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SECTION [:
AGRICULTURAL AND ANIMAL BIOTECHNOLOGY
ARTICLE

Efecto de la inoculacion de plantas de Tarwi con
cepas de Bradyrhizobium spp. aisladas de un lupino
silvestre, en condiciones de invernadero

Effect of inoculation of Tarwi plants with Bradyrhizobium
spp. strains isolated from a wild lupine, under greenhouse
conditions

Resumen

El "tarwi" o "chocho" (Lupinus mutabilis Sweet) es la Unica especie cultivada del
género Lupinus en América, valorado por su alto contenido proteico y capacidad
de fijar nitrégeno en asociacion simbidtica con rizobios. Su variabilidad genética
esta reforzada por aproximadamente 84 especies silvestres en el Peru. La presente
investigacion se realizd para evidenciar si los rizobios de una especie silvestre de
lupino (Lupinus sp.) fueran capaces de nodular y promover el crecimiento del tarwi.
Los nddulos radiculares fueron colectados de un campo de cultivo en abandono
de Huaraz (Ancash-Peru) a 3497 m de altitud; se aislaron 8 cepas rizobianas de
crecimiento lento (6-7 dias) que por sus caracteristicas microbioldgicas y molecu-
lares corresponden al género Bradyrhizobium. Estas fueron inoculadas en semillas
de tarwi y reinoculadas a plantulas de 15 dias. Se aplicé disefio completamente
aleatorizado con 11 tratamientos (incluyendo la cepa control LMRT28, N+ con fer-
tilizacidn nitrogenada, y N- sin fertilizacidn) y 5 repeticiones. Después de 70 dias en
invernadero se observé que todas las cepas nativas, a excepcion de LSHZ-L1 y LSHZ-
L2, mostraron nddulos radiculares de coloracion rojiza indicador de la actividad de
la leghemoglobina. Seis de las cepas incrementaron significativamente la longitud
aérea de las plantas respecto al N- y al control LMRT28; también hubo diferencias
significativas en cuanto al peso seco aéreo destacando cinco cepas nativas; la
mayor cobertura foliar fue desarrollada por LSHZ-L7; y la cepa LSHZ-L3 presenté
significativamente mayor nimero de nédulos secundarios y estuvo correlacionada
con el peso seco de la raiz.

Abstract

The “tarwi" or "chocho” (Lupinus mutabilis Sweet) is the unique specie of the genus
Lupinus cultivated in America, appreciated for its high protein content in seeds, and
the ability to fix nitrogen in symbiotic association with rhizobia. Its genetic variability
is reinforced by approximately 84 wild species in Peru. The present investigation was
carried out to show if the rhizobia of a wild lupino (Lupinus sp.) might be able to
nodulate and promote the growth of tarwi. The root nodules were collected from an
abandoned crop field of Huaraz (Ancash-Peru) at 3497 m of altitude, were isolated
8 slow-growing (6-7 days) rhizobial strains, which due to their microbiological and
molecular characteristics correspond to the genus Bradyrhizobium. These strains
were inoculated in tarwi seeds, and co-inoculated to the 15-day seedlings. It was
applied a completely randomized design with 11 treatments (including the control
strain LMRT28, N+ with nitrogen fertilization and N- without fertilization) and 5
repetitions. After 70 days of growth in greenhouse conditions, all treatments with
native strains, with the exception of LSHZ-L1 and LSHZ-L2, showed reddish-colored
root nodules, indicator of leghemoglobin activity. Six of the strains significantly in-
creased the aerial length of the plants respect to the N- and the LMRT28 treatment;
also, there were significant differences in relation of aerial dry weight being better
in five treatments with native strains. The major foliar coverage was developed by
LSHZ-L7; and the greatest number of secondary nodules was showed in LSHZ-L3,
which is correlated with the dry weight of the root.
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Introduccion

Una de las caracteristicas muy importantes de las fa-
baceas (leguminosas) es la simbiosis que establecen con
bacterias fijadoras de nitrégeno, en érganos especiales
denominados "nédulos radiculares” en el que el dinitro-
geno (N,) atmosférico es transformado en amonio el cual
es asimilado por la planta para su crecimiento, a esto se
debe la capacidad de las leguminosas de crecer atin en
suelos aridos o de escaza fertilidad (Ramirez et al. 2016).
En zonas aridas y semidaridas, Celaya et al. (2011) men-
ciona que el nitrégeno es uno de los nutrientes mas li-
mitantes, aunque la atmosfera es un gran reservorio de
nitrégeno (78%) ésta no esta disponible para las plantas
en su forma original.

