Revista peruana de biologia 25(2): 161 - 168 (2018) ISSN-L 1561-0837
doi: http://dx.doi.org/10.15381/rpb.v25i1.14034 FacuLtAaD DE CIENCIAS BloLoGIcAs UNMSM

TRABAJOS ORIGINALES

Produccion de Pseudomonas sp. LMTK32 en medio modificado para peletizar semillas
de maca (Lepidium meyenii Walp.)

Pseudomonas sp. LMTK32 production in modified media for pelleting seeds of maca (Lepidium
meyenii Walp.)

Martin Guerra-Lépez y Doris Zuniga-Davila*

Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia, Departamento de Biologia-Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Agraria La Molina. Av. La
Molina s/n. Lima 12, Peru.

*Autor para correspondencia
Email Doris Zufiiga: dzuniga@lamolina.edu.pe
Email Martin Guerra: martin20_15@hotmail.com

Resumen

Se produjo biomasa de Pseudomonas sp. LMTK32 a partir de la modificacion del medio de cultivo Caldo Ex-
tracto de Levadura Manitol (LMC) con el objetivo de incrementar el nimero de células viables con capacidad de
promover la germinacion de semillas de maca peletizadas y reducir los costos de produccion. En el proceso de
optimizacion, los componentes extracto de levadura y manitol del medio de cultivo LMC fueron reemplazados
por fuentes comerciales de sacarosa y glutamato, cuyas concentraciones fueron determinadas en matraces
mediante el disefio estadistico de Box-Behnken; ademas, se determind el efecto del porcentaje de indculo en
el tiempo de produccion de biomasa. Posteriormente se determiné a nivel de biorreactor que 28.57 h™' fue el
valor adecuado del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kLa) a 600 rpm, produciendo 1.28x10"
UFC/mL. En el medio modificado M1, empleando 12.06 g/L"' de sacarosa, 11.50 g/L"' de glutamato de sodio
y 10.9% de inoculante se obtuvo 15x108 UFC/mL, superando en 52% mas el nimero de células viables con
respecto al tratamiento control LMC (7.8x108 UFC/mL). Anivel in vitro, la peletizacién de semillas de maca con
Pseudomonas sp. LMTK32 producidas en biorreactor y en el medio modificado M1 favorecié su germinacion. A
partir de sustratos organicos comerciales se puede producir inoculantes bacterianos eficientes en el desarrollo
de cultivos de maca, sin alterar su capacidad de promover el crecimiento vegetal.

Palabras clave: Rhizobacteria; Fertilizacion biologica; germinacion de semillas; Lepidium meyenii; PGPR.
Abstract

Biomass of Pseudomonas sp. LMTK32 was produced from modification of culture media Yeast Extract Mannitol
Broth (YEMB) with the aim of increasing the number of viable cells with the ability to promote the germination
of maca seeds pelleted with the bacteria and reduce production costs. In the optimization process, the yeast
extract and mannitol components of the LMC culture media were replaced by commercial sources of sucrose
and glutamate, whose concentrations were determined in flasks by statistical design from Box-Behnken; in addi-
tion, the effect of the inoculum percentage on the time of biomass production was determined. Subsequently, it
was determined at the bioreactor level that 28.57 h-1 was the adequate value of the volumetric oxygen transfer
coefficient (kLa) at 600 rpm, producing 1.28 x 10 11 CFU / mL. In the LMC M1 modified media, using 12.06 g /
L-1 of sucrose, 11.50 g / L-1 of sodium glutamate and 10.9% of inoculant obtained 15x108 CFU / mL, increas-
ing in 48% the number of viable cells with respect to the YEMB control treatment (7.8x10 8 CFU / mL). At the
in vitro level, the pelleting of maca seeds with Pseudomonas sp. LMTK32 produced in bioreactor and in the
modified media M1 favored its germination. From commercial organic substrates, efficient bacterial inoculants
can be produced in the development of maca crops, without altering their ability to promote plant growth.
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Citacion:

Guerra Lépez M. & D. Zufiiga Davila. 2018. Produccién de Pseudomo- Fuentes de financiamiento: Programa Nacional de Innovacion para la
nas sp.. LMTK32 en medio modificado para peletizar semillas de maca Competitividad y Productividad (Innévate Pert); contrato 225-FINCYT-
(Lepidium meyenii Walp.). Revista peruana de biologia 25(2): 161 - 168 1A-2013.

