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RESUMEN

La investigacion se realizo entre noviembre del 2017 a marzo del 2018 en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas como también en el CIP Camacani de
la UNA - Puno. Los objetivos fueron: Determinar la diferencia porcentual de germinacién
in vitro de semillas de quinua inoculadas con Pseudomonas sp. (cepa PQLMT18). y
Rhizobium sp. (cepa DZ50), en forma individual y asociada; evaluar el efecto de la
inoculacion con estas cepas sobre el porcentaje de emergencia, peso fresco, peso seco y
longitud de tallo de la quinua. Lo métodos fueron inoculacién microbiana in vitro con una
poblacion de 1079 UFC/mI sobre semilla de quinua, germinacion in vitro en agar agua al
0.75%, y la evaluacion de emergencia, crecimiento y caracteristicas morfoproductivas de
cultivo en maceta se realizé en condiciones de campo abierto en el CIP Camacani. El disefio
estadistico que se utiliz6 fue Disefio Completo al Azar con 4 tratamientos con 6 repeticiones,
consistente en semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), con Rhizobium sp. (T3),
asociacion de ambas cepas (T4) y un control negativo de semilla sin inoculo bacteriano (T1);
para el contraste de medias, se realizo la prueba multiple de Tukey al 0.05 de significancia.
En cuanto a Los resultados de porcentaje de germinacion fue mayor en el tratamiento T3
con 87% y menor en el control negativo con 84% no existiendo diferencias estadisticas; La
emergencia fue mayor en el control negativo con 83.3% con el valor de F (0.62) con un
grado de significancia (P > 0.05) y menor en el tratamiento asociado (T4) no existiendo
diferencias estadisticas; Al dia de la cosecha, el mayor peso seco aéreo fue en el tratamiento
T2 con 82.87 g y menor en el control negativo, no existiendo diferencias estadisticas; En
cuanto al producto representado por el peso seco de semilla, el mejor tratamiento fue T3
(semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con 37.51 g con un valor de F (13.34) y con un
grado de significancia (P < 0.05), y menor en el control negativo con 33.97 g existiendo
diferencias estadisticas significativas. En conclusién, la inoculacion de cepas promotoras de
crecimiento favorece el desarrollo del producto en grano de quinua durante su cultivo, aun
estando los microorganismos inoculados en competencia con el microbioma propio del
ambiente y es una posible alternativa ecosostenible y potencial para uso en cultivo a campo

abierto.

Palabras Clave: Biofertilizante, germinacién in vitro, Inoculacion, Pseudomonas sp.,

Rhizobium sp.
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Abstract

The research was conducted between November 2017 to March 2018 at the Microbiology
Laboratory of the Faculty of Biological Sciences as well as the CIP Camacani of the UNA -
Puno. The objectives were: To determine the percentage difference of in vitro germination
of quinoa seeds inoculated with Pseudomonas sp. (strain PQLMT18). and Rhizobium sp.
(strain DZ50), individually and in association; evaluate the effect of inoculation with these
strains on the emergency percentage, fresh weight, dry weight and quinoa stem length. The
methods were in vitro microbial inoculation with a population of 10~ 9 CFU / ml on quinoa
seed, in vitro germination in 0.75% water agar, and the emergency evaluation, growth and
morphoproductive characteristics of potted culture was carried out under conditions Open
field at CIP Camacani. The statistical design that was used was Complete Random Design
with 4 treatments with 6 repetitions, consisting of seeds inoculated with Pseudomonas sp.
(T2), with Rhizobium sp. (T3), association of both strains (T4) and a negative seed control
without bacterial inoculum (T1); For the contrast of means, the Tukey multiple test was
performed at 0.05 significance. Regarding the germination percentage results, it was higher
in the T3 treatment with 87% and lower in the negative control with 84%, with no statistical
differences; The emergency was greater in the negative control with 83.3% with the value
of F (0.62) with a degree of significance (P> 0.05) and lower in the associated treatment (T4)
with no statistical differences; At the day of harvest, the highest aerial dry weight was in the
T2 treatment with 82.87 g and less in the negative control, with no statistical differences; As
for the product represented by the dry seed weight, the best treatment was T3 (seeds
inoculated with Rhizobium sp.) With 37.51 g with a value of F (13.34) and with a degree of
significance (P <0.05), and lower in the negative control with 33.97 g, there are significant
statistical differences. In conclusion, the inoculation of growth promoting strains favors the
development of the product in quinoa grain during its cultivation, even though the
microorganisms are inoculated in competition with the microbiome of the environment and

is a possible eco-sustainable and potential alternative for use in field cultivation open.

Keywords: Biofertilizer, in vitro germination, Inoculation, Pseudomnas sp., Rhizobium sp.
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l. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion se basa en observar el efecto de inoculacion de
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. con caracteristicas promotoras de crecimiento vegetal
(PGP) en semillas de la quinua. Las bacterias PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) por sus siglas en inglés, en 1978 Kloepper define como organismos altamente
eficientes para aumentar el crecimiento vegetal e incrementar su tolerancia a otros
organismos patdgenos y la aplicacion de este tipo de microorganismos resulté promover
evidencialmente el crecimiento en plantas, observando un resaltante incremento en la
emergencia, biomasa, desarrollo en sistemas radiculares e incrementos de hasta 30% en la
produccion de cultivos de interés comercial como la quinua , trigo y soya, entre otros.
Actualmente, el uso de microorganismos representa s6lo 1.4% (380 millones de ddlares) del

mercado global para el control de plagas y enfermedades.

La problemética actual en el campo de la agricultura, es el uso de grandes cantidades de
insumos quimicos, anualmente se utilizan 100 millones de toneladas de fertilizantes
nitrogenados y mas de 90 millones de potasio y fosforo para obtener cultivos de calidad y
generar mejores rendimientos, la cual produce altos costos de produccion y trae consigo
efectos colaterales negativos como la contaminacion de suelos y aguas, estos han conducido
a un proceso de deterioro de sus escasos recursos y una creciente dificultad para renovarlos,
promoviendo un uso integral y diversificado de los recursos naturales en un ambiente

fluctuante y restrictivo.

Es por ello que los agricultores buscan constantemente mejorar sus productos,
incrementando constantemente la calidad de los mismos mediante técnicas de seleccion de
semilla, aplicando nuevas técnicas de siembra, sin utilizar maquinarias evitando la
introduccién de insumos quimicos, pesticidas, etc. Teniendo en cuenta que el uso de
microorganismos como Pseudomonas sp. promueven el crecimiento de las gramineas como
la quinua y Rhizobium sp. promueve el crecimiento de leguminosas como el haba, es por
ello que en la presente investigacion se experimenta y se profundiza el estudio del uso de
estos dos microrganismos PGPR para promover el crecimiento de la quinua en nuestra

region.

15
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De tal manera promover una agricultura organica, sostenible a la calidad del medio ambiente,
la generacion de ingresos y la seguridad alimentaria sin la necesidad de recurrir a insumos

quimicos para evitar plagas o acelerar el crecimiento y generar un producto de calidad.
Por todo lo expuesto se plantean los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inoculacion de bacterias PGPR Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. en
el cultivo de la quinua (Chenopodium quinoa Wild.).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la diferencia porcentual de germinacion in vitro de semillas de quinua inoculadas

con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp, en forma individual y asociada.

Evaluar el efecto de la inoculacion con Pseudomonas sp., Rhizobium sp., en forma individual
y asociada, sobre el porcentaje de emergencia, peso fresco, peso seco, longitud de tallo y

peso seco de la semilla del cultivo de quinua en macetas.

16
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1. REVISION DE LITERATURA

2.1.Antecedentes

La utilizacién de bacterias promotoras de crecimiento (PGPR) es de gran realce como
biofertilizantes y como controladores de fitopatdgenos (Antoun & Prévost, 2005; Puente et
al., 2015), las rizobacterias estan en asociacion con muchos tipos de plantas y en diversos
ambientes como en el cultivo de la quinua (Glick & Glick, 2012; Liceta, 2015), las bacterias
como Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (Lugtenberg & Kamilova, 2009), tienen la
capacidad de promover el crecimiento vegetal tal como lo menciona Liceta (2015) que
obtuvo un porcentaje de 90% a 100% de germinacién in vitro con relacion a la temperatura
de 8 °C y un 95% a 100 % de germinacion in vitro a una temperatura de 13 °C, utilizando a
Pseudomonas sp. caso similar ocurre cuando inoculé con Bacillus sp. obteniendo un 90 % a
100% de Germinacion in vitro, con las mismas temperaturas. Por otro lado, Goita (2014)
en su investigacion afirma que el uso de bacterias diazotroficas estimulan una répida
germinacion in vitro, como tal es el caso de Azotobacter sp. inoculada a las semillas de

quinua.

Asi también, Mamani (2018) demostro que el género Azotobacter tiende a incrementar la
germinacion in vitro en semillas de quinua en un 83.33 % y 93.33 % de germinacion in
vitro., por otro lado (Vergani & Zufiga, 2018) afirma que las semillas de maca sin ser
peletizadas obtuvo un mayor porcentaje de germinacién in vitro a comparacion de los que si
estaban inoculadas con bacterias promotoras de crecimiento, como también Bécquer et al
(2012) demostro en su estudio con la inoculacion de Sinorhizobium sp. y Azospirillum sp. en

semillas de trigo resultaron una alternativa significativa para las industrias agronémicas.

Por otro lado, Sanchez (2011) demostro el efecto de la inoculacién con bacterias promotoras
de crecimiento vegetal sobre el cultivo de tomate (Solanum lycopersicum var. sofia) bajo
invernadero en el cual se identifico a Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., con
la capacidad intrinseca para solubilizar una fuente de fosforo, donde la utilizacion de cepas

las cepas de Enterobacter sp y Pseudomonas sp. evidenciaron los mejores resultados.

Por otro lado, Liceta (2015) report6 que a los 7 dias se cosecho las plantulas de las placas y
se midio el peso seco de las semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y obtuvo un promedio
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entre 0.0015 g y 0.002 g tanto como las semillas inoculadas con Bacillus sp., y con respecto al
porcentaje de emergencia a nivel de invernadero la longitud de la plantulas inoculadas con
Pseudomonas sp. fueron entre (2.5 — 3) cm y a los 7 dias las semillas inoculadas con
Pseudomonas sp. registraban una altura de 15 - 25 cm, y en cuanto a la peso fresco de la planta

resaltd el tratamiento con Pseudomonas sp. en la var.Kancolla.

Asi también Llanos (2017), demostré que el efecto de las bacterias solubilizadoras de
fosfatos (BSF) del género Bacillus obtuvieron una carga bacteriana solubilizadora de fosfato
de 2.40 x 10% UFC/g en la comunidad Sankuta, 1,57 x 10® UFC/g en la comunidad Sarapi
Arroyo y 1,23 x 10° UFC/g en la comunidad Pharata, en la evaluacion de los parametros
biométricos en la longitud de la planta, didmetro del tallo y peso seco de la planta y raiz. Por
otro lado Goitia (2014) en su investigacion afirma que los microorganismos diazotréficas en
suelos de cultivo puro y humus de lombriz del distrito de Puno, obtuvo una poblacién de
bacterias diazotroficas superiores a 110 x 102 y 240 x 10> NMP/g de sustrato, los cuales
influyeron marcadamente en el proceso de germinacion y crecimiento vegetal. Asi mismo
influye en la longitud total de las plantulas de quinua obteniéndose valores promedios entre

4.67 cmy 10.33 cm presentando diferencia estadistica significativa.

(Orozco & Martinez, 2009) afirma que las bacterias fijadoras de nitrégeno asimbi6ticas
Azotobacter chroococcum, Bacillus macerans, Enterobacter agglomerans y Pseudomonas
sp inoculadas en Pinus patula, estimuld su crecimiento longitudinal de P. patula, el 29 %
corresponde a Pseudomonas sp. Asu vez Ogata & Zufiga (2005) en la rizésfera de la tara
(Caesalpinia spinosa) inoculadas con Azotobacter spp, 8 de actinomicetos y 13 de
Pseudomonas spp. No mostrarén un fecto positivo para etsimular el crcimiento. Y asi
también da a conocer que la cepa de Rhizobium rP2N3 destaco por crecer tanto en pH acido
como alcalino, siendo ademas la Gnica que crecid a niveles de NaCl de hasta el 1% en
comparacion de las demas cepas que mostraron sensibilidad a esta sal.

Por otra parte Anyaipoma (2014), afirma que la cepa Ps 42 (Pseudomonas sp.) mediante la
técnica de peletizacion, en semillas de ‘trébol’ (Trifolium pratense) gener6 un efecto positivo
en la promocion de crecimiento, asi también mostraré una tendencia a incrementar los pesos
secos de las plantulas con respecto al control, en 13,26% y 13.02% respectivamente. Por otra

parte Ramos (2007), evalu6 el efecto de diferentes inoculantes de Bradyrhizobium sobre la
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actividad microbiana de la rizosfera del cultivo de pallar (Phaseolus lunatus). Como también
Matos y Zufiga (2002), afirma la efectividad de cepas de Rhizobium sp. y de
Bradyrhizobium sp. a nivel de laboratorio e invernadero en las variables de pallar Criollo
iquefio. Las cepas PLL113 de Bradyrhizobium y PLC213 de Rhizobium presentaron un

mejor comportamiento tanto a nivel de laboratorio como en invernadero.

Como también Nieto (2017), optimizo la produccion de biomasa de Rhizobium sp. y su uso
en la peletizacion de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) mostrando entre sus
resultados en ensayos a nivel de invernadero, que la peletizacion de las semillas de quinua
con la cepa DZ50 (Rhizobium sp). presento resultados significativos en la evaluacion de la
altura de las plantas. En la evaluacion del peso seco de plantas, el tratamiento DZ50 C/P
destaca en ambas variedades (Salcedo y Kcancolla) con valores de 0,064 g y 0,045 g
respectivamente, evidenciandose que es favorable el uso de la peletizacion de las semillas
con la cepa DZ50, en la mejora del crecimiento de las plantas de quinua; por otra parte.