Asimismo, las leguminosas, después de las grami-
neas, constituyen un elemento importante en la alimen-
tacion humana y animal (Ramirez et al. 2016). La familia
Fabaceae esta formada aproximadamente por 751 géne-
ros (Lewis etal. 2013) y se distribuye por todo el planeta,
a excepcion solo de las regiones polares y los desiertos
con temperaturas extremas (Lamas & Acedo 2016).

Uno de los géneros correspondientes a la tribu de
las Genisteae de las fabaceas es Lupinus, probablemente
agrupa de 300 a 400 especies en todo el mundo. Segin
Macbride (1948) con mas de 84 especies identificadas
en el Pery, se distribuyen entre los 2500 a 4500 m de
altitud, a mayores altitudes presentan formas de creci-
miento postrado y almohadillado y con raices profundas.
Sin embargo, es importante resaltar que los Lupinus son
tolerantes a suelos acidos, salinos, y son sensibles a sue-
los pesados y mal drenados (mencionado por Fernan-
dez-Pascual et al. 2007). Las especies silvestres toman
nombres aymaras y quechuas como “ckera”, “pacha cke-
ra”, “ckera janckas” (Tapia 2015).

Los Lupinus principalmente son nodulados por bac-
terias de crecimiento lento como es el Bradyrhizobium,
perteneciente a los Rhizobiales y la familia Bradyrhizobi-
ceae, ademas integra los a-Proteobacterias (mencionado
por Fernandez-Pascual et al., 2007). La simbiosis Lupi-
nus- Bradyrhizobium participa activamente en la fijacion
biolégica de nitréogeno (FBN) (Kurlovich et al. 2002), y
Lupinus es una de las pocas leguminosas de la zona al-
toandina con potencial de ser aprovechada para restau-
rar areas degradadas (Fernandez-Pascual et al. 2007).

Lezama (2010) realiz6 el estudio de los simbiontes
de diez especies de Lupinus distribuidos en el distrito
de Corongo, provincia de Corongo, departamento de An-
cash, identificando a través de sus caracteristicas bioqui-
micas siete especies de Bradyrhizobium y tres de Mesor-
hizobium, propuso que las caracteristicas de los nédulos
bacterianos y sus simbiontes podrian ser usados para
mejorar los estudios taxondmicos del género Lupinus.
Posteriormente realizé inoculaciones cruzadas, en las
semillas colectadas de cada una de las diez especies, y
las sembro en los suelos de cada zona de estudio del cual
fueron colectadas, comprobando que la semilla que co-
rrespondia al lugar de coleccién desarrollaba nédulos,
no asi las demas que no correspondian, por lo cual con-

cluyé que habria una alta especificidad de las cepas bac-
terianas con sus correspondientes especies de Lupinus.

Lupinus mutabilis Sweet (conocida como “tarwi”) es
la tinica especie de lupino domesticada en América. Ta-
pia (2016) menciona que la domesticacién se efectud
desde hace mas de 3000 afios y esta adaptada a alturas
entre los 2000 a 3800 msnm. Su distribucién se extiende
en Ecuador, Pert, Bolivia, Chile y el norte de Argentina
bajo diferentes sistemas de produccién (Jacobsen & Mu-
jica 2006). En el Peru se cultivan en los valles interandi-
nos de las regiones de Cajamarca, La Libertad, Huanuco,
Junin, Cusco, Apurimac y Puno. En la sierra norte se le
conoce como “chocho”, en la sierra central como “tarwi”,
y en el sur como “tauri”; su siembra es para autoconsumo
y se realiza al final de la rotacién de cultivos (Camarena
etal. 2009).

