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RESUMEN

La erosion de los suelos en la provincia de Huancané, por el uso exagerado de
agroquimicos, origina la disminucion de las poblaciones bacterianas benéficas como las
diazotrofas, éstas pueden constituirse en potenciales bioinoculantes en los cultivos de
quinua. La investigacion se desarroll6 durante los meses de junio - agosto del 2017 en
suelos de la provincia de Huancané. Los objetivos fueron: a) aislar bacterias del género
Azotobacter en tres campos de cultivo del distrito de Huancané y b) evaluar el efecto de
la inoculacion de Azotobacter sobre el porcentaje de la germinacion de semillas y la
longitud total de plantulas de quinua de la variedad Blanca de Juli en condiciones
controladas. EI método consistio en recolectar las muestras del suelo, en el cual se
cuantifico la carga bacteriana de Azotobacter sp, mediante la técnica del nimero mas
probable en caldo mineral libre de nitrogeno, el efecto de la inoculacion de las bacterias
se evaluaron en semillas mediante el método de germinacién in vitro calculando el
porcentaje de germinacion, el efecto en las plantulas se evalué mediante el cultivo en
recipientes de plastico el cual contenia tierra esterilizada de un campo de cultivo, hasta la
aparicion de las 4 hojas verdaderas. Los resultados fueron analizados mediante pruebas
de andlisis de varianza y de Tukey, con un nivel de confiabilidad del 95%, cada
experimento en tres repeticiones. Los resultados obtenidos de los recuentos de bacterias
Azotobacter sp en suelos fueron de 2733.33 NMP/g en Luriata, 3333.33 NMP/g en
Yapupampa y 4660.00 NMP/g en Huancollusco. Los mayores porcentajes de
germinacion se obtuvieron con inoculaciones de 1.5 x 108 cel./mL, con el 93.33% v el
mejor crecimiento de plantulas de quinua se obtuvo con una inoculacién bacteriana de
3.0 x 108 cel./mL.

Palabras Clave: inoculacion, plantulas, germinacion, diazétrofas.
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ABSTRACT

Soil erosion in the province of Huancané, due to the exaggerated use of agrochemicals,
causes the reduction of beneficial bacterial populations such as diazotrophs, which can
constitute bioinoculating potentials in quinoa crops. The investigation was developed
during the months of June - August of 2017 in soils of the province of Huancané. The
objectives were: a) to isolate bacteria of the genus Azotobacter in three cultivation fields
of the district of Huancané and b) to evaluate the effect of the inoculation of Azotobacter
on the percentage of seed germination and the total length of quinoa seedlings of the
variety Blanca of Juli in controlled conditions. The method consisted of collecting the
soil samples, in which the bacterial load of Azotobacter sp was quantified, by means of
the technique of the most probable number in nitrogen-free mineral broth, the effect of
the inoculation of the bacteria was evaluated in seeds by the In vitro germination method
calculating the percentage of germination, the effect on the seedlings was evaluated by
growing in plastic containers which contained sterilized soil from a field, until the
appearance of the 4 true leaves. The results were analyzed by analysis of variance and
Tukey tests, with a confidence level of 95%, each experiment in three repetitions. The
results obtained from the counts of bacteria Azotobacter sp in soils were 2733.33 NMP /
g in Luriata, 3333.33 NMP / g in Yapupampa and 4660.00 NMP / g in Huancollusco. The
highest percentages of germination were obtained with inoculations of 1.5 x 108 cel./mL,
with 93.33% and the best growth of quinoa seedlings was obtained with a bacterial
inoculation of 3.0 x 108 cel./mL.

Key Words: inoculation, seedlings, germination, diazotrophs.
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Las poblaciones de bacterias varian de un lugar a otro seguin sus caracteristicas quimicas
de los suelos, el contenido de materia organica, sus valores de pH, la presencia de
humedad y la disponibilidad de oxigeno, junto con la planta huésped, desempefian un
papel importante. La concentracion de bacterias por g de suelo que se halla en la rizosfera,
es mucho mayor que en el resto del suelo, esto se puede deber a los altos niveles de
nutrientes que se hallan en la zona que rodea a las raices que permiten el incremento de
las poblaciones de microorganismos. Estas poblaciones microbianas se constituyen en
estimuladoras del crecimiento debido a los beneficios como ser antagonistas de
fitopatdgenos, fijan nitrdgeno atmosférico, producen fitohormonas, elevan la capacidad

de absorcién de agua, entre otros.

Una alternativa orgéanica para la mejora de los cultivos es el uso de inoculantes
microbianos, entre ellas las bacterias diazotréficas, que cumplen la funcion de
biosintetizar amonio a partir del nitrégeno atmosférico, nutriendo a las plantas. Los
agricultores del Altiplano Peruano, poseen mucha esperanza de obtener buenas
producciones debido al contenido de materia organica que poseen los suelos, asimismo
algunos adquieren biofertilizantes como el humus de lombriz para abonar sus plantas y
estas bondades se deberian a la presencia de bacterias diazotréficas, ya que el desarrollo

vegetal es mejor.

En tal sentido, la presencia de bacterias diazotroficas del género Azotobacter sp en un
campo de cultivo es de vital importancia para el normal desarrollo de las plantas, es por
ello que se planted la evaluacion de la carga bacteriana diazotréfica de Azotobacter
presente en tres campos de cultivo del distrito de Huancané (Puno), posteriormente se
observo el efecto de éstas bacterias en el proceso de germinacion de semillas de quinua,
y los efectos en las biometrias de su longitud total de plantulas en un lapso de 25 dias,
con la finalidad posterior de promocionar la aplicacion de éstas bacterias benéficas en los
campos de cultivo de laregion y el pais, tal como se viene experimentando en otros paises

latinoamericanos.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO & Nacional del
Altiplano

En esta investigacion se logrd aislar bacterias diazotrofas pertenecientes al género
Azotobacter sp en suelos de tres comunidades campesinas de la provincia de Huancané,
region Puno, en el que una de ellas (Huancollusco) presentd la mayor carga bacteriana,
donde los factores fisicoquimicos de los suelos, el uso y aplicacion de agroquimicos, entre
otros factores influyen en su permanencia; por otro lado se demostro que dichas bacterias
Azotobacter poseen efecto estimulante en los procesos de germinacion y crecimiento de
plantulas de quinua a comparacién de las semillas y plantulas no inoculadas, lo cual se
constituiria en una biotecnologia agricola saludable con el medio ambiente y al alcance

de los agricultores.

Por tal razén esta investigacion tuvo los siguientes objetivos, general y especificos:

Objetivo general
Determinar el efecto de la inoculacién con bacterias rizosféricas en semillas de quinua

(Chenopodium quinoa Willd.) en condiciones controladas.

Obijetivos especificos

- Aislar bacterias del género Azotobacter en tres campos de cultivo del distrito de
Huancané.

- Evaluar el efecto de la inoculacion de Azotobacter sobre el porcentaje de la
germinacién de semillas y la longitud total de plantulas de quinua de la variedad
Blanca de Juli en condiciones controladas.
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Il. REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

Arguello et al. (2016), cuantificaron bacterias diazétrofas en suelos rizosféricos de tres
cacaotales (Theobroma cacao L.) en Santander (Colombia), donde la mayor
cuantificacion de diazotrofas se reporto en la finca Florilandia, que se caracterizo por
tener riego por goteo, y se aislé en NFb y JMV, con presencia de los presuntos géneros
Azospirillum sp y Burkholderia sp; por otro lado, Bécquer et al. (2015), llevaron a cabo
un experimento de inoculacion simple y combinada en invernadero con bacterias
rizosféricas Sinorhizobium meliloti y Azospirillum zeae, en variedades de trigo, logrando
la mayor influencia positiva en el contenido de clorofila de las plantas, trigo en la longitud

del tallo, peso seco aéreo y peso seco radical.

Ledn & Rojas (2015), aislaron e identificaron bacterias como Azotobacter sp, que
produjeron 36.03 ppm de nitrogeno fijado como amonio, 60.75 ppm de acido indol
acético y 6.06 ppm de fosforo solubilizado, también se determind actividad antagonica
proteolitica y quitinolitica frente a Fusarium verticillioides; asimismo, Carrillo et al.
(2015), evaluaron el efecto de la inoculacién de rizobacterias en plantas de cilantro
mostrando un efecto positivo en el crecimiento en parcelas con quema y sin quema de

cascarilla de arroz.

Goitia (2014), realizo el aislamiento y recuento de bacterias diazotroficas en muestras de
suelo cultivado, suelo de “tierra virgen” y en biofertilizante (humus de lombriz),
conteniendo cargas bacterianas diazotrdficas superiores a 110 x 102 y 240 x 10> NMP/g
de sustrato, los cuales estimularon la germinacién y un mejor crecimiento en sus raices,
la aparicion de las primeras hojas cotiledonares y longitud total de la plantula en 7 dias
de tratamiento in vitro, en comparacion con las semillas no inoculadas; por otra parte,
Sanchez et al. (2014), determinaron que el maiz inoculado con bacterias Azotobacter sp.
y Burkholderia sp. endofita, resultaron con un efecto positivo desde su germinacion, a
nivel de plantula y en la fase de floracion, obteniendo un peso seco radical de 7.03 g
superior a los 2.60 g de peso seco radical del maiz sin inocular, sugiriendo una interaccion
sinérgica de Azotobacter sp. y Burkhoderia sp. en la sintesis de sustancias promotoras de

crecimiento vegetal en maiz.
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Cérdenas et al. (2014), evaluaron el efecto de Azospirillum spp en el crecimiento y
desarrollo de las plantulas de Panicum maximum (pasto) mediante semillas inoculadas y
sembradas en macetas, lograndose la estimulacion de la germinacion de semillas del pasto
comparado con el tratamiento no inoculado, la combinacion de Azospirillum sp y
Enterobacter aglomerans registroé los mejores crecimientos vegetales del pasto; de igual
modo, Gutierrez (2013), inoculd bacterias diazétrofas en dos variedades de maiz,
mostrando que existe especificidad en la interaccion cepa — variedad, siendo mejor en la
variedad de maiz PAU871, la cepa Raoultella terrigena aumento la biomasa aérea de las

plantas de maiz tanto en condiciones gnotobiéticas y en macetas con muestras de suelo.