(Quezada & Campomanes, 2015) en su investigacion de Rendimiento de seis variedades de
Chenopodium quinoa willd “quinua” en Nuevo Chimbote, da a conocer que las seis
variaedades en estudiode Chenopodium quinoa Willd se adapta a las condiciones de costa
de la Zona de San Luis, Nuevo Chimbote, Ancash las variedades de Pasankalla, INIA
Salcedo y Rosada de Junin no despuntan en rendimiento; lo que hace pensar que deberia
evaluar el modo independiente algunos factores que limitan su desarrollo y productividad.
Debemaos tener en cuenta que en el periodo de crecimiento es una de estas variedades la que

presenta mejor desarrollo en el inicio del periodo vegetativo.

Asi también Vergani & Zuiiiga (2018) afirma que en la germinacion y crecimiento de plantas
de maca (Lepidium meyenii W.) a nivel in vitro, se midio el porcentaje de germinacion y
peso seco Yy a nivel de invernadero el porcentaje de emergencia, peso seco de raiz y peso
seco de la parte aérea, encontrandose que tanto en la germinacion como en la emergencia los
porcentajes fueron mayores en los tratamientos peletizados que los no peletizados. En los
pesos secos a nivel in vitro todos los tratamientos peletizados superaron a los tratamientos
sin peletizar. Por otro lado Bécquer et al (2012) da a conocer que Sinorhizobium sp. y
Azospirillum sp. aumenta la biomasa aérea por ende se evalud el peso seco aéreo, el peso
seco radial, la longitud de tallo, la germinacén y el contenido de clorofila foliar, en donde el

hongo tuvo mejores resultados en la longitud del tallo (5,58 cm), pero no en algunas
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combinaciones con las bacterias, no fue positiva ni mostré resultados uniformes en las

variables analizadas.

Por otro lado Choque (2017) afirma que la inoculaion de 3 bacterias PGPR en el cultivo de
quinua (Chenopodium quinoa willd.) no son capaces de fijar nitrdgeno atmosférico y
aumentar la fertilidad de suelos a comparacién de abonos extraidos de las rizosferas de la
Thola. Asi también Sotomayor (2013) en su investigacion con la haba (Vicia faba L.), las
bacterias Rhizobium leguminosarum es determinada como la promotora del crecimiento de

la planta.

2.2.Marco teorico

2.2.1. Bacterias promotoras de crecimiento (PGPR)

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) son aquellas que promueven o favorecen el desarrollo y crecimiento de las
plantas (Moreno et al., 2018) por medio de mecanismos directos o indirectos (Lopez et al.,
2017), existen dos tipos de bacterias de tierra que tienen la capacidad de actuar como PGPR;
bacterias rizosféricas (localizadas alrededor de las raices) y bacterias endofiticas (localizadas
en el tejido de la misma planta)(Jain & Das, 2016). Ambas bacterias pueden promover el
crecimiento de la planta por mecanismos similares, la diferencia principal es que las PGPR
endofiticas, una vez que se establecen dentro de los tejidos de la planta huésped, ya no estan
sujetas a los cambios del suelo porque estas condiciones cambiantes pueden inhibir el
funcionamiento y proliferacion de las PGPR rizosféricas, incluye variaciones de
temperatura, pH y cantidad de agua de la tierra, presencia de bacterias que compiten por

sitios en la superficie de la raiz de la planta huésped (Santoyo et al., 2016).

a. Bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal

La expresion Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) fue acufiada por J. W.
Kloepper y M. N. Schroth en 1978, para describir las bacterias que habitan la rizésfera'y que
estimulan el desarrollo y rendimiento de las plantas (Lépez et al., 2017). Las PGPR
representan alrededor del 2 al 5 % de las bacterias rizosféricas. Los siguientes géneros de
bacterias han sido reportados como PGPR: Agrobacterium, Arthrobacter, Azoarcus,

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium,
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Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcous, Pantoea, Pseudomonas,

Rhizobium y Serratia (Moreno et al., 2018).

Los efectos de las PGPR en las plantas ocurren a través de mecanismos directos e
indirectos, o una combinacién de ambos (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Moreno et al.,
2018; Pii et al., 2015; Santoyo et al., 2016), como se observa en la Tabla 1, el resumen los
mecanismos de las rizobacterias y los cultivos en los cuales se evidencio dichos mecanismos
(Moreno et al., 2018)

Los mecanismos directos ocurren cuando las bacterias sintetizan metabolitos o elementos
nutritivos dentro de las plantas (L6pez et al., 2017). Entre los mecanismos directos destacan:
la fijacion de nitrogeno, la sintesis de fitohormonas, vitaminas y enzimas, la solubilizacion
de fdsforo inorgénico y la mineralizacion de fosfato orgénico, la oxidacion de sulfuros, el
incremento en la permeabilidad de la raiz, la produccién de nitritos, la acumulacion de
nitratos, la disminucion de la toxicidad por metales pesados y de la actividad de la enzima
ACC desaminasa, la secrecion de sideroforos, la reduccion de los niveles de etileno en los
suelos, y el incremento de la permeabilidad de las raices. (Moreno et al., 2018; Pii et al.,
2015)

Los mecanismos indirectos de las PGPR lo realizan por medio de efectos antagonistas
contra patégenos (Satyaprakash et al., 2017) y lo componen mecanismos que favorecen: la
reduccién o eliminaciéon de microorganismos fitopatdgenos a traves de la elaboracion de
sustancias antimicrobianas como enzimas liticas o0 una combinacién de éstas; por
competencia de nutrimentos o de espacio en el nicho ecoldgico, asi como por estimulacion
de las defensas naturales de la planta mediante mecanismos de biocontrol; la induccion de
resistencia sistémica a un amplio espectro de organismos patdgenos y la produccion de
sideroforos, como mecanismo para secuestrar el Fe disponible en los suelos y con esto limitar

el desarrollo y la presencia de dichos fitopatogenos (Moreno et al., 2018; Pii et al., 2015)
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Tabla 1. Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, efectos y cultivos donde se

han evaluado.

PGPR Efecto Cultivos
Azospirillum spp., Azotobacter spp., Biofertilizacion Maiz, arroz, trigo,
Bacillus spp., Burkholderia spp., Fijan N2 sorgo, cafia de
Gluconacetobacter spp., Herbaspirillum azuUcar.
spp.
Bacillis spp., Pseudomonas spp., Biocontrol Tomate, tabaco,
Streptomyces spp. Paenibacillus spp., (enfermedades, pepino, pimiento,
Enterobacter spp., Azospirillum spp. patégenos e morrén, mani,
insectos) alfalfa, garbanzo,
frijol, ciruelo
Methylobacterium spp., Bacullus spp., Elongacién y Nabo, clavel,
Alcaligenes spp., Pseudomonas spp., crecimiento canola, soya, frijol,
Variovorax spp., Enterobacter spp., maiz, judias,
Azospirillum spp., Rizobium spp., chicharos.
Klebsiella spp.
Aeromonas spp., Agrobacterium spp., Productoras de Arroz, lechuga,
Alcaligenes spp., Azospirillum spp., fitohormonas trigo, soya, rabano,
Bradyrhizobium spp., Comamonas spp., (AIA, citoquinas,  colza, aliso.
Enterobacter spp., Rozobium spp. giberelinas)
Paenibacillus spp., Pseudomonas spp.,
Bacillus spp.

Adaptado de Moreno et al., 2018.

b. Bacterias endofiticas promotoras del crecimiento vegetal

Los endofitos bacterianos (PGPBE, Plant growth promoting bacterial endophytes) son
bacterias que viven en el tejido de la planta y tienen un efecto benéfico mas directo. Los
endofitos bacterianos estan agrupados en 5 grupos: dentro de ellos se encuentra
Pseudomonadales, Rhizobiales (Santoyo et al., 2016). Los mecanismos empleados por el
cual las PGPBE promueven el crecimiento de plantas son de forma directa y de forma
indirecta similares a las PGPR, directamente (Lugtenberg & Kamilova, 2009), pueden
facilitar la adquisicion de recursos del ambiente como nitrégeno, fésforo y hierro; o pueden
modular o regular varias hormonas de la planta como auxinas, citocinas o etileno;
Indirectamente, por medio de la limitacion del dafio a la plata provocada por otros
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microorganismos patdgenos (bacterias, hongos y nematodos) (Akansha & Sampa, 2016);
por medio de la produccion de antibidticos, enzimas que degradan la pared bacteriana,
disminucion de los niveles de etileno de la planta, resistencia sistémica inducida,
disminucion de patégenos que captan el hierro, y sintesis de componentes volatiles que

inhiben a patdgenos. (Santoyo et al., 2016) (Roquigny et al., 2017).
2.2.2. Género Pseudomonas

El nombre cientifico del género Pseudomonas fue descrito morfoldégicamente por Migula

en el afo de 1894, la taxonomia de este género.
Taxonomia del genero Pseudomonas sp.

Superreino: Bacteria
Filum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

a. Caracteristicas generales

El género Pseudomonas es un gran grupo de cepas bacterianas Gram-negativas de vida
libre de amplia distribucion, como en la tierra y el agua, tienen forma de barras no esporulan,
usualmente tienen motilidad propia (Goita, 2014), son consideradas ubicuas, juegan un rol
importante en el reciclaje de nutrientes (Anyaipoma, 2014), usualmente se cultivan a pH
neutro, asi también, las Pseudomonas son biodegradadores, controladores bioldgicos y
PGPR, para el desarrollo de las plantas son importantes porque aumenta la absorcion de agua
y nutrientes, la produccion y segregacion de reguladores de crecimiento de plantas como
auxinas, giberelinas y citoquininas, biocontrol de patdgenos, desarrollo de las raices
(Anyaipoma, 2014).
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Asi también se cultivan a pH neutro este género beneficia el desarrollo de la planta
mediante el aumento de la toma de agua y nutrientes, la produccién y segregacion de
reguladores del crecimiento como las auxinas, giberelinas y citoquininas, biocontrol de
patogenos y desarrollo de las reaices (Nelson et al., 2002), ademas se han descrito
aproximadamente 60 especies del género (Del Castillo, 2008). Ademas se sabe que las cepas
son inocuas a diferencia de las patdgenas, no portan los genes que codifican exotoxinas,
enzimas hidroliticas especificas, factores a respuesta hipersensitiva y sistemas de secrecion
tipo (Nelson et al., 2002), en contraste ambas cepas (patdgenas e inocuas), expresan genes,

adhesinas, proteinas relacionadas con el estrés (Antoun & Prévost, 2005).

Son bacterias agricolas con capacidad PGPR y pueden ser utilizadas como inoculantes en
diversos cultivos para promover el crecimiento y también ayudan al mantenimiento de los
suelos y son metabdlica y funcionalmente mas diversas como es en el caso del trébol rojo
(Trifolium pratense L.) la inoculacion con Pseudomonas incrementan el porcentaje de

germinacion en hasta un 10% y la biomasa de las plantas en un 7% (Liceta, 2015).

Fisiologicamente este género se caracteriza por tener elevada versatilidad metabolica,
utilizando una amplia gama de compuestos organicos como los hidratos de carbono, &cidos
alifaticos, aminas, amidas, aminoacidos, compuestos aromaticos y alcoholes (Antoun &
Prévost, 2005; Anyaipoma, 2014; Del Castillo, 2008), la mayoria de Pseudomonas usan la
via Entner-Doudorof, la cual se descubrié en Pseudomonas saccharophila, (Del Castillo,
2008) en la Figura 1. se muestra el metabolismo de la glucosa y fructosa descubiertas en
Pseudomonas saccharophila. (Eckford et al., 2002; Lugtenberg & Kamilova, 2009) afirman
la capacidad del género Pseudomonas de utilizar hidrocarburos en ambientes deficientes de

nitrégeno.
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Figura 1. El metabolismo de la glucosa y fructosa descubiertas en Pseudomonas
saccharophila.
Fuente: Eckford et al., 2002; Lugtenberg & Kamilova, 20009.

Los Rhizobium son bacilos moviles Gram — negativos con pared celular, flagelados, aerobios
que miden 0.5-0.9 x 1.2 — 3.0 um (LO6pez et al., 2017), las bacterias del género Rhizobium
son fijadores de nitrégeno que estimulan en las raices de las leguminosas la formacion de
estructuras nodulares, dentro de las cuales el N2 atmosférico se reduce a iones amonio (NHs

") para ser asimilados por la mayoria de las plantas (Lépez et al., 2017).

La taxonomia el nombre cientifico del género Rhizobium fue descrito primeramente por

Frank en el afio 1889.

Superreino: Bacteria
Filum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Rhizobiaceae
Género: Rhizobium
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2.2.3. La Quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un grano nativo de la region de los Andes
(Muijica et al., 2004; Mujica et al., 2013), y de Sudamérica (Ministerio de Agricultura y
Riego, 2017), ampliamente consumido en paises como Perd, Bolivia, Ecuador, Chile y
Argentina (Bojanic, 2011). La historia del consumo humano se remonta entre 3000 a 5000
afios (Mujica et al., 2013) EI cultivo de quinua se encuentra en un proceso de expansion en
diferentes areas geograficas del planeta, debido a su capacidad de adaptacidn a una amplia
gama de zonas agroecoldgicas (Mujica et al., 2004). Es una planta que se puede cultivar a
nivel del mar, en los valles interandinos, en el altiplano, y en diversas condiciones climaticas,
y esto se explica por la amplia diversidad genética que posee, que le permite adaptarse a
diferentes entornos con condiciones hostiles como tierras de altiplanos, temperaturas bajas
(heladas), y suelos con elevado nivel de salinidad (Ministerio de Agricultura y Riego, 2017,
Mujica et al., 2004).

Las fitohormas producidas por las plantas como las auxinas, citosinas y giberelinas son
sintetizadas en bajas concentraciones y actian como mensajeros quimicos y reguladores del
desarrollo y crecimiento de las plantas (Roquigny et al., 2017), los requerimiento de
nutrientes como el fosfato es esencial en las plantas para el crecimiento y desarrollo de estas
(Sanchez, 2011). En muchas plantaciones los niveles de fésforo total en la tierra son debido
a fertilizantes (Deza, 2018), que proporcionan niveles altos de fésforo en su forma insoluble
y no estan disponibles para la nutricion de las plantas. Pero existe bacterias solubilizantes de
fosfato que representan entre 1% a 50% del total de las bacterias en la tierra (Roquigny et
al., 2017). La taxonomia de Chenopodium quinoa Willd. se encuentra con el ID taxonémico:

63459 en The National Center for Biotechnology Information.