Respecto al valor nutritivo del tarwi Castafieda et al.
(2007) menciona que podria contener mas del 43% de
proteinas (con alta concentracién de cisteina, lisina y
metionina), 25.5% de fibras, 13.5% de azucares, acei-
tes y minerales (cobalto, fésforo y potasio); sin embar-
go, debido también al contenido de alcaloides (como
lupanina, esparteina, lupadinina, anagreina, genisteina,
gramina,13-hidroxilupanina, L-Dopa, Luteina, Wighteo-
na) las semillas tienen un sabor amargo que requieren
de un proceso de desamargado para ser consumida.

La fijacion de nitrégeno de L. mutabilis podria variar
entre 50 a 100 kg/ha (Tapia 2015, Mujica 1990); o ser
aun mas altos como los reportes de Barreda (2015) en
Colombia que han cuantificado entre 280 y 501 kg/ha
de nitrégeno fijado; y recomienda el tarwi como abono
verde para incorporacion de nitrégeno al suelo en lugar
de aplicacién de fertilizantes sintéticos; por otro lado,
Mullin et al. (2000) recomienda su uso para el cultivo
rotatorio con cultivos de cereales. La aplicacion de ino-
culantes rizobianos podria aumentar aun la fijacion del
nitrégeno, y por tanto, mejorar la fertilidad del suelo.
Por las caracteristicas mencionadas el tarwi es una le-
guminosa andina cuyo cultivo y consumo necesitan ser
revalorados y es necesario desarrollar herramientas bio-
tecnolégicas para repotenciar estas caracteristicas, a fin
de generar alternativas para superar los problemas de
desnutricion en el Pert.

El objetivo del presente trabajo fue comprobar si las
bacterias simbidticas aisladas de una especie silvestre
son capaces de nodular y promover el crecimiento de la
especie cultivada Lupinus mutabilis. El interés de las cepas
silvestres radica en su adaptacion a situaciones de estrés
como tolerancia a sequias, a bajas temperaturas, a suelos
con bajo contenido de nutrientes, entre otras y constitui-
rian un potencial inoculante para la especie cultivada.

Material y métodos

Colecta de muestras de campo.- Las muestras, que
consistieron en raices con nédulos de buen aspecto de
la especie de Lupinus silvestre, fueron colectados de tres
puntos de muestreo ubicados en la ladera de una colina
en el distrito de Unchus, provincia de Huaraz, departa-
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mento de Ancash (WGS84, LE 228399, N 8947516, 3497
m). Los puntos correspondieron a zonas erosionadas de
campos de cultivo en abandono. Las muestras se trasla-
daron en condiciones de frio al Laboratorio de Ecologia
Microbiologia y Biotecnologia (LEMYB) de la UNALM.

Aislamiento de rizobios de nddulos.- Se procedié
segun los protocolos reportados por Zuiiiga (2012). Las
cepas aisladas se sometieron a pruebas de pureza en agar
peptona-glucosa (PGA) y agar levadura-lactosa o LLA para
descartar la presencia de posibles contaminantes.

Caracterizacion bioquimica y molecular.- Las
cepas se sometieron a crecimiento en medio LMA con
azul de bromotimol (0.5% en NaOH 0.016N), indicador
de acidez, durante siete dias; una vez concluido el cre-
cimiento se observé cambio de coloracién en el medio
(Sosa et al. 2004). El grupo de los Bradyrhizobium en ge-
neral alcalinizan este medio tormando el color verde del
medio a un color azul.

Se realizd la caracterizacién molecular de una mues-
tra de tres cepas solo para comprobar si las cepas aisla-
das correspondias al género Bradyrhizobium. Para ello
se realizd la extraccion del ADN de una muestra de tres
cepas, segin el manual de extraccién del Kit de extrac-
cion de DNA (Gene]ET Genomic DNA Purification Kit-
Thermo Fisher Scientific) a partir del suspendido de
una colonia aisladas en 5 mL medio LMC (pH= 7+0.2);
luego se realiz6 la amplificacion del gen 16S ARNr en
un termociclador Biometra con un volumen de reaccién
de 25 pL. Una vez verificada la presencia de las bandas
de 1500 pb en un gel de electroforesis que correspon-
de a este gen, se solicito el servicio de secuenciacién de
Macrogen Inc. Las secuencias generadas de cada cepa
fueron alineadas y corregidas manualmente empleando
el sotware BioEdit. Finalmente fueron comparadas con
la base de datos EzBioCloud.

