. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
L = J Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

EFECTO DE Azotobacter sp EN LA GERMINACION DE SEMILLAS
Y EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE FRESA (Fragaria sp)
AISLADA DE SUELOS DE LOS DISTRITOS DE CHALLABAMBA
(CUSCO) Y ACORA (PUNO)

TESIS

PRESENTADA POR:

Bach. MABEL LUZA CCUNO

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:
LICENCIADO EN BIOLOGIA

PUNO - PERU

2024

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



:  UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Reporte de similitud
NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR
EFECTO DE Azotobacter sp EN LA GERMI MABEL LUZA CCUNO
NACION DE SEMILLAS Y EL CRECIMIENT
0 DE PLANTULAS DE FRESA (Fragaria sp
) AISLADA DE SUELOS DE LOS DISTRITO
S DE CHALLABAMBA (CUSCQ) Y ACORA
(PUNO)
RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES |
19546 Words 107727 Characters
RECUENTO DE PAGINAS TAMANO DEL ARCHIVO
103 Pages 6.6MB
FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME
Apr 5,2024 9:23 AM GMT-5 Apr 5,2024 9:25 AM GMT-5

@ 13% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada
base de datos.

+ 12% Base de datos de Internet + 2% Base de datos de publicaciones
+ Base de datos de Crossref + Base de datos de contenido publicado de
Crossref

* 6% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

+ Material bibliografico + Material citado

+ Material citadd « Coincidencia baja (menos de 10 palabras)

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

DEDICATORIA

De una forma muy especial a Dios por la vida, salud, sabiduria, y paciencia para

lograr mis objetivos sobre todo por protegerme en todo momento.

Con todo el amor que la tengo a mi carifiosa madre: Justina Ccuno por

impulsarme cada dia y ser mejor, por su apoyo incondicional que me brinda.

Con mucho carifio a mis hermanos: Martha, Sami, Waldir y mi apreciada prima

Sonia por darme su motivacion y su alegria en todo el trayecto de mis estudios.

Mabel Luza Ccuno

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

AGRADECIMIENTOS

A Dios, a la vida, al universo por ser realidad.

A mi querida Universidad Nacional del Altiplano y apreciados docentes de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas por sus ensefianzas compartidas en toda mi formacion

académica

A mi director de tesis Dr. Juan José Pauro Rogue por su paciencia y constancia

en la realizacion de la investigacion.

A mi amada madre por su apoyo incondicional durante todo el trayecto de mis

estudios superiores.

A mis queridos hermanos Mall, Samantha y Waldir por el apoyo en la
culminacion de mi tesis y mi querida prima Sonia por todas las experiencias vividas

durante mi vida universitaria.

De manera especial a mis amistades de la universidad: Lilian, Eric por el avance

del proyecto de tesis.

A todas las personas que me apoyaron directa e indirectamente con la realizacion

de este proyecto de investigacion infinitas gracias.

Mabel Luza Ccuno

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

INDICE GENERAL
Pag.
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
INDICE GENERAL
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE TABLAS
INDICE DE ACRONIMOS
RESUMEN ...ttt 11
AB ST R A CT ettt ettt b b e n e nree s 12
CAPITULO I
INTRODUCCION
1.1 OBJIETIVO GENERAL ....ooiiii e 15
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....c.oiiiiieeeceeeeseeteeeesssesssse st s s 15
CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA
2.1 ANTECEDENTES ...t 16
2.2 MARCO TEORICO ...ttt 21
2.2.1 Bacterias diazotrOfiCas .........ccoeerieiiiiiisiseee e 21
2.2.2  AZOIODACIEN SP...vveeieciicceee e 23
2.2.3 Factores que favorecen a los microorganismos en la rizésfera............... 25
2.2.4 Inoculacién de bacterias biofertilizantes en plantas............c.ccccceeiveennee 26
2.2.5 Germinacion de SEMIllas.........ccocooeiiiieiiinie e 28
2.2.6 Lafresa (Fragaria SP)....cccccceeveeresieeiieesiesieseeseseeseesiesseesseesseseesseeseeens 33
2.2.7 Parametros biométricos del crecimiento vegetal.............cccccevviieieennenn, 35

