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RESUMEN

La investigacion se realiz6 en suelos cultivados de papa de los centros poblados (cp) de
Camicachi (provincia de El Collao), Santa Rosa de Yanaque y Jayllihuaya (provincia de
Puno), regién Puno, durante los meses de abril a junio del 2018. Los objetivos especificos
fueron: a) Evaluar la carga bacteriana de Azotobacter sp. en suelos de tres centros
poblados del Altiplano de la region Puno y b) Evaluar el efecto biofertilizante de la
bacteria Azotobacter sp. en plantulas de trigo. La colecta de las muestras de suelo fue al
azar en cada campo de cultivo, con una cantidad de 500 g, el aislamiento de la bacteria
fue mediante el recuento en placa en concentraciones de 102 a 107 en el medio de cultivo
Ashby para Azotobacter sp, para la observacion de la morfologia se utilizé la tincidn
Gram y la identificacion con pruebas especificas segun las tablas de identificacion de
Bergey’s, para el método de experimentacion se realizaron concentraciones bacterianas
de Azotobacter sp de 1.5 x 108, 3 x 108 y 9 x 102 células/ml comparados con los estandares
McFarland 0.5, 1y 3, los que fueron inoculados en semillas de trigo mediante la técnica
de inmersién en solucién salina, las evaluaciones se realizaron semanalmente durante un
mes, determinandose las longitudes de planta y de raiz. El disefio estadistico fue un
analisis de varianza y pruebas de Tukey. Los resultados fueron: la mayor carga bacteriana
de Azotobacter sp. se present6 en suelos del cp de Camicachi con un promedio de 142 x
10% UFC/g siendo superiores a los otros dos cp y dicha bacteria estimulé el incremento
de la longitud total de planta llegando a medir 77.43 cm al ser inoculadas con una
concentracion de 9.0 x 108 cel./ml, y el mayor promedio de la longitud de raices fue de
47.57 cm al inocular una concentracién de 1.5 x 102 cel./ml. Se concluye en que los suelos
de los cp evaluados varian en su contenido de las bacterias Azotobacter sp, y al inocularlos
en semillas de trigo estimulan el crecimiento de la longitud total de plantulas y raices.

Palabras clave: Bacterias fijadoras de nitrogeno, biofertilizante, pruebas bioquimicas.
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ABSTRACT

The research was carried out in cultivated potato soils of the populated centers (cp) of
Camicachi (province of El Collao), Santa Rosa de Yanaque and Jayllihuaya (province of
Puno), Puno region, during the months of April to June 2018. The specific objectives
were: a) To evaluate the bacterial load of Azotobacter sp. in soils of three population
centers of the Altiplano of the Puno region; and b) Evaluate the biofertilizing effect of the
bacterium Azotobacter sp. in wheat seedlings. The collection of soil samples was
randomized in each culture field, with an amount of 500 g, the isolation of the bacteria
was performed by counting on plate using concentrations 102 to 107 in the culture
medium Ashby for Azotobacter sp, for the observation of the morphology Gram stain was
used and the identification with specific tests according to Bergey's identification tables,
for the experimental method were made bacterial concentrations of Azotobacter sp 1.5 x
108, 3 x 108 and 9 x 108 cells/ml compared with the McFarland standards 0.5, 1 and 3,
which were inoculated in wheat seeds by means of the saline immersion technique, the
evaluations were carried out weekly for a month, determining the plant and root lengths.
The statistical design was an analysis of variance and Tukey tests. The results were: the
highest bacterial load of Azotobacter sp. it was presented in soils of the cp of Camicachi
with an average of 142 x 10* CFU / g being higher than the other two cp and said bacteria
stimulated the increase in the total length of the plant, reaching 77.43 cm when inoculated
with a concentration of 9.0 x 108 cel./ml, and the highest average root length was 47.57
cm when inoculating a concentration of 1.5 x 108 cel./ml. It is concluded that the soils of
the cp evaluated vary in their content of the bacteria Azotobacter sp, and when inoculated
in wheat seeds stimulate the growth of the total length of seedlings and roots.

Key words: Nitrogen fixing bacteria, biofertilizer, biochemical tests.
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I.  INTRODUCCION

La investigacion tiene como finalidad la evaluacién de la carga microbiana de las
bacterias Azotobacter sp. a partir de zonas de cultivo de tres centros poblados de las
provincias de El Collao y Puno, respectivamente, de la region Puno, debido a que las
bacterias de las rizosfera tales como Sinorhizobium meliloti, Azospirillum zeae y A.
canadense también denominadas diazétrofas presentaron un potencial biofertilizante en
el crecimiento y la produccion de plantulas de trigo (Triticum aestivum) ya que es un
importante insumo para la preparacion del pan, fideos, entre otros y lo que se desea lograr
es de contribuir en determinar la carga bacteriana ideal de Azotobacter sp para la
inoculacidn de trigo para lograr el mejor crecimiento de plantulas, tanto de su longitud de
raiz y la longitud total de la plantula debido a que fijan nitrégeno, solubilizan fosfatos,
producen fitohormonas y sideréforos (Obando et al., 2010), son antagénicas entre otras
bondades ambientales y constituirse en una aplicacién biofertilizante ecoldgica al alcance

de los productores de trigo en la regién.

En la Region Puno, la produccion de trigo oscil6 entre 1638, 1672 y 1598 toneladas
métricas durante los afios 2014, 2015 y 2016 respectivamente (INEI, 2017), lo cual
deberia de incrementarse en la regién Puno. Segun el diario Gestion del 28 de marzo del
2014, la produccion nacional de trigo crecid 1.8% entre el 2008 y 2013, segun la Sociedad
Nacional de Industrias elaborado con cifras del Ministerio de Agricultura y Riego
(MINAGRYU), el cultivo del cereal no logra cubrir la demanda interna, razén por la cual el
90% del cereal es importado de Canada, EE.UU., Rusia, Argentina, y Paraguay, en el afio
2008 se producian 206.9 miles de toneladas, mientras que el 2013 el volumen producido

alcanzd las 230 mil toneladas, donde La Libertad, Cajamarca, Arequipa y Ancash son las

12
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regiones con mayor nivel de produccion.

Ante dicha problematica, se realizo el experimento para incrementar la produccion
de trigo en la region Puno, mediante la aplicacion de bacterias diazotrofas tales como
Azotobacter sp, aisladas a partir de los suelos de nuestra region, que luego de los
experimentos se obtuvo buenos resultados en la estimulacion de la germinacion y
posterior crecimiento de plantulas de trigo, tomando en cuenta los resultados obtenidos
en cultivos tales como quinua realizados también en la region Puno, por tanto se evalud
la aplicacién de dichas bacterias en semillas de trigo, lograndose alentadores resultados

de su aplicacion para su posterior evaluacién en campo.

En tal sentido, teniendo en cuenta las aplicaciones biotecnoldgicas de las bacterias
diazotrofas Azotobacter sp y su aplicacion en semillas de trigo, es que se cumplieron con

los siguientes objetivos:

Por tal razon esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

Objetivo general:
- Evaluar el potencial biofertilizante de bacterias Azotobacter sp. aisladas de suelos

cultivados de la region Puno y su efecto en plantulas de trigo (Triticum aestivum).

Objetivos especificos:
- Evaluar la carga bacteriana de Azotobacter sp. en suelos de tres centros poblados

del Altiplano de la regién Puno.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
i Altiplano

- Evaluar el efecto biofertilizante de la bacteria Azotobacter sp. en plantulas de
trigo.

Asimismo, las hipdtesis fueron:

Hipotesis general:
- Los biofertilizantes con bacterias Azotobacter sp. aislados de suelos cultivados de
la region Puno, originan un mejor crecimiento de plantulas de trigo (Triticum

aestivum).

Hipatesis especificas:

- La carga bacteriana de Azotobacter sp. es mayor en suelos del centro poblado de
Santa Rosa de Yanaque del distrito de Acora de la provincia de Puno, mientras
que en el centro poblado de Camicachi del distrito de Ilave provincia de El Collao
y el centro poblado de Jayllihuaya del distrito de Puno, resultaron con recuentos

menores.

- El efecto biofertilizante de bacterias Azotobacter sp fue estimulante en plantulas

de trigo.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Arglello & Moreno (2014), evaluaron el potencial biofertilizante de bacterias
Burkholderia sp. y Gluconacetobacter sp. aisladas de suelos cacaoteros por la técnica de
diluciones seriadas, los aislados con mejor capacidad de fijacion de nitrogeno,
promoviendo a partir de semillas durante 120 dias en plantas de cacao en un incremento
de crecimiento y N (%) foliar, en comparacion con el testigo; se aislaron 32 cepas nativas
de bacterias diaz6trofas que originaron mejores resultados en la emergencia de las plantas,
el diametro del tallo y la longitud de las hojas y los tallos, las bacterias fueron
identificadas como Stenotrophomonas maltophilia, lograndose mayor eficiencia en la

emergencia y el crecimiento en las plantas de maiz (Moreno & Galvis, 2013).

Bécquer et al. (2015), inocularon en invernadero semillas de trigo con las
rizobacterias Sinorhizobium meliloti, Azospirillum zeae y Azospirillum canadense, y con
el hongo Trichoderma harzianum, donde la aplicacién de Trichoderma por separado tuvo
un efecto positivo en la longitud del tallo (5.58 cm), destacandose el
tratamiento Trichoderma + NRG34-DS2 5d en el peso seco radical (0.45 g/planta) y en
el peso seco aéreo (0.58 g/planta); asi como el tratamiento A2-N7, en el contenido de
clorofila (40.35 spads/planta) y la longitud del tallo (5.50 cm); donde 50 genotipos de
trigo harinero de primavera 30THESWYT, las mejores lineas sobresalientes fueron la
linea T21 (WHEAR/VIVITSI//WHEAR) en el que se obtuvo un rendimiento procedente
de campo con 5955 t/ha, ademas de altura de planta con 1.135 m, y la linea T50
(WBLL1*2/KIRITATI) fue la mejor con 12.67 t/ha, la linea T43 fue la mejor con 503.3

espigas por m? (Lizarraga, 2015).
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Ledn & Rojas (2015), realizaron en cultivos de maiz procedentes de campos
agricolas de los distritos de Monsefu y Reque (Lambayeque), identificaron 37 malezas,
las bacterias aisladas de la rizosfera de malezas, de 305 cultivos puros de bacterias, 133
(43.7%) se identificaron como Azotobacter spp, y produjeron hasta 36.03 ppm de
nitrégeno fijado como amonio, 60.75 ppm de &cido indol acético y 6.06 ppm de fdésforo
solubilizado, se determin6 actividad antagénica contra Fusarium verticillioides,
proteolitica y quitinolitica; las semillas de trigo inoculadas con Azospirillum spp. y Az.
beijerinckii en un suelo agricola no esterilizado, donde los exudados radicales en SPCV,
favoreciendo un aumento en la absorcion de la urea en las raices, y la graminea alcanzo
un peso seco similar al del trigo fertilizado s6lo con 100% de urea, sin inocular (Garcia

et al., 2005).