Ensayo en el invernadero.- Se aplicé un disefio com-
pletamente aleatorizado con 11 tratamientos (Cepas: LS-
HZ-L1, LSHZ-L2, LSHZ-L3, LSHZ-L4, LSHZ-L5, LSHZ-L6,
LSHZ-L7, LSHZ-L8; cepa control: LMRT28; y controles
sin inoculantes N- y N+) y cinco repeticiones; por lo cual
se tuvieron 55 unidades experimentales. La cepa control
correspondiente a Bradyrhizobium yuanmingense fue
proporcionada por el laboratorio LEMYB-UNALM.

Preparacion del sustrato.- La preparacion del sus-
trato consistié en una mezcla de vermiculita y arena la-
vada en una proporcién de 3/1. La mezcla se humedeci6
con 500 mL de agua por cada 1000 cc de volumen apro-
ximadamente; fueron luego colocadas en fundas de tela
para ser esterilizadas tres veces (una vez por dia) en una
autoclave de suelos por una hora a 121 °C. Este sustrato
estéril se dispuso en macetas estériles de un kilogramo y
fueron colocados en el invernadero del LEMYB.

Desinfeccion de la semilla.- Las semillas de tarwi
corresponden a una variedad local procedente de la pro-
vincia de Aija del departamento de Ancash. El ciclo vege-
tativo de esta variedad es de 8 a 9 meses, sus semillas son
blancas y el peso de 100 semillas es de 21.14 g. Las se-
millas fueron adquiridas en el mercado central de la ciu-

dad de Huaraz, y conservadas en el laboratorio LEMYB
a 13 °C. Previamente se realizaron pruebas de germina-
cioén en placa con papel filtro himedo, mostrando 93%
de germinacion al tercer dia a 23 °C. Las semillas fueron
desinfectadas superficialmente con alcohol a 70% por
tres minutos y con hipoclorito de sodio al 2% por 1 min,
finalmente se enjuagaron con abundante agua destilada
estéril entre 5 a 7 veces.

Multiplicacién del indculo.- La multiplicacién de
cada cepa se realizé en 15 mL de medio LMC (Caldo Le-
vadura Manitol ) en tubos de ensayo de 40 mL de capaci-
dad, se incubaron en agitacién a 150 rpm y a 28 °C por 5
dias hasta alcanzar una poblacién bacteriana de aproxi-
madamente 108 cel/mL.

Siembra e inoculacién de las semillas.- Se coloca-
ron dos semillas por maceta con una pinza estéril. Luego
se procedi6 a la inoculacién colocando 500 pL de cada
cepa rizobiana sobre cada semilla (1 mL por cada mace-
ta). En caso de los controles N- y N+ se colocaron 500 pL
de agua estéril por semilla.

Entre 4 y 5 dias después de la siembra se observaron
los cotiledones de la mayoria de las plantas inoculadas
y entre los 10 a 15 dias presentaron hojas verdaderas.
Alos 15 dias se realizé la reinoculacion, previamente se
deshijaron las macetas con dos plantas, a fin de dejar una
planta por maceta. La reinoculacidn se realiz6 con el mis-
mo volumen y concentracién de in6culo, a la altura del
cuello de la planta.

Condiciones ambientales del invernadero.- Du-
rante todo el experimento, las temperaturas maximas re-
gistradas variaron entre 15.29 a 18.68 °C, y las minimas
entre 14.91 y 15.37 °C. La humedad relativa vari6 entre
89.9 y 91.92%. Estos parametros fueron registrados por
la estacion meteoroldgica ubicada dentro del invernade-
ro del LEMYB.

Evaluaciones morfométricas de plantas de tarwi.-
La evaluacién de las variables morfométricas se realiza-
ron durante la cosecha de las plantas, al final de la flora-
cién de la yema principal. A excepcion de la medicién de
la cobertura foliar, medida una semana antes.

— Longitud aérea de la planta: medida con un flex6-
metro, en centimetros, desde el cuello de la planta
hasta la yema terminal.