Bécquer et al. (2012), evaluaron la respuesta de las variedades de trigo a la inoculacién
simple y combinada de Azospirillium zeae y Snorhizobium meliloti, donde ambas
inoculaciones resultaron de alta importancia en las alternativas de inoculacion que se
realizaron en el experimento; asimismo, Constantino et al. (2011), evaluaron la aplicacion
de los biofertilizantes (Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices), sobre el
crecimiento, biomasa y nutricion de papaya en fase de vivero, donde la doble inoculacion
(semilla y plantula) promovi6 el mayor incremento en el crecimiento y biomasa en el

cultivo, en contraste con la inoculacion simple (solo en plantulas).

Escobar et al. (2011), determinaron que Azotobacter spp produjeron 7.10 a 57.99 mg/L
de &cido indolacético, 0.13 a 1.64 mg/L de nitrogeno fijado como amonio y hasta 1.61%
de eficiencia en la solubilizacion de roca fosférica, el desarrollo vegetativo de
Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, incremento la altura, €l volumen radicular, la
materia seca total, parte aérea y radicular frente al testigo absoluto; por otro lado, Ibarra
(2010), cuantifico bacterias fijadoras de nitrogeno en 10° NMP/g, identificando las
especies Sinorhizobium melilotli y S. medicae, y de vida libre los géneros
Stenotrophomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Serratia, Arthrobacter, Lysinibacillus,
Bacillus y Tetrathiobacter, los cuales solubilizan fosfato y producen mayor cantidad de
acido indol acético (AlA), logrando el mejor crecimiento de trigo y alfalfa a nivel

invernadero.

Calvo & Zuiiga (2010), aislaron cepas de Bacillus sp diazotrofas desde la rizofera de

papa (Solanum tuberosum), en la regidon de Puno, con caracteristicas de pH 6.25,

14
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conductividad eléctrica 0.46 dS/cm, materia organica 2.64%, fosforo 20.195 ppm, clase
textural franco arenoso, temperatura 10 °C y precipitacion 650 mm; de similar forma,
Cordova et al. (2009), en suelo con bananos, determinaron densidades de Azospirillum y
Azotobacter de 42 x 10*y 11 x 10° UFC/g de suelo respectivamente, que fueron utilizados
en la formulacion de inoculantes en soportes organicos (pollinaza, pollinaza + suelo,
pinzote, pinzote + suelo) y en suelo testigo, determinandose que Azotobacter crecid mejor

en pinzote + suelo + indculo con un recuento de 63 x 10* UFC/g.

Orozco & Martinez (2009), mencionan que las bacterias fijadoras de nitrdgeno
asimbidticas Azotobacter chroococcum, Bacillus macerans, Enterobacter agglomerans y
Pseudomonas sp inoculadas en Pinus patula, estimulé su crecimiento longitudinal y la
nutricion nitrogenada; a su vez, Ogata & Zuniga (2008), en la rizésfera de la tara
(Caesalpinia spinosa), las cepas bacterianas no mostraron 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.

Maddonni et al. (2003), encontraron mejoras en el crecimiento de las plantas en
asociacion con bacterias rizosféricas del género Azospirillium, produciendo incrementos
en biomasa y rendimiento, asimismo reducen los efectos nocivos de los fitopatdgenos,
fijan el nitrégeno atmosférico, absorben agua y nutrientes y producen fitorreguladores;
mientras tanto, Tang (1995), estudié el efecto de la inoculacion con Azotobacter
chroococcum en la germinacion y la altura de las plantulas de leguminosas Centrosema
pubescenscy y Leucaena leucocephala y en dos gramineas Cenchrus ciliaris y Panicum
maximum, luego de 28 dias después de la siembra, en gramineas se observo una
disminucion de la germinacion de semillas cuando fueron inoculadas con Azotobacter y

no existié diferencia marcada en la altura.

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Larizésfera de las plantas
La rizdésfera es la zona del suelo donde se desarrollan de raices y se activa la proliferacion
de microorganismos (Jiménez, 2007), debido al suministro de exudados radicales que

contienen azucares, aminodacidos, vitaminas y enzimas y sefiales que armonizan la

15
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interaccién microbio — planta (Bowen & Rovira, 1999), éstas pueden variar segun las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, y descender entre 10 a 100 veces al apartarse
a pocos mm de la superficie radical (Collados, 2006), y si en caso el suelo posee mas sales
incrementadas el agua tenderd a salir de las células de las raices, lo que causara la
sequedad fisioldgica de la planta y bajos recuentos bacterianos (Pernasetti, 2010), las
poblaciones rizosféricas estan conformadas por las bacterias, los hongos, las algas, los
nematodos, los protozoos, los virus (Gryndler, 2000), estimandose que existen unas
30000 especies de bacterias y 1500000 especies de hongos, a partir del cual entre el 1%
y 8% fueron identificadas (Barea, 2000), en los Gltimos afios el analisis de moléculas de
DNA ha conllevado a la identificacion del 90% y 99% de los microorganismos del suelo
(Barea et al., 2005), permitiendo caracterizar a los microorganismos y establecer su

filogenia (Jiménez, 2007).

El mantenimiento de los suelos himedos trae como consecuencia el incremento del
desarrollo de las plantas (Jadin & Jacquemart, 1978), asimismo, un campo cultivo con
abundancia bacteriana se le atribuye al buen estado de abonamiento, tal como la adicién
de humus (Ormefio & Ovalle, 2011), asimismo, la presencia de contaminantes tales como
la reduccion de acetileno incrementa también la presencia de las bacterias (Park et al.
2005), el analisis del nimero y tipo de microorganismos identificados en estos medios
brinda informacién valiosa acerca de la distribucién de microorganismos potencialmente

fijadores de nitrégeno en los diferentes sitios muestreados.

La mayor rigueza en vegetacion presente en los bosques, incrementa los hallazgos de
bacterias diazotrofas en el interior y en la superficie de las raices de varias gramineas
tropicales como es el caso de bacterias del género Azospirillum (Marin et al., 1998), por
consiguiente, el cambio de vegetacion y la presencia de gramineas (Brachiaria sp.),
favorece el establecimiento de bacterias aerobias y microaerdfilas, dichas plantas
mantienen un buen crecimiento radical a expensas del crecimiento de la parte aérea,
logrando adquirir nitrogeno mediante fijacion asociativa (Dalton & Kramer 2006),
usando ambas formas de nitrégeno (nitrato y amonio), tomando el fésforo y calcio
mediante sistemas radicales extensos y asociaciones con micorrizas arbusculares (Rao et
al. 1998).
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Algunas raices de determinadas plantas acogen en su rizosfera bacterias especificas, tales
como Burkholderia sp, quien es precominante en cultivos como en el maiz (Perin et al.,
2006), otros géneros bacterianos como Gluconacetobacter sp. y Herbaspirillum sp. se
presentan en menor cantidad ya que en su mayoria fueron endéfitos, sin causarles dafios
aparentes (Punschke & Mayans, 2011), en especial en suelos rizosféricos con abundantes
lixiviados radicales, ricos en nutrientes esenciales como P y K, contribuyendo al reciclaje
de nutrientes por parte de las plantas (Taiz & Zeiger, 2006), por otro lado Melloni et al.,
(2004), indica que la poblacion de estos géneros son afectadas por las condiciones del
suelo los tipos de vegetacion y la época climatica en la cual se realicen los muestreos de
los suelos, otro factor importante lo reportan Hallman et al., (1997), quienes proponen
que las enzimas pectinoliticas y celuloliticas producidas por las bacterias contribuyen a
los procesos de infeccidn en las plantas, dicha actividad es responsable de la invasion por
Azospirillum sp. a las raices, por penetracion de la laminilla media y de los puntos de
emergencia de las raices laterales (Bekri et al., 1999).

El efecto beneficioso de las rizobacterias radica en diferentes mecanismos, tales como la
produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento, sideréforos y antibioticos, asi
como la induccién de resistencia en la planta y la fijacion del nitrégeno (Torriente, 2010),
el crecimiento de la raiz principal y de las raices laterales produce un aumento de la
superficie de absorcién de las plantas, lo que favorece el intercambio de nutrientes
(Spaepen et al., 2008) y Xie et al., (1996), otra bondad que poseen es la produccién de
acido indol acético (AIA) por las bacterias, que en bajas cantidades promueve la
elongacion de la raiz principal, mientras que cantidades altas de AIA provocan el aumento
de la formacion de raices laterales y adventicias, pero inhiben el crecimiento de la raiz

principal.