Gonzalez (2015), identifico 5 géneros bacterianos Rhizobium, Azotobacter,
Stenotrophomonas, Sphingomonas y Beijerinckia, de los cuales existe gran variabilidad
de microorganismos en suelos agricolas, luego de inocular Azotobacter vinelandii, a los
60, y 90 dias ejercid una mayor accién en el crecimiento de las plantas de maiz,
presentando la mayor altura de plantas con 96.3 y 189.6 cm respetivamente, asi como los
mejores resultados para el numero de hojas, con una diferencia del 15.38, 23.8 y 27.92%
respectivamente frente al control; de un total de 151 cepas de bacterias aerobias aisladas
de larizosfera de Pinus patula, donde se recuperaron 62 cepas fijadoras de nitrogeno, que
luego de las pruebas bioquimicas sugieren que las bacterias diazotréficas son cercanas a
las especies Bacillus macerans (35.5%), Pseudomonas sp (29%), Enterobacter
agglomerans (22.6%) y Azotobacter chroococcum (12.9%), y las plantulas inoculadas
con A. chroococcum presentaron los mejores promedios en casi todos los parametros

vegetales, a excepcion del peso seco radicular sin diferencias significativas (P > 0.01)
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(Orozco & Martinez, 2009).

Santos et al. (2006), identificaron microorganismos con potencial biofertilizante
de suelos cultivados con arroz, un total de 43 bacterias y 4 hongos fueron aislados en
diferentes suelos, dichas bacterias fueron diazotréficas del género Azotobacter sp.,
Azospirillum sp. y Beijerinckia sp. y las solubilizadoras de fésforo como Bacillus
megaterium, Bacillus cereus, Pseudomonas putida y Pseudomonas aeroginosa; dos
aislamientos (A5 y A6) fueron identificados como A. nigricans con base en la
caracterizacion fenotipica y genotipica, el aislamiento A5 se selecciond para la
elaboracion del biofertilizante ya que presentd mejor estabilidad, pigmentacion, mayor
velocidad de crecimiento 0.1405/h fase exponencial de 18 horas y una produccién de AIA

promedio de 38.4 mg/ml a las 150 horas (Borda et al., 2009).

Cordova et al. (2009), manifiestan que las poblaciones de Azospirillum y
Azotobacter se aislaron hasta profundidades de 59 y 110 cm, respectivamente, con
recuentos de 42 x 10* y 11 x 10° UFC/g de suelo seco para Azospirillum y Azotobacter,
respectivamente, Azospirillum crecié mejor en pinzote + indculo con 15 x 10° UFC/g de
biofertilizante mientras que para Azotobacter fue 63 x 10* UFC en pinzote + suelo +
inoculo, el mayor contenido de nitrégeno total fue 5.25%, liberado en el suelo con
pollinaza y bioaumentado con el consorcio Azospirillum + Azotobacter; los parametros
biométricos de peso seco denotd diferencias altamente significativas (P<0.01) entre los
tratamientos control, T1 y T2 frente a los tratamientos inoculados con Azotobacter
A15MG en concentracion de 10’ UFC, T4 y concentracion de 108 UFC, T5; con respecto
al area foliar se observaron diferencias significativas de los tratamientos T4 y T5,
coincidiendo esta caracteristica incide en una mejor capacidad fotosintética de las plantas

(Laraetal., 2011).
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Piscoya & Ugaz (2016), evaluaron el efecto de las bacterias Azospirillium,
Azotobacter y Enterobacter spp nativas agregado el 50% de fertilizante quimico en el
desarrollo vegetativo y rendimiento de maiz amarillo duro y obtuvieron el incremento de
altura (0.74 — 18.76%), nimero de hojas (0.79 — 8.86%), diametro de tallos (1.19 — 20.6%)
y el rendimiento, especificamente con Azotobacter sp se logro el 24.09%; sin embargo,
Rico (2009), evalué la capacidad promotora del crecimiento vegetal (PGPR) de bacterias
del género Azotobacter y del grupo Actinomicetos aislados de la rizésfera de plantaciones
de papa colectadas en los departamentos de Huancavelica, Junin, Huanuco y Cajamarca,
donde Actinomicetos y Azotobacter mostraron que el uso de semillas —tubérculo favorece

el efecto benéfico que éstas bacterias ejercen sobre la planta de papa y su produccion.

2.2 Marco teorico
2.2.1 Bacterias diazotroficas

Las bacterias diazotrdficas, son la fuente primaria del suministro de nitrogeno a
las plantas, son biosintetizadores de amonio a partir de nitrégeno atmosférico, algunas
bacterias, actinomicetos y algas verde azules (cianoficeas) reducen el nitrégeno
atmosférico a nitrégeno amoniacal y lo incorporan al suelo (Gutiérrez, 2013), entre los
géneros de bacterias aerobias biosintetizadoras de amonio estdn Azotobacter,
Azospirillum, Beijerinckia, Derxia, Azomonas y Oscillatoria, la mayor actividad de las
sintesis de amonio se alcanza con una humedad adecuada en el suelo y con una fuente de
carbono accesible como el material vegetal en descomposicion (pajas, socas o
subproductos de cosecha) (Ceballo, 2012), por esto siempre estdn acompafiadas por
bacterias celuloliticas y necesitan de alcoholes, azucares o acidos organicos que se los
suministran otros microorganismos degradadores, ya que el desarrollo de las bacterias se

estimula con las exudaciones que emite la planta cuando se encuentra bien nutrida
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(Coyne, 2000).

El suelo es un ecosistema de enorme riqueza microbiana, los estudios sobre los
microorganismos del suelo son numerosos, sin embargo, hasta la fecha no se ha
determinado completamente la biodiversidad necesaria, en lo que se refiere a
microorganismos, para que un suelo agricola funcione de manera 6ptima (Escobar et al.,
2011), el grupo de bacterias conocido como PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), son bacterias que colonizan la raiz y estimulan significativamente el
crecimiento de plantas (Laura et al., 2013), donde los microorganismos diazétrofos,
organismos de vida libre capaces de fijar nitrégeno, descritos desde el siglo pasado, han
sido objeto no solo de estudio en microbiologia de suelos, sino también en el desarrollo
de productos biolodgicos comerciales, el analisis del gen del RNA ribosomal 16S
suministra informacion importante sobre la identidad de bacterias diazotréficas y permite
establecer las relaciones filogenéticas entre individuos del mismo agroecosistema

(Farajzadeh et al., 2009).

Rhizobium
Bacterias que ‘Bad_eﬁas de
fijan el nitrogeno vida libre, que
atmosférico y viven pueden ser

en 1orma [=esy Sl w:ﬁuiercuu?m
simbidfica con : g mejoran la 2

lequminosas. solubilidad y

disponibilidad

de nutrientes.

* Enriquecen el suelo en nitrégeno.

* Favorecen la reduccion de
microorganismos patogencs

* Influyen para una mejor produccion y
rendimiento de granos, forrajes, papa,
algoddn,hortalizas, etc.

Figura 1. Los biofertilizantes bacterianos mas frecuentes en los suelos (CEPES, 2018).

Las bacterias del género Azotobacter tienen movimiento y forman quistes cuando
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encuentran condiciones dificiles, pueden fijar 40 kg de nitrégeno por hectarea equivalente
a 200 kg de sulfato de amonio, se han encontrado en suelos acidos (5.5 de pH) y alcalinos,
pero prefieren los neutros (Coyne, 2000), donde la actividad bioldgica de los suelos tiene
un papel preponderante en el logro de cultivos de alto rendimiento, los microorganismos
en asociacion con los cultivos son importantes, como insumos, para el mejoramiento de
la produccion y el control ambiental; ademas permiten el mantenimiento de la
biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas (Carvajal & Mera, 2010), las
bacterias de vida libre, 0 en simbiosis, que habitan la rizosfera pueden estimular el
crecimiento de las plantas a traves de diferentes procesos, como la sintesis de reguladores
del crecimiento vegetal, la fijacion de nitrgeno, la solubilizacién de nutrientes, la

produccion de sideréforos y el control de fitopatdgenos del suelo (Torriente, 2010).

Los microorganismos mas estudiados pertenecen a los géneros Azotobacter,
Stenotrophomonas, Azospirillum, Klebsiella, Beijerinckia,
Pseudomonas y Bacillus, entre otros; estos se denominan bacterias PGPR, donde algunas
transforman el nitrégeno atmosférico en amonio para que pueda ser incorporado a la
biosfera, lo cual representa un beneficio econdmico y reduce el impacto negativo en el
ambiente, debido al uso exagerado de insumos quimicos en la produccion agricola
(Bruinsma, 2003), la identificacion de microorganismos nativos que promuevan el
crecimiento vegetal y que se encuentren con mayor permanencia en el campo, entre ellos
se citan a Azotobacter vinelandii, Stenotrophomonas maltophilia'y Burkholderia
cepacia, pueden ser reconocidos empleando técnicas convencionales o basadas en sus
propiedades bioquimicas, tales como: la descripcién de su morfologia celular, la
coloracion Gram, el analisis de su capacidad para crecer en condiciones aerobias o

anaerobias, o el andlisis de requerimientos de sustratos especiales para su cultivo (Orozco
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& Martinez, 2009), estas técnicas permiten su identificacion hasta género y para la
caracterizacion de especies, subespecies, serovariedades o cepas, se precisa de técnicas
mas sensibles y especificas, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que

identifica una secuencia Unica en el ADN (Laura et al., 2013).

2.2.2 Azotobacter sp

Clasificacion taxondmica del género Azotobacter (Ramos, 1992).

Dominio : Bacteria.
Phylum : Proteobacteria.
Clase : Gamma proteobacteria.
Orden : Pseudomonadales.
Familia : Azotobacteraceae.
Género : Azotobacter.
Especie : Azotobacter sp

Las bacterias del género Azotobacter tienen un diametro celular de 1.5 a 2.0 pum,
son pleomodrficas, variando su morfologia desde bacilos hasta células en forma de cocos,
se les observa como células individuales, como pares o formando agregados irregulares,
y algunas veces formando cadenas de tamafio variable, se reproducen por fision binaria y
se mueven por flagelos peritricos (Espin, 2016), no producen endosporas pero si quistes
de resistencia a drogas, la formacion de quistes ha sido muy estudiada, es un fendmeno
que se produce ante condiciones ambientales adversas y en el laboratorio puede inducirse
pasando el cultivo de un medio con glucosa a uno con b-hidroxibutirato como Unica

fuente de carbono (Lin & Sadoff, 1968).
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Son bacterias catalasa positivas, aerobias, quimioheterotrofas, utilizan azucares,
alcoholes y sales inorganicas para crecer, pudiendo crecer en concentraciones bajas de
oxigeno, el rango de pH d6ptimo para fijan nitrégeno es de 7.0 — 7.5, son mesofilas, su
temperatura 6ptima de 30 °C (Mayea et al., 1998), fijan al menos 10 mg de N2/g de
carbohidrato (glucosa) consumido, requieren molibdeno, utilizan nitrato y sales de
amonio y ciertos aminoacidos como fuentes de nitrégeno (Espin, 2016), algunas especies
producen alginatos, poli-a-hidroxibutirato (Horan et al., 1983), pigmentos y hormonas

vegetales como auxinas, citoquininas y giberelinas (Gonzélez et al., 1986).