Superreino: Eukaryota
Reino: Viridiplantae
Filum: Streptophyta
Sub filum: Streptophytina
Orden: Caryophyllales
Familia: Chenopodiaceae
Sub familia: Chenopodioideae
Tribu: Atripliceae
Género: Chenopodium
Especie: Chenopodium quinoa
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El rendimiento del cultivo de quinua en el Pert depende de varios factores, como la presencia
de precipitaciones y temperaturas favorables, la semilla de la quinua es propensa a la plaga
del mildiu (Pernospora variabilis) (Mujica et al., 2004)

a. Lafenologia del cultivo de la quinua

La fenologia son los cambios externos visibles del proceso de desarrollo de la planta, los
cuales son el resultado de las condiciones ambientales (Mujica et al., 2013), presenta fases
fenolodgicas bien marcadas y diferenciables, las cuales permiten identificar los cambios que
ocurren durante el desarrollo de la planta, se han determinado doce fases fenoldgicas (Mujica
et al., 2013; Mujica, 1989)

Figura 2. Fases fenoldgicas de la quinua (Chenopodium quinoa Willd).
1y 2 Emergencia. 3 Dos hojas verdaderas. 4 Cuatro hojas verdaderas. 5 Seis hojas

verdaderas. 6 Ramificacion. 7 Inicio de panojamiento. 8 Panojamiento. 9 Inicio de
floracion. 10 Floracion o antesis. 11 Grano lechoso. 12 Grano pastoso. 13 Madurez
fisioldgica. 14 Madurez de cosecha. Adaptacion de Mujica et al., 2013.

b. Microbiologia del suelo

La capacidad de los microorganismos es apropiado a la agricultura en la medida que
afecta factores significativos del suelo tales como su estructura, la deterioro de los residuos
organicos frescos (Goita, 2014), la vasta disponibilidad de los nutrimentos a nivel de la
rizosfera, la formacion y degradaciéon del humus y la actividad de la microflora sobre la

sobrevivencia o inhibicidn de patdgenos o plaga (Orozco & Martinez, 2009).

Los suelos contienen una amplia variedad de formas bioldgicas, con tamafios muy

diferentes, como los virus, bacterias, hongos, algas, colémbolos, acaros, lombrices,
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nematodos y hormigas, un suelo naturalmente fértil es aquel en el que en el que los
organismos edéaficos van liberando nutrientes organicos, a partir de la reservas organicas,
con velocidad suficiente para mantener un crecimiento rapidos de las plantas (Llanos, 2017),
la rizdsfera es el volumen interfacial entre las raices de la planta y el suelo en el que se
desarrolla una poblacion microbiana muy superior a la del resto del suelo la componen los

hongos, bacterias, protozoos y nematodos (Fuentes, 2006),

La colonizacion del género Pseudomona sp. y Rhizobium sp. en la rizosfera es un punto
de acceso con la raiz y juegan un papel importante como administrador de la salud de la
planta, colonizando la raiz rapidamente y mejoran el crecimiento y rendimiento directo o
indirecto de la planta (Akansha & Sampa, 2016), mediante la produccion de sustancias como
las fitohormonas como el &cido acético indol (AALl), citogquinas, giberelinas, e inhibidores de
la produccion de etileno, que pueden ayudar indirectamente con el incremento de superficie
de absorcion de las raices de las plantas para la recaptacion de agua y nutrientes (Akansha

& Sampa, 2016) y son conocidas como biofertilizantes (Lugtenberg & Kamilova, 2009).
c. Solubilizacién de fosfato

La forma organica del fosforo se encuentra en la tierra desde el 20 al 80% (Pii et al., 2015)
debido a que en muchas plantaciones los niveles de fésforo total en la tierra son debido a
fertilizantes, que proporcionan niveles altos de fésforo en su forma insoluble y no estan
disponibles para la nutricion de las plantas (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Roquigny et al.,
2017), la presencia de bacterias solubilizantes de fosfato es muy de vital importancia, estas
bacterias representan entre 1% a 50% del total de las bacterias en la tierra. Una alta
concentracion de estas bacterias se encuentra en la rizosfera a comparacion de la tierra
circundante (Roquigny et al., 2017), los microorganismos solubilizantes de fosforo son
(PSB, “Phosphate Solubilising Bacteria”) mas caracteristicos son los del género
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia y
Enterobacter. (Pii et al., 2015; Satyaprakash, et al., 2017).

La capacidad de las bacterias de la rizosfera de solubilizar minerales con fosforo insoluble
ha sido atribuida a la secrecion de acidos organicos (gluconato, citrato, lactato y succinato)
y diversas enzimas, fosfatasas, fitasas (enzima capaz de liberar fosfato y residuos minerales

de fitato), C-P liasas (rompe enlaces C-P de compuestos organofosforados), que convierten
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el fosfato insoluble a iones solubles. (Lugtenberg & Kamilova, 2009; Roquigny et al., 2017)
Las plantas disponen de la solubilizacion excedente a las demandas nutricionales de estas
bacterias. (Roquigny et al., 2017)

d. Biocontrol de patégenos

El biocontrol por parte de rizobacterias comienza con el recubrimiento de la semilla, a
partir de ella comienzan a producir y transportar diversas sustancias junto con el crecimiento
de la raiz, al mismo tiempo se distribuyen por toda la raiz para competir por nichos y
nutrientes lo que beneficia a ambos (Lugtenberg & Kamilova, 2009), Figura 3.

Figura 3. Mecanismo de control biolégico de la patdgenos de las plantas.
Adaptacién de Lugtenberg & Kamilova, 2009.
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Figura 4. Biocontrol de patdégenos por PGPR.
Adaptacion de Akansha, 2016.

El biocontrol comienza con el recubrimiento de la semilla con la bacteria de biocontrol
(a) Antibiosis: la bacteria coloniza el sistema de raiz en crecimiento y transporta moléculas

antibioticas alrededor de la raiz, de igual modo se ilustra las bacterias patégenas que dafian
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la raiz (indicados por estrellas). (b) Resistencia sistémica inducida: una colonizacién de la
raiz localizada es suficiente para inducir esta resistencia a traves de productos bacterianos
que inducen una sefalizacion sistemica, el cual resulta en la proteccion de la planta frente a
diferentes microorganismos (similar a la inmunidad innata de los mamiferos). (c)
Competicion por nutrientes y nichos: las bacterias de biocontrol se movilizan por
quimiotaxis a lo largo de la raiz en crecimiento, al mismo tiempo que atrapan nutrientes para
dejar fuera de competicion a patdgenos y ocupando nichos en la raiz (Lugtenberg &
Kamilova, 2009). Finalmente estas bacterias de biocontrol (como las PGPR) protegen a la

planta de patdgenos Tabla 2.

Tabla 2. Patogenos de plantas controlados por Pseudomonas spp. y el modo de accion

involucrado en el biocontrol.

Categoria ] Sistema Cepa de Mecanismo de
del Patdgenos i .
, plantar biocontrol biocontrol
patégeno
Pseudomonas
Fusarium Eritol mMUNdo sp. NAFP-19, Antibiosis,
solani J g NAFP-31 and competicion
NAFP-32
P. fluorescens
. JC14-07, HC9- L
Trigo 07, and HC13- Antibiosis (PCA)
Gaeumann o7
OMVCeS Antibiosis (HCN,
ra):ninis Trido P. fluorescens PCA),
g - g VUPT5 competicion
var. Tritici .
(sideroforos)
Pseudomonas I
A
Cebada sp- DSMZ conr::btla(t)fclisci)n ISR
13134 REHICION,

Adaptacién de Roquigny et al., 2017.

La produccion de antibioticos, sideréforos biosurfactantes, fenacinas, acido acético indol,
y entre otras sustancias por Pseudomonas spp. ha sido frecuentemente asociada con la
supresion de patologias de las plantas, esto incluye un amplio espectro de antibi6ticos, como:
2,4-diacetilploroglucinol (DAPG) o derivados de fenazina que podrian mejorar la

competencia ecoldgica a través del antagonismo hacia los competidores, donde se representa
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la rizésfera junto con las PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) y los patdégenos de
las plantas (Roquigny et al., 2017).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Zona de estudio

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en las instalaciones del Laboratorio de
Microbiologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del
Altiplano (UNA) — Punoy en el CIP Camacani — UNA- Puno, ubicado a 28,06 Km del centro
de la ciudad de Puno localizado en las coordenadas 15°57°10”S 69°51°31”W a 3.876

m.s.n.m. véase la Figura 5.
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Figura 5. CIP Camacani de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

3.2. Tipo de Investigacién

La Investigacion fue de tipo experimental y analitico.
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3.3. Método

» Diferencia porcentual de germinacion in vitro de semillas de quinua inoculadas

con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp, en forma individual y asociada.

Para determinar la diferencia porcentual de germinacion in vitro de semillas de quinua
inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp, en forma individual y asociada. se ejecuto

en 3 fases: Fase pre - analitica, fase analitica y fase post analitica.
Fase Pre - analitica.
3.3.1. Adquisicion de cepas bacterianas.

Las cepas fueron obtenidas del Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia
(LEMYB) de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Segln sus caracteristicas de
remision, la cepa PQLMT18 (Pseudomonas sp.) fue aislada de rizésfera de quinua de campo
de cultivo de la Estacién Experimental INIA Salcedo — Puno; La cepa DZ50 también fue
aislada de rizosfera de quinua de campos de cultivo de la region Puno. Ambas se encuentran
conservadas en el banco de cepas del LEMYB y fueron transportadas en viales con agar
nutritivo (agar cepa) en envase hermético de polipropileno con gel packs, para luego
reactivarlas en caldo levadura manitol (LMC) por 24 horas a 28 °C se cogi6 el inoculo con
la ayuda del aza de colle para cultivar en el medio agar levadura Manitol (LMA) a 28°C por

24 horas, una placa por especie.

Figura 6. Cepas PQLMT 18y Dz50 en el medio LMA (Levadura Manitol Agar).
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3.3.2. Seleccidn y desinfeccion de semillas de quinua.

Se utilizé la variedad Salcedo-INIA, para lo cual se seleccionaron semillas con
caracteristicas homogéneas. Se desinfectd en solucion de alcohol al 70 % reposando durante
3 minutos, seguidamente se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril, luego se
prosiguio con desinfeccion en hipoclorito de sodio al 3 % durante 3 minutos y finalmente 6
enjuagues con agua destilada esteéril.

Fase analitica
3.3.2. Inoculacion microbiana de semillas de quinua.

Se procedid la inoculacién de semillas de quinua con cepas bacterianas PQLMT18 y DZ50
con el indculo en su fase exponencial; para ello, se sembré una colonia de la cepa pura en
un matraz de 50 ml de caldo nutritivo, se incubo a 28 °C, durante 24 horas, hasta obtener

una poblacion microbiana de 108-10° UFC/ml. Figura 7.

Figura 7. Cultivo en medio liquido de Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

La cuantificacién de la poblacion microbiana, se realizd mediante recuento en placa por

diluciones seriadas en placa.
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Figura 8. Preparacion de diluciones seriadas 10 a 10”° de Pseudomonas sp. y

Rhizobium sp. y recuento de colonias.

En seguida se procedio a colocar las semillas desinfectadas a los frascos con los in6culos
preparados bajo estricta libre de contaminacion, para ello se realiz6 en la camara de flujo
laminar y se dejo que las semillas se empapen con el inoculo en su fase exponencial por 10

minutos, segln los tratamientos establecidos. Figura 9.

Figura 9. Inoculacion de semillas con las cepas de Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

3.3.4. Evaluacién de germinacion

Para la evaluacion de la germinacion, se procedié a dispensar las semillas inoculadas
segun los tratamientos establecidos, en placas Petry con agar agua (25 semillas por cada
placa) Figura 10; se realizaron 4 repeticiones por tratamiento. Todo el proceso fue realizado
en condiciones de esterilidad. Se evaluo6 el porcentaje de germinacion de las semillas de
quinua inoculadas con respecto a los controles a partir de las 4 horas hasta las 24 horas. Los

tratamientos empleados en esta prueba se detallan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Tratamientos para ensayos de laboratorio y a nivel de campo.

Abreviatura Tratamiento
T1 Control negativo
T2 Semillas inoculadas con Pseudomonas sp.
T3 Semillas inoculadas con Rizhobium sp.
T4 Semillas inoculas con Pseudomonas sp. y
Rhizobium sp.

Figura 10. Germinacion in vitro de semillas de quinua, inoculadas con Pseudomonas sp. y
Rhizobium sp. y semillas sin inéculo. FCCBB- 02/11/17.

» Evaluacion del efecto de la inoculacion con Pseudomonas sp., Rhizobium sp., en
forma individual y asociada, sobre el porcentaje de emergencia, peso fresco,
peso seco, longitud de tallo y peso seco de la semilla del cultivo de quinua en

macetas.
Este objetivo se ejecutd al termino del objetivo 1.
3.3.5. Cultivo en maceta campo abierto.

Se realizd en el Centro de Investigacion de la Univercidad Nacional del Altiplano — Puno
(CIP — Camacani), localizado a 28.06 km del centro de Puno. (Figura 5). El cual consistio
en sembrar las semillas con in6culo microbiano distribuidos segun los tratamientos en
macetas con sustrato consistente en una mezcla de tierra de chacra de la misma zona (95 %)
y estiércol de ovino (5%). El area se cerc6 con mallas para evitar dafios materiales y

experimental. En cada maceta se sembré 10 semillas de quinua. Figura 11.
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Figura 11. Siembra de semillas inoculadas en maceta a nivel de campo abierto, en el
CIP Camacani de la UNA — Puno.04/11/17

Luego de la siembra en maceta a campo libre se paso a realizar las visitas de campo, para
ver y realizar la biometria como el porcentaje de emergencia, longitud, peso fresco y peso

seco y se realiz6 de la siguiente manera.

e Seevaluo el porcentaje de emergencia a los 9 dias después de la siembra.

e La evaluacion de la longitud del tallo se realiz6 a los 50,108,176 después de la
siembra.

e Laevaluacion del peso fresco de la quinua se realiz6 a los 50,108,176 dias después
de la siembra.

e La Evaluacidn del peso seco en el crecimiento de la quinua sea realizé a los 50,108
y 176 después de la siembra.

e Laevaluacion del peso seco de la semilla de la quinua se evalu6 al final de la cosecha

de la quinua.