Los microorganismos de la rizésfera cumplen funciones de mucha importancia en los
procesos de edafogénesis, como los ciclos biogeoquimicos como el carbono, el nitrégeno,
oxigeno, el azufre, el fosforo, el hierro y otros elementos, en la fertilidad de suelos y
proteccion frente a patdgenos, asi como la degradacion de compuestos xenobiéticos y
produccion de fitohormonas (Nogales, 2005), en la microflora rizosférica se reportan a
los géneros Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacteria, Hafnia, Klebsiela, Serratia, Xanthomonas, Azotobacter, Azospirillum,

Clostridium, Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia y Bacillus (Barea et al., 2004),
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asimismo se encuentran las fosfato solubizadoras, como Pseudomonas spp., P. cepacia,
P. gladioli, Xanthomonas spp., X. maltophilia, Enterobacter agglomerans,
Chromobacterium sp., X. maltophilia, y Chromobacterium sp. (Useche et al., 2004;
Jiménez, 2007).

2.2.2  Microorganismos del suelo

La presencia de microorganismos en un suelo es afectada por factores como su estructura,
los nutrientes, la degradacion de residuos organicos, el contenido de humus, la
temperatura del suelo, la humedad, la aireacién, el estado redox, el contenido y la
composicion de gases del espacio poroso, el pH, entre otros (Coyne, 2000), explicandose
asi el desarrollo concomitante de procesos como la nitrificacion (que requiere de
condiciones aerobicas) y la desnitrificacion (que requiere de condiciones anaerdbicas)
(Prescott et al., 2009).

Los microorganismos edaficos representan la mayor proporcion de uso a nivel industrial,
gracias a su capacidad de transformacidn de sustancias y ser productora de compuestos
atiles a las plantas (Madigan et al., 2003). Un suelo contiene un alto nimero de grupos
filogenéticos mayor a 10° células bacterianas por g de suelo, que a la mas pequefa
alteracion climatica dejan de producir metabolitos y enzimas importantes en el mundo
cientifico (Madigan et al., 2003), normalmente un suelo es habitualmente favorable para
la proliferacion microbiana, desarrollandose microcolonias en sus particulas, lograndose

alcanzar cifras de 10® a 10 bacterias por g de suelo (Atlas & Bartha, 2002).

2.2.3 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

La gran mayoria de bacterias organotroficas aerobias pertenecen al genero Gram
positivos, alcanzando al 70% de la totalidad entre ellos los Arthobacter sp, Bacillus sp y
Micrococcus sp, las bacterias Gram negativa lo componen los géneros Pseudomonas sp
y Flavobacterium sp, otros géneros frecuentes se incluyen Acinetobacter sp,
Agrobacterium sp, Alcaligenes sp y Nocardia sp (Larrea, 2001), se afirma que en
ambientes anaerobios, saturados o tdxicos, es donde podemos encontrar especies
bacterianas cumpliendo procesos metabdlicas incomparables debido a su gran potencial

enzimatico (Hansel et al., 2008).
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Microorganismos biosintetizadores de amonio a partir de nitrégeno no simbidticos
Los microorganismos biosintetizadores de amonio, se constituyen en la fuente primaria
de nitrogeno para las plantas, entre ellos se mencionan a las bacterias aerobias
biosintetizadoras de amonio como Azotobacter, Azospirillum, Beijerinckia, Derxia,
Azomonas y Oscillatoria (Prescott et al., 2009), especialmente cuando se alcanza con una
humedad adecuada en el suelo y una fuente de carbono proporcionada por el material
vegetal en descomposicion (pajas, socas 0 subproductos de cosecha), razén por la cual
existe siempre la presencia de bacterias celuloliticas, dicho desarrollo bacteriano se
estimula gracias a las exudaciones que emite la planta cuando se encuentra bien nutrida
(Coyne, 2000).

Las bacterias del género Azotobacter son moviles y forman quistes en condiciones
adversas, llegando a fijar 40 kg N/ha equivalente a 200 kg de sulfato de amonio, habitan
suelos &cidos (5.5 de pH) y alcalinos, prefiriendo los neutros, asimismo, producen
sustancias que estimulan el crecimiento vegetal (Coyne, 2000), las bacterias promotoras
de crecimiento en plantas se clasifican en dos grupos, el primero son promotoras de
crecimiento en plantas, suprimiendo a otros microorganismos, que gracias a Su
metabolismo logra solubilizar fosfatos, produce hormonas o retiene nitrogeno,
incrementando la absorcion de agua y minerales, incrementando el crecimiento radicular,
y bacterias promotoras de crecimiento vegetal con capacidad como controladores

bioldgicos (Ferrera & Alarcén, 2007).

2.2.4 Bacterias diazotrofas asimbidticas: Azotobacter sp

Las bacterias del género Azotobacter forman un grupo especial de fijadores de nitrgeno,
que otorgan la regulacién del crecimiento de las plantas, produciendo hormonas vegetales
y favorecen la solubilidad de la materia orgénica agregada al suelo como abono (Ramos,
1992), la inoculacion de Azotobacter sp incrementa los rendimientos de diversos cultivos,
principalmente en cereales (Gonzalez & Lluch, 1992), Rodriguez & Blanco (2001)
experimentaron en viveros de café (Coffea arabica), donde la aplicacién de Azotobacter
chroococcum origind una uniformidad en las posturas de este cultivo, mayor vigor de las
mismas, presentaron un color uniforme en su sistema radicular, presentaron caracteristica

de posturas sanas, vigorosas y con alto valor ecolégico.
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Gonzélez et al. (1986), analizaron 8 cepas de Azotobacter sobre los parametros de
crecimiento y desarrollo in vitro de plantas de pifia (Ananas comosus), en ellas se
observaron la estimulacién del crecimiento de las vitroplantas superiores al testigo sin
inoculacion, se ha demostrado que se puede llegar a fijar de 20 a 30 kg de
nitrégeno/ha/afio y mayor en condiciones Optimas de crecimiento (IAB, 2001); sin
embargo, los resultados de la inoculacion de Azotobacter chroococcum, se deben
fundamentalmente a la capacidad de solubilizar fosfatos y sintetizar sustancias
estimuladoras del crecimiento vegetal como vitaminas y hormonas vegetales (ltzigsohn
et al., 2000), segin Rodelas (2001), A. chroococcum sintetiza tiamina de 50 — 100 mg/g
de sustancia celular seca, acido nicotinico de 200 — 600 mg/g de sustancia celular seca,
acido pantoténico, biotina, acido indolacético (AlA), acido giberélico, citoquininas entre

otros promotores de crecimiento (Rodriguez & Blanco, 2001).

El genero Azotobacter estan incluidos en la familia Azotobacteraceae que concentra
bacterias Gram negativas, quimioheterotrofas, aerobias estrictas, capaces de fijar
nitrogeno molecular (Espin, 2000), estuvo descrito por primera vez por Beijerinck (1901)
y actualmente incluye a seis especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, A.
nigricans, A. armeniacus y A. paspali (Ramos, 1992).

Clasificacion taxonomica del género Azotobacter:

Dominio : Bacteria.
Phylum : Proteobacteria.
Clase : Gamma proteobacteria.
Orden : Pseudomonadales.
Familia : Azotobacteraceae.
Género : Azotobacter (Ramos 1992).

Las bacterias del género Azotobacter tienen un didmetro celular de 1.5 a 2.0 um, son
pleomorficas, variando su morfologia desde bacilos hasta células en forma de cocos, se
les observa como células individuales, como pares o formando agregados irregulares, y
algunas veces formando cadenas de tamafio variable, se reproducen por fision binaria y
se mueven por flagelos peritricos (Espin, 2000), no producen endosporas pero si quistes
de resistencia a drogas, la formacidn de quistes ha sido muy estudiada, es un fenémeno

que se produce ante condiciones ambientales adversas y en el laboratorio puede inducirse
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pasando el cultivo de un medio con glucosa a uno con b-hidroxibutirato como Unica
fuente de carbono (Lin & Sadoff, 1968).

Son bacterias catalasa positivas, aerobias, quimioheterotrofas, utilizan azUcares,
alcoholes y sales inorganicas para crecer, pudiendo crecer en concentraciones bajas de
oxigeno, el rango de pH déptimo para fijan nitrégeno es de 7.0 — 7.5, son mesofilas, su
temperatura optima de 30 °C (Mayea et al., 1998), fijan al menos 10 mg de N2/g de
carbohidrato (glucosa) consumido, requieren molibdeno, utilizan nitrato y sales de
amonio y ciertos aminoacidos como fuentes de nitrégeno (Espin, 2000), algunas especies
producen alginatos, poli-a-hidroxibutirato (Horan et al., 1983), pigmentos y hormonas

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

Todos los organismos requieren de una fuente de alimento que provea los elementos
quimicos basicos, de los cuales el protoplasma de las células es construido y acta como
una fuente de energia, ente ellos carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo,
magnesio, hierro y otros (Scragg, 2000), como fuentes de carbono, se tiene a los
carbohidratos (monosacéridos, disacaridos y algunos polisacéridos), &cidos alifaticos y
aromaticos, alcoholes, compuestos volatiles, entre otros, en el suelo, estas bacterias
utilizan productos de descomposicion de plantas y animales, comprobandose que en
suelos ricos en humus, cuando no hay residuos organicos frescos, la poblacion de

Azotobacter es pobre (Martinez, 1996).