Las bacterias fijadoras de nitrogeno (diazétrofas) fueron las primeras en
producirse comercialmente con fines de biofertilizacidn, de este grupo, las mas utilizadas
como biofertilizantes corresponden al género Azotobacter, el cual comprende siete
especies a) A. chroococcum, b) A. vinelandii, ¢) A. beijerinckii,d) A. paspali, e) A.
armeniacus, f) A. nigricans y g) A. salinestris (Page & Shivprasad, 1991), los
microorganismos de este género fijan asimbio6ticamente nitrégeno y son solubilizadoras
de fosfato, ademaés, realizan procesos de biodegradacion de plaguicidas como el
endosulfan (Balandreau, 1986), en vida libre, fijan al menos 10 mg de N2 por gramo de

carbohidrato consumido (Holt, 2000).

El aislamiento secundario en medio Azotobacter permite obtener aislamientos de
bacterias aerobias fijadoras de nitrégeno asimbioticas, este medio selectivo permite el
aislamiento de bacterias fijadoras de nitrégeno ademas de que posee microelementos
importantes para la fijacion del nitrégeno como el FeSO4 (Bécquer et al., 2015), en el

total de los aislamientos se evidenciaron dos morfologias diferentes de colonia, como las
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colonias en la mayoria de los aislamientos fueron de color crema, medianas, irregulares

y brillantes muy similares a las reportadas para el género Azotobacter (Coyne, 2000).

En algunas cepas se evidencia la formacién de quistes, ya que las bacterias del
género Azotobacter cuando provienen del suelo se encuentran en un estado de resistencia
a las condiciones ambientales (Vela, 1974), en un cultivo, estos quistes pueden formarse
después de la fase de crecimiento exponencial, cuando las condiciones son adversas por
falta de nutrientes o nutrimentos complejos como el B- hidroxibutirato o bien, cuando se
degradan los PHBs (Hitchins & Sadoff, 1973), asi como por la accién de los iones calcio
en el medio (Hitchins & Sadoff, 1970), por otro lado, estas estructuras de resistencia no
son formadas exclusivamente por especies del género Azotobacter, sino que también son
caracteristicas de especies del género Beijerinckia, aunque para el caso de Azotobacter
los quistes se agrupan en pares, asimismo, se observaron bacilos Gram negativos, grandes

y cortos como los reportados para Azotobacter sp. (Holt, 2000).

La identificacion bioquimica de bacterias del género Azotobacter se realiza
empleando técnicas convencionales, las pruebas empleadas se basaron en la utilizacién
de cuatro azucares, benzoato y fenol como fuente de carbono, prueba de la catalasa,
prueba de Nessler, hidrolisis de almidon y produccion de acido 3- indolacético, estas
pruebas bioquimicas se utilizaron ya que permiten diferenciar el género Azotobacter de
otras bacterias fijadoras de nitrogeno asimbidticas (Tejera et al., 2005), de las cepas
aisladas, unicamente dos fueron positivas para la glucosa, por lo tanto, estas cepas fueron
identificadas como bacterias del género Azotobacter, ademas, se tomaron en cuenta las

observaciones macro y microscopicas (morfologia celular y de la colonia) asi como la
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pigmentacion en medio Ashby-benzoato para la identificacion preliminar (Constantino et

al., 2011).

La identificacion molecular se realiza en base en el ADNr 16S, una vez obtenido
el ADN de alto peso molecular, se realiza la amplificacion con los iniciadores FGPL y
FGPS los cuales han sido utilizados en la amplificacién del ADNr 16S de bacterias
diazotrofas (Nour et al., 1994), sin embargo, no son especificos para bacterias del género
Azotobacter, por otro lado, se obtuvo un fragmento de 2000 pb aproximadamente,
correspondiente al gen 16S y los IGS 16 — 23S, acorde con lo reportado por Farajzadeh

(2009) para los aislamientos asi como para la cepa control.

También se puede realizar la secuenciacién, en ambos sentidos, las cuales se
emplean empleando la herramienta CAP contig del software Bioedit, luego de obtener la
secuencia, se lleva a cabo la comparacion con las secuencias reportadas en la base de
datos del GenBank mediante el programa BLAST 2.2.20 (Basic Local Aligment Search
Tool) (Zhang et al., 2000), obteniendo la maxima identidad con bacterias del especies
Azotobacter vinelandii, en ambos casos, el analisis filogenético demuestra que los
aislamientos se encuentran agrupados en el mismo clado que Azotobacter vinelandii,
teniendo como vecino al clado que contiene a A. chrococcum y A. salinestris, finalmente
se logra observar que estas especies de Azotobacter guardan una estrecha relacion con

Pseudomonas alcaligenes (Fialho et al., 1990).

2.2.3 Efectos de la inoculacion sobre el desarrollo de las raices
Los efectos mas sobresalientes de la inoculacion vegetal con Azospirillum, son los

diversos cambios morfologicos que sufre el sistema radicular, éstos cambios se
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encuentran directamente relacionados con la concentracion del indculo, cuando éste es
superior a los niveles dptimos tiene efectos inhibitorios, mientras que dosis bajas no
causan efecto (Hartman & Zimmer, 1993), el nivel de inoculacién éptimo en semillas y
plantulas para muchos cereales, y en vegetales y plantas de cultivo comerciales, se ha
observado que es de alrededor de 10°— 106 unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/ml), mientras que para el maiz es de 107 UFC/mI, una concentracién de inéculo de
108 — 10'° UFC/mI generalmente inhibe el desarrollo radicular. Estos datos no han
revelado cuéntas células bacterianas por semilla o plantula se requieren para obtener una

respuesta vegetal positiva (Bashan et al., 2004).

Los efectos positivos de la inoculacion se reflejan en diversos parametros
morfoldgicos de la raiz, incremento en la longitud (particularmente en la zona de
elongacion), en el numero y longitud de las raices laterales, lo cual incrementa el volumen
radicular, incremento en el peso seco de la raiz, en el nimero, densidad y aparicion
temprana de pelos radiculares, en el area de superficie radicular, promocion de la divisién
celular en el meristemo radicular, cambios en los arreglos celulares de la corteza,
estimulacion de la exudacion radicular y cambios en la morfologia externa de las raices
(Ibarra, 2010), estas observaciones se fundamentaron en estudios microscépicos, pero no
pudieron ser confirmadas en un estudio posterior donde se utilizé la misma cepa de A.

brasilense (Perrig et al., 2007).

Otros estudios indican claramente que ocurre una disminucion en la longitud
radicular, masa y volumen, pese a que se observa un incremento en parametros de
crecimiento de los brotes (Leon & Rojas, 2015), tales efectos contradictorios en raices a

consecuencia de la inoculacién de plantas con cepas de Azospirillum, aparentemente son
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reales, ya que la mayoria de dichos parametros morfologicos se pueden medir facilmente
y con precision, y se analizaron utilizando métodos estadisticos reconocidos (Hartmann

& Zimmer, 1993).

Ademas de afectar positiva 0 negativamente muchos parametros en raices, la
inoculacién de plantas con Azospirillum puede afectar muchos parametros relacionados
con el follaje, estos cambios se atribuyen directamente a efectos positivos en la absorcién
de minerales por parte de la planta (Montenegro et al., 2017), se ha propuesto que la
absorcion de NOs', NH4*, HPO4?, K*, Rb*, y Fe*? inducida por Azospirillum es el factor
responsable en incrementar la materia seca foliar y la acumulacion de minerales en tallos
y hojas, durante el periodo de reproduccion vegetal, estos minerales pueden transferirse

a las paniculas y espigas, lo que resulta en un mayor rendimiento (Garcia et al., 2010).

Se ha sugerido que el incremento en la absorcién de minerales se debe a un
incremento general en el volumen del sistema de raices y no a un mecanismo de absorcion
de iones mas eficaz, por otro lado, se sugiere que la inoculacion con Azospirillum puede
provocar que la absorcion de iones en el suelo sea mas eficiente (se desconoce el
mecanismo de este proceso); esto explicaria la acumulacion de compuestos de nitrégeno
en la planta sin existir una aparente biotransformacion de nitrégeno (Ormefio & Ovalle,
2011), la planta puede asimilar el nitrogeno del suelo de manera mas eficiente,
requiriendo menos fertilizacion con nitrégeno, la inoculacion de frijol yorimon y frijol de
soya con A. brasilense (Cd) incrementd el flujo de protones de sus raices, y redujo el
potencial de membrana, razén por la cual se propuso que la membrana celular funciona

como un sensor sobre el efecto de Azospirillum (Bashan et al., 2004).
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2.2.4 El trigo (Triticum aestivum)

El cultivo de trigo (Triticum aestivum) es de gran importancia para los pobladores
de la zona Andina porque son utilizados principalmente para cubrir las necesidades
alimenticias de los agricultores, ademas constituye una fuente de ingreso al
comercializarse los excedentes, contribuyendo con el 20% del total de las calorias
ingeridas por las familias rurales de esta region (Romero & Gomez, 2003), esto esta
relacionado a que es un cultivo que se siembra a altitudes superiores a los 3000 msnm,
donde pocos cultivos se adaptan y crecen bajo las condiciones tan adversas de sierra,

donde predominan las sequias y heladas (Ceballo, 2012).

La mayor parte de la produccion de trigo se obtiene en la zona Andina, entre los
2800y 3500 msnm, y casi exclusivamente en secano, de las especies cultivadas del género
Triticum en el Pert se siembran Triticum aestivum ssp aestivum o trigo harinero en un 60
— 70% y Triticum turgidum ssp. durum o trigo cristalino o duro del 30 al 40% (Romero
& Gbémez, 2003) y su consumo de los productos derivados del trigo en el Peru es bastante
estable y el consumo per capita anual de trigo es de 54 Kg de trigo, que corresponde a

producto importado (Diario la Gestién, 2014).

En la sierra norte del Peru, el trigo se cultiva entre los 2500 y 3500 msnm, siendo
el 100% bajo condiciones de secano, alcanza bajos rendimientos (cercano a 1 t/ha), cuyas
causas se relacionan suelos de baja fertilidad y capacidad productiva; baja densidad y
desuniformidad de plantas en el campo; la invasion de malezas; ausencia o uso deficiente
de précticas de abonamiento; uso de semillas de baja calidad; uso de variedades de baja

capacidad productiva y alto riesgo por ser de periodo vegetativo largo; y, un clima muy
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erratico, algunos afios con mucha lluvia otros con sequia, heladas, entre otros aspectos,

su clasificacidn taxondmica de las plantas de trigo es la siguiente (Ceballo, 2012).

Dominio : Eucarya.

Reino : Plantae.
Division : Magnoliophyta.

Clase : Lilipsida.
Orden : Poales.

Familia : Poaceae.

Sub familia : Pooideae

Tribu : Triticeae

Género : Triticum

Especie : aestivum

Nombre cientifico: Triticum aestivum L.