Asi mismo se realizé la reinoculacion a las 8 semanas equivalente a los 56 dias después de
la siembra a nivel de maceta en el CIP- Camacani, el cual consistié en la preparacion del
medio de cultivo caldo nutritivo de 250 ml llevados a la concentracion de 10° UFC/ml de
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., para suministrar a la tangente del tallo con la tierra.

Figura 12.
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Figura 12. Reinoculacion con las cepas de Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. y de
forma asociada en la planta de la quinua. CIP- Camacani. 29/12/2017.

3.3.6. Prueba de solubilizacion de fosfato tricalcico

Este ensayo se llevd a cabo para determinar la capacidad de las cepas DZ50 y PQLMT18
(C18) de solubilizar fosfato tricalcico. Para este ensayo la cepa se sembrd en medio caldo
nutritivo por 24 horas, hasta que haya alcanzado una poblacién aproximada de 102 UFC/m.
Luego se sembré 5 pl de la cepa en el medio basal NBRIP modificado con fosfato tricalcico
(Nautiyal, 1999) vy se incub6 por un periodo de 5 dias a una temperatura de 28°C, luego se
midio el halo de solubilizacién, el cual indican que estas cepas solubilizan el fosfato

tricélcico.

Figura 13. Solubilizacién de fosfato tricalcico por las cepas DZ50 (Rhizobium sp.) y
PQLMT18 (Pseudomonas sp).

3.3.7. Andlisis estadistico

Se realizd ANVA de Disefio Completo al Azar con 4 tratamientos con 6 repeticiones, siendo

en total 24 unidades experimentales distribuidas de la siguiente manera:
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v Tratamiento 1 (TC): Sin in6culo bacteriano (control negativo).

v Tratamiento 2 (T2): In6culo Pseudomonas sp.

v Tratamiento 3 (T3): In6culo Rhizobium sp.

v Tratamiento 4 (T4): In6culo asociado Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

Para el contraste de medias, se realizd la prueba multiple de Tukey a un nivel de significancia
de 0.05. Para el andlisis estadistico se uso el software estadistico Infostat en su version
estudiantil (Infostat 2018).

El valor de cada unidad experimental Yij, segun el siguiente Modelo Estadistico Lineal.

Yy =u+7 + &, 1=12,....,t
j=12,....,r

Donde:

Yij = Es una observacion en la j-ésima unidad experimental, sujeta al i-ésimo

tratamiento.
ti = Es el efecto del i-ésimo tratamiento.
u = Es el efecto de la media general o constante comun.

eij = Efecto verdadero de la j-ésima unidad experimental (replica), sujeta al i-ésimo

tratamiento (error experimental).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Diferencia porcentual de germinacion in vitro de semillas de quinua inoculadas

con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp, en forma individual y asociada.

Se evalud la inoculacion de bacterias PGPR Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. en semillas
de quinua variedad INIA salcedo, bajo el estudio de 4 tratamientos y 4 repeticiones: Control
negativo (T1), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas con
Rhizobium sp. (T3) y semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) a
tempera ambiente; es decir que de las 25 semillas inoculadas y semillas sin inoculd (control
negativo) sembradas en agar agua a 0.75% esta expresada en porcentaje, evidenciado que
las semillas inoculadas con Rhizobium sp. (T3) resultd el de mayor eficiencia en la
evaluacion de germinacion in vitro con un 87% con relacion al control negativo (T1) con un
84% de germinacion in vitro, seguido del T2 (semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con
un 86% de germinacion como también el T4 (semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y
Rhizobium sp.) con un 83% esta Gltima resulté siendo inferior al T1 (control negativo)

semillas sin indculos. (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de quinua inoculadas (%) en el
Laboratorio de Microbiologia de la FCCBB, 02/11/17.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.v.
(%) (%)
R1* R2* R3* R4*
(T1) 84.00 92.00 80.00 80.00 84.00 566  6.73
(T2) 84.00 80.00 88.00 92.00 86.00 5.16 6.00
(T3) 92.00 88.00 80.00 88.00 87.00 5.03 5.79
(T4) 88.00 84.00 88.00 72.00 83.00 7.57 9.12

R1*, R2* ,R3* R4* son las 4 repeticiones realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

Para determinar la diferencia porcentual de germinacion in vitro de semillas de quinua

inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. a tempera ambiente, teniendo en cuenta
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que fueron 25 semillas por cada unidad experimental representando el 100 % con relacién a
las semillas inoculadas y el control negativo (semillas sin indculo bacteriano) (Anexo,
Figura 26), se realizo el analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la

prueba y si al menos uno de los tratamientos es diferente a los demas.

En la evaluacion de germinacion in vitro de las semillas de quinua variedad INIA inoculadas
con Pseudomonas sp y Rhizobium sp., el estadistico F = 0.38, GL =3, con el valor de P =
0.7710 resulto (P >0.05) estadisticamente no es significativo entre las medias de los cuatro
tratamientos, por el cual se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hip6tesis alterna la cual
indica que entre los 4 tratamientos no hubo una diferencia significativa (Figura 14), pero si
hubo una diferencia aritmética donde el tratamiento T3 (semillas inoculadas con Rhizobium
sp.) empezo a germinar a las 4 horas después de la inoculacion, seguida del tratamiento T2
(semillas inoculadas con Pseudomonas sp.) que empezé a germinar a las 5 horas, en seguida
del tratamiento T1 (control negativo) que empezd a germinar a las 5 horas con 50 minutos y
el T4 (semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) las cuales empezaron a

germinar a las 6 horas después de la inoculacién a nivel in vitro.

88.40
A
86.49-
A
84.57-
A
A
8265

T3 = Cepa Dz50 T2 =Cepa 18 T1 = Control negativo T4 = Cepa 18 + Cepa Dz50
Tratamiento

Porcentaje de germinacion in vitro (%)

Figura 14. Comparacién de porcentaje de germinacion in vitro, realizado en el
Laboratorio de microbiologia de la FCCBB, 04/11/17.

En la investigacion se obtuvo promedios de germinacion in vitro de las semillas de quinua
entre 83 y 87% de germinacidn a nivel de laboratorio, los resultados fueron menor e igual a

los resultados por (Bendezu, 2018), ya que el obtuvo un 91%, 96% en el porcentaje de
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germinacion y un 87% siendo igual al porcentaje de germinacién de este estudio, esto se
debe porque utilizaron diferentes variedades de quinua los de mayor porcentaje
corresponden a la quinua blanca y roja respectivamente y la que result6 igual es la quinua
negra ademas no usé bacterias fertilizantes, por otro lado (Anyaipoma, 2014) obtuvo
resultados menores, entre 55% y 65% de germinacién in vitro, esto se debe a posiblemente
al factor humedad ya que trabajé con Pseudomonas sp. y si también (Vergani & Zufiga,
2018) obtuvieron porcentajes menores al presente estudio con un 13 % de germinacion in
vitro, esto se debe posiblemente a la utilizacion de una técnica diferente a la inoculacion de

semillas.

Segun Beécquer et al (2015) en su estudio cientifico, el uso de biofertilizantes como
microorganismos autoctonos como una alternativa natural es un medio econémicamente
atractivo debido a su capacidad de reducir la dependencia de los recursos externos y
aumentar la calidad y cantidad de los recursos internos.

La imbibicion es la primera etapa de la germinacion, inicia con la entrada de agua en la
semilla desde el medio exterior. La hidratacion de los tejidos de la semilla es un proceso
fisico con una duracion variable segun la especie considerada como lo menciona Contreras
(2018), la germinacion In vitro es una totipotencia celular a la vez proporciona de una
manera rapida plantulas que sirven como fuente de explantes para llevar a cabo la
micropropagacién Zurita et al., (2014). En esta investigacion se evalud la germinacion In
vitro de semillas de quinua (Chenopodium quinoa), es una planta herbacea anual,
dicotiledonea de amplia dispersidn geogréafica, muy tolerante a factores climaticos adversos
como sequia, heladas, salinidad de suelos (Bendezl, 2018) y su periodo de germinacién dura
de 7 a 10 dias (Mujica & Canahua, 1989).

En este estudio la germinacién In vitro de las semillas de quinua en agar agua al 0, 85 % de
solucion salina, dur6 5 dias tanto las semillas inoculadas y semillas no inoculadas, esto se
debe a que todas las semillas estaban hidratados adecuadamente la cual se le conoce como
imbibicion para luego pasar a la segunda etapa denominada fase de germinacién "sensu
stricto™ (en sentido estricto) donde se produce una disminucion en la absorcion de agua por
las semillas (Zurita et al., 2014) (Criollo & Delgado, 2016), durante esta etapa tiene lugar
una activacién generalizada del metabolismo de la semilla, lo cual es esencial para que se

desarrolle la Gltima fase del proceso de germinacion (Bendezu, 2018).
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Segun (Anyaipoma, 2014), el establecimiento exitoso de un cultivo depende de diversos
factores como la temperatura, condiciones climaticas, pH del suelo, patégenos, humedad,
modo de siembra, viabilidad de las semilla, entre otros, por tanto segun este estudio tiene
como objetivo evaluar el efecto de la peletizacion con la cepa Ps 42 (Pseudomonas sp.) en
la promocidn de crecimiento de Trifolium pratense. Con este fin, se evaluaron el crecimiento
de la cepa Ps 42 en los medios LMC (extracto de levadura—manitol), A (extracto de levadura
— AzUcar rubia), G (glutamato monosddico —manitol) y AG (glutamato monosodico —azUcar
rubia), la colonizacién de este microorganismo en las radiculas de las plantulas de maca, se
usaron estas semillas porque en el futuro se piensa realizar la peletizacion en maca y es
importante asegurarse que la cepa colonice la radicula de maca para que esta pueda expresar
su capacidad PGPR sobre la maca. Ademas, en la evaluacion de la promocion del desarrollo
de semillas de trébol peletizadas In vitro , los tratamientos PLMC y PG mostraron una
tendencia a incrementar los pesos secos de las plantulas con respecto al control N+, en
13.26% y 13.02% respectivamente. Por lo tanto, se recomienda usar el medio de cultivo G
y LMC en la preparacion de inoculantes para estimular el desarrollo del trébol asi como para

la elaboracion de semillas de trébol peletizadas.

(Cielo & Martinez, 2009) en su investigacion de la inoculacion con microorganismos
fijadores de nitrogeno asimbioticos aislados de la rizésfera de Pinus patula en Colombia,en
el ensayo in vivo de fijadores de nitrogeno. Las plantulas inoculadas con A. chroococcum
presentaron los mejores promedios en casi todos los parametros vegetales, de un total de 151
cepas de bacterias aerobias aisladas de la rizosfera de P. patula, se recuperaron 62 cepas
fijadoras de nitrogeno. Las pruebas bioquimicas sugieren que las bacterias diazotréficas son
cercanas a las especies B. macerans (35,5%), Pseudomonas sp. (29%), E. agglomerans
(22,6%) y A. chroococcum (12,9%), se obtuvo un resultado inferior con respecto a la
evaluacion de la capacidad de promover el crecimiento vegetal en la quinua a nivel de
laboratorio In vitro. Por otro lado Liceta (2015) indica que para promover el crecimiento
vegetal necesita de hormonas como las auxina, productoras de acido indol acético, la cual
determind que la concentracién de AIA en cada cultivo se determind al realizar una
comparacion en curva estandar, en donde el género Pseudomonas se encontr6 que el es 36.4
% de las cepas del grupo T1 produjieron AlA en concentraciones menores a 10 ug/ ml, el
45.5 % produjo cantidades entre 10-20 ug/ml; y el 22% (PS4 y PS151) produjeron cantidades
superiores al 20 pg/ml. La cepa PS4 registr6 valores de hasta 23.5 pg/ml.
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Asi también Liceta (2015) en un primer ensayo se inoculé semillas de quinua de la var.
Salcedo INIA con 4 cepas del grupo T1: PS42, PS126, PS144 y PS54; y 5 cepas del grupo
de Pseudomonas T2: PS01, PS04, PS13, PS43 y PS44. Dando a conocer que el efecto de las
cepas en el porcentaje de germinacién de las semillas. Cuando la temperatura de incubacion
fue de 13 °C, a las 12h todas las cepas favorecieron la precocidad de la germinacion en
comparacion al control sin inocular. Sin embargo, cuando la incubacién se llevo a cabo a 8
°C, las mismas cepas presentan un porcentaje de germinacion inferior al control sin inocular,
sobre todo la PS54. Las mayores diferencias se observaron en el primer punto de evaluacion
a las 12 horas. Entonces cabe resaltar que la germinacién es directamente proporcional a la
temperatura (T°) tal como lo afirma Deza (2018).

4.2. Efecto de la inoculacion con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., en forma
individual y asociada, sobre el porcentaje de emergencia, longitud de tallo, peso fresco,
peso seco y peso seco de la semilla del cultivo de quinua en macetas.

a) Porcentaje de emergencia con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., en forma

individual y asociada en maceta a campo libre.

Los resultados de la evaluacion del porcentaje de emergencia bajo el estudio de 4
tratamientos y 6 repeticiones, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), Rhizobium
sp. (T3), Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma asociada y (T1) control negativo,
semillas sin inoculo bacteriano, teniendo en cuenta que la evaluacion realizada fue referente
al nimero de semillas que emergieron dentro de los 9 dias después de la siembra esto
determin6 que el mejor tratamiento en emerger fue el control negativo (T1) con 83 % de
emergencia con respecto a las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con 75 % de
emergencia seguida del (T3) semillas inoculadas con Rhizobium sp. y el (T4) semillas
inoculadas con ambas cepas resultando un 70 % de emergencia, siendo esta el menor

porcentaje de emergencia a nivel de maceta, (Anexo, Figura 27)(Tabla 5).
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Tabla 5. Porcentaje de emergencia en maceta a nivel de campo libre a los 9 dias
después de la siembra, CIP Camacani de la UNA- Puno — 12/11/17.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.V. (%)
(%)
R1* R2* R3* R4* R5* R6*
(T1) 90.00 80.00 80.00 100.00 60.00 90.00 83.33 13,66 16,40
(T2) 70.00 60.00 80.00 50.00 90.00 100.00 75.00 18,71 24,94
(T3) 90.00 80.00 80.00 50.00 60.00 70.00 71.67 14,72 20,54
(T4) 100.00 50.00 50.00 100.00 50.00 70.00 70.00 24,49 34,99

R1*, R2* R3*,R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

Para determinar la diferencia porcentual de emergencia de semillas de quinua inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. a nivel de campo abierto en maceta se report6 los datos
meteorologicos por SENAMHI, una temperatura minima de 5.2 °C y una temperatura
méaxima 15.8 °C, con una humedad relativa de 45% a las 13 horas y con una precipitacion
de 0.5 L/m?; teniendo en cuenta que fuerén 10 semillas por cada unidad experimental
(maceta) representando el 100 % con relacién a las semillas inoculadas y el control negativo
(semillas sin indculo bacteriano), se realizo primero el analisis de varianza (ANOVA) para

determinar la significancia de la prueba.