La propagacion de Azotobacter depende de la concentracidn de varias sales inorganicas:
- La ausencia o falta de fosforo y potasio en el medio, reduce su velocidad de
crecimiento y el fésforo estimula el metabolismo del carbono y la fijacion de
nitrégeno (Sabra et al., 1999).
- El calcio y el magnesio juegan un rol principal en el crecimiento de Azotobacter,
la carencia de calcio produce el alargamiento de la fase Lag, la concentracion de
calcio no debera de ser excesiva (Dhanasekar et al., 2003).
- La presencia de cobre es toxica hasta en minimas cantidades (Becking, 1961), el
hierro lo requiere en muy pequefias cantidades y el manganeso ejerce una accién

favorable, pero no es esencial (Gaitan & Garcia, 1998).
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En el aislamiento de Azotobacter la temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra
entre los 25 — 30 °C y la temperatura minima se encuentra apenas sobre los 0 °C, no
toleran altas temperaturas (Mishustin & Shilnikova, 1969), la temperatura optima es
30 °C (Dhanasekar et al., 2003), el pH 6ptimo para su crecimiento se encuentra entre
7.2'y 8.2 (Mishustin & Shilnikova, 1969), obteniéndose el méximo crecimiento a pH
7.5 (Dhanasekar et al., 2003), las bacterias del género Azotobacter son aerobias, por

tanto, necesitan de oxigeno para poder crecer (Madigan et al., 2003).

2.2.5 Técnicas de inoculacion de bacterias en semillas

Existen varias técnicas de inoculacion de bacterias en semillas, entre ellas se reportan la
técnica denominada al vacio como lo describe Carrillo et al. (1998), que consiste en el
uso de una bomba al vacio, donde grupos individuales de 50 semillas de cada variedad,
al cabo de 24 horas después de la desinfeccién, se colocan en un matraz de 500 mL,
posteriormente se afladen 100 mL de medios enriquecidos con bacterias con una
concentracion de 10" UFC m/L, luego los matraces con semilla y medio bacteriano se
someten a la accion del vacio (600 mm Hg) por un lapso de 5 minutos, donde cada uno
de los grupos de semillas (50) con su respectivo tratamiento (variedad — bacteria), se
depositan en cajas Petri previamente esterilizadas que presentan una esponja de sostén.

Diaz et al. (2001), reporta la siguiente técnica de inoculaciéon en cajas Petri estériles,
donde se coloca una capa de algodon, recubierta con papel filtro estéril y se humedece
con 5 mL de agua destilada estéril, en cada caja, se colocan 10 semillas de lechuga,
previamente desinfectadas con alcohol a 70%, se inocula con 0.1 mL de la suspensién
bacteriana por semilla, las cajas se sellan con Parafilm y se dejan a temperatura ambiente,
simultaneamente, se instala un testigo (sin inocular), al cual sélo se le agrega agua

destilada estéril, cada tratamiento tiene tres repeticiones.

2.2.6 Biologia molecular de Azotobacter sp

La fijacion bioldgica de nitrgeno esta catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa,
el cual tiene dos coproteinas, la proteina | contiene hierro y molibdeno y la proteina Il
contiene solo hierro, aunque en Azotobacter vinelandii se encontrd vanadio (Drummond
et al., 1995), la proteina | es de 220.000 Da, formado por dos tipos de subunidades 02 2,
producto de los genes nifDK (Telisa et al., 1999), por otro lado la proteina 11 es de 68.000

Da, el gen responsable es la nifH y tiene la funcion de transportar los electrones del
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donador fisiolégico de electrones (ferrodoxina o flavodoxina), en la proteina | se llevar a
cabo la reduccién del N2 (Figura 1) (Baca et al., 2000), se han descrito alrededor de 20
genes involucrados en la fijacion bioldgica de nitrogeno, se conoce que los genes
estructurales de la nitrogenasa estan sumamente conservados (Desnoues et al., 2003),

estas dos proteinas estan codificadas por el operon nifLA (Martinez et al., 2005).

GEN nifH
SINTESIS ; SINTESIS 3
Fid, Fd (red) Proteina Il 2ATP(red)
2ATP N=N+8H
POTENCIAL Proteina |
REDOX Proteina I| 8e
METABOLICO ATP. X 8
2 ADP 2NH3+Hz
NITROGENO FIJADO
FI% Fd (oxi) Protfina Il ZADP(oxi) Proteina |

Figura 1. Genes implicados en el flujo de electrones hacia el sitio activo de la

nitrogenasa para la reduccion de N2 (Baca et al., 2000).

La enzima nitrogenasa es muy sensible al oxigeno y muchos diazotréfos fijan nitrégeno
anaerobicamente o microaerébicamente y en algunas cianobacterias el proceso se realiza
en estructuras de resistencia como los heterocistes (Singleton, 2004), es inactivada rapida
e irreversiblemente por el 02, la proteina (Fe) es mucho mas sensible que la proteina (Mo-
Fe) (Robson & Postgate, 1980), bioquimicamente son catalasa y oxidasa positivo, reducen
el nitrato, producen el sulfuro de hidrégeno e hidrolizan almidon, producen promotores
de crecimiento (giberelinas, auxinas y citoquininas) (Santana et al., 2002), son
solubizadoras de fosfato y cumplen procesos de biodegradacién de plaguicidas (Castillo
et al., 2005).

Las bacterias Azotobacter metabolizan compuestos fendlicos como, &cidos p-
hidroxibenzoico, vanilinico, p-cumarico, ferulico y 4-hidroxifenilacetico, presentes en
aguas residuales los cuales originan un efecto antibacterial, fitotoxico y generan
coloracion a las aguas residuales, debido a esto, son compuestos con alta carga
contaminante para el ambiente (Juarez et al., 2004), ademas tiene la capacidad de
degradar plaguicidas cloroaromaticos contaminantes como el endosulfan por medio de
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enzimas deshalogenasas, dioxigenasas e hidroxilasas (Castillo et al., 2005) y Sudhir et al.
(1983), reportaron que A. chroococcum inhibe el crecimiento de Rhizoctonia solani en

cultivos de papa a temperaturas de 15 °C.

A. vinelandii posee tres tipos de nitrogenasas, la nitrogenasa 1 codificada por el gen
nifHDK, la nitrogenasa 2 es dependiente de vanadio y los genes que codifican para las
dos proteinas estan designados con el nombre de vnf y se encuentran en los operones
vnfHorfFd y vnfDGK y la nitrogenasa 3 la cual es fabricada en condiciones deficientes
de molibdeno y vanadio esta codificada por el gen anfHDK (Figura 2) (Betancourt, 2002;
Joerger et al., 1990).

Nitrogenasa 1

—_—
- 12/ nifD  niflK nifTY @77 72 nifE nifN nifX nifUSVw2az m F
[ I 11 1O It | 0220 (3 0 Q0 g U G e
Nifl w=——t=—  nifA —_—— nifB2 Fd orf nifQ
I { F—e T I |

Nitrogenasa 2

——m— vrifH Fd o—— vnfD vnfG vnfK
= L 1 e
ORF1 ORF2 mmmpgme vnfA vnfE vnfN vnfX

Nitrogenasa 3

———m— anfA =t anfH anfD anfG anfK anfO anfR
[ O— | o | =1 H I ]

Figura 2. Esquema de la organizacion de los genes involucrados en la sintesis de las
tres nitrogenasas utilizadas por A. vinelandii en la fijacion de nitrégeno (Betancourt,
2002).

2.2.7 Laquinua (Chenopodium quinua Wild)

La informacién que se menciona a continuacion fue reportada por Le6n (2003).

a. Taxonomia
Dominio : Eucarya.
Reyno : Vegetal
Divisién : Faner6gamas
Clase : Dicotiledoneas
Sub — clase : Angiospermales
Orden : centroespermales
Familia : Chenopodiceas
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Género : Chenopodium
Especie : Chenopodium quinua Willd (Ledn, 2003).
b. Descripcion botanica

- Raiz. Inicia con raiz pivotante terminando en raiz ramificado con una longitud
de 25 a 30 cm.

- Tallo. Es cilindrico y herbaceo anual a la altura del cuello cerca a la raiz y de una
forma angulosa a la altura donde se insertan las ramas y hojas, estando dispuestas
en las cuatro caras del tallo.

- Hojas. Son simples, enteras, esparcidas, glabras, pecioladas, sin estipulas,
pinnatinervadas, presentan oxalatos de calcio o vesiculas granulosas en el envés
a veces en el haz; las cuales evitan la transpiracion excesiva en caso de que se
presentaran sequias.

- Inflorescencia. Es de tipo racimosa y por la disposicion de las flores en el racimo
se le denomina como una panoja, por el habito de crecimiento algunas
inflorescencias se difieren por que pueden ser axilares y terminales.

- Flores. En una misma inflorescencia pueden presentar flores hermafroditas
(perfectas), femeninas y androésteriles (imperfectas). Generalmente se encuentra
50 glomérulos en una planta y cada glomérulo estd conformado por 18 a 20
granos aproximadamente (Ledn, 2003).

- Fase de la floracion. En los glomérulos la floracion inicia en la parte apical y
sigue hasta la base (Le6n, 2003).

- Fruto. Es aquenio, el que se encuentra cubierto por el perigonio (Ledn, 2003).

