32 DZ50 AC7
16 35 53 54 53 2 3 13 7
24 45 55 60 66 6 3 18 11
48 65 73 76 75 62 50 57 69
96 68 78 78 80 78 72 76 82
0.0012 A |
0.16 A
0.001 - 014 -
— 0.0008 0.12
o) —
= o 0.1
g 0.0006 2
o & 008
0.0004 0.06
0.04
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0.02
0 T T T 0
CN C32 Dz50 AC7 CN- CN+ AC7 C32 Dz50
M Sin pelet M Sin pelet
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Figura 1. Peso seco de plantulas de semillas de maca incu-
badas 14 dias a nivel in-vitro.

Figura 2. Pesos secos de parte aérea de plantas de maca,
incubadas 35 dias a nivel de invernadero.

Tabla 2: Porcentaje de emergencia a nivel invernadero de semillas de maca peletizadas y sin peletizar durante 11 dias

Semilla sin peletizar Semilla peletizada
Tiempo (Dias) CN- CN+ AC7 C32 DZ50 CN- CN+ AC7 C32 DZ50
4 4211 42.19 48.44 35.94 39.06 23.44 15.63 35.94 2813 34.38
5 51.32 57.81 71.88 50.00 65.63 43.75 46.88 65.63 54.69 57.81
6 56.58 64.06 71.88 54.69 68.75 54.69 56.25 70.31 67.19 60.94
8 57.89 65.63 76.56 64.06 73.44 57.81 64.06 73.44 67.19 65.63
11 59.21 68.75 79.69 67.19 73.44 64.06 67.19 73.44 70.31 71.88
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rafces fueron superiores para todos los tratamiento peletizados a
excepcion del control positivo (CN+), el tratamiento con mayor
peso seco fue el peletizado con la cepa C32 siendo mayor en
un 24.3% al tratamiento sélo inoculado con C32 y un 42.24%
mayor al tratamiento peletizado sin inocular como se aprecia
en la Figura 3.

Determinacién de células viables en las semillas peleti-
zadas y sin peletizar.- A través del tiempo se observé una
disminucién drdstica de la poblacién de los tratamientos sin
peletizar (S/P), con excepcidn de las semillas inoculadas con
AC7, esta bacteria incremento su crecimiento entre 5y 15 dfas
y luego disminuyd ligeramente. Por otro lado, los tratamientos
peletizados (C/P) presentaron una disminucién gradual de la
poblacién en comparacién a los tratamientos sin peletizar, pero
en el caso de las semillas peletizadas con AC7 incrementé su
crecimiento hasta el dia 30, en la que alcanzé una poblacién

de 4.73x10” UFC/semilla (Fig. 4).
CN+ AC7 C32 DZz50

M Sin pelet

0.12 1

0.08 -

0.06 1 [
0.04 -
0.02 -
0 A
CN

Peso (g)

Con pelet

Figura 3. Peso seco de raiz de plantas de maca, 35 dias a
nivel de invernadero.

Log (UFC/semilla)

oy

2 T T T
0 10 20 30

Tiempo (dias)

e AC7 S/P

e=@==DZ50 S/P === C32 C/P

=== DZ50 C/P

== C32 S/P ©®= AC7 C/P

Figura 4. Células viables de bacterias en semillas de maca
peletizadas (C/P) y sin peletizar (S/P) a través del tiempo.

Determinacién de la actividad de agua (Aw).- Pudo
apreciarse que todos los tratamientos sin peletizar tuvieron una
mayor disminucién a través del tiempo en la actividad de agua
en comparacion a los tratamientos peletizados lo cual quiere
decir que se conserva mayor cantidad de agua disponible en
estos tltimos tratamientos (Fig. 5).

Discusion
Tanto en la germinacién a nivel in vitro como en la emer-
gencia a nivel de maceta resalt6 el tratamiento con la cepa AC7.
Especies de Streptomyces como S. anulatus son productoras de
diversos antibi6ticos (Couillerot et al. 2014; Zhang et al. 2015;
Priyadharsini et al. 2014) y promotoras del crecimiento vegetal

(Couillerot et al. 2013), asi también Streptomyces sp. mejord la
germinacion y crecimiento de plantas de trigo (Aly etal. 2012).

Por otro lado todos los tratamientos peletizados si bien al final
presentaron el mismo porcentaje de germinacién y emergencia
que sus contrapartes sin peletizar, si tuvieron una mayor demora
en germinar y emerger respectivamente, esto se debe a que los
peletizados modifican la germinacién de las semillas ya que pue-
den actuar como barreras para el desarrollo del embrién ademads
que cambia las tasas de transferencia de oxigeno y agua hacia la
semilla (Grellier et al. 1999), cabe resaltar que también se han
reportado casos en donde los peletizados de semillas mejoran la
germinacién bajo condiciones de laboratorio (Suma etal. 2014)
asi como condiciones de estrés por alta salinidad y temperatura
(Sanchez et al. 2014) por lo que también pueden actuar como
mejoradores de la germinacién.