En la evaluacion del porcentaje de emergencia de las semillas de quinua variedad INIA
inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp., el estadistico F = 0.62, GL =3, con el valor
de P = 0.6078, resulté mayor a 0.05 es cual estadisticamente no es significativo entre las
medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipdtesis nula y se rechaza la
hipdtesis alterna la cual indica que entre los 4 tratamientos no hubo una diferencia

significativa, el cual graficamente se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Comparacién de porcentaje de emergencia a nivel de campo, CIP Camacani
de la UNA- Puno — 12/11/17.

En la investigacion se obtuvo promedios porcentuales de emergencia de las semillas de
quinua entre 70 % y 83 % de porcentaje de emergencia, estos resultados fueron mayores a
los resultados obtenidos por (Anyaipoma, 2014a) en su investigacion del porcentaje de
emergencia de maca obteniendo un 2% y 8 % de porcentaje de emergencia, esto debe a la
técnica de peletizacion ya que en esta se utiliza adhesivos para peletizar a la semillas y eso
retarda a la germinacién, diferente a la técnica de inoculacion, por otro lado los resultados
obtenido en esta investigacion fueron menores a los resultados obtenidos por Liceta, (2015)
en su investigacion en la evaluacion de porcentaje de emergencia en la quinua inoculadas
con Pseudomonas sp. obteniendo un 100 % de emergencia con la variedad Inia salcedo, por
otro lado cabe resaltar que el mayor porcentaje encontrado es en el T1 se debe a los cambios
ambientales que se registrd en el lugar de la siembra como es la temperatura, pH, humedad
como reporta Anyaipoma (2014), por el cual influyeron en la investigacion asi también el
T1 no tenia una proteccion contra los cambio climaticos a diferencia de los tratamientos

restantes tal como lo reporta en su articulo cientifico de Glick & Glick (2012),.

Ademas (Cortés y Rubiano, 2017) menciona que la germinacion es la etapa de mayor
importancia por la relacién directamente con el clima ya que el déficit de humedad, puede

incidir en la germinacion, debido a que los granos se hinchan y desplazan a los cotiledones
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y a la radicula con cierta cantidad de agua también sefiala que la emergencia ocurre de los 7
a 10 dias de la siembra, asi también MINAGRI (2017) hace referencia que el cultivo de la
quinua entre los afios 2005-2012, la produccién de quinua crecié a una tasa de 4,5%
promedio anual, registrando 44 mil toneladas en el afio 2012. El aumento de la produccion
nacional de este grano en este lapso de tiempo se atribuye a la expansion de la superficie
cosechada mas que una mejora de los rendimientos. En el afio 2012, Puno concentré el 68%
de la produccion nacional, seguido de la regién Ayacucho con un 10%. Las regiones como
Arequipa, Apurimac, Junin y Ayacucho, consiguieron importantes rendimientos en ese
mismo afio con niveles superiores respecto al promedio nacional. En el periodo enero-junio
de 2013, la produccion de quinua aumento 6,2% con respecto a similar periodo de 2012,
debido al incremento de la superficie cosechada en 4,6 mil has mas, principalmente en las

regiones de Puno, Ayacucho, Junin y Apurimac.

Por otro lado Loredo & Espinosa (2004) en su investigacion da a conocer que el cultivo a
campo abierto las bacterias de vida libre o asociadas que habitan la rizésfera pueden incitar
el aumento del crecimiento de las gramineas a través de mecanismos de sintesis de sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal, fijacion de nitrégeno, solubilizacion de nutrimentos,
produccion de sideroforos y control de fitopatdgenos del suelo. Los microorganismos méas
estudiados pertenecen a los géneros Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Beijerinckia,
Pseudomonas y Bacillus; algunos de los cuales sobreviven en condiciones de estrés caso
contrario se retarda en desarrollar sus principales funciones y tienden a morir. ES por eso y
otros factores ambientales que impidieron el buen desarrollo fisico de los tratamientos con

cepas Dz50, PQLMT18 y en consorcio a comparacion de semillas sin inoculo.

Por otro lado,Vergani & ZUfiga (2018), en su investigacién hace referencia que en los suelos
de la provincia de Chimborazo (Riobamba — Ecuador), los recuentos de bacterias
solubilizadoras de fosforo que oscilaron entre 4.16 x 10% y 5.87 x 108 UFC/g, como también
menciona que encontrd un promedio de 5.5 x 10* (2.3 x 104) y 6.9 x 10* (+3.6 x 10%) UFC/g
de suelo asociadas a la rizésfera de Baccharis macrantha y Viburnum triphyllum
respectivamente por parte de Avila 2015, por otro lado también hace referencia que Kumar,
2011 realizaron estudios de diversidad microbiana identificando a B. subtilis y B.
megaterium dentro de las poblaciones cultivables de suelos agricolas, cuya abundancia
oscila entre 10% a 10° UFC/g de suelo.
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Asi también Vergani & Zufiiga (2018) en su investigacion dio a conocer gque la germinacién
duré 14 dias y con una temperatura de 18 °C a comparacion de con este experimento que se

realizé en 9 dias a temperatura ambiente.

b) Evaluacion de la longitud de tallo de la quinua (Chenopodium quinoa Will.)

La evaluacion de la longitud de tallo se realizo en 3 fechas después de la siembra a los 50,
108 y 176 dias después de la siembra en el CIP Camacani de la UNA — Puno, teniendo en
cuenta que la reinoculacion se realizé a los 56 dias después de la siembra (Anexo, Figura
28).

Los resultados de la evaluacion de la longitud de tallo a los 50 dias después de la siembra
realizado bajo el estudio de 4 tratamientos y 6 repeticiones, semillas inoculadas con
Pseudomonas sp. (T2), Rhizobium sp. (T3), Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma
asociada y (T1) control negativo, asi también se consideré los datos meteotrologicos
reportados por SENAMMHI, una temperatura minima de 4.2 °C y una temperatura maxima
17.8 °C, con una humedad relativa de 62.2% a las 7 horas, humedad relativa de 57.8% a las
13 horas y una humedad relativa de 58.6% a las 19 horas y con una precipitacion de 0.5
L/m?; se determin6 que el mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas
sp.(T2) con una media de 25.32 cm de longitud de tallo en contraste con el control negativo
(T1) con un promedio de 23.89 cm de longitud de tallo, seguida del tratamiento T4 (semillas
inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp) con 24.68 cm de longitud de tallo y
tratamiento (T1) resulto con un promedio menor a los demas tratamientos con un 23.89 cm

de longitud de tallo.

Tabla 6. Media longitudinal del tallo a los 50 dias después de la siembra, CIP
Camacani de la UNA — Puno - 23/12/17.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E C.V.
(cm) (%)

R1*  R2* R3* R4*  R5* R6* S

T1 23.62 2408 2432 2351 2390 2390  23.89 030 124

T2 2550 2523 24.88 2527 2517 2587 2532 034 132

T3 24.40 2398 2400 2487 2537 2548  24.68 0,66 2,68

T4 2450 2467 2427 2536 2543 2523 2491 049 198

R1*, R2* R3*,R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo
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T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.
T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.
T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

Para determinar la diferencia de medias longitudinales de tallo de la quinua inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., a los 50 dias después de la siembra, se realizd primero el
analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba y seguidamente
la prueba de tukey para observar cual de los tratamientos es diferente por lo menos uno de

los demas.

En la evaluacion de la longitud del tallo de la quinua a los 50 dias después de la siembra
semillas de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.,
el estadistico F = 9.90, GL =3, con el valor de P = 0.0003, resulté menor a 0.05 el cual
estadisticamente es significativo entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se
acepta la hipotesis alterna y se rechaza la hip6tesis nula, la cual indica que entre los 4
tratamientos si hubo una alta diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la

Figura 16.

Teniendo en cuenta la prueba estadistica de Tukey resulto que las semillas inoculadas con
Pseudomonas sp.(T2), Rhizobium sp.(T3) y las semillas inoculadas con ambas cepas de
forma asociada (T4) poseen un mejor efecto en el crecimiento longitudinal de la quinua,
significativamente diferente con el control negativo (T1) semillas sin indculo bacteriano, la

cual se encuentra ordenada de acuerdo a su media en forma descendente (A, B).
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Figura 16. Comparacion de longitud de tallo de la quinua (cm) a los 50 dias, CIP
Camacani de la UNA- Puno — 23/12/17.

El mayor porcentaje encontrado es en el T2 (semilla de quinua inoculada con Pseudomonas
sp.), esta cepa fue caracterizada fenotipicamente y en su capacidad PGPR se evalud la
produccion de acido indol acético (AlA), con valores de hasta 36.23ug/mL AIA (PS13) y de
solubilizacion de fosfatos bicalcico y tricalcico con una eficiencia de hasta 259% (PS12).
También se pudo observar la influencia de la temperatura en el crecimiento de las cepas y
sus capacidades PGPR, Las plantulas inoculadas con cepa PS44 (Pseudomonas) fueron
superiores en altura, en un 26.3% respecto al control en la var. INIA Salcedo (Liceta, 2015),

es por ello que influyeron en el tratamiento.

Por otro lado (Mamani, 2018) menciona que el género Azotobacter identificado y utilizado
en la inoculacién se semillas en condiciones de laboratorio, tiene efecto en incrementar
influye en la longitud total de las plantulas de quinua obteniéndose valores promedios entre

4.67 cmy 10.33 cm presentando diferencia estadistica significativa.

Los resultados de la evaluacion de la longitud de tallo a los 108 dias después de la siembra
en maceta, la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones,
(T1) control negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas
con Rhizobium sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de
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forma asociada, asi también se consider6 los datos meteoroldgicos reportados por
SENAMHI, una temperatura minima de 6.4°C mas no se report6 temperatura maxima , con
una humedad relativa de 75.4% a las 13horas y con una precipitacion de 0.4 L/m?, con este
estudio se determino que el mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas
sp.(T2) con una media de 54 cm de longitud de tallo en contraste con el control negativo
(T1) que obtuvo un promedio de 49 cm de longitud de tallo, seguida del tratamiento T3
(semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con 52 cm de longitud de tallo y el tratamiento T4
(semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) resulto con un promedio de 50

cm de longitud de tallo con respecto al control negativo (Tabla 7).

Tabla 7. Promedio de longitud de tallo de la quinua (cm) a los 108 dias, CIP Camacani
de la UNA- Puno — 14/02/18.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.V.
(cm). %
R1* R2* R3* R4* R5* R6*
T1 50 49 49 48 50 49 49 0,75 1,53
T2 53 54 54 53 54 54 54 0,52 0,96
T3 52 51 52 53 51 52 52 0,75 1,45
T4 51 50 51 50 50 50 50 0,52 1,03

R1*, R2* R3* R4* R5* R6™* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

Para determinar la diferencia de medias longitudinales del tallo de la quinua inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., a los 108 dias después de la siembra, se realiz6 primero
el andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba y
seguidamente la prueba de tukey para observar cuél de los tratamientos es diferente por lo

menos uno de los demas.

En la evaluacion de la longitud del tallo de la quinua a los 108 dias después de la siembra
semillas de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.,
el estadistico F = 54.53, GL =3, con el valor de P = 0.0001, resulté menor a 0.05 el cual
estadisticamente es significativo entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se

acepta la hipdtesis alterna y se rechaza la hipotesis nula, la cual indica que entre los 4
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tratamientos si hubo una alta diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la

Figura 17.

Teniendo en cuenta la prueba estadistica de Tukey resulto que las semillas inoculadas con
Pseudomonas sp.(T2), Rhizobium sp.(T3) y las semillas inoculadas con ambas cepas de
forma asociada (T4) poseen un mejor efecto en el crecimiento longitudinal de la quinua,
significativamente diferente con el control negativo (T1) semillas sin indculo bacteriano, la

cual se encuentra ordenada de acuerdo a su media en forma descendente (A, B, C, D).

52.86

51.55

Longitud (cm)

D

48.93

T2 =Cepa 18 T3 = Cepa Dz50 T4 =Cepa 18 + Cepa Dz50 T1 = Control negativo
Tratamiento

Figura 17. Comparacion de longitud de tallo de la quinua (cm) a los 108 dias, CIP
Camacani de la UNA- Puno — 14/02/18.

El mayor porcentaje encontrado es en el T2 se debe a la temperatura, ya que este tratamiento
es semillas de quinua inoculada con la cepa PQLMT 18 (C18) y esta es tolerante al estrés
por frio tal como lo afirma (Mujica et al., 1974) y coincide con (Choque, 2017) es por ello
que influyeron en el tratamiento a compracion de los tratamientos restantes. Ademas, Mujica
et al., (2013), sefialan que la temperatura adecuada para la quinua esta alrededor de 15 a 21
C° prosperando adecuadamente ademas se ha determinado que esta planta posee mecanismos

de escape y tolerancia a temperaturas menores pudiendo soportar hasta - 5C°

(Lebn, 2003) y Mujica et al., (2004), coinciden en sefialar que la quinua resiste sin
problemas temperaturas minimas de hasta - 5°C por otro lado Gastiazo s/f. menciona que las

bajas temperaturas por debajo de 7 de -6° C en las fases criticas como ramificacion e inicio
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de panojamiento el valor mencionado, se puede considerar como temperatura letal minima,
que por debajo de la cual produce muerte de tejidos en la planta y esta para recuperarse

necesita mayor tiempo lo cual acarrea un rendimiento bajo.