Nombre comdn: trigo

Las especies de trigo se clasifican en funcién del nimero de cromosomas de las
células vegetativas. Se reconocen tres series: diploide o carradn, con 14 cromosomas;
tetraploide o escanda con 28 cromosomas, y hexaploide, con 42 cromosomas (Ceballo,
2012), pueden definirse tres tipos de variedades de trigo respecto a su ciclo: variedades
de otofio o de ciclo largo, variedades de primavera o de ciclo corto y variedades
alternativas, la diferencia entre ellos radica nos basamos en sus necesidades de la duracion
del periodo vegetativo (Garcia et al., 2005), para cumplir su ciclo vegetativo, cada
variedad requiere un determinado calor, que se mide por la suma de diferencias entre la
temperatura media de cada dia y el 0 vegetativo, que en el caso de esta especie es proximo

a 0 °C, la facultad germinativa del trigo, se mantiene durante un periodo de 4 a 10 afios,
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aunque practicamente la duracion del periodo de utilizacion no debe sobrepasar los dos

afios (Villarreal, 2017).

Descripcion botanica

Raiz. Al igual que el resto de las poaceae, el sistema radicular del trigo, es fibroso o
fasciculado. Cuando la semilla de trigo germina, emite la plumula que dara origen a la
parte aérea de la planta, y emite también la radicula conocida ademas como raiz primaria
o seminal, seguida por un sistema de raices secundarias 0 permanentes que surgen de los
nudos inferiores “corona” este ultimo grupo de raices, son las encargadas de dar sostén a
la planta tanto en el aspecto mecanico como en la absorcién de agua y nutrientes del suelo
hasta que el trigo completa su ciclo vegetativo (Villarreal, 2000).

Tallo. Los tallos del trigo, al igual que los demas cereales, son visiblemente fraccionados
por nudos e internudos; los nudos son sélidos y constituyen la conexién vascular de las
hojas con el tallo; los entrenudos son huecos. La altura que alcanzan los tallos del trigo,
generalmente oscila entre 60 120 cm. (Villarreal, 2000).

Macollamiento. EI macollamiento o amacollamiento es una caracteristica de las
gramineas o poaceae Yy consiste en el desarrollo de hijuelos o tallos secundarios terciarios,
etc., a partir de los nudos subterraneos “la corona”. El macollamiento en cereales de grano
pequefio es una caracteristica deseable ya que los macollos pueden también producir
espigas o paniculas y por lo tanto incrementar el rendimiento con una considerable
reduccién de la densidad de siembra. La produccion de macollos varia en funcion de la
variedad, el clima, la fertilidad del suelo y la densidad de plantas por unidad de superficie
(Villarreal, 2000).

Hoja. las hojas surgen alternativamente en los nudos de los tallos o cafas: la hoja esta

compuesta por la vaina, el limbo o lamina, la ligula, el cuello y las auriculas. La vaina
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envuelve parcialmente el tallo por encima del nudo, el limbo es paralelinerve y
tipicamente plano, estrecho y por la forma de su apice lanceolado; las auriculas o
apéndices parten del cuello (donde se unen la vaina y el limbo); la ligula en trigo es de
tamario intermedio respecto a los otros cereales de invierno (Villarreal, 2000).
Inflorescencia. La inflorescencia del trigo es una espiga formada por espiguillas
dispuestas en forma alternada sobre un eje central denominado raquis. Las espiguillas
contienen de dos a cinco florecillas que posteriormente daran lugar al grano el cual queda
inserto entre la lema o cubierta externa del grano que en la mayoria de los casos presenta
una prolongacion conocida como barba o arista, y la palea o envoltura mas unida al grano;
las florecillas laterales de cada espiguilla tienen ademas una tercera cubierta Ilamada
gluma (Villarreal, 2000).

Fruto. Se desarrolla después de la polinizacion y alcanza su tamafio normal en los
siguientes 30 a 45 dias. El fruto es un grano o cariopside de forma ovalada con una sutura
pliegue en la parte ventral, en un extremo lleva germen o embrion y en el otro una
pubescencia llamada generalmente brocha o mechon. El grano esta cubierto por la
cascarilla o pericarpio normalmente de color rojo o blanco segun las variedades, el resto,
que constituye la mayor parte lo forma el endospermo ya que sea blanco almidonoso o

cristalino (Villarreal, 2000).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

Fueron el centro poblado de Camicachi (coordenadas -16.033136 Lat. -69.566566
Long.) del distrito de llave provincia de El Collao, el centro poblado Santa Rosa de
Yanaque (coordenadas -15.961674 Lat. -69.679073 Long.) del distrito de Acora,
provincia de Puno y el centro poblado de Jayllihuaya (coordenadas -15.880054 Lat. -
69.974785 Long.) del distrito de Puno, todos en la region Puno (Figura 2). El aislamiento
bacteriano se realizo en el Laboratorio Oridn, los experimentos se realizaron en el
laboratorio de Ecologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA — Puno vy el
analisis de suelo se realizo en el laboratorio de Aguas y Suelos de la Facultad de Ciencias

Agrarias de la UNA — Puno.

Figura 2. Ubicacion de zonas de muestreo de los centros poblados de Jayllihuaya (Zona

1), Santa Rosa de Yanaque (Zona 2) y Camicachi (Zona 3).
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3.2 Tipo de estudio

El tipo de investigacion fue experimental, porque, se realizo6 en el laboratorio todo
el procedimiento para la evaluacion de la carga microbiana y del potencial biofertilizante
de bacterias Azotobacter sp. y el efecto que pueda tener en plantulas de trigo (Triticum

aestivum).

3.3 Muestra

Para la investigacion son tres zonas de cultivos de los centros poblados de
Camicachi del distrito de Ilave provincia de El Collao, el centro poblado Santa Rosa de
Yanaque del distrito de Acora, provincia de Puno y el centro poblado de Jayllihuaya del
distrito de Puno de la region Puno. De donde se colectaron tierra de los suelos cultivados
de papa de cada uno de estos distritos que se tomaron como muestra en frascos de vidrio
esterilizados. Durante los meses de abril a junio (2018), donde se realizaron dos muestreos

por mes.

3.4 Toma de muestra

Las muestras de suelos en los tres centros poblados, fueron colectadas en frascos
de vidrio de boca ancha esterilizados (Figura 3), luego rotulados debidamente (Figura 4),
se recolectd 500 g de suelo en el horario de 9:00 a 11:00 am, y se transportd en una caja
de tecnopor con bolsas de hielo para mantenerlas a una temperatura de 4 °C

aproximadamente, al laboratorio y ser procesadas.
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3.5 Metodologia
3.5.1 Evaluacion de la carga bacteriana de Azotobacter sp. en tres centros poblados
de la region Puno.

a. Meétodo a utilizar: recuento en placa.
Fundamento. La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o
UFC presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que
desarrolla en el medio de cultivo de eleccion después de un cierto tiempo de
incubacion a la temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de un
agregado de ellos, de la muestra bajo estudio; ese microorganismo o0 microorganismos
son capaces de formar la colonia, es decir una UFC (Camacho et al., 2009). Para esta
investigacion se utilizé el medio de cultivo Ashby donde se observaron colonias

pequerfias transparentes, convexas y de borde circular.

b. Procedimientos. Para la cuantificacion se utiliz6 la metodologia de concentraciones
seriadas mencionado por (Arglello & Moreno 2014). En muchos casos se necesitd
preparar disoluciones con concentraciones extremadamente bajas de un soluto, hasta
un punto que es dificil o imposible en la practica medir la cantidad necesaria de
producto solido o el volumen de solucion madre. En esas situaciones fue necesario
preparar una solucion de mayor concentracion (solucién de stock o solucion madre)
a partir del cual se obtuvieron las concentraciones sucesivas a partir de ésta hasta

alcanzar la concentracion deseada (Domingo, 2017).

Preparacién de concentraciones. Se realizaron concentraciones seriadas con base
en 100 ml, diluyendo 10 g de suelo en 90 ml de agua estéril, hasta la concentracion

107 (Figura 9), luego se tomé 0.1 ml de cada concentracion y se colocé en el centro
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de la placa Petri y sobre ella el medio de cultivo Ashby (5 g de manitol, 5 g de
K2HPO4, 0.2 g de MgS04.7H>0, 0.5 g de NaCl, 0.1 g de K2SOg4, 5 g de CaCO3, 15 ¢
de agar y 1.0 | de agua destilada, a pH 7) (Rao, 1999), distribuyéndose con una
espatula de Digralsky previamente flameada con alcohol (Cérdova et al., 2009), la
incubacion fue a 30 °C por cuatro a cinco dias, el conteo se realizd contando las
unidades formadoras de colonia (UFC) que crecieron en las placas Petri en el

laboratorio “Orion” de la ciudad de Puno (se adjunta constancia).

El crecimiento en placa Petri de las colonias de bacterias Azotobacter sp. en medio
de cultivo Ashby (Figura 11), se observaron como colonias pequefias transparentes,
convexas Yy de borde circular a 30 °C, mientras que en medios no selectivos como el agar
nutritivo se observan colonias medianas redondas de color crema, convexas de borde
circular los cultivos crecen a 30 °C de 24 — 48 h, al observarlas al trasluz el borde es

azuloso (Biocultivos, 2018).

Identificacién morfoldgica. Para la identificacion de la bacteria Azotobacter sp.

se utilizo la siguiente tincion.

Tincion Gram
Fundamento. Las bacterias Gram negativas pierden un colorante (el cristal
violeta) con mayor facilidad que las Gran positivas, debido a la menor cantidad

de mucopéptido de las paredes de las bacterias Gram negativas.

Procedimiento. Para empezar de realizé un frotis, colocando una gota de agua
destilada sobre una lamina portaobjetos, a continuacién con una asa de siembra

previamente esterilizado a la llama de fuego del mechero, se colecté una o 2
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colonias las cuales fueron extendidas sobre lamina portaobjeto mediante la gota
de agua destilada, se dejé secar al ambiente y posteriormente se realizo la tincion
de Gram, se afiadio cristal violeta por 1 minuto, luego se aplico el lugol por 1
minuto, también alcohol-acetona por 1 minuto y por ultimo se afiadio safranina

por 30 segundos (Popescu & Doyle 1996).

Identificacidén bioquimica. Para la identificacion de la bacteria Azotobacter sp.

se utilizaron las siguientes pruebas bioguimicas:

Prueba de la oxidasa

Fundamento. Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas.
La reaccién de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo oxidasa
que activa la oxidacion del citocromo el cual es reducido por el oxigeno molecular
produciéndose agua o peroxido de hidrogeno segun la especie bacteriana. El
oxigeno actla por tanto como aceptor final de electrones en la cadena
transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromo oxidasa sélo se
encuentra en las bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas v,
excepcionalmente, en alguna microaeréfila (Vibrio fetus), pero las bacterias

anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa (Fernandez et al., 2010).