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.8 Requerimientos ambientales ..........ccccceeveeieiiieiesie e 36
2.2.9 Caracterizacion de 10S SUEIOS ..........cccereiiirinieiiiiees e 38
CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
3.1 ZONADE ESTUDIO.......ciiiii e 42
3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION ......c.ooievceereeeeeeees s 43
3.3 EVALUACION DEL EFECTO DE Azotobacter sp EN EL PROCESO
DE GERMINACION DE SEMILLAS DE FRESA (Fragaria sp).............. 44
34 EVALUACION DEL EFECTO DE Azotobacter sp EN PLANTULAS
DE FRESA (Fragaria SP).....cccueiiiiiie it sieesiee e esiee e see e sses e e e ssa e 49
CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
41 EFECTO DE Azotobacter sp EN EL PROCESO DE GERMINACION
DE SEMILLAS DE FRESA (Fragaria Sp) ....c.ccoeeaeiierenieneenieeie s seeeee s 53

4.2 EFECTO DE Azotobacter sp EN PLANTULAS DE FRESA (Fragaria

sp) DURANTE DOS MESES DE CULTIVO......ccccooiiiiiiiii e, 59
V. CONCLUSIONES ... ..ot s 75
VI. RECOMENDACIONES ........coi ot 76
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cccoooiieieieeeeeseesess e, 77
ANEXOS ... 90

AREA: Ciencias Biomédicas
SUB LINEA DE INVESTIGACION: Diagndstico y Epidemiologjia.
FECHA DE SUSTENTACION: 09 de abril del 2024

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

INDICE DE FIGURAS

Pag.

Figural Zonas de muestreo en los centros poblados de Mecllaypata —
Challabamba, Cusco (Zona 1) y Villa Socca — Acora, Puno (Zona 2). ....... 42

Figura2 Prueba de Tukey de los porcentajes de germinacion en semillas de fresa
(Fragaria sp.) inoculadas con Azotobacter Sp.........ccccvvveveeieeie s 54

Figura3 Prueba de Tukey del indice de efectividad de inoculacion (IEI) de la

longitud de raices de fresa (Fragaria sp) post inoculacién con
FAY 0 (0] o= Toi (=] ] o PSPPSR 60

Figura4 Prueba de Tukey del indice de efectividad de inoculacion (IEI) de la

longitud del tallo de plantulas de fresa (Fragaria sp) pos inoculacién
(o0 oIV {0] (0] o= Tod (=] ] o PP 66

Figura5 Prueba Tukey del indice de efectividad de inoculacion (IEI) del peso de
plantulas de fresa (Fragaria sp) post inoculacion con Azotobacter sp........ 70

Figura 6 Inoculacion de semillas de fresa con Azotobacter sp en concentraciones
estandar 0.5y 1.0 de McFarland. ...........ccccooovviiiiieicicie e, 92

Figura7 Resultados de los tratamientos con inoculaciones de Azotobacter sp y

SUS reSPECLIVOS CONLIOIES. .....vvivveieeie st 93
Figura8 Invernadero de fresas y toma de muestra en Challabamba - Cusco. ........... 93
Figura9 Invernadero de fresas y toma de muestra de suelo en Acora — Puno........... 94
Figura 10 Zona de muestreo invernadero de Acora, Puno — Perl............cccccvevveiveenenn. 94

Figura 11 Muestras de suelo colectadas de Acora y Challabamba y reactivos para
el aislamiento de AZOtODACIET SP.......ccveieerieciese e 95

Figura 12 Preparacion de medios de cultivo para el aislamiento de Azotobacter sp.