Los resultados de la evaluacion de la longitud de tallo a los 176 dias después de la siembra
en maceta, la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones,
(T1) control negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas
con Rhizobium sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de
forma asociada, asi también se considerd los datos meteoroldgicos reportados por
SENAMHI, una temperatura minima de 5°C y una temperatura maxima 15.8 °C, con una
humedad relativa de 91% a las 7 horas, humedad relativa de 76.1% a las 13 horas y una
humedad relativa de 93.8% a las 19 horas y con una precipitacion de 17 L/m?; con este
estudio se determind que el mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas
sp.(T2) con una media de 82.44 cm de longitud de tallo en contraste con el control negativo
(T1) que obtuvo un promedio de 80.49 cm de longitud de tallo, seguida del tratamiento T3
(semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con 80.58 cm de longitud de tallo y el tratamiento
T4 (semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) resulto con menor promedio
de longitud de tallo con un 80.30 cm, en contraste con el control negativo (Tabla 8).

Tabla 8. Longitud de tallo de la quinua (cm) a los 176 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 23/04/18.

) Repeticiones Promedio D.E. C.V. (%)
Tratamiento
R1* R2* R3* R4* R5* R6* (cm)
T1 80.50 80.00 81.15 80.10 81.80 79.40 80.49 0,86 1,07
T2 82.50 82.45 80.60 83.00 83.45 82.65 8244 0,98 1,18
T3 80.00 80.70 80.05 80.70 80.90 81.15 80.58 046 0,57
T4 79.85 79.95 79.75 79.85 81.10 81.30 80.30 0,70 0,88

R1*, R2* R3* R4* R5* R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.

Para determinar la diferencia de medias longitudinales del tallo de la quinua inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp., a los 176 dias después de la siembra, se realizé primero

el andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba y
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seguidamente la prueba de tukey para observar cual de los tratamientos es diferente por lo

menos uno de los demas.

En la evaluacion de la longitud del tallo de la quinua a los 176 dias después de la siembra
semillas de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.,
el estadistico F = 54.53, GL =3, con el valor de P = 0.0001, resulté menor a 0.05 el cual
estadisticamente es significativo entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se
acepta la hipotesis alterna y se rechaza la hipotesis nula, la cual indica que entre los 4
tratamientos si hubo una alta diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la
Figura 18.

Teniendo en cuenta la prueba estadistica de Tukey resulto que las semillas inoculadas con
Pseudomonas sp.(T2), poseen un mejor efecto en el crecimiento longitudinal de la quinua,
con respecto al control negativo (T1, semillas sin inoculo bacteriano), semillas inoculadas
con Rhizobium sp.(T3) y significativamente diferente con las semillas inoculadas con ambas
cepas de forma asociada (T4), la cual se encuentra ordenada de acuerdo a su media en forma
descendente (A, B).

82.88

8220

81.53

Longitud de tallo(cm)

80.85

B

80.18

T2 =Cepa 18 T3 = Cepa Dz50 T1 =Control negativo T4 = Cepa 18 + Cepa Dz50
Tratamiento

Figura 18. Comparacion de longitud de tallo a los 176, CIP Camacani de la UNA- Puno —
23/04/18.
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El mayor promedio encontrado es en el T2 se a que este tratamiento, semillas inoculadas
con la cepa Pseudomonas sp.es conocida por la produccion de metabolitos que ayuda en el
crecimiento de la planta asi también tolerantes al estrés del frio tal como lo mencionan
(Antoun & Prevost, 2005b)(Mamani, 2018) (Goita, 2014a).

Por otro lado estas bacterias son conocidas como PGPR promotoras de crecimiento y por
ende tiene la capacidad de solubilizar el fosfato (Liceta, 2015)(Roquigny et al., 2017), como
en un estudio realizado por Llanos (2017), Determino el efecto de las bacterias
solubilizadoras de fosfatos (BSF) del género Bacillus aislados de suelos de tres comunidades
de la provincia de El Collao — Puno, en la germinaciéon y crecimiento de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) en condiciones de invernadero. Las BSF se inocularon a las
concentraciones de 4.56 x 10° UFC/ml, 1.96 x 10* UFC/ ml y 0.56 x 10° UFC/ml que
correspondieron a los tratamientos T1, T2 Y T3 respectivamente, y Tc correspondio a
semillas sin ningn tratamiento. Los resultados de la carga bacteriana solubilizadora de
fosfato en los suelos de las tres comunidades presentaron diferencia estadistica, siendo 2,40
x 10° UFC/g en la comunidad Sankuta, 1.57 x 102 UFC/g en la comunidad Sarapi Arroyo y
1,23 x 103 UFC/g en la comunidad Pharata. En la evaluacion de los pardmetros biométricos
en la longitud de la planta, didmetro del tallo y peso seco de la planta y raiz, no hubo

diferencia estadistica entre T1, T2 y T3, aunque si respecto al control.
a. Evaluacion del peso fresco aéreo de la quinua (Chenopodium quinoa Will.)

El estudio del peso fresco aéreo se realizé a nivel de campo en 3 fechas como es a los 50,
108, 176 dias después de la siembra , la evaluacion fué bajo el estudio de 4 tratamiento con
6 repeticiones T1: Control negativo, T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (Cepa
18), T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp. (cepa Dz50) y el T4: semillas inoculadas con

Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. de forma asociada (cepa 18 y + cepa Dz50).
Evaluacion del peso fresco aéreo a los 50 dias

Los resultados de la evaluacion del peso fresco a los 50 dias después de la siembra en
maceta, la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones, (T1)
control negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas con

Rhizobium sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma
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asociada, , asi también se considerd los datos meteotrologicos reportados por SENAMHI,
una temperatura minima de 4.2 °C y una temperatura méaxima 17.8 °C, con una humedad
relativa de 62.2% a las 7 horas, humedad relativa de 57.8% a las 13 horas y una humedad
relativa de 58.6% a las 19 horas y con una precipitacion de 0.5 L/m?, se determin6 que el
mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con una media de
17.34 g del peso fresco aéreo de la quinua en contraste con el control negativo (T1) que
obtuvo un promedio de 16.51 g, seguida del tratamiento T4 (semillas inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) con 16.23 g y el tratamiento T3 (semillas inoculadas con
Rhizobium sp.) resulto con menor promedio de peso fresco aéreo de la quina, en contraste

con el control negativo (Tabla 9).

Tabla 9. Peso fresco aéreo (g) de la quinua a los 50 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 23/12/17.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.V.
C)) %
R1* R2* R3* R4* R5* R6*
T1 17.13 1751 15.83 16.05 16.94 15.58 16.51 0.79 4.78
T2 18.32 17.64 1725 17.03 17.43 16.39 17.34 0.64 371
T3 1528 15.70 15.67 15,56 15.41 1591 15.59 022 1.44
T4 16.35 16.32 16.32 16.27 16.58 15.55 16.23 035 216

R1*, R2* R3*,R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp

Para determinar el peso fresco de la quinua (Chenopodium quinoaWilld.) inoculadas con
Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realiz6 primero el
analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba y si al menos
una de las concentraciones es diferente a los demas; que posteriormente se corroboro con la

prueba de contraste de Tukey.

En la evaluacién del peso fresco de la quinua a los 50 dias después de la siembra semillas
de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.de forma
individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F = 10.51, GL =3,
con el valor de P = 0.0002, resulté menor a 0.05 el cual estadisticamente es significativo
entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hip6tesis alterna y se
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rechaza la hipétesis nula, la cual indica que entre los 4 tratamientos si hubo una alta

diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la Figura 19.

El analisis de varianza (ANOVA) determind que existe diferencia significativa en todos
los tratamientos y en la prueba estadistica de Tukey se determiné que los promedios de los
pesos frescos (g) de la quinua fueron estadisticamente significativa con respecto al control
negativo (T1), con un grado de significancia 0=0.05, demostrandonos que si existe diferencia
significativa entre los tratamientos y control negativo. La Prueba estadistica de Tukey indica

que los promedios con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

1767

17.12

16.58 AB

Peso Fresco (g)

16.03

c

T2=Cepa 18 T1 = Control negativo T4 = Cepa 18 + Cepa Dz50 T3 =Cepa Dz50
Tratamiento

Figura 19. Comparacién de peso fresco aéreo (g) a los 50 dias, CIP Camacani de la
UNA- Puno — 23/12/17.

El mayor promedio encontrado es en el T2 se debe este tratamiento es con la bacteria
Pseudomona sp. biodegradadoras, controladoras bioldgicas y PGPR. Dentro de los beneficiosos
que brinda alguna de las cepas de este género para el desarrollo de las plantas se encuentran el
aumento de la toma de agua y nutrientes, la produccion y segregacion de reguladores de
crecimiento de plantas como auxinas, giberelinas y citoquininas, biocontrol de patégenos
(Anyaipoma, 2014)

Por otro lado (Sanchez, 2011) menciona que los factores que influyen en el crecimiento he
incremento de la masa de la planta del tomate son la temperatura, humedad, luminosidad y la
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calidad del suelo asi también menciona que una de las ventajas que ayudo a que el cultivo de
tomate fuera de buena masa es la produccion bajo invernadero la cual tiene grandes ventajas
que lo hacen atractivo como negocio, la proteccion contra los efectos dafiinos de la lluvia, el
viento y el granizo; la preservacion de la estructura del suelo la posibilidad de manejar el

microclima interno; la esta metodologia en este trabajo no se dio mas que en campo abierto.

Asi también (Orozco & Martinez, 2009), estudio en condiciones de invernadero, la
interaccion entre el hongo ectomicorrizico Suillus luteus y los microorganismos aislados en
P. patula, como Azotobacter chroococcum, Bacillus macerans, Enterobacter agglomerans
y Pseudomonas sp., la inoculacion con bacterias fijadoras de nitrogeno estimulo el

crecimiento longitudinal y la nutricion nitrogenada de P. patula.
Evaluacion del peso fresco a los 108 dias.

Los resultados de la evaluacion del peso fresco a los 108 dias después de la siembra en
maceta, la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones, (T1)
control negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas con
Rhizobium sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma
asociada, asi también se consider6 los datos meteoroldgicos reportados por SENAMHI, una
temperatura minima de 6.4°C mas no se reporté temperatura maxima , con una humedad
relativa de 75.4% a las 13horas y con una precipitacion de 0.4 L/m?, se determin6 que el
mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con una media de
79.09 g del peso fresco aéreo de la quinua en contraste con el control negativo (T1) que
obtuvo un promedio de 63.27 g, seguida del tratamiento T4 (semillas inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) con 77.84 g y el tratamiento T3 (semillas inoculadas con
Rhizobium sp.) resulto con un promedio de 73.52 g de peso fresco aéreo de la quinua, en

contraste con el control negativo (Tabla 10).
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Tabla 10. Peso fresco aéreo (g) de la quinua a los 108 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 14/02/18.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E C.V(%)
RI* R2* R3* R4* R5* Rex )
T1 63.73 63.70 63.14 63.56 63.82 61.68 63.27 082 1.29
T2 79.77 80.38 78.75 79.04 77.32 79.29 79.09 1.04 132
T3 76.10 77.35 7280 72.04 71.88 70.94 73.52 258 351
T4 7491 7881 7756 7899 7894 77.81 77.84 156  2.00

R1*, R2* R3*,R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp

Para determinar el peso fresco de la quinua (Chenopodium quinoaWilld.) inoculadas con
Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realizd primero el
analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba y si al menos
una de las concentraciones es diferente a los demés; que posteriormente se corroboro con la

prueba de contraste de Tukey..

En la evaluacion del peso fresco de la quinua a los 108 dias después de la siembra semillas
de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. de forma
individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F = 114.02, GL =3,
con el valor de P = 0.0001, result6 menor a 0.05 el cual estadisticamente es significativo
entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipotesis alterna y se
rechaza la hipotesis nula, la cual indica que entre los 4 tratamientos si hubo una alta
diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la Figura 20.

El anélisis de varianza (ANOVA) determind que existe diferencia significativa en todos los
tratamientos y en la Prueba estadistica de Tukey se determind que los promedios de los pesos
frescos (g) de la quinua fueron estadisticamente significativa con respecto al control negativo
(T1), con un grado de significancia 0=0.05, demostrandonos que si existe diferencia
significativa entre los tratamientos y control negativo. La Prueba estadistica de Tukey indica

que los promedios con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).
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Figura 20. Comparacién de peso fresco (g) de la quinua en la fase, CIP Camacani de la
UNA- Puno — 14/02/18.

El mayor promedio es el T2 esto se debe a que esta bacteria es conocida como promotora
de crecimiento por la produccion de metabolitos que ayudan a la planta para poder
metabolizar los nutrientes que se encuentra en el suelo asi también ayudan a la solubilizacion
de fosfato (Eckford, et al., 2002), en cualquier tipo de suelo que este vista para cultivo tiene
que ser preparada con los N, P, K son los elementos quimicos necesarios para la buena
produccion de cultivos y es por ello que la utilizacion de microorganismos capaces de

producir nutrientes para la planta (LLanos, 2017) (Bojanic, 2011).

Asi también Bécquer et al. (2015) menciona que se debe a la produccion de AlA, en cuanto
al género Pseudomonas, este es un importante componente en la comunidad de la rizésfera
y usualmente juega un rol importante en la promocién del desarrollo de las plantas. Esto se
debe a su versatilidad metabdlica, la cual hace posible desplegar un conjunto de PGP
psicrotolerantes provenientes de esta especie, evidenciaron concentraciones de AlA de 6.74
pg.mit.diaty 12.58 pg.mit.dia? a 4°C y 15°C respectivamente para Pseudomonas lurida.
por su parte reportan la capacidad de producir AIA en cepas de este género: PGERs17 y
NARs9 bajo temperaturas de 4°C (1.4 y 1 pug/ml), 15°C (4.2 y 13 pg/ml) y 28°C (13.2y 21
pg/ml), reportaron dos cepas del género Pseudomonas aisladas de los campos
experimentales de Chungbuk capaces de producir AIA a 5°C en un rango de 0.3 a 16.39
pg/ml. Si bien se evidencié la capacidad de producir AIA a bajas temperaturas, todos los

estudios presentados demostraron que la mayor produccién se observo en temperaturas
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dentro del rango mesofilico (incluyendo el presente estudio). Los resultados obtenidos son

directamente comparables con los resultados aqui presentados.
Evaluacion del peso fresco (g) aéreo de la quinua a los 176 dias.