(Mayo 2018). doi: http://dx.doi.org/10.15381/rpb.v25i1.14034
Informacién sobre los autores:

Presentado: 11/12/2017 MGL, DZD: realizaron el disefio experimental; analizaron los datos; DZD:
Aceptado: 03/02/2018 redact6 el manuscrito; MGL, DZD: revisaron y aprobaron el manuscrito.
Publicado online: 28/05/2018 Los autores no incurren en conflictos de intereses.

Journal home page: http://revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe/index.php/rpb/index

© Los autores. Este articulo es publicado por la Revista Peruana de Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion-NoComercial-Compartirlgual 4.0
Internacional.(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/), que permite el uso no comercial, distribucion y reproduccion en cualquier medio, siempre
que la obra original sea debidamente citadas. Para uso comercial, por favor péngase en contacto con editor.revperubiol@gmail.com.




GUERRA LOrEZ & ZURK1GA DAVILA

Introduccion

Las PGPR’s (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) son
bacterias de vida libre o simbiéticas que ejercen efectos bene-
ficiosos al disponer de nutrientes y hormonas que promueven
el crecimiento de plantas suprimiendo a los patégenos, ademds
de mejorar el estado nutricional del suelo. (Abdul et al. 2007;
Bashan 1998; Macleod et al. 2015, Egamberdieva et al. 2015).
Pseudomonas sp. LMTK32 fue caracterizada como una bacteria
PGPR (Ortiz 2013), por lo que favoreceria el crecimiento de
cultivos de interés agronémico.

La maca (Lepidium meyenni Walp.), debido a su alto valor
nutracettico, en los dos tltimos afios ha alcanzado gran deman-
da internacional (Mendieta 2016), lo que ha incentivado a los
agricultores a obtener cultivos de mayor calidad y en cantidades
necesarias para la exportacin.

La peletizacidn de semillas de maca, consiste en cubrir a las
semillas con el/los PGPR’s, un adhesivo y un soporte sélido
que proteja la semilla y estabilice a la bacteria para promover el
crecimiento en los primeros estadios de la planta (Kloepper &
Schroth 1980). En el proceso de peletizado, la inoculacién con
el mayor niimero de células viables influye en el efecto promotor
de crecimiento vegetal (Puente etal. 2011); por lo que optimizar
un medio de cultivo adecuado para la produccién de Pseudo-
monas, puede reducir el tiempo-costo de produccién y garan-
tizar incrementos en la biomasa microbiana (Gémez & Batista
2006). Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue optimizar
la fuente de carbono y nitrégeno del medio de cultivo Extracto
de Levadura y Manitol (LMC), con el fin de incrementar el nd-
mero de células viables y que estas al ser peletizadas promuevan
el crecimiento vegetal en los primeros estadios de la planta de
maca. De esta manera la optimizacién de un medio alternativo
de bajo costo, de ficil preparacién y obtencién puede utilizarse
como una herramienta para producir inoculantes bacterianos que
estimulen la germinacién y el desarrollo de la maca (Santillana
2006; Montafez et al. 2012).

Material y métodos

Microorganismo.- Pseudomonas sp. LMTK32 fue aislada de
la rizdsfera de plantas de maca cultivadas en San Pedro de Cajas,
Junin-Perd y caracterizada como promotor del crecimiento
vegetal (Ortiz et al. 2017).