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 13 Esterilizacion y plaqueo de medios de cultivo para Azotobacter sp............ 96
Figura 14 Pesado de muestras de suelo, determinacién del pH y diluciones de las
muestras de suelo en agua destilada eStéril...........c.ccoovviveiieieiiiiiecce e, 96

Figura 15 Cultivo por extensién de las diluciones de suelo e incubacion en estufa

Figura 16 Resultados del aislamiento de Azotobacter sp a partir de suelos de
Acora y Challabamba, luego de 4 a 5 dias de cultivo. .........c.cccoevvveierieennen, 97

Figura 17 Pruebas de catalasa y oxidasa a las colonias de Azotobacter sp. ................. 98

Figura 18 Obtencién de concentraciones de Azotobacter sp segun el estandar
IMCFAITANG. ... 98

Figura 19 Medicion inicial de longitud (cm) de raices y peso de plantulas de fresa.

...................................................................................................................... 99
Figura 20 Inoculacion de raices de plantulas de fresa en concentraciones de
estandar 0.5 y 1.0 McFarland de Azotobacter sp por un tiempo de 30
IMUNUEOS. .ttt sttt et e et e b et e e stesreesbeeneesneenreas 99
Figura 21 Siembra de plantulas de fresa en arena e inoculacion con soluciones
NUEFIIVAS €N INVEIMAUEIO. .....coviiieiiieie et 100
Figura 22 Plantulas de fresa (Fragaria sp) en crecimiento pos inoculaciéon con
FAV0] (0] o= 101 (< S o OSSR 100

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

INDICE DE TABLAS

Pag.

Tabla 1 Porcentajes de germinacién de semillas de fresa (Fragaria sp)
inoculadas con Azotobacter sp procedente de dos regiones del Perd......... 53

Tabla 2 indice de efectividad de inoculacion (IEI) de Azotobacter sp en el
crecimiento de raices de plantulas de fresa (Fragaria sp). ........cccccevvennenn. 59

Tabla 3 indice de efectividad de inoculacion (IEI) de Azotobacter sp en el

crecimiento de la longitud de tallos en plantulas de fresa (Fragaria sp).

.................................................................................................................... 64
Tabla 4 indice de efectividad de inoculacion (IEI) de Azotobacter sp en el
incremento de peso de plantulas de fresa (Fragaria sp). ........cccoceevveviennenn 68
Tabla 5 Parametros de pH y conductividad eléctrica de muestras de suelos
procedentes de los distritos de Acoray Challabamba. .............cccccovenen. 90
Tabla 6 Prueba de andlisis de varianza y de Tukey de los porcentajes de
germinacion de semillas de fresa (Fragaria sp) inoculadas con
AZOTODACTEE SP. .t 90
Tabla7 Prueba de analisis de varianza y de Tukey de IEI de la longitud de
raices de fresa (Fragaria sp) pos inoculacion con Azotobacter sp. ........... 91
Tabla 8 Prueba de andlisis de varianza y de Tukey del IEI de la longitud de
tallos de fresa (Fragaria sp) pos inoculacién con Azotobacter sp............. 91
Tabla 9 Prueba de anélisis de varianza y de Tukey del IEI del peso plantulas de
fresa (Fragaria sp) pos inoculacion con Azotobacter Sp.........cccceeevevvvennenn. 92