Procedimiento. Se utilizo tiras de papel impregnadas con el reactivo para-amino-
N-dimetil-anilina, que se oxida por la citocromo-oxidasa, el procedimiento
consistio en impregnar la zona coloreada de la tira reactiva con una masa de
bacterias colectadas con el asa de siembra, luego del transcurso de un minuto, si

es positivo vird a un color azul-violeta. (Figura 15).
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Prueba de la catalasa

Fundamento. La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los
microorganismos que poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa
hidrolizan el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en

forma de burbujas (Fernandez et al., 2010).

Procedimiento. Se colocé una gota de agua oxigenada sobre una lamina
portaobjetos con ayuda de una pipeta Pasteur, se colectdé una o dos colonias con
el asa de siembra y se suspendio en la gota de agua oxigenada, a la presencia de

burbujas pequefias se dio como positiva a la prueba de catalasa (Figura 16).

c. Variables
Variable independiente: zonas de estudio.

Variables dependientes: recuentos de bacterias Azotobacter sp.

d. Prueba estadistica. Se realiz6 un ANVA en un disefio completo al azar con
tratamientos de suelos cultivados de la region Puno, con variables independientes que
fueron los tratamientos y variables dependientes que fue el recuento de bacterias
Azotobacter sp. se realizaron cuatro repeticiones donde se formaron 12 unidades
experimentales y se aplico la prueba analisis de varianza y prueba de medidas Tukey
con una confiabilidad al 95% y un error de 5%, las variables respuesta fueron los
recuentos bacterianos de Azotobacter sp, los datos se procesaron con el paquete
estadistico Infostat version estudiantil 2016 para Windows. Previamente se realizo la
prueba de Levene y Normalidad de datos, los cuales cumplieron con dichos supuestos

siendo no significativos.
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El modelo matematico que se utilizé fue el siguiente:
Y ijj=pt+t ite ij
i=1,2, ..., t(tratamientos) y j= 1, 2, ... r (repeticiones)
Donde:
Yij = observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo tratamiento.
t = efecto del i — ésimo tratamiento (suelos de 3 centros poblados).
W = efecto de la media general o constante comdn.
gij = efecto verdadero de 1a j — ésima unidad experimental (réplica), sujeta al i —ésimo

tratamiento (error experimental).

3.5.2 Evaluacion del efecto biofertilizante de la bacteria Azotobacter sp. en
plantulas de trigo.

Segun Novoa (1989), el rendimiento de un trigo sin usar fertilizante nitrogenado
fue una medida del nitrgeno aportado por el suelo siempre que no haya algun factor
limitante (agua, otro nutriente, malezas, enfermedades u otro), el nitrégeno constituye de
un 1 a 2% de la materia seca del trigo y es el primer componente principal. La evaluacion
del efecto biofertilizante de las bacterias Azotobacter sp, se realizd durante la etapa
vegetativa que dur6 entre 30 y 35 dias aproximadamente, ya que esta etapa es apropiada

para aplicar fuentes nitrogenadas de alto grado al suelo (Ceballo, 2012).

a. Inoculacion de bacterias Azotobacter sp. Se realizaron tres inoculaciones con
diferentes concentraciones de 1.5 x 10® (Estandar McFarland 0.5) 3.0 x 108
(Estandar McFarland 1) y 9.0 x 108 UFC/mI (Estandar McFarland 3) en semillas
de trigo (Triticum aestivum). La preparacién de los indculos con las diferentes

concentraciones se realizdé en un matraz con 75 ml de suero fisioldgico previa
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esterilizacion (Figura 14), donde se colocaron con el aza de siembra para cada una
de las concentraciones, mas no en el tratamiento control por estar con agua

destilada.

b. Procedimientos

Preparacion de concentraciones bacterias con el Estdndar Mcfarland 0.5, 1y 3
Fundamento. En Microbiologia, los estdndares de McFarland son usados como una
referencia para ajustar la turbidez de suspensiones bacterianas hasta que el nimero de
bacterias llegue al rango establecido, especificamente para identificacion y pruebas de
susceptibilidad. EIl patron de McFarland mas utilizado es al 0.5% Yy corresponde
aproximadamente a una suspension homogénea de 1.5 x 108 células bacterianas por ml

(MDMCientifica, 2017).

Procedimientos:
1. Antes de su uso, se invirtio suavemente el tubo equivalente al patron de
McFarland varias veces, para asegurar uniformidad de la suspension.
2. Se ajustd la turbidez con colonias de bacterias comparando con el patron de
McFarland equivalente segun la técnica.
3. Se compar6 la turbidez de la muestra con bacterias y el tubo del standard de

McFarland 0.5, 1 y 3, contra un fondo de barras negras y blancas (Figura 15).

Se colocaron en frascos con arena los cuales fueron previamente esterilizados para
gue no se presente alteraciones en cuanto al crecimiento del trigo y no con suelo por que
tiene microorganismos y esto alteraria al observar la reaccion de la bacteria que se inoculo

a las semillas (Figura 20).
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El crecimiento de plantulas de trigo se evalud luego de la inoculacién con
Azotobacter sp. por un lapso de un mes para su posterior evaluacién de la longitud total

de la plantula y la longitud de la raiz, desde la germinacion hasta biométrica. (Figura 21).

Evaluacion de parametros biométricos. Se evalud la longitud total de la planta,
longitud de la raiz, de plantulas de trigo (Triticum aestivum) para evaluar el efecto que

produjeron las bacterias Azotobacter sp. inoculadas en las plantulas. (Figur 22).

c. Variables
Variable independiente: concentraciones de bacterias Azotobacter sp.

Variables dependientes: longitud total y longitud de raiz de plantulas de trigo.

d. Prueba estadistica. Se aplico el disefio completo al azar para evaluar el efecto del
biofertilizante de bacterias Azotobacter sp, con cuatro tratamientos, tres repeticiones
donde se formaron nueve unidades experimentales y se aplico la prueba analisis de
varianza y prueba de medidas Tukey con una confiabilidad al 95% y un error de 5%.
Las variables respuesta fueron las longitudes totales de las plantulas y sus raices. Los
datos se procesaron con el paquete estadistico Infostat version estudiantil 2016 para

Windows.

El modelo matematico que se utilizé fue el siguiente:
Yij = U + T; + Sij

i=1,2,..., t(tratamientos) y j =1, 2, ... r (repeticiones)
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Donde:

Yij = observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo tratamiento.

t = efecto del i — ésimo tratamiento (concentraciones bacterianas).

u = efecto de la media general o constante comun.

&ij = efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental (réplica), sujeta al i — ésimo

tratamiento (error experimental).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Carga bacteriana de Azotobacter sp. en los centros poblados de Camicachi, Santa
Rosa de Yanaque y Jayllihuaya

La carga bacteriana de Azotobacter sp cuantificada en los suelos evaluados,
oscilaron entre los promedios de 142 UFC/g en suelos del centro poblado de Camicachi,
97 UFC/g en suelos del centro poblado de Santa Rosa de Yanaque y 95 UFC/g en suelos
del centro poblado de Jayllihuaya. Los coeficientes de variacion fueron mayores en suelos
del centro poblado de Santa Rosa de Yanaque (21.13%) y menores en suelos de los
centros poblados de Camicachi con 18.47% y en el centro poblado de Jayllihuaya fue de

14.33% (Tabla 1).

Tabla 1. Recuentos de bacterias Azotobacter sp (UFC/g) en campos de cultivo de

suelos de tres centros poblados de la region Puno, abril — junio 2018.

Recuento de Azotobacter sp

Centros poblados (x 10* UFC/qg) Promedio C. V. (%)

Repl Rep2 Rep3 Rep4

Camicachi 144 108 172 144 142 18.47
S.R. Yanaque 100 76 124 88 97 21.13
Jayllihuaya 84 100 84 112 95 14.33

Donde: Rep = repeticion; C. V. = coeficiente de variacion.

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.

Segun el andlisis de varianza las cargas bacterianas en los tres suelos evaluados

presentan diferencia estadistica significativa (Fc = 6.55; gl = 2; P = 0.0175), siendo
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superior en suelos del centro poblado de Camicachi con un promedio de 142 UFC/g a los
dos restantes suelos de Santa Rosa de Yanaque (97 UFC/g) y de Jayllihuaya (95 UFC/qg)

(Figura 3).

155.25

139.47

123.69

107.91+

Recuentos de bacterias Azotobacter sp (x 10 E4 UFC/g)

92.13

Camicachi S. R. Yanaque Jaylihuaya
Centros poblados de procedencia de tierra

Figura 3. Prueba de Tukey de los recuentos de bacterias Azotobacter sp en suelos de

tres campos de cultivo de centros poblados de la regién Puno, abril — junio, 2018.

En la investigacion, se logré aislar a Azotobacter sp, lo cual concuerda con lo
obtenido por Flores et al. (2012), quienes obtuvieron un total de 6 aislamientos de
bacterias aerobias fijadoras de nitrgeno asimbidticas, las cuales fueron de color crema,
medianas, irregulares y brillantes, muy similares a las reportadas para el género
Azotobacter, coincidiendo con la formacion de quistes al observarlas al microscopio, ya
que las bacterias del género Azotobacter cuando provienen del suelo se encuentran en un

estado de resistencia a las condiciones ambientales (Vela, 1974).
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Las muestras de suelo presentaron las siguientes caracteristicas edafoldgicas, el
porcentaje de arena oscilo entre 68.60% (Camicachi) y 80.20% (S. R. Yanaque); el
contenido de arcilla entre 8.40% (Jayllihuaya) y 15.10% (Camicachi); el porcentaje de
limo fue entre 12.30% (Jayllihuaya) y 16.30% (Camicachi); la clase textural fue franco
arenoso en Camicachi y arena franca en S. R. Yanaque y Jayllihuaya; el contenido de
materia organica fue entre 0.95% (Jayllihuaya) y 2.15% (Camicachi); el contenido de
nitrogeno total fue entre 0.04% (S. R. Yanaque) y 0.06% (Jayllihuaya); el pH vario entre
6.30 (Jayllihuaya) y 7.80 (S. R. Yanaque); la conductividad eléctrica oscilé entre 0.11
mS/cm (Camicachi) y 0.16 mS/cm (S. R. Yanaque; el contenido de fosforo disponible fue
entre 2.51 ppm (S. R. Yanaque) y 3.63 ppm (Jayllihuaya) y el contenido de potasio

disponible fue entre 38 ppm (Jayllihuaya) y 64 ppm (Camicachi).

Los suelos con el mayor recuento bacteriano de Azotobacter sp, fueron los
procedentes del centro poblado de Camicachi (Figura 3), con respecto a los demas suelos,
lo cual se deberia a la mayor presencia de materia organica (2.15%), un pH préximo a la
neutralidad de 6.90 unidades, el mayor contenido de fésforo (P) disponible (3.63 ppm) y
potasio (K) disponible (64 ppm), asi como también en suelos franco arenosos,
probablemente debido a que existe una buena circulacion de agua, manteniendo la
humedad, la oxigenacion de los suelos y buen contenido de materia organica; dando a
conocer de que los suelos del centro poblado de Camicachi serian abonados con
estiércoles de ovinos, aves, vacunos y guano de isla, entre otros abonos organicos;
asimismo el uso o aplicacion de agroguimicos es menor con respecto a los demas centros

poblados (Tabla 2).
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Tabla 2. Evaluacion de los parametros edafoldgicos en suelos de tres de campos de
cultivo, laboratorio de Aguas y Suelos — Facultad de Ciencias Agrarias, UNA Puno,

julio — agosto 2018.