— Cobertura foliar: medida en un equipo de fotora-
diografia, Mobile Phenotyping Unit (fenotipifica-
dor), al cual se ingres6 las caracteristicas de una
planta por escala de colores, distinguiendo los
colores que corresponden al tallo, las hojas e in-
florescencias. Para el fotografiado de cada unidad
experimental, el equipo se program¢ para la toma
de 16 imagenes de forma rotatoria por muestra;
los resultados emitidos por el equipo son datos de
cada medicién y el promedio de las 16 mediciones.

— Numero de hojas: se realiz6 el conteo de forma ma-
nual.

— Peso fresco y seco aéreo y radicular: se realiz6 el
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corte a la altura del cuello de la planta separando la
parte aérea de la parte radicular; con apoyo de una
balanza de precision se realizd el pesado de la par-
te aérea de la planta; cada unidad experimental se
coloco dentro de sobres de papel craff, en un hor-
no marca WTB Binder ED115 a 60 °C por cuatro
dias, hasta alcanzar un peso constante (peso seco
aéreo). El mismo procedimiento se realizd para las
raices, y se secaron en una estufa a 28 °C, a fin de
no dafiar los nédulos.

— Numero de nédulos: se realizé el conteo de los
noédulos localizados en la raiz principal (nédulos
primarios) y en las raices secundarias (ndédulos
secundarios).

— Otros: se tomaron nota de los aspectos cualitativos
de cada planta, presencia de clorosis en hojas, es-
tado fenoldgico (fructificacion, floracidn, preflora-
cién y vegetativo), caida de hojas, presencia de in-
fecciones por hongos o insectos plaga, entre otros.

Analisis estadistico.- Los datos exploratorios fueron
analizados en el programa de datos Excel. En el progra-
ma R se realizé una visualizacién inicial de los parame-
tros descriptivos de cada una de las variables cuantitati-
vas (todas a excepcion del estado fenologico). Se realizé
el andlisis de componentes principales (ACP) a fin de ve-
rificar los componentes que mejor explican el efecto los
inoculantes en el crecimiento de las plantas.

Se utiliz6 el programa SPSS para el analisis de varian-
zas (ANOVA) con un nivel de significancia p= 0.05 y bajo
la prueba de Tukey a fin de identificar el o los tratamien-
tos que influenciaron significativamente en el crecimien-
to de las plantulas.

Finalmente se realizé un anadlisis de regresion lineal
multiple para identificar las variables que estan directa-
mente relacionados entre si; y se ha complementado con
en andlisis de regresion lineal para los que mostraron
relacién a fin de ver el grado de significancia. La visuali-
zacion del estado de las diferentes variables en cada uno
de los tratamientos fue visualizada en un grafico de es-
trellas empleado los datos promedios.

Resultados y discusion

Determinacion de la especie silvestre.- Las mues-
tras colectadas de campo, segin las descripciones pre-
sentadas por Lezama (2010) podrian corresponder a Lu-
pinus lindleyanus (Tribu Luppineae, Familia Fabaceae); y
segun el manual de Macbride (1948) varias caracteristi-
cas concuerdan con la descripcién de L. cf. lindleyanus,
pudiéndose utilizar “cf” (Vasquez & Rojas 2006) por
ciertas diferencias con la descripcion y la necesidad de
comparar con mas ejemplares; sin embargo, debido a
que no es el objetivo principal de esta investigacion y la
falta de datos mas exactos, la especie silvestre emplea-
da la denominamos como Lupinus sp. Es una herbacea
anual de 25 cm aproximadamente de altura, con una sola
inflorescencia terminal de flores moradas, con frutos de
no mas de 2.5 cm de largo. Presenta una raiz principal
con nodulos frecuentes; y pocas raices secundarias con

algunos nédulos, de menor tamafio que los presentes en
la raiz principal.

Caracterizacion de las cepas rizobianas aisladas.-
Los aislamientos fueron dirigidos a purificar cepas ri-
zobianas de crecimiento lento (5 a 7 dfas) y que vira el
medio LMA con azul de bromotimol de verde a color azul
(Cuadrado et al. 2009, Marquina et al. 2011) por la pro-
duccién de alcali en el medio, caracteristicas propias de
los Bradyrhizobium. Se obtuvieron un total de ocho aisla-
dos con estas caracteristicas. También se aislaron otras
de cepas de crecimiento rapido que no forman parte de
los objetivos del presente estudio.