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

INDICE DE ACRONIMOS

°C: grados centigrados

C. V. coeficiente de variabilidad
D.E.: desviacion estandar

etal.: y colaboradores

g: gramo

T1, T2y T3: muestreos 1,2y 3

cm: centimetros

P: probabilidad

pH: potencial de hidrogeniones
Prom: promedio

IEI indice de efectividad de inoculacion

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

RESUMEN

Azotobacter sp posee beneficios para el crecimiento vegetal, inoculada en semillas
y plantulas de fresa es una alternativa al uso de agroquimicos que alteran las
caracteristicas del suelo y la calidad de los frutos. El objetivo fue: evaluar el efecto de
Azotobacter sp en la germinacién de semillas y el crecimiento de plantulas de fresa
(Fragaria sp), aisladas de suelos de los distritos de Challabamba (Cusco) y Acora (Puno).
El aislamiento se realiz6 en muestras de suelo, se prepararon concentraciones bacterianas
equivalentes a los estandares 0.5 y 1 McFarland, donde se sumergieron semillas de fresa
por 30 minutos, luego de dos semanas se determind la germinacion; a continuacion, se
inocularon en las raices de las plantulas, luego de 60 dias de cultivo, se determind el
indice de efectividad de inoculacion (IEI) en raices, tallos y peso total vegetal. Los
resultados fueron: Azotobacter sp de Acora, en concentraciones 0.5 y 1 McFarland
generaron 36.67 % y 56.00 % de germinacion, IEI de 16.90 % y 6.64 % en raices; 40.73
%y 20.46 % en tallos y de 35.58 % y 27.38 % en el peso de plantulas, respectivamente.
Las bacterias de Challabamba en concentracién 0.5 McFarland gener6 41.33 % de
germinacion, IEI de 3.19 % en raices, 17.00 % en tallos y 34.32 % en el peso de plantulas.
Se concluye que Azotobacter sp aislada de suelos de Acora originaron los mayores
porcentajes en germinacion, IEI en raices, tallos y peso de las plantulas, utilizando la
concentracion 0.5 McFarland, superando a la concentracion 0.5 McFarland de bacterias

de Challabamba.

Palabras clave: Azotobacter sp, Biometria de plantulas, Fragaria sp, Germinacion,

Inoculacion, Raiz, Tallo.
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ABSTRACT

Azotobacter sp has benefits for plant growth, inoculated in strawberry seeds and
seedlings, it is an alternative to the use of agrochemicals that alter the characteristics of
the soil and the quality of the fruits. The objective was: to evaluate the effect of
Azotobacter sp on seed germination and growth of strawberry (Fragaria sp) seedlings,
isolated from soils in the districts of Challabamba (Cusco) and Acora (Puno). The
isolation was carried out in soil samples, bacterial dilutions equivalent to 0.5 and 1
McFarland standards were prepared, where strawberry seeds were immersed for 30
minutes, after two weeks germination was determined; Next, they were inoculated into
the roots of the seedlings, after 60 days of cultivation, the inoculation effectiveness index
(IEI) was determined in roots, stems and total plant weight. The results were: Azotobacter
sp from Acora, in 0.5 and 1 McFarland dilutions generated 36.67% and 56.00%
germination, IEI of 16.90% and 6.64% in roots; 40.73% and 20.46% in stems and 35.58%
and 27.38% in the weight of seedlings, respectively. Challabamba bacteria at a 0.5
McFarland dilution generated 41.33% germination, IEI of 3.19% in roots, 17.00% in
stems and 34.32% in seedling weight. It is concluded that Azotobacter sp isolated from
Acora soils caused the highest percentages in germination, IEI in roots, stems and
seedling weight, using the 0.5 McFarland dilution, surpassing the 0.5 McFarland dilutions

of Challabamba bacteria.

Key words: Azotobacter sp, seedling biometry, Fragaria sp, germination, inoculation,

root, stem.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Azotobacter sp es una bacteria de vida libre que habita los suelos, sintetiza
hormonas vegetales, fija el nitrdgeno atmosférico, solubiliza fosfatos, produce
sideroforos e inclusive controla a ciertos fitopatogenos del suelo (Torriente, 2010),
transformando el nitrégeno atmosférico del aire en amonio para que pueda ser
incorporado a la biosfera del suelo, lo cual representa un beneficio econémico, y reduce
el impacto negativo en el ambiente (Gonzales et al., 2018), debido al exagerado uso de
insumos quimicos en la produccion agricola, en la presente investigacion fue aislada a
partir de suelos de los distritos de Challabamba (Cusco) y Acora (Puno), que se
encuentran ubicadas en diferentes altitudes, distritos y regiones del Per, con la finalidad

de evaluar su potencial biofertilizante.