Optimizacién del medio de cultivo y porcentaje de inéculo
de Pseudomonas sp.- Para el crecimiento de Pseudomonas sp.
LMTK32, se usé el medio de cultivo LMC: manitol 10gL",
extracto de levadura 0,5 gL', K,HPO, 0,5 gL', NaCl 0,2 gL,
MgSO,7H,0 0,1gL"!, Agua 1 Ly pH 7. Se reemplazé el ma-
nitol por azticar rubia y el extracto de levadura por glutamato
de sodio, ambos de uso doméstico, como fuentes de carbono
y nitrégeno. Se analiz6 por separado distintas concentraciones
de sacarosa (1.25, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 y 18 gL'!) y de glutamato
de sodio (1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 25 gL"). La cepa se cultivé
en matraces de 150 mL de capacidad con 100 mL de medio de
cultivo inoculado con 0.2% v/v (0.015 )y fueron incubados
a 25 °C en un agitador orbital a 150 rpm. El ensayo se realizé
por triplicado.

Para el proceso de optimizacion se utilizé el disefio estadistico
de Box-Behnken (Statgraphics centurién XVII). Se estableci6
tres niveles —1, 0, +1 para cada variable, siendo el nivel 0 una
concentracién intermedia, dando un total de 15 corridas expe-

rimentales con 3 repeticiones del punto central. Los cultivos se
realizaron en matraces de 250 mL de capacidad con 100 mL de
medio de cultivo y fueron incubados a 25 °C en agitacién orbital
a 150 rpm. Se realizé el seguimiento del crecimiento y antes de
la fase estacionaria se detuvo el ensayo para medir la biomasa
en el espectrofotémetro a 600 nm. Se calculé las UFC/mL en
una curva estandar de crecimiento celular.

Para determinar el porcentaje de inoculante se realizaron
ensayos por triplicado en matraces de 150 mL con 99, 97, 95,
93, 90 y 85 mL de medio de cultivo LMC empleando 10 g/L"!
de sacarosa y 10 g/L! extracto de levadura. Se inocul6 con 1%,
3%, 5%, 7%, 10% y 15% (v/v) a una absorbancia de 0,65 , ,
luego se incubaron a 25 °C en agitacién orbital a 150 rpm. Se
midié la cantidad de biomasa producida durante las horas de
crecimiento exponencial. La poblacién microbiana se expresd
como UFC/mL y fue obtenida mediante una curva de calibra-
cién con valores de absorbancia. Se tomé el menor porcentaje
de inéculo que produjo el mayor niimero de células viables en
menor tiempo.

Produccién de Pseudomona sp. LMTK32 a nivel de bio-
rreactor.- Se evalud 3 niveles de agitacién 450, 600 y 700 rpm
(Najafpour 2015), para determinar el coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno (KLz) durante la fase exponencial
en un bioreactor batch de tanque agitado Applikon Biotechno-
logy de un litro. El Klz se determiné utilizando el método de
Gassing out dindmico (Bu'lock & Kristiansen 1991) y mante-
niendo el ingreso de aire a 2 vvm, pH 7 y 25 °C. La velocidad
de transferencia de oxigeno (OTR) y la velocidad de consumo
de oxigeno (OUR) se determinaron segtin Torres et al. (2008) y
Garcia-Ochoa y Gémez (2009). Los ensayos para cada agitacion
en biorreactor se realizaron por duplicado.

Peletizacién de semillas de maca.- Las semillas de maca
fueron desinfectadas para luego ser colocadas en sistemas de
tambor rotativo estériles, en el proceso de peletizacion se inoculd
la cepa producida en el medio modificado M1 y posteriormente
se adiciond el adhesivo y la mezcla de arcilla, aserrin y cal (soporte
s6lido) hasta que se formaran los pellets homogéneos. Previa-
mente el peletizado ya habia sido realizado por Ayaipoma (2014).

A nivel in-vitro, se evaltio el porcentaje de germinacién a
partir de semillas peletizadas con Pseudomonas sp. LMTK32
producidas a nivel de matraz y biorreactor. Los tratamientos
consistieron en: semillas peletizadas con la cepa producida en
el medio modificado M1, producida en medio LMC y semillas
peletizadas sin inoculante (CN). El ensayo de germinacién
se realizé con 4 repeticiones, se colocaron 25 semillas en una
placa Petri con agar agua y se evalué la germinacién a 13 °C
durante 6 dias.