- Semilla. Tiene forma lenticelada, que se encuentra envuelta por el perisperma, el
tamanfo de la semilla (grano) se considera grande cuando el didmetro es mayor a
2 mm (Leon, 2003)

- Fases fenologicas. La duracion depende mucho de los factores medio
ambientales que se presenta en cada campafa agricola (Leon, 2003).

e Emergencia. Es cuando la plantula emerge del suelo y extiende sus dos hojas
cotiledonales, ocurre de los 7 a 10 dias de la siembra.

e Dos hojas verdaderas. Es cuando dos hojas verdaderas, extendidas que ya
poseen forma lanceolada y se encuentra en la yema apical el siguiente par de
hojas, ocurre a los 10 a 15 dias después de la siembra y muestra un

crecimiento rapido en las raices.
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1.Emergencia

2Dos hojas verdaderas
3.Cuatro hojas verdaderas
4.Seis hojas verdaderas
5.Ramificacion

6.Inicio de p anojamiento
7.Panojamiento

8.Inicio defloraciéon
9.Floracién

10.Grano lechoso
11.Grano pastoso
12.Madurez fisiolégica

Figura 3. Fases fenoldgicas de la quinua (Chenopodium quinoa Willd).

e Cuatro hojas verdaderas. Se observan dos pares de hojas extendidas y aun
estdn presentes las hojas cotiledonales de color verde, ocurre
aproximadamente a los 25 a 30 dias después de la siembra.

e Seis hojas verdaderas. Se observa tres pares de hojas verdaderas extendidas
y las hojas cotiledonales se tornan de color amarillento, ocurre a los 35 0 45
dias de la siembra.

e Ramificacion. Se observa 8 hojas verdaderas extendidas con presencia de
hojas axilares hasta el tercer nudo, las hojas cotiledonales se caen y dejan
cicatrices en el tallo, también se nota presencia de inflorescencia protegida
por hojas sin dejar al descubierto la panoja, ocurre de los 45 a 50 dias de la
siembra, en esta fase la parte mas sensible a las heladas no es el &pice sino
por debajo de este, y en caso de bajas temperaturas que afecten a las plantas,
se produce el "colgado™ del apice. En esta fase se efectla el aporque para las
quinuas de valle

e nicio de panojamiento. La inflorescencia se nota que va emergiendo del
apice de la planta, observado alrededor aglomeracién de hojas pequefias, las
cuales van cubriendo la panoja en sus tres cuartas partes; ello puede ocurrir
aproximadamente a los 55 a 60 dias de la siembra, asi mismo se puede

apreciar amarillamiento del primer par de hojas verdaderas (hojas que ya no

26

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

son fotosintéticamente activas) y se produce una fuerte elongacién del tallo,
asi como engrosamiento.

e Panojamiento. La inflorescencia sobresale con claridad por encima de las
hojas, notandose los glomérulos que la conforman; asimismo, se puede
observar en los glomérulos de la base los botones florales individualizados;
ello ocurre de los 65 a los 70 dias después de la siembra.

e Floracion. La floracion es cuando el 50% de las flores de la inflorescencia se
encuentran abiertas, lo que ocurre de los 90 a 100 dias después de la siembra.

e Grano lechoso. El estado de grano lechoso es cuando los frutos al ser
presionados explotan y dejan salir un liquido lechoso, lo que ocurre de los
100 a 130 dias de la siembra, en esta fase el déficit de agua es perjudicial.

e Grano pastoso. El estado de grano pastoso es cuando los granos al ser
presionados presentan una consistencia pastosa de color blanco, puede ocurrir
aproximadamente a los 130 a 160 dias de la siembra.

e Madurez fisiologica. Es cuando el grano formado es presionado por las ufias,
presenta resistencia a la penetracion, aproximadamente ocurre a los 160 a 180

dias a mas despues de la siembra (Leon, 2003).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPODEESTUDIO

Fue de tipo experimental y analitico de corte transversal.

3.2 ZONA DE ESTUDIO

Las muestras de suelo fueron procedentes de tres campos de cultivo ubicados entre las
coordenadas UTM -15.208404 y -69.775588 (zona de muestreo 1), -15.205552, -
69.778989 (zona de muestreo 2) y -15.209145, -69.752824 (zona de muestreo 3) de las
comunidades de Luriata, Yapupampa y Huancollusco en la provincia de Huancané, tal
como se muestra en el Anexo 4 (Google Map, 2016). Los anélisis de laboratorio se
realizaron en el Laboratorio de Ecologia y los tratamientos experimentales en el
laboratorio de Ecologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional

del Altiplano - Puno.

33 METODOLOGIA

3.3.1 Aislamiento de bacterias del género Azotobacter sp en tres campos de cultivos
del distrito de Huancané

a. Recoleccion de muestras de suelo

Las muestras de suelo colectadas fueron colocadas en bolsas de cierre hermético nuevas,

debidamente rotuladas, dichas bolsas fueron colocadas en una caja de tecnopor con bolsas

de hielo que mantuvo la temperatura a 4 °C aproximadamente, hasta que las muestras

fueron procesadas en el laboratorio (Zufiiga, 2010).

b. Preparacion de diluciones para recuento de bacterias

Para el aislamiento y posterior recuento de bacterias diaz6trofas, a partir de suelos de

la localidad de Huancang, se realiz6 la técnica recomendada por la Standard Methods

(1998) citado por Zufiga (2010), detallados a continuacion:

1) Se rotul6 cada tubo con el numero de dilucién correspondiente y cddigo de la
muestra.

2) Se pesd 1 g de cada una de las muestras de tierra, dicha muestra se transfirié a un
tubo con 9 ml de agua destilada esterilizada, asi se obtuvo la dilucion 1072,

3) Se agitaron cuidadosamente las muestras por un periodo de un minuto

aproximadamente.
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4) Se transfirio 1 ml de la dilucion 107 y se transfirié a otro tubo que contenia 9 ml
del diluyente, obteniéndose asi una dilucion de 10 y se homogenizo.

5) El paso anterior sera repetido hasta obtener la dilucién 1072,

c. Determinacion de la carga bacteriana diazotroéfica (Zuniga, 2010)
La cuantificacion de la carga bacteriana diazo6trofa, se realiz6 en razon de que se considera
de importancia el conocer la carga bacteriana que poseen los suelos de esta localidad para
asi experimentar inoculaciones a las semillas posteriormente. A continuacion, se
considera el método, el fundamento y los procedimientos realizados:
1) Meétodo. Nimero més probable
2) Fundamento. Es una estrategia eficiente de estimacion de densidades
poblacionales especialmente cuando una evaluacion cuantitativa de células
individuales no es factible y el estimado de densidad poblacional se obtiene del
patron de ocurrencia de ese atributo en diluciones seriadas y el uso de una tabla
probabilistica.
3) Procedimientos
- Se coloco 1 ml de las diluciones 10 hasta 10 en tubos que contienen caldo
mineral sin nitrégeno (K2HPO4 0.655 g; MgS04.7H20 0.2 g; NaCl 0.02 g; CaCl»
0.01 g; ClsFe 3.4 g; NaM004.H20 0.0128 g; KH2PO40.15 g, manitol, 10 g, agar
15 g, sacarosa 10 g, azul de bromotimol 5 mL, pH 7) (Zdfiga, 2012),
considerando 3 tubos por dilucion.
- Los tubos fueron incubados a 28 °C por 10 dias.
- La obtencién de los resultados del conteo bacteriano fue a partir de los tubos
positivos de cada una de las diluciones observando su viraje de color, turbidez y
la formacion de un velo en la superficie del caldo, se expresa este conteo en

NMP/g (nimero més probable por g de sustrato).

d. Analisis estadistico de datos

El disefio experimental que se realizd fue completo al azar, los tratamientos evaluados
fueron las tres zonas de estudio, cada tratamiento presentd tres repeticiones. La variable
respuesta fue el recuento bacteriano de diazotrofas, que fue comparada entre los
tratamientos mediante analisis de varianza y pruebas de Tukey, con un nivel de confianza

del 95%, la base de datos se elabor6 en el programa Microsoft Office Excel y el analisis
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se realizo en el software estadistico Infostat (versidn estudiantil). El modelo matematico
a utilizar fue el siguiente:
YVij=pu+1+¢;
1=1,2, ..., t(tratamientos) yj =1, 2, ... r (repeticiones)
Donde: Yij = observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo
tratamiento. t = efecto del i — ésimo tratamiento. y = efecto de la media general. sij =
efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental (réplica), sujeta al i — ésimo

tratamiento (error experimental).

3.3.2 Evaluacion del efecto de la inoculacién de bacterias Azotobacter sp en quinua
en condiciones controladas

Para realizar la parte experimental de la investigacion, la quinua certificada de la variedad

Blanca de Juli, fue adquirida en el Anexo de Salcedo del INIA — Puno, el diametro del

grano de las semillas seleccionadas fue de 1.6 mm y el color sera blanco opaco (Apaza et

al., 2013).

a. Evaluacion del efecto en la germinacion

1) Método. Germinacion in vitro

2) Fundamento. La germinacion se basa en la transformacion de un embrion en
estado quiescente en una plantula, posee los eventos de imbibicidn, activacion,
division y elongacion celular, ruptura de la cubierta seminal por el embrion y el
establecimiento de la plantula como ente autonomo, donde la velocidad e indice
de germinacion, son indicadoras de la estimulacion del proceso fisiologico y la
vigorosidad de la semilla.

3) Procedimientos: En cada una de las placas Petri, se colocaron secciones
circulares de papel filtro Whatman exento de cenizas, las cuales fueron
humedecidas con agua destilada estéril. A continuacion, se colocaron 100 semillas
de quinua certificada inoculadas con bacterias y en otra placa semillas no
inoculadas (tratamiento control). Entonces hubo 4 tratamientos a contrastar del
efecto de las bacterias diazétrofas, las cuales fueron tratamiento control (agua
destilada), tratamiento 1 (bacterias diazétrofas en dilucion 1.5 x 108 células/mL),
tratamiento 2 (bacterias diazotrofas en dilucion 3.0 x 10% células/mL) vy

tratamiento 3 (bacterias diazdtrofas en dilucion de 6.0 x 108 células/mL).
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Porcentaje de germinacion (PG) de las semillas. Se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion de acuerdo a lo recomendado por Gonzélez & Orozco (1996):

PG = ((semillas germinadas) / (numero total de semillas en prueba)) x 100

b. Evaluacién del efecto de las bacterias en la longitud total de plantulas de la
quinua

1) Aligual que en el experimento anterior, 20 semillas de quinua fueron inoculadas
en cada uno de los tratamientos (diluciones bacterianas) agregando su tratamiento
control (sin inoculacién bacteriana), adicionando ahora fueron colocadas en
placas Petri de plastico conteniendo tierra esterilizada en autoclave procedente de
un campo de cultivo de la localidad de Jayllihuaya (Puno).