Parametros Centros poblados C.V.
Promedio
edafoldgicos Camicachi S. R. Yanaque Jayllihuaya (%)
Arena (%) 68.60 80.20 79.30 76.03 8.50
Arcilla (%) 15.10 11.20 8.40 11.57 29.10
Limo (%) 16.30 8.60 12.30 12.40 31.10
Franco Arena No
Clase textural Arena franca No aplica
arenoso franca aplica
Materia organica (%) 2.15 1.45 0.95 1.52 39.70
N total (%) 0.05 0.04 0.06 0.05 20.00
pH (unidades) 6.90 7.80 6.30 7.00 10.80
C. E. (mS/cm) 0.11 0.16 0.12 0.13 20.40
P disponible (ppm) 3.63 2.51 3.07 3.07 18.20
K disponible (ppm) 64 39 38 47.00 31.3

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.

Sin embargo, Borda et al. (2009), obtuvo biofertilizantes en medio leche con una
concentracion celular de 4 x 101> UFC/ml, las cuales fueron superiores a los obtenidos en
ésta investigacion, indicando que identificaron a bacterias Azotobacter nigricans con base
en la caracterizacion fenotipica y genotipica, presentando mejor estabilidad,
pigmentacion, mayor velocidad de crecimiento de 0.1405/h en fase exponencial de 18
horas y una produccion de AlA promedio de 38.4 mg/ml a las 150 horas; asimismo,
concuerda con Cordova et al. (2009), quienes manifiestan que las poblaciones de

Azospirillum y Azotobacter fueron aislados hasta profundidades de 59 y 110 cm,
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respectivamente, los cuales oscilaron entre 42 x 10*y 11 x 10° UFC/g de suelo seco para
Azospirillum y Azotobacter, respectivamente, superando los recuentos obtenidos en la

investigacion.

Segun Goitia (2014), Ibarra (2010) y Cordova et al. (2009), las bacterias fijadoras
de nitrogeno en suelos rizosféricos, identificaron bacterias vida libre Stenotrophomonas,
Alcaligenes, Achromobacter, Serratia, Arthrobacter, Lysinibacillus, Bacillus y
Tetrathiobacter; en la presente investigacion no se pudo obtener mayor diversidad
bacteriana, debido probablemente a la carencia de raices de plantas, ya que se colectaron
las muestras en suelos en temporadas de otofio y en la region Puno, no se cultivan en esta
temporada, en razén de que las raices proveen de nutrientes a las bacterias diazotrofas

incrementando su nimero (Atlas & Bartha, 2002).

Entre los factores que afectan disminuyendo los recuentos de bacterias
Azotobacter sp en los suelos, es que poseerian altos niveles de NaCl (Ogata & Zuiiiga,
2008), y otras sales debido probablemente al aumento de aplicacion de agroquimicos en
las temporadas de cultivo, ya que una solucién del suelo que posee mas sales que el medio
interno de las células que constituyen las raices, el agua tendera a salir de estas Ultimas,
causando sequedad fisioldgica en las plantas y paralelamente los bajos recuentos
bacterianos (Pernasetti, 2010), en la investigacion se refleja valores de conductividad
eléctrica (CE) que oscilan entre 0.11 y 0.16 mS/cm, el cual refleja la capacidad del suelo
para conducir corriente eléctrica al aprovechar la propiedad de las sales en la conduccion
de esta; por lo tanto, la CE mide la concentracion de sales solubles presentes en la solucion

del suelo.
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El mayor recuento de bacterias Azotobacter sp se deberia a las condiciones
fisicoquimicas del suelo, coincidiendo con Arguello et al. (2016), quienes determinaron
que en los suelos de la zona de muestreo Florilandia, el mayor recuento bacteriano, se dio
a la presencia de riego por goteo, influyendo positivamente en la zona de rizésfera 'y en
la planta, y este tipo de irrigacion acelera la tasa de desarrollo de las plantas (Jadin &
Jacquemart, 1978), la abundancia bacteriana se atribuye ademas, a que este cultivo fue el
Unico abonado organicamente con humus liquido (Ormefio & Ovalle, 2011), el cual es
una forma de aplicar nutrientes para las plantas y mejorar la calidad quimica de los suelos,
con ello se favorecen las condiciones para preservar y fomentar la diversidad bacteriana

de la zona de rizésfera.

Las menores poblaciones de bacterias Azotobacter sp fueron determinadas en
suelos de los centros poblados de Jayllihuaya y de Santa Rosa de Yanaque, dichos
resultados concuerdan con los manifestado por Arguello et al. (2016), que, en suelos de
la zona de EIl Porvenir, reportaron valores de pH de 6.48 unidades, el pH acido es un
factor determinante en el nimero de bacterias, debido, a que estas poseen requerimientos
de pH acidos o ligeramente acidos, de entre 5.5 — 6.2 para poder crecer. Por otro lado,
Park et al. (2005) afirman que, en un laboratorio, el analisis del nimero y tipo de
microorganismos identificados en estos medios brinda informacion valiosa acerca de la
distribucion de microorganismos potencialmente fijadores de nitrogeno en los diferentes

sitios muestreados.

En este trabajo se realiz6 el aislamiento de bacterias del género Azotobacter sp en
medios libres de nitrogeno para la identificacion y posterior analisis de bacterias fijadoras

de nitrogeno, donde la mayor riqueza en vegetacion que se encuentra en los bosques,
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concuerda con el mayor hallazgo de bacterias diazétrofas en el interior y en la superficie
de las raices de muchas gramineas tropicales como es el caso de bacterias del género
Azospirillum (Marin et al., 1998), por consiguiente el cambio de vegetacién y la
presencia de gramineas (Brachiaria sp.), pueda favorecer el establecimiento de bacterias
aerobias y microaerdfilas, esto debido a que las gramineas mantienen un buen crecimiento
radical a expensas del crecimiento de la parte aérea, puede adquirir nitrogeno mediante
fijaciéon asociativa (Dalton & Kramer 2006), éstas usan ambas formas de nitrégeno
(nitrato y amonio) y, al igual que en otros suelos, toma fosforo y calcio mediante sistemas

radicales extensos y asociaciones con micorrizas arbusculares (Rao et al. 1998).

En esta investigacion se aislaron bacterias del género Azotobacter sp, estos
resultados fueron desiguales a los mencionados por Céardenas et al. (2010), quienes
obtuvieron mayor cuantificacion para bacterias del género Azospirillum sp. en el medio
NFb, seguido de Burkholderia sp., debido a que los géneros bacterianos se establecen en
las raices de las plantas y en suelo subyacente y al parecer algunas raices de determinadas
plantas acogen en su rizosfera bacterias especificas, tales como Burkholderia sp., quien

es precominante en cultivos como en el maiz (Perin et al., 2006).

Es beneficioso el aislamiento de las bacterias diazétrofas, debido a que
contribuyen al reciclaje de nutrientes por parte de las plantas (Taiz & Zeiger, 2006), estas
bacterias, también biosintetizan y exudan hormonas vegetales como las auxinas,
citoquininas y giberelinas, adaptandose y colonizando ambientes rizosféricos con mayor
facilidad (Céardenas et al., 2010), la baja cuantificacion en algunas parcelas evaluadas de
las comunidades concuerda con Melloni et al. (2004), quien reportd que la poblacion de

este genero se ve afectada por las condiciones del suelo, los tipos de vegetacion y la época
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climatica en la cual se realicen los muestreos de los suelos.

4.2 Efecto biofertilizante de la bacteria Azotobacter sp. en plantulas de trigo
4.2.1 Efecto de las bacterias Azotobacter sp en la longitud total de plantulas de trigo
Las plantulas de trigo inoculadas con una concentracién de bacterias Azotobacter
sp de 9.0 x 108 células/ml, fueron las que resultaron con el mayor promedio de longitud
total con 77.43 cm, seguido del efecto de la inoculacién de 1.5 x 108 células/ml, con un
promedio de 68.87 cm y de 60.87 cm al inocular con una concentracion bacteriana de 3.0
x 108 células/ml (Tabla 3), todos los resultados de los tratamientos fueron superiores al
tratamiento control, el cual solo se inocularon con suero fisioldgico. Todos los recuentos
bacterianos presentaron un coeficiente de variabilidad inferior al 15%, eso quiere decir
que el promedio es representativo de los conjuntos de datos presentados en las

repeticiones.

Tabla 3. Longitud total (cm) de plantulas de trigo inoculadas con bacterias Azotobacter

sp, julio — agosto 2018.

Concentracion del
Rep. 1 Rep.2 Rep.3 Prom C.V. (%)

inoculante
1.5 x 108 cel./ml 69.10 78.60 58.90 68.87 1431
3.0 x 108 cel./ml 66.10 64.00 52.50 60.87 12.03
9.0 x 108 cel./ml 73.20 80.20 78.90 77.43 4.81
Control 60.00 55.80 57.90 57.90 3.63

Donde: Rep. = repeticion y C. V. = coeficiente de variacion.
Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.
Las longitudes totales de las plantulas inoculadas con bacterias Azotobacter sp en

tres concentraciones diferentes, presentaron diferencias estadisticas significativas (Fc =

48

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

5.46; gl = 3; P = 0.0245), asimismo, el mayor promedio de longitud total de las plantulas
de trigo se obtuvo cuando las semillas fueron inmersas en suero fisiolégico con una
concentracion de 9.0 x 108 células/ml, seguidos de las concentraciones 1.5y 3.0 x 108
células/ml y los menores promedios de longitud total de plantas se obtuvieron en el

tratamiento control (Figura 4).

82.357

75.954

A
69.54 AB
63.14-
AB
B
56.74 ]

9.0 x 10 E8 cel./mL 1.5x 10 EB cel./mL 3.0 x 10 E8 cel./mL Control

LONGITUD TOTAL DE PLANTA (cm)

Concentraciones bacterianas

Figura 4. Prueba de Tukey de la longitud total de plantulas de trigo, en el laboratorio de

Ecologia, agosto 2018.

Las rizosferas de las plantas, cuenta con muchos organismos bacterianos capaces
de estimular el crecimiento vegetal, lo cual concuerda con Orozco & Martinez (2009),
quienes aislaron 151 cepas de bacterias aerobias aisladas de la rizésfera de Pinus patula,
de las cuales 62 cepas fueron fijadoras de nitrdgeno, entre dichas bacterias diazotrofas se
mencionan a Bacillus macerans (35.5%), Pseudomonas sp (29%), Enterobacter
agglomerans (22.6%) y Azotobacter chroococcum (12.9%), ante la inoculacion de

plantulas con A. chroococcum presentaron los mejores promedios en casi todos los
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parametros vegetales (altura con 18.7 cm, peso seco foliar con 37.4 g, peso seco radicular
con 16.6 g, contenido de nitrogeno foliar con 0.72 g/planta), a excepcion del peso seco
radicular, la inoculacion de semillas de trigo con una concentracion bacteriana de
Azotobacter sp de 9.0 x 108 cel./ml, ejercié los mejores crecimientos con respecto a la
longitud total de las plantulas, lo cual cual concuerda con Gonzalez (2015), quien luego
de inocular Azotobacter vinelandii en semillas de maiz a los 60 y 90 dias ejercié una
mayor accion en el crecimiento e incremento de la altura de plantas con 96.3 y 189.6 cm

respetivamente.