No se detectd crecimiento de estas cepas en el medio
PGA, ni mostraron coloracién amarilla en el medio LLA
con el reactivo de Benedict.

La caracterizacion molecular de tres de las cepas,
segun la base de datos de EzBioCloun, corresponden al
género Bradyrhizobium (Tabla 1). El andlisis del gen 16S
permite la clasificacidn hasta el nivel del género. Estos
resultados permiten inferir que el resto de las cepas, que
presentaron similares caracteristicas corresponden a
este mismo género.

Tabla 1. Determinacién de especies de acuerdo con EzBioCloun
identificadas por la amplificacion del gen 16S.

Cepa Similaridad Especie

LSHZ-L1 99.64% Bradyrhizobium cytisi
LSHZ-L3 99.71% Bradyrhizobium ottawaense
LSHZ-L5 99.78% Bradyrhizobium canariense

Los resultados nos indican que las cepas estudiadas
corresponden al género Bradyrhizobium.

Efecto de las cepas rizobianas en el crecimiento
y nodulacion de plantas de tarwi.- En cuanto a las ca-
racteristicas de nodulacién: todas las cepas, a excepcién
de LSHZ-L1 y LSHZ-L2, resultaron ser infectivas; se ob-
servaron nédulos en la raiz principal pivotante y en las
raices secundarias. Los controles sin inocular (N- y N+)
no mostraron nédulos en la raiz principal (Fig.1).

En general los nédulos en la raiz principal fueron mas
grandes (5 — 10 mm) que en los de la raiz secundaria,
algo aplanadas a esféricas, ubicados principalmente cer-
cadel cuello y alo largo de la raiz principal; y los n6dulos
secundarios fueron de tamafios variables, esféricos y/o
con protuberancias (Fig.2), distribuidos desde zonas
proximas a la raiz primaria hasta zonas distantes.

ANOVA mostré diferencias altamente significativas
(a=0.01) en longitud de la parte aérea, cobertura foliar,
peso seco aéreo, nimero de nédulos principales y, nime-
ro de nddulos secundarios (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacién de las variables evaluadas en los tratamientos.

Variables F-value ANOVA
Longitud Aérea 6.129 8.99e-06 ***
Cobertura Foliar 9.549 3.37e-08 ***
Peso Seco Aéreo 14.47 6.7e-11 ***
Numero de hojas 1.962 0.0616

Peso Seco Radicular 1.853 0.079
Numero de Nddulos Principales 10.68 6.85e-09 ***
NUmero de Ndédulos Secundarios ~ 31.29 <2e-16 ***

***:20.001

La Tabla 3 muestra los datos de las variables eva-
luadas, y la significancia entre los tratamientos, segin
la prueba de Tukey. La longitud de la parte aérea de las
plantas inoculadas con las cepas silvestres, a excepcion
de LSHZ-L1 y LSHZ-L2, fueron significativamente mayo-
res al control N-. La cobertura foliar, relacionada con el
desarrollo de las ramas y hojas, de todos los tratamientos
fueron significativamente superiores a LSHZ-L1 y LSHZ-
L2. En ambas variables destacan las cepas LSHZ-L4, LS-
HZ-L5, LSHZ-L7, y el control N+.

El cuanto al peso seco aéreo, los andlisis mostraron
hasta seis agrupaciones segun la prueba de Tukey, desta-
cando el control N+; las cepas LSHZ-L8, LSHZ-L7 y LSHZ-
L6 superaron significativamente alos demas tratamientos.

Figura 1. Distribucion de los nodulos en las raices de Lupinus mutabilis. A. Sin presencia de nddulos; B: Presencia de nédulos en las raiz

principal y secundarias; C: Nédulos solo en raices secundarias.

Figura 2. Forma de ndédulos en las raices de Lupinus mutabilis. A. con protuberancias; B: esféricos; y C: aglomerados en el cuello de la raiz.
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Tabla 3. Efecto de las bacterias rizobianas en el crecimiento de plantas de tarwi.