2) Dichas bandejas fueron colocadas en andamios metalicos acondicionados en
condiciones controladas.

3) Laobservacion del efecto en el crecimiento y la biometria, se realiz6 por un lapso
de 25 dias, hasta lograr la observacion de la formacion de las 2 hojas verdaderas
en las plantulas.

4) Los tratamientos de las inoculaciones de las bacterias a las semillas de quinua,
fueron en tres diluciones bacterianas, como son 1.5 x 108, 3.0 x 10 y 6.0 x 108
células/mL, tal igual que en los procesos de germinacion.

5) Una vez finalizada el tiempo de experimentacion, se realiz6 la evaluacién
biométrica de longitud total de plantulas con la ayuda de un vernier. De 20
semillas cultivadas en cada uno de los tratamientos, el tamafio de muestra de las
plantulas obtenidas luego del tiempo de experimentacidn, estuvo conformada por
8 plantulas, las cuales fueron colectadas al azar, las cuales se constituyeron en

repeticiones y se realizd por Unica vez al finalizar el tiempo de experimentacion.

c. Andlisis estadistico de datos

El disefio experimental que se realizd fue completo al azar, los tratamientos evaluados
fueron las tres concentraciones bacterianas, cada tratamiento presentd tres repeticiones.
La variable respuesta fueron el porcentaje de germinacion, el indice de germinacion, las
longitudes de raiz y tallo, que fue comparada entre los tratamientos mediante analisis de

varianza y pruebas de Tukey, con un nivel de confianza del 95%, la base de datos se
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elaboro en el programa Microsoft Office Excel y el andlisis se realizé en el software
estadistico Infostat (version estudiantil). El modelo matematico a utilizar fue el siguiente:
YVij=pn+1 +e;
i=1,2,..., t(tratamientos) yj =1, 2, ... r (repeticiones)
Donde: Yij = observacion en la j — ésima unidad experimental, sujeto al i — ésimo
tratamiento. t = efecto del i — ésimo tratamiento. u = efecto de la media general. &ij =
efecto verdadero de la j — ésima unidad experimental (réplica), sujeta al i — ésimo

tratamiento (error experimental).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Recuentos de bacterias Azotobacter sp en tres campos de cultivo de la

localidad de Huancané

La carga bacteriana diazotrofica cuantificada en los sustratos evaluados, oscilaron entre
los promedios de 2600 NMP/g en suelos de la comunidad Luriata y 4800 NMP/g en
suelos de Huancollusco, con promedios de 2733.33, 3333.33 y 4660.00 NMP en las
comunidades de Luriata (Figura 5), Yapupampa (Figura 6) y Huancollusco (Figura 7),
respectivamente. Los coeficientes de variacion fueron mayores en suelo de la comunidad
Yapupampa (15.39%) y menores en suelos de la comunidad Huancollusco (32.90%),

mientras que en el suelo de la comunidad Luriata fue de 5.59% (Tabla 1).

Tabla 1. Recuentos de bacterias diazétrofas (NMP/g) en muestras de suelo en tres
comunidades de distrito de Huancané (junio — agosto 2017).
Comunidades Rep.1 Rep.2 Rep.3 Promedio D.E. C.V.

Luriata 2700 2900 2600 2733.33 152.75  5.59
Yapupampa 3200 3900 2900 3333.33 513.16 15.39
Huancollusco 4800 4650 4530 4660.00 135.28 2.90

Donde: Rep. = repeticion; DE = desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion.

Segun el andlisis de varianza las cargas bacterianas en los tres suelos evaluados presentan
diferencia estadistica significativa (P=0.0008), siendo superior en suelos de la comunidad
de Huancollusco (4660.00 NMP/g) y menor en los suelos de las comunidades de Luriata
y Yapupampa (2733.33 y 3333.33 NMP/g respectivamente) (Figura 4). Los resultados
muestran que los tres suelos evaluados presentaron cargas microbianas de bacterias
mayores a 2100 NMP/g suelo. El mayor recuento de bacterias diazotrofas se determin6
en la comunidad de Huancollusco con respecto a las dos restantes comunidades, ello se
deberia a que en la parcela donde se colectd las muestras de suelo, poseerian restos de
cenizas de los fogones procedentes de las cocinas de los moradores de la zona (Carrillo
et al., 2015), administrando los minerales necesarios para el crecimiento ideal de las
bacterias en los suelos, en tal sentido las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, la

humedad y las relaciones climaticas al momento de la toma de las muestras, condicionan
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la cantidad de exudados de las raices y por tanto son factores que condicionaron la

presencia de diazotrofas en las muestras (Arguello et al., 2016).

4949.62

B
4369.16
3788.71+
A
3208.25
—-rA
2627.80

Luriata Y apupampa Huancollusco
ZONAS DE MUESTREO

N° DE DIAZOTROFAS (NMP/g)

Figura 4. Prueba de Tukey de los recuentos de bacterias diazotrofas en muestras de

suelo en tres comunidades de Huancané (junio — agosto 2017).

Figura 5. NMP de bacterias diazétrofas en muestras de suelo de la comunidad de

Luriata, Huancané (junio — agosto 2017).
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Figura 6. NMP de bacterias diazétrofas en muestras de suelo de la comunidad de

Yapupampa, Huancané (junio — agosto 2017).

Figura 7. NMP de bacterias diazétrofas en muestras de suelo de la comunidad de
Huancollusco, Huancané (junio — agosto 2017).

Por otro lado, Goitia (2014), Ibarra (2010) y Cérdova et al. (2009), cuantificaron bacterias
fijadoras de nitrégeno mediante el NMP y UFC/g de suelo respectivamente, siendo mayor
en suelos rizosféricos, e identifico bacterias simbiodticas como Sinorhizobium melilotli y
S. medicae, y de vida libre Stenotrophomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Serratia,
Arthrobacter, Lysinibacillus, Bacillus y Tetrathiobacter, en tal sentido el bajo recuento
bacteriano en los suelos de las comunidades de Luriata y Yapupampa, se deberia a la
carencia de raices de plantas, en razon de que dichas raices proveen de nutrientes a las
bacterias diazotrofas incrementando su nimero (Atlas & Bartha, 2002), y estos suelos
estuvieron sin siembra en el Ultimo afio y los agricultores aducen que algunos afios a los

suelos los dejan “descansar” para luego obtener buena produccion de sus cultivos.

Entre los factores que disminuyen los recuentos de bacterias diazétrofas en los suelos, se
tiene a los altos niveles de NaCl, tal como lo manifiesta Ogata & Zufiga (2008), debido
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a que, si la solucién del suelo posee mas sales que el medio interno de las células que
constituyen las raices, el agua tendera a salir de estas Ultimas, causando sequedad
fisioldgica en las plantas y paralelamente los bajos recuentos bacterianos (Pernasetti,
2010).

El mayor recuento de bacterias diazétrofas se deberia a las condiciones fisicoquimicas
del suelo, coincidiendo con Arguello et al. (2016), quienes determinaron en los suelos de
la zona de muestreo Florilandia, el mayor recuento bacteriano, debido a la presencia de
riego por goteo, influyendo positivamente en la zona de rizésfera y en la planta, y este
tipo de irrigacion acelera la tasa de desarrollo de las plantas (Jadin & Jacquemart, 1978),
la abundancia bacteriana se atribuye ademas, a que este cultivo fue el Gnico abonado
organicamente con humus liquido (Ormefio & Ovalle, 2011), el cual es una forma de
aplicar nutrientes para las plantas y mejorar la calidad quimica de los suelos, con ello se
favorecen las condiciones para preservar y fomentar la diversidad bacteriana de la zona
de rizosfera. Las menores poblaciones de diazétrofas determinadas en las comunidades
de Luriata'y Yapupampa, fue similar a los informado por Arguello et al. (2016), en suelos
de la zona de EI Porvenir, cuyo suelo reporté un pH de 6.48, el pH acido es un factor
determinante en el nimero de bacterias, debido, a que estas poseen requerimientos de pH

acidos o ligeramente acidos, de entre 5.5 — 6.2 para poder crecer.

El aislamiento de microorganismos en medios libres en nitrégeno, constituye un primer
paso hacia la identificacion de bacterias con capacidad para fijar nitrégeno. Aunque esta
actividad esta en proceso de ser comprobada mediante el ensayo de reduccion de acetileno
(Park et al., 2005) en el laboratorio, el andlisis del nimero y tipo de microorganismos
identificados en estos medios brinda informacion valiosa acerca de la distribucion de
microorganismos potencialmente fijadores de nitrogeno en los diferentes sitios

muestreados.