La inoculacién de bacterias Azotobacter sp en semillas de trigo trae consigo el
mejor crecimiento de plantulas, esto debido a que dichas bacterias producen auxinasy a
las 24 horas de evaluacion, producen la mayor cantidad de &cido indol acético (AlA) con
137.49 ug/ml (Gonzalez, 2015) y Rodriguez (2011), el cual manifiesta que todos los
aislamientos bacterianos pertenecientes a los géneros Enterobacter, Pseudonamoas,
Raoultella y Ochrobactrum, produjeron AIA en medio de cultivo TY (Medio Triptona),
suplementado con triptéfano en cantidades que van desde 1.77 ug/ml hasta 185 ug/ml,
dichas moléculas son un grupo de fitohormonas que actian como reguladoras del
crecimiento vegetal, provocando la elongacion de las células y se sintetizan en las
regiones meristematicas del apice de los tallos y son muy aplicadas por los agricultores,
logrando acelerar el crecimiento de las plantas, promoviendo la iniciacion de raices
adventicias y es el componente activo de muchos preparados comerciales utilizados en la
fruticultura para el enraizamiento de esquejes de tallos, promueve la floracion y el cuajado

de los frutos y evitar la caida prematura de los frutos.
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Las bacterias del género Azotobacter sp, fueron aisladas en meses de abril — junio
del afio 2018, en suelos pos cosechados, segun Obando et al. (2010), la densidad de
bacterias en mencion, muestran la densidad poblacional homogénea en las épocas
climaticas analizadas lluvia y sequia, en tal sentido se infiere afirmando de que no hay
influencia de la época climatica en el establecimiento de las bacterias diazotréficas, dicho
comportamiento se atribuye a caracteristicas fisiolégicas de los géneros diazotréficos, asi
como a su capacidad de modificar sus patrones metabolicos propios de cada género, al
alterarse las condiciones edéaficas, fundamentalmente la disponibilidad de carbono y
nitrégeno, contenido de humedad, tension de oxigeno, entre otros parametros edaficos
(Sadasivan & Neyra 1987), por otro lado, la eficiencia fotosintética, las exigencias
nutricionales y la resistencia a condiciones desfavorables, entre otras caracteristicas
ligadas a la planta influye en la eficiencia de fijacién de nitrégeno por las bacterias, y la
diversidad genética de éstas diazotréficas viene relacionada con el genotipo de la planta

(Combe et al., 1994).

Las bacterias diazétrofas del género Azotobacter sp, aisladas e identificadas a
partir de suelos, previo a la cosecha se encontrarian en el suelo rizosférico debido a que
poseen una guimiotaxis con los exudados de las raices, que influyen en la colonizacion
de las bacterias en dicho habitat (Schmid, 1991), tales como diversos azucares, acidos
organicos y aminoacidos (Reinhold et al., 1985), asi como hacia compuestos aromaticos
(Lopez et al., 1993) y exudados radicales (Gafny et al., 1986); por otro lado, también
seria a la capacidad de producir sider6foros por algunas cepas (Tapia et al., 1992),
ejerciendo efectos antagonicos contra otros microorganismos rizosféricos como los
fitopatdgenos (Caballero, 2000). Burdman et al. (2000), acota la posibilidad de que una

proteina de la membrana externa de Azospirillum sp (otra bacteria diazétrofa asimbiotica),
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sea la responsable de la adherencia a las raices de las plantas, también se ha reportado la
aparicion de material fibrilar que contribuye al anclaje de Azospirillum sp., a las raices de

diversas plantas de interés agricola (Levanony et al., 1991).

Por su parte Ledn et al. (2012), corrobora con el presente estudio, ya que las
plantulas inoculadas de tabaco tuvieron un grosor o diametro del tallo y valores de masa
fresca y seca adecuados, en nueces de cocotero inoculadas con A. chroococcum, se
obtuvieron diferencias significativas en el crecimiento y desarrollo de las plantulas
inoculadas en comparacion con el testigo (Alvarado et al., 2004), las cepas de
Azotobacter, en relaciéon con el crecimiento de las plantulas de tomate (La Torre &
Zufiga, 2009), mostraron un incremento significativo respecto al control, en altura, area

foliar, peso seco radicular y peso fresco y seco aéreo.

4.2.2 Efecto de las bacterias Azotobacter sp en la longitud de la raiz de plantulas de

trigo

Las plantulas de trigo inoculadas con una concentracién de bacterias Azotobacter
sp de 1.5 x 108 células/ml, fueron las que resultaron con el mayor promedio de longitud
de raices con 47.57 mm, seguido del efecto de la inoculacién de 9 x 108 células/ml, con
un promedio de 45.83 mm y de 42.93 mm al inocular con una concentracion bacteriana
de 3.0 x 108 células/ml (Tabla 4), todos los resultados de los tratamientos fueron
superiores al tratamiento control, el cual solo se inocularon con suero fisioldgico. Todos
los recuentos bacterianos presentaron un coeficiente de variabilidad inferior al 20%,
significando que el promedio es representativo de los conjuntos de datos mostrados en las

repeticiones.
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Las longitudes de las raices de las plantulas inoculadas con bacterias Azotobacter
sp en tres concentraciones diferentes, presentaron diferencias estadisticas significativas
(Fc = 8; gl = 3; P = 0.0086), asimismo, el mayor promedio de longitud de raices de las
plantulas de trigo se obtuvo cuando las semillas fueron inmersas en suero fisiolégico con
las tres concentraciones de 1.5, 3y 9.0 x 108 células/ml y los menores promedios de

longitud total de plantas se obtuvieron en el tratamiento control (Figura 5).

Tabla 4. Longitud de raices (cm) de plantulas de trigo inoculadas con bacterias

Azotobacter sp, julio — agosto, 2018.

Concentracioén del
Rep. 1 Rep.2 Rep.3 Prom C.V. (%)

inoculante
1.5 x 108 cel./ml 50.20 38.00 5450 4757 17.99
3.0 x 108 cel./ml 39.30 48.00 4150 42093 10.54
9.0 x 108 cel./ml 41.00 52.50 44.00 45.83 13.01
Control 28.50 28.00 2400 26.83 9.19

Donde: Rep. = repeticion y C. V. = coeficiente de variacion.

Fuente: Elaborado por el equipo de trabajo.
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Figura 5. Prueba de Tukey de la longitud de raiz de las plantulas de trigo, en el

laboratorio de Ecologia, agosto 2018.

Los resultados obtenidos en la investigacion manifiestan que las bacterias aisladas
e inoculadas en las plantulas de trigo, estimularon el proceso de germinacion y
crecimiento de plantulas, lo cual concuerda con los mencionado por Bécquer et al.
(2015), quienes al inocular bacterias rizosféricas Sinorhizobium y Azospirillum en trigo,
lograron el incremento del contenido de clorofila y la longitud del tallo, peso seco aéreo
y peso seco radical; asimismo, Carrillo et al. (2015), afirma que la inoculacién en plantas

de cilantro con bacterias diazétrofas muestra un efecto positivo en el crecimiento.

Similar resultado obtuvo Rodriguez (2015), donde la mejor longitud de raiz en
tomate, alcanzé los 57 cm de largo con la inoculacion de la cepa Azospirillum GCN1 con
50% de N, superando al testigo que obtuvo el peor resultado hasta con un 50%, al respecto

Toniutti y Fornasero (2008) reportan resultados similares ya que A. brasilense increment6
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en el 82% la longitud radicular de las plantas de Setaria lachnea en comparacion con las
plantas no inoculadas, asimismo, Greer et al. (2004), afirman que especies de
Azospirillum brasilense se encuentran asociadas con las raices de muchos cultivos de
importancia agricola, como el trigo, el maiz y el arroz, promoviendo el crecimiento
radicular de las plantas, por tanto poseen un gran potencial para el desarrollo de
biofertilizantes, Cura et al. (2005), corroboran que al inocular semillas de arroz con
Azospirillum produce un mayor enraizamiento de las plantas, lo cual les permite explorar

una mayor superficie de suelo.

Las bacterias Azotobacter sp aisladas en la presente tesis, presentaron
especificidad con las semillas de trigo ya que presentaron efectos en la germinacion y
crecimiento de plantulas, todo ello fue corroborado por Gutiérrez (2013), quien al
inocular bacterias diazétrofas en variedades de maiz, demostraron la existencia de
especificidad en la interaccién cepa — variedad, aumentando la biomasa aérea de las
plantas; las bacterias diazétrofas originaron un buen desarrollo vegetal en plantulas de
trigo, lo cual concuerda con los determinado por Maddonni et al. (2003), quienes lograron
mejoras en el crecimiento de las plantas incrementando su biomasa y rendimiento en
asociacion con bacterias rizosféricas del género Azospirillium, por otro lado, minimizan
los efectos nocivos de los organismos fitopatdgenos, incrementan la fijacion de nitrégeno
atmosfeérico, la absorcion de agua, nutrientes y producen fitorreguladores de crecimiento
vegetal; asimismo, concuerda con lo manifestado por Constantino et al. (2011), al
biofertilizar plantulas de papaya con bacterias Azotobacter chroococcum y micorrizas
Glomus intraradices, incrementando el crecimiento, la biomasa y su nutricion luego de

dos inoculaciones, en semillas y después en plantulas, 30 dias después de la emergencia.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Las cepas nativas de Azotobacter sp estimularon un mejor desarrollo vegetativo
de Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, ya que biosintetizaron entre 7.10 a 57.99
mg/l de acido indolacético (AlA), esta fitohormona natural estimularia el crecimiento de
las plantulas, asimismo, pueden fijar entre 0.13 a 1.64 mg/l de nitrogeno en forma de
amonio y presentd una eficiencia del 1.61% en solubilizar la roca fosférica de Bayovar,
lograndose asi el aumento de la altura y el volumen radicular (Escobar et al., 2011); de
similar forma Ledn & Rojas (2015), evaluaron que Azotobacter sp, logrd cuantificar
36.03 ppm de nitrégeno fijado como amonio, produjo 60.75 ppm de &cido indol acético
(fitohormona) y 6.06 ppm de fosforo solubilizado, y presento actividad antagonica contra
hongos patdgenos como Fusarium verticillioides debido a su actividad proteolitica y

quitinolitica.