Anilisis estadisticos.- Se realizé el andlisis de variancia
ANOVA y prueba de multiples rangos para los ensayos de
optimizacién del medio de cultivo, porcentaje de inoculante,
medida del k ay porcentajes de germinacién de semillas de maca.

Resultados

Optimizacién del medio de cultivo y porcentaje de iné-
culo de Pseudomonas sp.- Las evaluaciones determinaron que a
medida que aumenta la concentracién de sacarosa y glutamato
de sodio, incrementa también el crecimiento de la cepa, pero a
concentraciones superiores de 10 gL', no se observaron diferen-
cias estadisticamente significativas en el crecimiento de células
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viables (Fig. 1). En la Figura 1C se observ6, que el tiempo
de crecimiento microbiano de la fase exponencial se redujo
proporcionalmente al porcentaje de inéculo empleado. A las
9 horas de iniciado el cultivo, no hubo diferencias estadistica-
mente significativas entre el 15y 10% de inéculo, por lo que
se definié emplear el menor porcentaje. Se determiné usar 10
gL' de sacarosa y glutamato de sodio y 10% de inoculante para
en ensayo de optimizacidn.

Segin los resultados de los experimentos preliminares, se
determiné usar concentraciones de sacarosa y glutamato de
sodio de 5 gL', 10 gL' 15 gL' para los niveles de -1, 0, +1,
mostrdndose 15 corridas experimentales en un solo bloque, como
se puede observar en la Tabla 1. El nimero de células viables
obtenidas (UFC/mL) experimentalmente fueron comparadas

con los valores predichos por el modelo estadistico.

Andlisis de regresion generd la siguiente ecuacion de segundo
grado:

Biomasa (UFC/mL) = -1.43x10% +1.1x10%xS + 1.2x10%xGS +
7.15x10%I — 3.73x10°S? — 2.8x10° SxGS + 8 x SxI —5.8x10°
x GS?+ 4.27x10° x GSxI — 3x10%] [Ec. 1]

Donde S es sacarosa; GS, es glutamato de sodio e I, porcentaje
de inoculante. La sacarosa y el glutamato de sodio tuvieron efec-
tos significativos en la formacién del nimero de células viables
como se muestra en la Tabla 2 y su interaccién incrementa el
nimero de células. Los valores significativos se correlaciona-
ron con los coeficientes para sacarosa y el glutamato de sodio
en la ecuacién 1. El andlisis de varianza ANOVA determiné
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Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de (A) sacarosa, (B) glutamato de
sodio y (C) diferentes porcentajes del inoculante en el crecimiento de Pseudomonas
sp. LMTK32. Las barras verticales indican el error estandar muestral.
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significancia y adecuacién del modelo. El modelo de regresién
describié con precision los datos experimentales con un valor
de correlacién R? de 0.96. De acuerdo al disefio estadistico de
Box-Benhken las concentraciones que maximizan el crecimiento
celular se muestra en la Tabla 2.

Produccién de Pseudomonas sp. LMTK32 en biorreactor
batch.- Se compararon los pardmetros de crecimiento de Psex-
domonas sp. LMTK32 producida en el medio modificado M1
respecto al medio control LMC. En la Tabla 3 se puede observar
que se redujo el tiempo de generacion, se increment6 la velocidad
especifica mdxima de crecimiento as{ como la biomasa en un
48% mis respecto al medio control LMC y se redujo el costo
en un 85.9%. A las 9 horas de iniciado el cultivo la produccién
de biomasa obtenida fue de 1.5x10%. Segtin la ecuacién 1, el
modelo predijo que la produccién de biomasa en matraz podria
alcanzar un valor de 1,23x10°. De acuerdo con el valor observado
el resultado verificé el modelo y el punto éptimo de produccién
de biomasa de la cepa en el medio modificado LMC.