En este trabajo se realizd el aislamiento de microorganismos en medios libres de
nitrégeno como un primer paso para la identificacion y posterior analisis de bacterias
potencialmente fijadoras de nitrégeno. De acuerdo a estos resultados se encontré una
mayor recuperacion de aislamientos primarios en tres tipos de suelos. Este resultado es
interesante porque contrasta con la mayor riqueza en vegetacion que se encuentra en los

bosques, y concuerda con hallazgos anteriores de bacterias diazétrofas en el interior y en
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la superficie de las raices de varias gramineas tropicales como es el caso de bacterias del
género Azospirillum (Marin et al., 1998). Es posible, por consiguiente, que el cambio de
vegetacion, y en especial la presencia de gramineas (Brachiaria sp.), pueda favorecer el
establecimiento de bacterias aerobias y microaerofilas. Las gramineas mantienen un buen
crecimiento radical a expensas del crecimiento de la parte aérea, puede adquirir nitrgeno
mediante fijacién asociativa (Dalton & Kramer 2006), éstas usan ambas formas de
nitrogeno (nitrato y amonio) y, al igual que en otros suelos, toma fésforo y calcio
mediante sistemas radicales extensos y asociaciones con micorrizas arbusculares (Rao et
al. 1998).

En esta investigacion se aislé bacterias del género Azotobacter sp, debido a que se prepard
el medio mineral libre de nitr6geno recomendado por varios autores para el aislamiento
de éste género bacteriano (Arguello et al., 2016; Constantino et al., 2011; Escobar et al.,
2011; entre otros), estos resultados fueron diferentes a los mencionados por Cérdenas et
al. (2010), quienes obtuvieron mayor cuantificacion presuntivamente para el género
Azospirillum sp. en el medio NFb, seguido de Burkholderia sp., debido a que los géneros
bacterianos se establecen en las raices de las plantas y en suelo subyacente. Al parecer
algunas raices de determinadas plantas acogen en su rizésfera bacterias especificas, tales
como Burkholderia sp., quien es precominante en cultivos como en el maiz (Perin et al.,
2006).

Otros géneros bacterianos como Gluconacetobacter sp. y Herbaspirillum sp. Estuvieron
en menor cantidad, ya que en su mayoria fueron endéfitos, es decir en el interior de las
plantas sin causarles dafios aparentes (Punschke & Mayans, 2011), otros géneros como
el Gluconacetobacter sp. son endofito, pero también se encuentran en suelos rizosféricos
con abundantes lixiviados radicales, ricos en nutrientes esenciales como P y K,
contribuyendo al reciclaje de nutrientes por parte de las plantas (Taiz & Zeiger, 2006).
Estas bacterias, también exudan hormonas vegetales como las auxinas, citoguininas y
giberelinas, adaptandose y colonizando ambiente rizosférico con mayor facilidad
(Cérdenas et al., 2010). La baja cuantificacion en algunas parcelas evaluadas de las
comunidades concuerda con Melloni et al., (2004), quien report6 que la poblacion de este
género se ve afectada por las condiciones del suelo los tipos de vegetacion y la época

climética en la cual se realicen los muestreos de los suelos.
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4.2  Efecto de la inoculacion de bacterias Azotobacter sp en la germinacion y
crecimiento de plantulas de quinua de la variedad Blanca de Juli

La germinacién expresada en porcentaje (%) fue superior a una concentracion de 1.5 x

108 cel./mL con un promedio de 93.33% de germinacion, e inferior en el tratamiento

control con agua destilada, logrando un promedio de 63.33%. Los coeficientes de

variacion fueron mayores en semillas no inoculadas (9.12%) y variaron de 6.19, 6.66 y

6.93% inoculadas con 1.5, 3.0 y 6.0 x 108 cel./mL (Tabla 2).

Tabla 2. Germinacion de semillas (%) de quinua inoculadas con bacterias diazotrofas,
en condiciones de laboratorio UNA - Puno (junio — agosto 2017).

Concentracion del )
Rep.1 Rep.2 Rep.3 Promedio D.E. C.V.

inoculante
1.5 x 108 cel./mL 90 100 90 93.33 577 6.19
3.0 x 108 cel./mL 80 90 90 86.67 5.77 6.66
6.0 x 108 cel./mL 80 90 80 83.33 5.77 6.93
Control 60 70 60 63.33 577 912

Donde: Rep. = repeticion; DE = desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion;

I. G. = indice de germinacion; V. G. = velocidad de germinacion.

98.33

B
89.17
B
B
80.00
70.83
IA
61.67 1

Control 6.0x 10 E8 cel/mL 3.0x 10E8cel/mL 1.5x 10 E8 cel./mL
CONCENTRACION BACTERIANA

GERMINACION (%)

Figura 8. Prueba de Tukey de la germinacion (%) de semillas de quinua segun

concentracion bacteriana, laboratorio de Ecologia (junio — agosto 2017).
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Segun el andlisis de varianza los porcentajes de germinacion presentaron diferencia
estadistica significativa (P=0.0012), donde la concentracién bacteriana inoculada (1.5,
3.0 y 6.0 x 108 cel./mL) con respecto al tratamiento control (agua destilada), fueron
superiores con porcentajes de germinacion de 83.33, 86.67 y 93.33% respectivamente
(Anexo 2).

Figura 9. Efecto de las bacterias diazétrofas en la germinacién de semillas de quinua,
en condiciones de laboratorio UNA - Puno (junio — agosto 2017).

La mayor longitud total de plantulas fue superior a una concentracion de 3.0 x 108 cel./mL
con plantulas de 10.33 cm y menor en semillas inoculadas con 3.0 x 10® cel./mL con 4.67
cm (Tabla 3). Los coeficientes de variacion de las longitudes totales fueron mayores a
bajas concentraciones bacterianas (44.61%) y menor a concentraciones de 6.0 x 108
células/mL con 17.63% (Figura 10).

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

diazotrofas, en condiciones de laboratorio UNA - Puno (junio — agosto 2017).

Concentracion del )
Rep.1 Rep.2 Rep.3 Promedio D.E. C.V.

inoculante
1.5 x 108 cel./mL 4 3 7 4.67 2.08 4461
3.0 x 108 cel./mL 8 11 12 10.33 2.08 20.15
6.0 x 10% cel./mL 7 9 10 8.67 1.53 17.63
Control 5 7 7 6.33 1.15 18.23

Donde: Rep. = repeticion; DE = desviacion estandar; y CV = coeficiente de variacion.
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Figura 10. Prueba de Tukey de la longitud total de plantulas de quinua segln
concentracion bacteriana, laboratorio de Ecologia (junio — agosto 2017).

Segun el analisis de varianza los porcentajes de longitud total, presentaron diferencia
estadistica significativa (P=0.0313), siendo superiores en semillas inoculadas con
diluciones de 3.0 x 108 células/mL, seguido de la dilucion 6.0 x 102 células/mL vy el
tratamiento control, estos Gltimo no presentaron diferencia estadistica significativa y el

menor crecimiento con la dilucion 1.5 x 108 células/mL (Figura 11).

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

de cilantro con bacterias diazotrofas muestra un efecto positivo en el crecimiento.
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Figura 11. Efecto de las bacterias diazétrofas en el crecimiento de plantulas de quinua,

en condiciones de laboratorio UNA - Puno (junio — agosto 2017).

También concuerda con lo reportado por Céardenas et al. (2014), Orozco & Martinez
(2009), quienes al inocular bacterias del género Azospirillum sp, lograron el crecimiento
y desarrollo de plantulas de Panicum maximum (pasto), estimulando la germinacién de
semillas en comparacion del tratamiento no inoculado; por otro lado, se afirma que las
bacterias Azotobacter sp aisladas en la presente tesis, presentaron especificidad con las
semillas de quinua ya presentaron efectos en la germinacion y crecimiento de plantulas,
todo ello siendo corroborado por Gutiérrez (2013), quien al inocular bacterias diazotrofas
en variedades de maiz, demostraron la existencia de especificidad en la interaccion cepa

— variedad, aumentando la biomasa aérea de las plantas.

Las bacterias diazétrofas originan un buen desarrollo vegetal en plantulas de quinua, lo
cual concuerda con los determinado por Maddonni et al. (2003), quienes lograron mejoras
en el crecimiento de las plantas incrementando su biomasa y rendimiento en asociacion
con bacterias rizosféricas del género Azospirillium, por otro lado, minimizan los efectos
nocivos de los organismos fitopatdgenos, incrementan la fijacion de nitrégeno
atmosférico, la absorcion de agua, nutrientes y producen fitorreguladores de crecimiento
vegetal; asimismo, concuerda con lo manifestado por Constantino et al. (2011), al
biofertilizar plantulas de papaya con bacterias Azotobacter chroococcum y micorrizas
Glomus intraradices, incrementando el crecimiento, la biomasa y su nutricion luego de

dos inoculaciones, en semillas y después en plantulas, 30 dias después de la emergencia.
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Escobar et al. (2011), adiciona indicando que las cepas nativas de Azotobacter spp en el
desarrollo vegetativo de Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, debido a la produccion
de 7.10 a 57.99 mg/L de &cido indolacético, que viene a ser una fitohormona natural que
estimularia el crecimiento de las plantulas, asimismo se logra fijar entre 0.13 a 1.64 mg/L
de nitrégeno en forma de amonio y presenta una eficiencia del 1.61% en solubilizar la
roca fosforica de Baydvar, aumentando la altura y el volumen radicular; estos metabolitos
producidos por las bacterias diazotrofas pueden incrementarse tal como los reportan Leon
& Rojas (2015), que en Azotobacter spp, logré cuantificar 36.03 ppm de nitrégeno fijado
como amonio, 60.75 ppm de acido indol acético (fitohormona) y 6.06 ppm de fdsforo
solubilizado, asi como también presentd actividad antagonica contra hongos patégenos

como Fusarium verticillioides debido a su actividad proteolitica y quitinolitica.