Pero muchas veces, las bacterias Azotobacter chroococcum, no presentaron
efectos estimulantes del crecimiento de plantulas, lo cual se deberia a que probablemente
las bacterias no tendrian una especificidad en la estimulacion de su crecimiento (Tang,
1995), asi como también las raices de las gramineas no liberan sustancias nutritivas
adecuadas para las bacterias del género Azotobacter (Atlas & Bartha, 2002), Las semillas
de trigo inoculadas con las bacterias diazdtrofas presentaron mejores resultados en los
porcentajes de germinacion y posterior crecimiento de los érganos de las plantulas, a
pesar de que las bacterias Azotobacter sp son asimbidticas, las pectinasas y celulasas
vienen a ser enzimas implicadas en los mecanismos de produccion de las fitohormonas y
otros metabolitos producidos por las bacterias, Hallman et al. (1997) por su lado propone
que las enzimas pectinoliticas y celuloliticas producidas por las bacterias contribuyen a

los procesos de infeccién en las plantas.
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Las bacterias diazotrofas entre ellas Azotobacter sp, origina muchos beneficios en
los suelos o campos de cultivo ya que producen sustancias estimuladoras del crecimiento,
sideroforos y antibioticos, e inclusive inducen a la resistencia en la planta y la fijacion del
nitrégeno (Torriente, 2010), razon por la cual deben ser aisladas, identificadas mediante
métodos confiables y asi evaluar su capacidad como promotoras del crecimiento vegetal,
constituyéndose en una buena alternativa para mejorar la nutricion y la calidad de los
cultivos, lo que contribuye al mejoramiento del sistema planta — suelo — microorganismo
(Tang, 1995), como también el genotipo vegetal; aunque, para verificar esto, deberian
realizarse mas repeticiones de los ensayos y que al inducir el crecimiento de la raiz
principal y de las raices laterales produce un aumento de la superficie de absorcién de las

plantas, lo que favorece el intercambio de nutrientes (Spaepen et al., 2008).
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V. CONCLUSIONES

- La carga bacteriana de Azotobacter sp. en el centro poblado de Camicachi
presenté un promedio de 142 x 10* UFC/g de suelo, el centro poblado de Santa
Rosa de Yanaque present6 un promedio de 97 x 10* UFC/g y el centro poblado
de Jayllihuaya 95 x 10* UFC/g, todos los valores presentaron valores de dispersion

leve y con diferencia estadistica significativa (Fc = 6.55; gl = 2; P = 0.0175).

- El efecto biofertilizante de la bacteria Azotobacter sp. estimul6 el incremento de
la longitud total de las plantas logrando valores de 77.43 cm con una
concentracion de 9.0 x 108 cel./ml (Fc = 6.55; gl = 2; P = 0.0175) y la longitud de
raices de 47.57 cm con una concentracion bacteriana de 1.5 x 108 cel./ml (Fc = 8;
gl = 3; P = 0.0086), superando a las longitudes de las plantulas del tratamiento

control.
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V1. RECOMENDACIONES

- Realizar la identificaciéon molecular de las especies de bacterias diazétrofas del

género Azotobacter sp. aisladas de los campos de cultivo de la region Puno.

- Para los investigadores bidlogos y agronomos, realizar experimentos sobre la
obtencion de presentaciones comerciales liquidas en concentraciones de 1.5 x 108
células/ml o sobre sustratos que contengan bacterias diazétrofas Azotobacter sp
aisladas de suelos del altiplano peruano, con fines de obtener productos
agropecuarios ecoldgicos de venta a los agricultores para su ulterior aplicacion en

sus campos de cultivo.
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ANEXOS
Anexo 1. Galeria de fotos.

(izquierda), Santa Rosa de Yanaque (centro) y Jayllihuaya (derecha), abril — junio,
2018.

Figura 7. Muestras de los suelos colectadas en suelos de tres centros poblados y
trasladadas al laboratorio, abril — junio 2018.

Figura 8. Disefio de toma de muestras de suelo al azar en los tres centros poblados,
abril — junio 2018.
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Figura 9. Procedimiento de las concentraciones de la muestra de suelo de tres centros

poblados, abril — junio 2018.

Figura 10. Placas Petri con medio de cultivo Ashby sin indicador de pH, preparado en
el laboratorio de analisis microbioldgicos, abril — junio 2018.

Figura 11. Placa Petri con colonias transparentes en medio de cultivo Ashby con

indicador de pH — azul de bromotimol, abril — junio 2018.

73
Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO " Nacional del

Altiplano

Figura 12. Placa Petri con agar nutritivo donde se observa a la colonia de Azotobacter

sp con un borde azulino (circulo rojo), abril — junio 2018.

Figura 13. Observacion de ldminas de coloracion Gram al microscopio en el laboratorio

de analisis microbioldgico, abril —junio 2018.

Figura 14. Bacilos Gram negativos (izquierda) y cocobacilos Gram negativos
(derecha) con formacion de quistes, abril — junio 2018.
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Figura 15. Prueba de la oxidasa positiva (A) y negativa (B) de Azotobacter sp en el

laboratorio de analisis microbiologico, abril — junio 2018.

Figura 16. Prueba de la catalasa positiva en dos colonias de Azotobacter sp, abril —
junio 2018.

Figura 17. Soluciones de suero fisioldgico conteniendo bacterias Azotobacter sp, para

inocular a las semillas de trigo, julio 2018.
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Figura 18. Estandares 0.5, 1y 3, utilizados en la investigacion (izquierda) comparando

el tubo de bacterias con el estandard de McFarland correspondiente (derecha), julio,
2018.

Figura 19. Inmersion de semillas en soluciones de suero fisioldgico conteniendo

bacterias Azotobacter sp, julio 2018.

Figura 20. Frasco con arena donde se colocaron las semillas ya inoculadas con las

bacterias para su posterior crecimiento.
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Figura 21. Crecimiento del trigo a un mes de inoculacién con bacterias Azotobacter sp,
agosto 2018 (T 0.5 = 1.5 x 108 células/ml; T 1 = 3 x 108 células/ml; T3 =9 x 108

células/ml).

Figura 22. Medicidn de las plantulas de trigo, en el laboratorio de Ecologia, agosto,
2018.
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Anexo 2. Constancia de laboratorio donde se realizé el aislamiento bacteriano.

"\ LABOBATORIO DE INVESTIGACION, ANALISIS v DIaGNOSTICO CLinico

<% ) Laboratorios “ORION”

Andlisis de Sangre, Orina, Heces, Microbioldgicos, Histopatolégicos, ADN

A N\ - - y, Jr. Lima N° 208 Il piso Of. 08 ** Movi 951599873 - RPC 951753461- TelFax 051351561
~ - www laboratorioorionpuno blogspot.com - helarry@hotmail.com
RUC N® 10013180861 ** RNP S016165 ** Certificacion D.S. 023-87/SA ** LM N° 001202 ** REMYPE - 0001260600

ORION ORION-ORIN ORION GRION ORION-ORION ORION - ORIGN ORION-ORION ORION ORION-ORION-GRION. ORION-ORION ORION-ORION ORION ORION ORION-ORION ORION-ORION. ORION-ORION ORION

CONSTANCIA

HERBERT LARRY FLORES REATEGUI, GERENTE DEL LABORATORIO ORION
HACE CONSTAR QUE:

La Srta. MARILUZ ESCALANTE MARON Bachiller de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, ha realizado su
trabajo de investigacion en nuestro laboratorio cuyo titulo de tesis fue:
“Evaluacién del potencial biofertilizante de bacterias Azotobacter sp.
aisladas de suelos cultivados de la regién Puno y suefecto en plantulas de
trigo(Triticumaestivum)2018”, realizadoentre los meses de abril a junio
del 2018.

Seexpidelapresente constanciaasolicitudescritade la interesadaparalos
fines que crea por conveniente, no valida paraasuntos legales.

Puno, julio 04 del 2018
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Anexo 3. Constancia de laboratorio donde se realizd los cultivos de las plantulas.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LABORATORIO DE ECOLOGIA ACUATICA
Reconocido por resolucion N° 2787-2017-R-UNA

Reconocido por la SUNEDU N° 101-2017-SUNEDU/CD

“Ano del Dialogo y la Reconciliacion Nacional”

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE JEFE DEL LABORATORIO DE ECOLOGIA ACUATICA
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNA - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller, Mariluz Escalante Marén, egresada de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano ha realizado su trabajo de
investigacion titulada “EVALUACION DEL POTENCIAL BIOFERTILIZANTE
DE BACTERIAS Azotobacter sp. AISLADAS DE SUELOS CULTIVADOS DE
LA REGION PUNO Y SU EFECTO EN PLANTULAS DE TRIGO (Triticum
aestivum) 2018”. Realizado en los meses de julio y agosto del 2018.

Se emite la presente constancia a solicitud de la interesada para los fines que
se estime por conveniente.

Puno, 24 de septiembre del 2018.

Atentamente

0 L. Lova\id Cargle
NCIAS BINLOGIRA®

cindn \r
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Anexo 4. Informe de los resultados de analisis de suelos.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO -
PUNO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA

LABORATORIO DE AGUAS Y SUELOS

ANALISIS DE FERTILIDAD DE SUELOS

PROCEDENCIA : C. P. Santa Rosa de Yanaque Dist. de Acora, C.P. Camicachi Dist. de llave yC.P.
Jayllihuaya Distrito y Departamento de Puno.
INTERESADO : Bach. MarilGiz ESCALANTE MARON
MOTIVO : Andlisis Fertilidad de suelos
MUESTREO : 24/07/2018 (por la interesada)
ANALISIS : 25707/2018
LABORATORIO : Agua y Suelo FCA — UNA
FECHA
ANALISIS MECANICO
# CLAS . M.O.
ORD CLAVE DE CAMPO ARiNA AR(EX”LLA L|:zo TEXTUREAL c‘% ‘K? N. TOTAL %
C. P. Santa Rosa de
01 Yanaque Dist. de 80.20 11.20 8.60 Arena Franca 000 [145 0.04
Acora
02 CP. Camicachi Dist. 68.60 15.10 16.30 Franco arenoso 000 215 0.05
de llave

03 c',P' {aylhhuaya 79.30 8.40 12.30 Arena Franca 000 |0.95 0.06
Distrito Puno

ELEMENTOS
i - CE. CE.(e) DISPONIBLES : TATI(iNES ICAMBIA]BLES I - ac S.B.
ca®™ Mg®  [k* C A
mS/cm mS/cm — K i g Na me/100 g %
me/100 g suelo
01 7.80 0.16 0.80 2.51 39 NC NC NC NC 0.00 NC NC
02 6.90 0.11 0.55 3.63 64 NC NC NC NC 0.00 NC NC
03 6.30 0.12 0.60 3.07 38 NC NC NC NC 0.00 NC NC
FArA = Franco arcillo arenoso FAr = Franco arcilloso
Ar = Arcilloso M.O.=Materia organica
FArA = Franco arcillo arenoso P = Fésforo disponible
CIC= Capacidad Intercambio Cationico K = Potasio disponible
N = Nitrégeno total C.E. = Conductividad eléctrica
K’ = Potasio cambiable SB = Saturacion de bases
A= Arena Mg** = Magnesio cambiable
Ca’'= Calcio cambiable mS/cm = milisiemens por centimetro
Na'= Sodio cambiable C.E.(e) = Conductividad eléctrica del extracto
CO;” = Carbonatos Al* = Aluminio cambiable
me= miliequivalente.f\ NC= no corresponde
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