A fin de incrementar la produccién de biomasa a nivel de
biorreactor se probaron 3 niveles de agitacién 450, 600 y 700
rpm a 2 vvm de aire. En la Tabla 4 se puede observar los valores
obtenidos de la constante volumétrica de transferencia de oxige-
no (kLa) evaluados a las 10 horas de iniciado el cultivo. A 450
rpm, el valor de la velocidad de consumo de oxigeno (OUR)
se igualo a la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR) de
modo que se detuvo el crecimiento por la falta de oxigeno. A
600 rpm el crecimiento de la cepa fue constante y no present6
limitaciones de oxigeno durante todo el cultivo. A 700 rpm,
los valores de la OUR y la OTR fueron disminuidos, a pesar
de una mayor kLa.

Tabla 1: Matriz del disefio de Box-Behnken con valores ob-
servados y predecidos en la optimizacion de la produccién
de biomasa.

Niveles no codificados Resultados del experimento

S GS I observado predicho
N g/L g/L %o UFC/mL
1 5 5 10 6.90x108 7.24x108
2 15 5 10 1.06x10° 1.02x10°
3 5 15 10 1.01x10° 1.01x10°
4 15 15 10 1.10x10° 1.05x10°
5 5 10 1.02x10° 9.88x10°
6 15 10 1.06x10° 1.10x10°
7 5 10 15 9.70x10® 9.27x108
8 15 10 15 1.09x10° 1.12x10°
9 10 5 5 1.01x10° 1.05x10°
10 10 15 5 9.90x108 9.81x108
11 10 5 15 7.63x108 7.7x108
12 10 15 15 1.17x10° 1.17x10°
13 10 10 10 1.20x10° 1.20x10°
14 10 10 10 1.21x10° 1.20x10°
15 10 10 10 1.20x10° 1.20x10°

S: sacarosa, GS: glutamato de sodio, I: Porcentaje del inoculante

Tabla 2. Analisis de ANOVAy concentraciones optimas de los
componentes del medio modificado M1. * significativo

Factor Valor-p bg;:;e_ll arllti:ill 6ptimo
Sacarosa (g/L) 0.0062" 5 15 12.016
Glutamato de sodio (g/L) 0.0028" 5 15 11.503
Inoculante (%) 0.5526 5 15 10.92%

A las 23 horas de iniciado el cultivo (Figura 2) se produjo
1.28x10" UFC/mL, Las condiciones establecidas para el creci-
miento de la cepa a nivel de biorreactor fueron de 28 °C, pH 7,
600 rpm, 2 vvm de aire y el medio modificado M1, Simultd-
neamente la cepa consumid la sacarosa hasta llegar al consumo
de 5.84 mg de glucosa/mL.

La produccién de la cepa en bioreactor permitié incrementar
el rendimiento de peletizacién, es decir con 1 mililitro de in6culo
producido (1.5x10° UFC/mL) en el medio modificado M1 y
a nivel de matraz se peletizaba 4 gramos de semillas de maca.
Con 1 mL de inéculo producido en el medio modificado M1
y a nivel de bioreactor (1.28x10' UFC/mL) se peletizé 85.33

gramos de semillas de maca.

Efecto de la peletizacién con Pseudomonas sp. LMTK32 en
la germinacién de semillas de maca.- En la Figura 3 se muestra
el efecto de la peletizacién en la germinacién de semillas de maca
con la cepa producida en medio modificado M1, medio tradicio-
nal LMC y un tratamiento control sin inocular. En Figura 3A,
las semillas peletizadas con Pseudomonas sp. LMTK32 producida

14
12

10

Log ( ufc/mL)
Sacarosamg/mL)

0 5 10 15 20 25
tiempo (h)
A consumo de sacarosa

® UFC/mL

Figura 2. Curva del crecimiento de Pseudomonas sp. LMTK32
en biorreactor. Las barras verticales indican el error estandar
muestral.
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Tabla 3. Efecto del medio modificado M1 en el crecimiento de Pseudomonas sp. LMTK32 comparado al medio control LMC
y costo de cada medio de cultivo.