CEPAS Longitud aérea Cobertura foliar Peso Seco  Numero de hojas Peso Seco de N°. de Nédulos  N°. de Nédulos se-
(cm) (cm?) Aéreo (g) (unid.) Raiz (g) principales (unid.) cundarios (unid.)
N- 58.28 cd 14.92 a 172 bcd 19.3 a 0.41 a 0 b 413 b
N+ 68.88 a 18.55 a 2.20 a 19.5 a 0.33 a 0 b 345 bc
LMRT-28 60.18 bcd 15.03 a 1.76 bc 17.2 a 0.38 a 9.4 a 28.2 bc
LSHZ-L1 53.58 de 9.02 b 1.41 de 16 a 0.31 a 0 b 0.6 <]
LSHZ-L2 50.45 e 8.31 b 1.11 e 15.3 a 0.27 a 0 b 7 de
LSHZ-L3 65.50 ab 14.73 a 1.58 cd 17.6 a 0.51 a 12.4 a 88.2 a
LSHZ-L4 66.70 ab 16.00 a 1.79 bc 15.4 a 0.29 a 9 a 29.8 bc
LSHZ-L5 66.02 ab 16.73 a 1.81 bc 17.4 a 0.28 a 12 a 22.2 bcd
LSHZ-L6 66.04 ab 15.90 a 1.83 bc 16.8 a 0.28 a 11.2 a 20.4 bcde
LSHZ-L7 66.96 ab 17.18 a 1.96 ab 16 a 0.36 a 6.2 ab 38.2 bc
LSHZ-L8 65.46 ab 18.16 a 1.98 ab 16 a 0.41 a 12 a 19.6 cde

Nota: Valores de la misma columna, seguidos por la misma letra no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (a=0.05).

Hay diferencias significativas en el nimero de nédu-
los primarios y secundarios en los tratamientos. Seis de
las cepas incluyendo el control LMRT28 forman el pri-
mer grupo de cepas con buena nodulacién en la raiz pri-
maria con promedios que varian entre 9 y 12.4 n6dulos/
planta; el segundo grupo le corresponde a la cepa LSHZ-
L7 con alrededor de 6 n6dulos/planta; y el tercer grupo
que incluye a los tratamientos con LSHZ-L1 y LSHZ-L2 no
presentan nédulos (Tabla 3).

En cuanto al nimero de ndédulos secundarios, se han
observado hasta ocho agrupaciones (Tabla 3); destacan-
do la cepa LSHZ-L3 con 88.2 n6édulos/planta, el resto de
los tratamientos presentaron entre 20 y 41 nédulos/
planta, y el menor niimero de nédulos (entre 1y 7) se ob-
servo en LSHZ-L1 y LSHZ-L2. Los controles N- y N+ tam-
bién presentaron varios nddulos secundarios pequefios,
debido a la contaminacién por efecto de la manipulacién.

En cuanto al nimero de ramas por planta varié en-
tre 15y 20, destacando el control N+ (19.6); asimismo el
peso seco de la raiz varié entre 0.26 a 0.51g; observando-
se el mayor valor en el tratamiento LSHZ-L3, el cual esta-
ria relacionado directamente con la cantidad de nédulos
desarrollados (Tabla 4).

La longitud de la parte aérea de seis de los tratamien-
tos inoculados (excepto LSHZ-L1 y LSHZ-L2) vario entre
65.46 y 66.96 cm y fueron significativamente mayores
que LMRT-28 (60.18cm) y el control N- (58.27cm). Asi-
mismo, se observé que en cinco tratamientos correspon-
dientes a cepas nativas, la cobertura foliar vario entre
15.9y 18.16 cm2 siendo mayor al N- (14.9 cm?2). En rela-
cion al peso seco aéreo, los tratamientos LSHZ-L7 (1.96
g) y LSHZ-L8 (1.98 g) tuvieron valores significativamente
mayores que los tratamientos LMRT-28, LSHZ-L4, LSHZ-
L5 y LSHZL6; a su vez estas cepas, fueron significativa-
mente mayores que el N-.

En los tratamientos LSHZ-L1 y LSHZ-L2, debido a que
no desarrollaron nédulos en la primera etapa del desa-
rrollo, mostraron los valores mas bajos de longitud aé-
rea, cobertura foliar y peso seco aéreo.