A nivel in-vitro todos los tratamientos peletizados presen-
taron un mayor peso seco de pldntula a diferencia de los tra-
tamientos sin peletizar, resaltando los peletizados con las cepas
de Pseudomonas sp. C32 y diazotrofo DZ50. El grupo de las
Psenodomonas Quorescentes prevalecen entre las rizobacterias y
son capaces de producir acido indol acetico, solubilizar fosfato
y producir sideroforos, mientras que los diazotrofos son promo-
toras de crecimiento vegetal mediante el mecanismo de fijacion

0.99 -

096 7 M‘
r o

0.97 7

0.96 -

0.95 -

Actividad de agua (Aw)

0.94
0.93

0.92 -

0.91

0 10 20 30
Tiempo (dias)

e=@== CN S/P C32S/P  emje= CNC/P

-— -

e C32 C/P

efl= DZ50S/P === AC7C/P [ ] DZ50 C/P AC7 S/P

Figura 5: Actividad de agua (Aw) de semillas de maca peleti-
zadas (C/P) y sin peletizar (S/P) a través del tiempo
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de nitrégeno (Gulati et al. 2015; Xu et al. 2014; Dadook et
al. 2013). Por otro lado tanto los pesos de los peletizados sin
inocular como el peletizado con la cepa AC7 también presen-
taron pesos mayores que los tratamientos sin peletizar, esto
puede deberse a la accién de nutricién complementaria con
la que acttia el peletizado (Jerlin et al., 2008) por los diversos
materiales de los que puede estar compuesto o el contenido
de micronutrientes que lo constituyen (Farook et al. 2012;
Kloepper & Schroth 1981).

Resultados similares se presentaron al medir los pesos secos
de las raices de las pldntulas en invernadero en donde, con
excepci6n del control positivo (CN+), todos los tratamientos
peletizados fueron superiores a los tratamiento sin peletizar,
todos los tratamientos con inéculos tanto peletizados como sin
peletizar fueron superiores al control negativo (CN-) peletizado
y sin peletizar resaltando los tratamientos peletizados con las
cepas C32 y DZ50. En cambio no se observaron diferencias
en los pesos de la parte aérea destacando que la accién de los
inoculantes es sobre todo en la raiz.

En cuanto a la viabilidad de las bacterias en el tiempo, la ten-
dencia general, con excepcién de la cepa AC7, es que disminuyen
mds rdpidamente en semillas sin peletizar que peletizadas debido
principalmente a la posible presencia de micronutrientes en los
constituyentes del peletizado (Farook et al. 2012; Kloepper &
Schroth 1981) ademds de la disposicién de agua de los mismos
(Moénne-Loccoz et al. 1999, Grellier et al. 1999). Los patrones
de las cepas C32 y DZ50 en los peletizados corresponden a
un comportamiento similar a los encontrados en los géneros
Pseudomonasy Rhizobium que consta de una disminucién en los
primeros 5 a 7 dias que luego tiende a una poblacién constante
durante 1 o 2 meses (Moénne-Loccoz et al. 1999; Bashan et
al. 2014).

La cepa AC7 present6 un comportamiento diferente al
de las otras cepas, sus poblaciones en las semillas peletizadas
y sin peletizar, incrementaron hasta los 30 dias en el primer
caso, mientras que la poblacién se mantuvo casi constante en
el segundo, como se muestra en la Figura 4. Esto podria de-
berse a la capacidad de esporular del género Streptomyces en
el caso de las semillas sin peletizar y su habilidad de consumir
nutrientes en el caso de las semillas peletizadas (McCormick

& Flirdh, 2012).

Por otro lado, la actividad de agua (Aw) es un factor impor-
tante para el crecimiento de las bacterias, por lo cual ha sido un
pardmetro medido en algunos estudios (Moénne-Loccoz et al.
1999; Grellier et al. 1999). La actividad de agua es la relacién
que existe entre la presién de vapor de una sustancia y la presién
de vapor de agua en una misma temperatura para determinar el
agua “disponible” de dicha sustancia para conservacién o prolife-
racién microbiana (Welti-Chanes et al. 1997). Los tratamientos
peletizados tuvieron un mayor Aw en comparacién a los trata-
mientos sin peletizar, esto debido a que los peletizados pueden
conservar mayor cantidad de agua en su interior al aumentar el
volumen de la semilla y disminuir la relacién superficie/volumen

(Grellier et al. 1999)

Conclusiones

Las semillas peletizadas presentaron mayor peso seco de
pldntulas germinadas que las no peletizadas a nivel in vitro (14
dias), y mayor peso seco radicular a nivel de invernadero después

de 35 dias de crecimiento. La viabilidad de las bacterias en las
semillas peletizadas fue mds alta que en las semillas sin peletizar,
lo cual corresponderia a una disminucién menor de Aw en las
semillas peletizadas.
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