Los resultados de la evaluacion del peso fresco aéreo a los 176 dias después de la siembra
en maceta, la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones,
(T1) control negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas
con Rhizobium sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de
forma asociada, asi también se consider0 los datos meteorologicos reportados por
SENAMHI, una temperatura minima de 5°C y una temperatura maxima 15.8 °C, con una
humedad relativa de 91% a las 7 horas, humedad relativa de 76.1% a las 13 horas y una
humedad relativa de 93.8% a las 19 horas y con una precipitacion de 17 L/m?, se determind
que el mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con una
media de 163.54 g del peso fresco aéreo de la quinua en contraste con el control negativo
(T1) que obtuvo un promedio menor a todos con una media de 145.77 g, seguida del
tratamiento T3 (semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con 159.22 g y el tratamiento T4
(semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) resulto con un promedio de

155.42 g de peso fresco aéreo de la quinua, en contraste con el control negativo (Tabla 11).

Tabla 11. Peso fresco aéreo (g) de la quinua a los 176 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 23/04/18.

Repeticiones Promedio D-E- C.V. (%)
RI* R2* R3* R4* R5* R6* (9)

Tratamiento

T1 145.92 144.40 146.62 145.54 146.02 146.15 14577 0.76 0.52
T2 163.02 163.74 158.59 168.67 163.71 163.51 163.54 3.20 1.96
T3 161.16 160.18 159.75 162.14 153.57 158.50 159.22 3.03 1.90

T4 156.54 155.53 151.88 155.58 156.36 156.63 155.42 1.80 1.16

R1*, R2* R3* R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp

Para determinar el peso fresco de la quinua (Chenopodium quinoaWilld.) inoculadas con

Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realizé primero el
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analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba y si al menos
una de las concentraciones es diferente a los demas; que posteriormente se corroboro con la

prueba de contraste de Tukey.

En la evaluacién del peso fresco de la quinua a los 176 dias después de la siembra semillas
de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.de forma
individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F = 59.27, GL =3,
con el valor de P = 0.0001, result6 menor a 0.05 el cual estadisticamente es significativo
entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipotesis alterna y se
rechaza la hipotesis nula, la cual indica que entre los 4 tratamientos si hubo una alta

diferencia significativa, Figura 21.

El analisis de varianza (ANOVA) determiné que existe diferencia significativa en todos los
tratamientos y en la Prueba estadistica de Tukey se determino que los promedios de los pesos
frescos (g) de la quinua fueron estadisticamente significativa con respecto al control negativo
(T1), con un grado de significancia 0=0.05, demostrandonos que si existe diferencia
significativa entre los tratamientos y control negativo. La Prueba estadistica de Tukey indica

que las medias con letras en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05).

165.814

160.49
155.16
149.831
144.50 i T

T1 = Control T2 =Cepa 18 T3 =Cepa Dz50 T4 =18 + Dz50
Tratamiento

Peso fresco (g)

Figura 21.Comparacion de peso fresco (g) aéreo a los 176 dias, CIP Camacani de la
UNA- Puno — 23/04/18.

El mayor promedio es el T2 se debe a la concentracién del componente bacteriano del suelo

es importante y es por ello que es muy bueno para la salud de los ecosistemas, el empleo de
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cepas de microorganismos con un alto potencial de accién sobre el incremento del
crecimiento y desarrollo de las plantas y el estudio de la diversidad bioldgica de sus

patogenos son factores clave en su control (Ogata & Zufiga, 2005).

Es por ello que en este estudio se reindculo con las cepas de Pseudomonas sp. y Rizhobium
sp. en el cultivo de la quinua capaces de promover el crecimiento de la quinua (Matos y
Zufiiga, 2002) y en una investigacion realizada por (Vergani & Zufiga, 2018) menciona
que utilizo la técnica de peletizacion con tres distintas cepas (C32, DZ50 y AC7) en maca
(Lepidium meyenii) en donde el peso seco de la parte aérea, encontrdndose que tanto en la

germinacion como en la emergencia los porcentajes fueron mayores que los no peletizados.
Evaluacion del peso seco en el crecimiento de la quinua

El estudio del peso seco aéreo se realizo a nivel de campo en tres oportunidades para
evaluar el peso seco aéreo de la quinua, la evaluacién fué bajo el estudio de 4 tratamiento
con 6 repeticiones T1: tratamiento control negativo, T2: semillas inoculadas con
Pseudomonas sp. (Cepa 18), T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp. (cepa Dz50) y el
T4: semilla incoculadas de forma asociada cepa 18 y la cepa Dz50 y se da a conocer los

siguiente:
Evaluacion del peso seco (g) aéreo de la quinua a los 50 dias.

Los resultados de la evaluacion del peso seco a los 50 dias después de la siembra en maceta,
la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones, (T1) control
negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas con Rhizobium
sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma asociada,
asi también se considerd los datos meteoroldgicos reportados por SENAMHI, una
temperatura minima de 4.2 °C y una temperatura maxima 17.8 °C, con una humedad relativa
de 62.2% a las 7 horas, humedad relativa de 57.8% a las 13 horas y una humedad relativa de
58.6% a las 19 horas y con una precipitacion de 0.5 L/m? determind que el mejor tratamiento
son las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con una media de 8.21 g del peso seco
aéreo de la quinua en contraste con el control negativo (T1) que obtuvo un promedio menor

al tratamiento dos con 7.94 g pero mayor que el T4 (semillas inoculadas con Cepa 18 y Cepa
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Dz50) con 7.78 g y el T3 (semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con 7.15 g, en contraste

con el control negativo (Tabla 12).

Tabla 12. Peso seco aéreo (g) de la quinua a los 50 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 23/12/17.

Repeticiones Promedio D.E. %/:)/)'
R1* R2* R3* R4* R5* R6* ©)
T1 786 7.82 788 752 798 1021 821 0.99 12.07
T2 851 854 833 798 7.84 6.43 794 0.79 9.96
T3 734 6.75 725 761 7.03 6.93 715 031 433
T4 8.02 8.10 819 7.12 818 7.07 7.78 053 6.87

R1*, R2* R3*,R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp

Tratamiento

Para determinar el peso seco de la quinua (Chenopodium quinoaWilld.) inoculadas con
Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realiz6 primero el

analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba.

En la evaluacion del peso seco de la quinua a los 50 dias después de la siembra semillas de
quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.de forma
individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F = 2.44, GL =3,
con el valor de P = 0.0947, resulté mayor a 0.05 el cual estadisticamente no es significativo
entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipotesis nula y se rechaza
la hipdtesis alterna, la cual indica que entre los 4 tratamientos no hubo una diferencia

significativa, el cual graficamente se observa en la Figura 22.
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Figura 22. Comparacién de peso seco (g) a los 50 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 23/12/17.

El mayor promedio es el T1 se debe a que la planta de la quinua en este tratamiento sin
inoculo es por la numerosa ramificacion que presentaba, asi como en otra investigacion
realizada por (Anyaipoma, 2014a) con respecto a la evolucion del pesos seco en la quinua,
menciona que en el dia 7 el peso seco fue significativamente mayor (P = 0,0003, P = 0,015)

que el control en 0.0002 g tanto en la raiz como en la parte aérea.

Por otro lado Gutiérrez (2013), indica que al evaluar el efecto de la inoculacion con bacterias
127 diazotrofas seleccionadas en dos variedades de maiz (PAU871 y NK940), 128
determinaron 8 cepas en estudio presentaron capacidad de producir celulasas y 129
pectinasas y también de inhibir el crecimiento del hongo fitopatdgeno Fusarium 130
oxysporum in vitro. Los ensayos de inoculacion demostraron que existe especificidad 131
en la interaccion cepa - variedad. La variedad de maiz PAU871 presentd mayor 132
respuesta a la inoculacion que NK940. La inoculacion con la cepa 10R Raoultella 133
terrigena produjo un aumento significativo en la biomasa aérea de las plantas de 134 maiz
tanto en condiciones gnotobioticas como en macetas con suelo. La inoculacién 135 con los
diazotrofos en estudio produjo cambios en el numero de diazétrofos 136 rizosféricos pero
no en el numero de endofitos de raices. La técnica de T-RFLP 137 mostrd que en la variedad
PAUS8T71, la inoculacién con la cepa 10R produjo cambios 138 en la estructura de la
comunidad de diazotrofos endéfitos, mientras que las 139 comunidades de diazétrofos

rizosféricos de plantas inoculadas y controles 140 presentaron elevada similitud entre ellas.
65

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
% Altiplano

Asi también en una investigacion realizada por (Anyaipoma, 2014) hace referencia que el
analisis de peso seco en la maca no existio diferencias significativas en el peso seco de las
plantulas inoculadas con la Pseudomonas sp. que expresaba el gen gusA y las Pseudomonas
sp. silvestre (Ps42), por otro lado, el peso seco de las raices del tratamiento con cepa
transformada fue significativamente mayor al tratamiento control en 0.0002 en los 3, 7 y 15
dias y 0.0001 a los 28 dias post-inoculacion. En cuanto al peso seco aéreo en los dias 3y 7
el control fue superado en 0.000021 y 0.00022 respectivamente por el tratamiento con la

cepa transformada.

Es por ello que el uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) adquiere cada
vez mas importancia tanto como biofertilizantes y como controladores de fitopatdgenos en
diferentes cultivos. Pseudomonas al igual que Bacillus son grupos predominantes de bacterias
en los suelos agricolas, presentan capacidad PGPR y han sido utilizadas como inoculantes para
diversos cultivos tales como trigo (De Freitas & Germida, 1992), papa (Frommel et al., 1993;
Kloeper et al., 1989), tomate (Hall et al., 1996) y trébol (Ortiz, 2013). Dado que las rizobacterias
pueden encontrarse asociadas a muchos tipos de plantas y en diversos ambientes, se plantea que

su uso podria favorecer el desarrollo del cultivo de quinua (Liceta, 2015)
Evaluacion del peso seco (g) aéreo de la quinua a los 108 dias.

Los resultados de la evaluacion del peso seco a los 108 dias después de la siembra en maceta,
la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones, (T1) control
negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas con Rhizobium
sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma asociada,
asi también se considerd los datos meteoroldgicos reportados por SENAMHI, una
temperatura minima de 6.4°C mas no se reportd temperatura maxima , con una humedad
relativa de 75.4% a las 13horas y con una precipitacion de 0.4 L/m?, se determin6 que el
mejor tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con una media de
19.71 g del peso seco aéreo de la quinua en contraste con el control negativo (T1) que obtuvo
un promedio menor a todos los tratamientos con 14.84 g, seguida del tratamiento T4
(semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) con 18.34 g y el tratamiento T3
(semillas inoculadas con Rhizobium sp.) resulto con un promedio de 17.98 g de peso seco

aereo de la quinua, en contraste con el control negativo (Tabla 13).
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Tabla 13. Peso seco aéreo (g) de la quinua a los 108 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 14/02/18.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.V.
(9) (%)
R1* R2* R3* R4* R5* R6*
T1 16.34 1523 15.74 14.63 1411 1299 14.84 1.20 8.09
T2 2041 20.70 19.76 19.37 18.24 19.80 19.71 0.87 4.40
T3 19.74 19.04 18.88 16.67 16.63 16.95 17.98 139 7.72
T4 18.85 19.25 19.22 17.64 1791 17.14 18.34 0.89 4.86

R1*, R2* R3* R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp

Para determinar el peso seco de la quinua (Chenopodium quinoaWilld.) inoculadas con
Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realizd primero el

analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba.

En la evaluacion del peso seco de la quinua a los 108 dias después de la siembra semillas de
quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.de forma
individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F = 20.70, GL =3,
con el valor de P = 0.0001, resulté menor a 0.05 el cual estadisticamente es significativo
entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipotesis alterna y se
rechaza la hipétesis nula, la cual indica que entre los 4 tratamientos si hubo una alta

diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la Figura 23.

El analisis de varianza (ANOVA) determind que existe diferencia significativa en todos los
tratamientos y en la Prueba estadistica de Tukey se determind que los promedios de los pesos
frescos (g) de la quinua fueron estadisticamente significativa con respecto al control negativo
(T1), con un grado de significancia a=0.05, demostrandonos que si existe diferencia
significativa entre los tratamientos y control negativo. La Prueba estadistica de Tukey indica

que las medias con letras en comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Figura 23. Comparacion peso seco (g) aéreo a los 108 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 14/02/18.

El mayor promedio es el T2 se debe a la numerosa ramificacion y a la voluminosidad que
obtuvo hasta llegar a la madures fisioldgica de la planta con la ayuda de microbiolégica de
Pseudomona sp., el peso seco es el resultado de la eliminacion de agua de la planta, adema
s puede diferir en en la numerosa ramificacion, grosor y voluminosidad de la planta con
actividad agua, es por ello que tiene que ver mucho el crecimiento de la planta para la
obtencion del peso seco y asi como Anyaipoma (2014) en su investigacion menciona que la
evaluacion de la radicula de la planta de la maca inoculada con Pseudomonas sp. es de real
importancia para el buen engrosamiento y longitud de la planta de la quinua, observo con un
microscopio de luz mostraron que 3 dias post inoculacion las bacterias colonizaron el cuello
y el apice inferior de la raiz. Por otro lado en el dia 7 se observé una mayor asociacion de la
bacteria. Asimismo, aparecio un biofilm a partir de ese dia coincidiendo esto, con estudios

realizados en Pseudomonas sp. asociadas a cultivos de papa.

Asi como lo menciona (Roquigny et al., 2017) el crecimiento de las plantas, la emergencia
de las semillas o la mejora de los rendimientos de los cultivos y, a menudo, se denominan
biofertilizantes. (Glick et al., 1999). El segundo grupo se conoce como biocontrol que son
capaces de influir indirectamente en el crecimiento de las plantas mediante la reduccion de
la presidn negativa que los patdgenos de las plantas ejercen sobre el crecimiento y desarrollo

de la planta.
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Evaluacion del peso seco (g) aéreo de la quinua a los 176 dias.