El analisis PCA muestra que el primer componente,
explica el 43% de la informacién que estarian relaciona-
dos con el crecimiento de L. mutabilis; y junto al segundo
componente explican un acumulado del 70%. Las varia-
bles representativas que forman el primer componente
(PC1) son la longitud aérea, el cobertura foliar y el nd-
mero de n6édulos secundarios; y el segundo componente
(PC2), son el peso seco aéreo y el peso seco de la raiz.

En andlisis de correlaciéon nos muestra que la longi-
tud aérea estd altamente correlacionada con el cobertura
foliar (70%) y el peso seco aéreo (67%); y mas alta es la
correlacion entre el cobertura foliar y el peso seco aéreo
(79%). La Tabla 4 muestra la significancia producto de
la regresion lineal entre las variables mencionadas; asi
como la relacién entre el nimero de nédulos totales con
la longitud aérea, cobertura foliar y peso seco raiz; asi
mismo muestra que hay relacion entre los valores de
peso seco aéreo y el nimero de ramas de las plantas.

Tabla 4. Comparacion de las variables evaluadas entre los trata-
mientos analizada a través de una regresion lineal

28
Variables cs t Significancia

2 ¢ value g

=8
Longitud aérea Cobertura Foliar  0.707 7.278 1.61E-09 ***
Longitud aérea Peso Seco Aéreo 0.673 6.629 1.78E-08 ***
Cobertura Foliar  Peso Seco Aéreo 0.793 9.49 5.08E-13 ***
Longitud aérea Nodulos Totales  0.423 3.406 0.00126 **
Cobertura Foliar  Nodulos Totales  0.349 2.712  0.00899 ***
Peso Seco Raiz Nodulos Totales  0.435 3.522 0.000891***
Peso Seco Aéreo  Nro. de Ramas 0.303 2.315 0.024498 *

A fin de determinar la cepa que promovié los mejo-
res valores entre las variables evaluadas, en el siguiente
diagrama (Fig. 3) se puede observar en general que las
cepas silvestres mostraron mejores resultados que la
cepa control LMTR28. La cepa LSHZ-L3 evidencié mejo-
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res valores en cuanto al nimero de nédulos primarios
y secundarios los mismos que estan relacionados con el
mayor peso radicular respecto a los otros tratamientos.
Las cepas LSHZ-L4, LSHZ-L5, LSHZ-L6, LSHZ-L7 y LSHZ-
L8 tuvieron mejores valores en cuanto al Peso Seco Aé-
reo, Cobertura Foliar y Longitud aérea, en comparaciéon
con control N-; y todas ellas mostraron menor nimero
de nddulos secundarios respecto a LSHZ-L3, sin embar-
go tanto nddulos primarios como secundarios estarian
implicados en el desarrollo aéreo de la planta. Las cepas
LSHZ-L1 y LSHZ-L2 mostraron los valores mas bajos en
relacion a las variables evaluadas, explicada basicamente
por la ausencia de nodulacion en la raiz principal.

Conclusiones

Las cepas LSHZ-L4, LSHZ-L5, LSHZ-L6, LSHZ-L7 y
LSHZ-L8 son consideradas potencialmente buenas para
mejorar el crecimiento del cultivo de lupinus, y podrian
ser utilizadas a nivel de campo dentro de un manejo sus-
tentable.

el

LMRT-28

LSHZL1 LSHZL2
LSHZL:
LSHZL4 LSHZ L5 LSHZL6

A F

PSs
HR
LSHZLT Ha s
LSHZ L8 PSR

Ne P

Figura 3. (A) Representatividad de las variables evaluadas por tra-
tamientos. (B) Crecimiento de planta de tarwi inoculado con cepa
LMHZ-L6 (derecha) comparativa a control N- (izquierda). Lng_: Lon-
gitud aérea de la planta; PS_R: Peso seco de raiz, PS_r: Peso seco
aéreo, Ar_F: Cobertura foliar, Nr_R: Nro de ramas, Nd_P: Numero
de nodulos principales, Nd_S: Numero de nédulos secundarios.
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