En contraste los resultados fueron diferentes a los presentados por Tang (1995), quien al
inocular con Azotobacter chroococcum en la germinacion y la altura de las plantulas de
las gramineas Cenchrus ciliaris y Panicum maximum, luego de 28 dias después de la
siembra, se observé una disminucién de la germinacion de las semillas cuando se inoculd
con Azotobacter, esto debido probablemente a que las bacterias no tendrian un
especificidad en la estimulacidn de su crecimiento, asi como también las raices de las
gramineas no liberan sustancias nutritivas adecuadas para las bacterias del género
Azotobacter (Atlas & Bartha, 2002).

Las semillas de quinua inoculadas con las bacterias diazotrofas presentaron mejores
resultados en los porcentajes de germinacion y posterior crecimiento de los érganos de
las plantulas. A pesar de que las bacterias Azotobacter sp son de libre libre, algunos
autores manifiestan que las pectinasas y celulasas son enzimas implicadas en los
mecanismos de las fitohormonas y otros metabolitos producidos por las bacterias, en tal
sentido Hallman et al., (1997), propusieron que las enzimas pectinoliticas y celuloliticas
producidas por las bacterias contribuyen a los procesos de infeccién en las plantas. La
actividad pectinolitica ha sido propuesta como responsable de la invasion por
Azospirillum sp. a las raices, por penetracion de la laminilla media y de los puntos de

emergencia de las raices laterales (Bekri et al., 1999).
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El efecto beneficioso de las rizobacterias radica en diferentes mecanismos, tales como la
produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento, sideréforos y antibioticos, asi
como la induccion de resistencia en la planta y la fijacion del nitrégeno (Torriente, 2010),
por ello el aislamiento de bacterias diazotrofas, su identificacion mediante métodos
confiables y la evaluacién de su capacidad como promotoras del crecimiento vegetal,
ademas de ser una opcion en procesos investigativos con fines agricolas, es una buena
alternativa para mejorar la nutricion y la calidad de los cultivos, lo que contribuye al
mejoramiento del sistema planta-suelo-microorganismo, sugiriendo que, el efecto de la
inoculacion en la elongacion de las raices depende del genotipo de las bacterias (Tang,
1995), pero también del genotipo vegetal; aunque, para verificar esto, deberian realizarse
mas repeticiones de los ensayos. EIl crecimiento de la raiz principal y de las raices
laterales produce un aumento de la superficie de absorcion de las plantas, lo que favorece

el intercambio de nutrientes (Spaepen et al., 2008).

La elongacion de la radicula podria atribuirse a la produccion de algin metabolito
bacteriano como el acido indol acético (AlA) (Leon & Rojas, 2015). En las condiciones
ensayadas, la inoculacién no provocé en ninguno de los casos, un crecimiento
significativo en el largo de la radicula en relacion a las semillas no inoculadas. A pesar
de que las cepas en estudio poseen la capacidad de producir AIA, puede ser que no lo
estén expresando en estas condiciones, o que en vez de provocar el crecimiento de la raiz

principal provoquen un aumento de la longitud de la raiz (Gutiérrez, 2013).

Xie et al., (1996) indican gue la produccion de AlA por las bacterias en bajas cantidades
promueve la elongacion de la raiz principal, mientras que cantidades altas de AIA
provocan el aumento de la formacion de raices laterales y adventicias, pero inhiben el
crecimiento de la raiz principal. Las bacterias en el presente estudio vendrian
produciendo AIA, en las condiciones del presente ensayo en la variedad de quinua
pudieron haber producido altas concentraciones de AlA lo cual podria explicar el efecto

inhibitorio observado sobre las raices principales de dicha variedad.

De todo lo analizado en la investigacion, aceptamos la hipotesis alterna, en razon de que
la inoculacién con bacterias rizosféricas ejercid efectos precoces en la germinacién de
semillas y crecimiento de plantulas de quinua (Chenopodium gquinoa Willd.) en un lapso

de 25 dias en condiciones controladas.
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V. CONCLUSIONES

1. En suelos de los campos de cultivo del distrito de Huancané se aislaron bacterias
diazotrofas del género Azotobacter sp, con recuentos promedios de 2733.33
NMP/g en la comunidad de Luriata, 3333.33 NMP/g en la comunidad de
Yapupampa, y de 4660.00 NMP/g en la comunidad de Huancollusco, presentando
diferencia estadistica entre ellos (P<0.05) y con los mayores promedios en suelos

de la comunidad de Huancollusco,

2. El género Azotobacter identificado y utilizado en la inoculacion se semillas en
condiciones de laboratorio, tiene efecto en incrementar los porcentajes de
germinacion en semillas de quinua inoculadas, lograndose germinaciones entre
83.33 y 93.33%, siendo superior en semillas inoculadas con una dilucién de 1.5 x
108 células/mL, frente al 63.33% del tratamiento control (agua destilada);
asimismo influye en la longitud total de las plantulas de quinua obteniéndose
valores promedios entre 4.67 cm y 10.33 cm presentando diferencia estadistica

significativa.
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VI. RECOMENDACIONES

- A futuros investigadores microbidlogos y bidlogos moleculares, realizar la
identificacion molecular de las especies de bacterias diazotrofas, entre ellas las
especies del género Azotobacter sp. aisladas de los campos de cultivo de la region
Puno.

- Alos productores de quinua de la regién Puno, realizar experimentos de inoculacion
de bacterias Azotobacter sp en semillas, con diferentes concentraciones, en
condiciones de invernadero o en parcelas demostrativas a campo abierto, para

determinar su efecto en la germinacion y crecimiento de plantulas.

- Alos profesionales bidlogos y agronomaos, realizar experimentos sobre la obtencion
de presentaciones comerciales liquidas o sobre sustratos que contengan bacterias
diazotrofas Azotobacter sp aisladas de suelos del altiplano peruano, con fines de
obtener productos agropecuarios ecoldgicos de venta a los agricultores para su

ulterior aplicacion en sus campos de cultivo.
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Anexo 1. Anélisis de varianza y prueba de Tukey del recuento de bacterias diazétrofas en
tres suelos de la provincia de Huancané.

Variable H E= E= nj CW
N° DE DIRZOTROFAS (NMP/g) & 0.91 0.87 8.82

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. S gl CH F p-valor

Modelo. 5832088.8% Z IZ91e0494.44 Z85.e% 0.0008
ZCHAS DE MUESTREC 583Z088.859 2 Z291e044.44 Z8.6% 0.0008
Error 6059933.33 & 10le55.56

Total 6442022.22 8

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=T798.75599
Error: 101655.5556 gl: &
ZONAS DE MUESTREC Medias n E.E.

Luriata 2733.33 3 184.08 A
Yapupamnpa 3333.33 3 184.08 A
Huancollusco 4660.00 3 184.08 B

Medias con una letra comin mRo son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 2. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de la germinacién de semillas de quinua

seglin concentracion bacteriana inoculada.
Analisis de la varianza

Variable N R* R* A7 CVWV
GERMINACION (%) 12 0.85 0.79 7.07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CcM F p-valor
Modelo. 1500.00 3 500.00 15.00 0.0012
CONCENTRACION BACTERIANA 1500.00 3 500.00 15.00 0.0012
Errorx 266.67 8 33.33
Total 1766.67 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=15.09603
Error: 33.3333 gl: &

CONCENTRACION BACTERIANA Medias n E.E.
Control 63.33 3 3.33 A
€.0 x 10 E8 cel./mL 83.33 3 3.33 B
3.0 x 10 E8 cel./mL g6.67 3 3.33 B
1.5 x 10 E8 cel./mL $3.33 3 3.33 B

Mesdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 3. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de la longitud total de plantulas de
quinua segun concentracion bacteriana inoculada.

Variable H E= ER® A&7 LCW
LONGITUD TOTAL 12 0.65 0.52 10.61

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. sC gl CHM F p-valor
Modelo. T5.58 3 25.19 4.%c 0.0313
CONCENTRRCION BACTERIZNA 75.58 3 25.19 4.%6 0.0313
Error 40.867 & 5.08
Total 116.25 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS5=5.89519
Error: 5.0833 gl: &

CONCENTRACION BACTERIANA Medias n E.E.

1.5 x 10 E8 cel./mL 17.67 3 1.30 A
Control 20.33 3 1.304 B
6.0 x 10 E8 cel./nL 2Z2.e7 3 1.30 A B
3.0 x 10 Eg8 cel./mL 24.33 3 1.30 B

Medias con una letra comin no son sigrnifigativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 4. Zonas de ubicacion de las comunidades de muestreo de suelos para el trabajo

de investigacion.

! & : T gt ‘V
Pog: Aayruied? @Yot

Fuente: Google.map (2016).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO {[Li Nacional del
: Altiplano

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA ACADEMICO DE ECOLOGIA

LABORATORIO DE ECOLOGIA ACUATICA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE LABORATORISTA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE ECOLOGIA ACUATICA DE LA UNA-PUNO

HACE CONSTAR:

Que el Bachiller JAVIER FRANKLIN MAMANI CALLATA,
egresado de la escuela profesional de Biologia de la Universidad Nacional Del
Altiplano, ha realizado el trabajo de investigacion “EFECTO DE LA
INOCULACION CON BACTERIAS DIAZOTROFICAS EN LA
GERMINACION Y CRECIMIENTO DE QUINUA (Chenopodium quinoa WILD.)
EN CONDICIONES CONTROLADAS” Realizado en los meses de Junio - Agosto

del 2017 en este laboratorio.

Se emite la presente constancia a solicitud del interesado para los

fines que se estime por conveniente

Puno, 01 de octubre del 2018

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