Tiempo de generacion Max. Vel. especifica de crecimiento Biomasa a las 9 horas Costo por Litro
min ! hora ! UFC/mL Dolares
LMC 56.86 0.265 7.8x108 0.88
M1 43.64 0.366 15x108 0.124

Tabla 4. Efecto de la velocidad de agitacion en el valor del coeficiente kLa, en la velocidad de consumo de oxigeno (OUR) y
en la velocidad de transferencia de oxigeno (OTR)

Agitacion Aireacién Temperatura kLa OTR OUR
Rpm vvm Cce ht g, min?. L? g, min? L?
450 2 25 22.506 10.48*10* 10.29*10*
600 2 25 28.416 13.89 *10* 10.6*10*
700 2 25 29.094 6.0*10+ 2.52*10*

(A)
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0 ! ! L ! )
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40 +
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Figura 3. Efecto de la peletizacién en la germinaciéon de semillas de maca ino-
culadas con Pseudomonas sp. LMTK32 producida en medio modificado M1y
medio de cultivo LMC comparado a un tratamiento control sin inocular CN; (A)
nivel de matraz y (B) nivel de biorreactor. Las barras verticales indican el error
estandar muestral
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en el medio modificado M1 a nivel de matraz germinaron mds
rdpido con respecto al tratamiento control (CN) durante las
primeras horas de germinacién (p< 0,05); del mismo modo, en
la Figura 3B se muestra el efecto de la peletizacion de semillas
de maca con la cepa producida en el medio modificado M1 a
nivel de biorreactor.

Discusién

Los carbohidratos son tradicionalmente las fuentes de ener-
gfa en la industria de la fermentacién (Crueger 1993). La azticar
de mesa comercial que contiene principalmente sacarosa, es un
sustrato ampliamente utilizado como una fuente alterna para
produccidn de cepas de interés agricola (Vanegas et al. 2016).
Las concentraciones de sacarosa y glutamato de sodio que se
obtuvieron a partir de la optimizacién concuerdan con las de
Peighami et al. (2008), quienes utilizaron 10 gL' de sacarosa
producir Pseudomonas fluorescens; mientras que Ashnaei et
al. (2007) encontraron que el uso de sacarosa es el principal
factor para la produccién de biomasa de 2 fluorescens. Por otro
lado, Osawa et al. (1963) emple6 10 gL de 4cido glutdmico
en un medio utilizado para el crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa; y Ormefio y Zafiga (1998) usaron glutamato de
sodio como una eficiente fuente de nitrégeno para crecimiento
de inoculantes bacterianos. Estos resultados corroboran el uso
y la concentracién de sacarosa y glutamato de sodio como
nutrientes alternativos para el crecimiento de Pseudomonas
sp. LMTK32. Pero no solo las fuentes de carbono y nitrégeno
utilizadas influyen en el incremento de las células viables, sino
también la reduccién del tiempo de produccién tiene una
importancia econémica en el proceso (Vyas et al. 2013) como
se observa en la Figura 1C, las inoculaciones entre 15y 10%
(v/v) de la cepa permitié reducir el tiempo de crecimiento
respecto a los menores porcentajes de indculo.

El andlisis estadistico, basado en el disefio Box-Behnken,
permitié hallar las concentraciones de sacarosa, glutamato de
sodio y porcentaje de inoculante que maximizaron el nimero de
células viables en el menor tiempo. El disefio estadistico permiti6
incrementar en un 48% mds el numero de células viables de la
cepa respecto al medio LMC, como se muestra en la Tabla 3.
Vyas et al. (2014) logra incrementar en un 17.6% la biomasa
de Pseudomonas trivialis mediante la optimizacién del medio
de cultivo. La optimizacién de los componentes del medio
de cultivo y de las condiciones ambientales garantiza notables
incrementos de los procesos fermentativos de forma rdpida y
econémica (Gémez & Batista 1996).