Los resultados de la evaluacion del peso seco a los 176 dias después de la siembra en maceta,
la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos con 6 repeticiones, (T1) control
negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2), semillas inoculadas con Rhizobium
sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. (T4) de forma asociada,
asi también se considerd los datos meteoroldgicos reportados por SENAMHI, una
temperatura minima de 5°C y una temperatura maxima 15.8 °C, con una humedad relativa
de 91% a las 7 horas, humedad relativa de 76.1% a las 13 horas y una humedad relativa de
93.8% a las 19 horas y con una precipitacion de 17 L/m?, se determind que el mejor
tratamiento son las semillas inoculadas con Pseudomonas sp.(T2) con una media de 82.86 ¢
del peso seco aéreo de la quinua en contraste con el control negativo (T1) que obtuvo un
promedio menor a todos los tratamientos con 80.83 g, seguida del tratamiento T3 (semillas
inoculadas con Rhizobium sp.) con 81.08 g y el tratamiento T4 (semillas inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) resulto con un promedio de 80.91 g de peso seco aéreo

de la quinua, en contraste con el control negativo (Tabla 14).

Tabla 14. Peso seco aéreo (g) de la quinua a los 176 dias, CIP Camacani de la UNA-
Puno — 23/04/18.

Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.V.
(9) (%)
R1* R2* R3* R4* R5* R6*
T1 81.10 80.33 80.72 80.28 81.16 81.40 80.83 0.46 0.57
T2 82.46 8356 81.18 82.86 83.62 83.51 82.86 095 1.14
T3 85.68 85,55 82.19 8144 69.10 82.50 81.08 6.13 7.56
T4 80.70 80.98 80.83 81.01 80.83 81.13 80.91 0.16 0.19

R1*, R2* R3* R4* R5* R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp

Para determinar el peso seco de la quinua (Chenopodium quinoaWilld.) inoculadas con
Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realiz6 primero el

analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba.
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En la evaluacion del peso seco aéreo de la quinua a los 176 dias después de la siembra
semillas de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium
sp.de forma individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F =
0.58, GL =3, con el valor de P = 0.6349, resultd mayor a 0.05 el cual estadisticamente no es
significativo entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipdGtesis
nula'y se rechaza la hipétesis alterna, la cual indica que entre los 4 tratamientos no hubo una

diferencia significativa, el cual graficamente se observa en la Figura 24.
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Figura 24. Comparacién de peso seco (g) aéreo de la quinua a los 176 dias, CIP
Camacani de la UNA- Puno — 23/04/18.

El mayor promedio es el T2 se debe a multiples factores acumulados desde la primera
fase como es el de la inoculacion de la semilla de quinua con Pseudomona sp. este género
de bacterias promotoras de crecimiento influyeron en el normal desarrollo de la planta
(Eckford, R.; Cook, F.; Saul, D.; Aislabie, J. y Foght, 2002), asi también influyd la
temperatura como es la resistencia al estrés del frio (Ramos, 2007) asi también como es la
proteccion contra los cambios climéaticos como la cubierta o en invernadero (Bécquer et al.,
2015). Como también la influencia del pH , la acides, la calidad del suelo y los cambios

climaticos (Mujica et al., 2013)(LLanos, 2017).
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Evaluacion del peso seco (g) de la semilla de la quinua

El experimento realizado en esta investigacion fue con el fin dar a conocer la eficiencia de
las bacterias de Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. como promotoras de crecimiento vegetal
(PGPR), siendo la expresion maxima de estos microorganismos en la semilla de la quinua,
obteniendo como resultado final del estudio el peso seco de semillas de quinua (Anexo,
Figura 31).

Los resultados de la evaluacion del peso seco de la semilla a los 176 dias después de la
siembra en maceta a campo libre, la evaluacion fue realizada bajo el estudio de 4 tratamientos
con 6 repeticiones, (T1) control negativo, semillas inoculadas con Pseudomonas sp. (T2),
semillas inoculadas con Rhizobium sp. (T3), semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y
Rhizobium sp. (T4) de forma asociada, determiné que el mejor tratamiento en expresar el
peso seco de la semillas fue el T3 (semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con 39.62 g,
seguido del T2 (semilla inoculadas con Pseudomonas sp.) con un media de 37.50 g, asi
también el T4 (semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp.) que obtuvo un
promedio de 35.72 g, en contraste con el control negativo (T1) que ha sido el tratamiento
con menor promedio 33.97 g, en la evaluacion del peso seco de la semilla de quinua (Tabla
15).

Tabla 15. Peso seco (g) de la semilla de la quinua, CIP Camacani de la UNA- Puno —

23/04/18.
Tratamiento Repeticiones Promedio D.E. C.V.
(9) (%)
R1* R2* R3* R4* R5* R6* -

Tl 36.28 37.79 30.30 31.31 33.82 34.33 33.97 285 8.39

T2 38.96 37.66 36.53 35.84 39.05 37.01 37.50 1.30 3.48

T3 40.26 39.77 40.28 39.29 39.20 38.91 39.62 058 1.45

T4 35.02 3553 36.04 36.58 36.09 35.07 35.72 062 1.74

R1*, R2* R3*,R4*, R5*, R6* son las 6 repeticienes realizadas por cada tratamiento
T1: control negativo

T2: semillas inoculadas con Pseudomonas sp.

T3: semillas inoculadas con Rhizobium sp.

T4: semillas inoculadas con Pseudomonas sp. y Rhizobium sp-
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Para determinar el peso seco de la semilla de quinua (Chenopodium quinoaWilld.)
inoculadas con Pseudomonas sp.y Rhizobium sp. de forma individual y asociada, se realizo

primero el andlisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia de la prueba.

En la evaluacion del peso seco de la semilla de quinua a los 176 dias después de la siembra
semillas de quinua variedad INIA salcedo inoculadas con Pseudomonas sp y Rhizobium sp.
de forma individual y asociada en contraste con el control negativo, el estadistico F = 13.34,
GL =3, con el valor de P = 0.0001, resultd6 menor a 0.05 el cual estadisticamente es
significativo entre las medias de los cuatro tratamientos, por el cual se acepta la hipd4tesis
alterna y se rechaza la hipoétesis nula, la cual indica que entre los 4 tratamientos si hubo una

alta diferencia significativa, Figura 25.

El analisis de varianza (ANOVA) determiné que existe diferencia significativa en todos los
tratamientos y en la Prueba estadistica de Tukey se determiné que los promedios de los peso
seco de la semilla de quinua (g), fueron estadisticamente significativa con respecto al control
negativo (T1), con un grado de significancia 0=0.05, demostrandonos que si existe una alta
diferencia significativa entre los tratamientos y control negativo. La Prueba estadistica de
Tukey indica que medias con letras en comin no son significativamente diferentes (p >
0.05).

40604

38.864

3713

BC

Peso seco de la semilla de quinua (g)

35.394

C

3366
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Figura 25. Comparacién de peso seco (g) de semilla de la quinua, CIP Camacani de la

UNA- Puno —23/04/18
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El mayor promedio es el T3 se debe a que la quinua tiene un fruto en aquenio que comprende
desde el exterior al interior como es el perigonio, el pericarpio, el episperma y la semilla

compuesta de embrion y perisperma (Mujica et al., 2013).

La cosecha de la quinua debe realizarse con la debida oportunidad para evitar el deterioro
del grano(Mujica et al., 2004)(Quezada, & Campomanes, 2015), por otro lado otro de los
factores es la humedad de la planta, si a la madurez del cultivo hay un periodo de humedad
ambiental alta superior de 70 % se produce la germinacién de los granos en la panoja, con
la consiguiente pérdida de la cosecha o por lo menos se produce amarillamiento y
fermentacién o cambio de color de los granos, provocando perdida de la calidad de la
cosecha (Mujica et al., 2013).

Por otro lado en un estudio realizado por (Sotomayor, 2013) de Vicia faba L. menciona que
los requerimientos de nitrégeno pueden ser cubiertos, en parte, por la fijacion bioldgica a
través de la bacteria Rhizobium leguminosarum vs. viceae. Pero en las variables de
crecimiento no observo efecto de las fuentes de nitrégeno utilizadas, sin embargo, a nivel de

cultivar, Verde Bonita logra la mayor produccién de materia seca.

Asu vez Ogata & Zufiiga (2005) en la rizosfera de la tara (Caesalpinia spinosa), las
cepas bacterianas no evidenciaron tolerancia a altos niveles de NaCl (>1%) ni a
temperaturas de 37 y 40 °C, crecieron en pH de 4 a 8.8, entre los microorganismos aislados
se encuentra 3 cepas de Azotobacter spp, 8 de actinomicetos y 13 de Pseudomonas spp. Y
asi también da a conocer que la cepa de Rhizobium rP2N3 destaco por crecer tanto en pH
acido como alcalino, siendo ademas la Gnica que crecié a niveles de NaCl de hasta el 1% en
comparacion de las demas cepas que mostraron sensibilidad a esta sal.
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V. CONCLUSIONES

La diferencia porcentual de germinacion in vitro de semillas de quinua inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp, en forma individual y asociada, no se obtuvo diferencia
significativa entre los tratamientos con un valor P de 0.7710 siento esta (P >0.05), mas si
hubo una diferencia aritmética por parte del T3 (semillas inoculadas con Rhizobium sp.) el
de mayor eficiencia en la evaluacion In vitro con un 87 % con relacion a los 3 tratamientos

restantes.

La diferencia porcentual del porcentaje de emergencia de la quinua inoculadas con
Pseudomonas sp. y Rhizobium sp a nivel de campo abierto, en forma individual y asociada,
no se obtuvo diferencia significativa entre los tratamientos con un valor F =0.62, P = 0.6078
siento esta (P > 0.05).

En cuanto a la evaluacion de la longitud de la planta el mejor tratamiento es el T2 (semillas
inoculadas con Psedomonas sp.) mostrando 82.44 cm de longitud a los 176 dias después de
la siembra con un valor de F= 54.53 y P = 0.0001, al peso fresco el mejor tratamiento
obtenido es el T2 (semillas inoculadas con Pseudomonas sp.) a los 176 dias con un peso de
163.54 g con un valor de F = 59.27 y un P = 0.0001 siendo esta P > 0.05, en cuanto a la

evaluacion del peso seco aéreo no se obtuvo una diferencia significativa.

En la evaluacion del peso seco de la semilla a los 176 dias el mejor tratamiento fue el T3
(semillas inoculadas con Rhizobium sp.) con valor de F = 13.34 y un P = 0.0001 siento esta

menor al P < 0.05, con respecto a los 4 tratamientos.
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VI. RECOMENDACIONES

v Se recomienda a los tesistas e investigadores, realizar el estudio de la quinua
inoculada en condiciones controladas a nivel de invernadero.

v' Asi también se recomienda realizar el mismo estudio con la técnica de
peletizacion con cepas bacterianas, en condiciones controladas.

v" Realizar ensayos para determinar el inoculo efectivo para promover el crecimiento

de la quinua.
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Anexos

Figura 26. Evaluacion del porcentaje de germinacion in vitro realizado en el
laboratorio de Microbiologia de la UNAP- FCCBB.

Figura 27. Evaluacion del porcentaje de emergencia de las semillas de quinua

inoculadas, a nivel de abierto en maceta.

Figura 28. Medicion de la longitud del tallo (cm) de la quinua a los 50,108 y 176 dias
después de la siembra.

82

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




niversidad

TESIS UNA - PUNO L Nacional del

ltiplano

Figura 29. Evaluacion del peso fresco de la quinua a los 50, 108 y 176 dias después de

la siembra.

Figura 30. Evaluacion del peso seco de la quinua en los diferentes estadios

fenoldgicos programados.

Figura 31. Evaluacion del peso seco de la semilla de la quinua al final del cultivo.
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LEMB N° 010 - 2019

La Molina, 02 de abril de 2019

Srta.

TANIA PILAR NINA LARICO
Tesista de pregrado

Universidad Nacional del Altiplano

Presente.-

De mi consideracion:

Mediante la presente me dirijo a usted para saludarla cordialmente y hacer constar
que, con motivos de ejecucion de tesis de pre grado titulado “Efecto de inoculantes
bacterianos Pseudomonas sp. y Rhizobium sp. en el cultivo de quinua {Chenopodium quinoa
Wild.)”, se hizo envio en fecha 01 de noviembre del 2017. Para tal motivo y con fines de
investigacion las cepas bacterianas “DZ50” y “PQLMT18”, bacterias con caracteristicas
promotoras de crecimiento vegetal (PGP) pertenecientes a los géneros Rhizobium v
Pseudomonas respectivamente, caracterizadas y conservadas en banco de cepas del

Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biotecnologia.

Adjunto: Caracteristicas remisién.

Atte
C= L % 5 ' " N»‘C&\»
Dra-Doris Zuiiiga Davila

LEMYB Marino Tabusso

Prof. Principal Dpto de Biologia
Universidad Nacional Agraria La Molina
Av. La Molina s/n La Molina, Lima-Peru

LABORATORIO DE ECOLOGIA MICROBIANA Y BIOTECNOLOGIA
& (511)614 - 7800 anexo 274 - E-mail: Imt@lamolina.cdu.pe
Apartado Postal 456 - Lima 12 - PERU
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CARACTERISTICAS DE REMISION:

o
Cepas reactivadas en caldo levadura manitol (LMC) y cultivadas en medio agar levadura
manitol (LMA) una placa por cepa, transportadas en envase hermético de polipropileno con gel
packs.

Cepa “PQLMT18":

- Género: Pseudomonas sp.

- Procedencia.- Aisladas de rizésfera de quinua de campo de cultivo de la Estacién
Experimental INIA Saicedo - Puno, en el marco del Proyecto Nro. 105-2014 FONDECYT
“Trasncriptémica de las PGPRs tolerantes al estrés por frio y su efecto en la expresion
de genes y produccién de metabolitos en plantas de quinua”.

Cepa “DZ50”:

- Género: Rhizobium sp.

- Procedencia.- Aisladas de rizésfera de quinua de campos de cultivo de la regién Puno,
en el marco del Proyecto PROCYT-355-2012-CONCYTEC-OAJ “Influencia de las
bacterias promotoras de crecimiento en el contenido de nutrientes de la quinua, para
la seguridad alimentaria en las zonas altoandinas”.
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