El oxigeno es el componente gaseoso mds importante para
el metabolismo microbiano, lo que frecuentemente es un fac-
tor limitante en la fermentacién debido a su baja solubilidad.
(Crueger 1993). Los valores de kLay de la velocidad de trans-
ferencia de oxigeno (OTR) aumentan al incrementar los niveles
de agitacién y aireacidn, lo que favorece la transferencia de masa
y por tanto la produccién microbiana (Bedoya & Hoyos 2010).
Se increment6 el valor del kLa a medida que se increment los
niveles de agitacién, pero a 700 rpm los valores de la velocidad
de trasferencia de oxigeno (OTR) y la velocidad de consumo
de oxigeno (OUR) fueron afectados (Tabla 4), probablemente
el alto nivel de agitacién generd en el medio una alta fuerza
de cizalla y grandes remolinos que actuaron simultdneamente
dafando las células (Trujillo & Valdéz 2006). Se selecciond el
nivel de agitacién de 600 rpm porque el OTR evaluado a las 10

horas de iniciado el cultivo fue mayor que la OUR y se observd
que el contenido de oxigeno disuelto en el medio de cultivo no
afectd el crecimiento durante todo el proceso. Este resultado
concuerda con lo presentado por Borgues et al. (2015) quienes
utilizaron una agitacién de 600 rpm para incrementar la biomasa
de Pseudomonas aeruginosa.

Es dificil encontrar los mismos pardmetros de crecimiento
obtenidos en literatura cientifica, pero con el objetivo de incre-
mentar biomasa bacteriana, Peng et al. (2014) produjo 1.x10"
UFC/mL de Pseudomonas putida en harina de maiz y de soya
como medio de bajo costo y sin afectar su capacidad de solu-
bilizar el fosfato y productor de 4cido indol acético. Thonart
y Mputu (2013) produjeron Pseudomonas fluorescens (1.3x10"!
UFC/mL) como agente de biocontrolador de patégenos fin-
gicos. Wu et al. (2008) utilizaron harina de maiz y miel como
medio éptimo para una mayor produccion de Bacillus sp. como
controlador de Rhizoctonia solani en cultivos de tomate, estas
investigaciones afirman la utilizacién y optimizacién de com-
ponentes alternativos como una herramienta util para reducir
costos de produccién y maximizar la productividad de biomasa
(Arora et al. 2008); ademds de establecer una base sélida para
ampliar el proceso de produccién de microorganismos con
potencial agroindustrial.

Los resultados mostraron que la peletizacién con Pseudo-
monas sp. LMTK32 producida en el medio modificado M1
favorecié la germinacién (Fig. 4) a nivel in vitro en compara-
cién del control sin inoculacién. No se han reportado estudios
acerca del efecto de la peletizacién con Pseudomonas en el
desarrollo de la maca, pero estudios similares han reportado
que peletizar semillas con inoculantes bacterianos beneficia al
desarrollo y crecimiento de las plantas (O’Callaghan 2006;
Ryu et al. 2006), por otro lado se ha reportado que solo la
inoculacién de Pseudomonas en semillas de maiz, tomate y mani
promueve el crecimiento y estimula la germinacién ratificando
la aplicaciéon de inoculantes bacterianos en semillas y plantas
(Widnyana 2016; Fatemeh 2014; Dey et al. 2004). El efecto
promotor del crecimiento vegetal se debe a que producen y
segregan reguladores del crecimiento como auxinas, giberelinas
y citoquininas, mejorando procesos como germinacién de se-
millas, nutricién mineral y desarrollo de raices (De Souza et al.
2015), y a la vez las raices pueden segregar exudados radiculares
como lipopolisacdridos, celulosa, tiamina, aminodcidos, biotina
e isoflavonoides, que sirven como nutrientes para las bacterias

(Hansen et al. 1997).

Conclusion

Se demostré que una adecuada optimizacién de la fuente de
carbono y nitrégeno a partir de fuentes comerciales increment6 la
produccién de biomasa de Pseudomonas sp. LMTK32, sin afectar
su capacidad promotora de crecimiento vegetal en semillas de
maca peletizadas. Se puede utilizar medios de cultivo alternativos
a partir de sustratos orgdnicos comerciales para la produccién
de inoculantes bacterianos que promueven el crecimiento de
la maca a bajo costo.
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