La fresa (Fragaria sp), es una fruta fuente de vitamina C, posee antioxidantes,
incrementa las defensas, posee propiedades antiinflamatorias, es ideal en dietas para
perder peso, es depurativa y diurética, regula el transito intestinal, entre otros beneficios
para la salud de los consumidores. En el PerQ, las zonas de mayor produccion de fresa
son Barranca, Huaral, Huaura y Huacho en la region Lima. Curiosamente en el afio 2020,
la region Puno fue noticia al mencionar que el distrito de Acora seria el primer productor
de fresa organica de altura, actualmente existen 4 biohuertos piloto en etapa de
produccioén ubicados en los centros poblados de Amparani, Cucho Esquefia, Villa Socca
y Fundo Molero, instaladas por la municipalidad distrital de Acora, posteriormente fueron
replicadas progresivamente en alrededores de los poblados de la zona (Agencia Andina,

2020).

13
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Este cultivo emergente y en crecimiento en el distrito de Acora, trae consigo el
desgaste y la erosion de los suelos en los invernaderos, donde la aplicacion de
agroguimicos e insecticidas no seria lo recomendable debido a que incrementa la
salinidad del suelo y las fresas son muy sensibles, en especial en la etapa de trasplante.
Por otro lado, segun informaciones periodisticas y comunicacion personal con los
productores, se viene aplicando estiércol en los procesos de abonamiento. Frente a ello,
Azotobacter sp se constituye en una alternativa de biofertilizante organico con
microorganismos propios del suelo. Por otra parte, se carece de informacion, si los
aislamientos bacterianos procedentes de diferentes campos de cultivo, a pesar de
pertenecer al mismo género, presenten efectos diferentes en la estimulacién de la

germinacion y en el crecimiento de las plantulas de fresa.

En tal sentido Azotobacter sp aislada en suelos de dos distritos de las regiones de
Cusco y Puno, fueron experimentadas para evaluar su potencial estimulante en la
germinacion de semillas y en el crecimiento de plantulas de fresa, los resultados obtenidos
son alentadores para que a mediano plazo pueda convertirse en una propuesta microbiana
de biofertilizacion econdmica no solo de fresa, si no de otros cultivos de consumo

humano, que traeria consigo el incremento de las economias de los agricultores.

La investigacion contribuye al conocimiento cientifico en el campo de la
Biotecnologia Agricola, donde se evaluo el efecto de Azotobacter sp aisladas de dos
distritos y regiones del Perd, en los procesos de germinacion de semillas y el crecimiento
de plantulas de fresa, mediante la determinacién de indicadores biométricos como la
longitud de las raices, la altura y el peso total de las plantulas, para que posteriormente se
sugiera la aplicacion en especial en el distrito de Acora donde el cultivo es emergente.

Por otro lado, este trabajo de investigacion, es util para el ambito académico en la
14
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formacion de futuros profesionales relacionados al estudio de los suelos, y se constituird

en un documento Gtil en la toma de decisiones en el ambito de la produccion agropecuaria.

Por tal motivo el estudio tiene los siguientes objetivos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

- Evaluar el efecto de Azotobacter sp en la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantulas de fresa (Fragaria sp) aislada de suelos de los distritos
de Challabamba (Cusco) y Acora (Puno).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar el efecto de Azotobacter sp en el porcentaje de germinacion de semillas
de fresa (Fragaria sp) aislada de suelos de los distritos de Challabamba
(Cusco) y Acora (Puno).

- Evaluar el efecto de Azotobacter sp en el incremento de longitud de raices,
tallos y el peso total de las plantulas de fresa (Fragaria sp), mediante el indice
de efectividad de inoculacidn, aislada de suelos de los distritos de Challabamba

(Cusco) y Acora (Puno).

15
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

Constantino et al. (2011), en Morelos (México), evaluaron la aplicacion de los
biofertilizantes Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices, donde la doble
inoculacidn a nivel de semillas y plantulas origind el mayor crecimiento y el incremento
de biomasa de plantulas de papaya en viveros, superando a la Unica inoculacion en
plantulas y una dosificacion de materia organica entre 25 y 35 %; pero ambas
inoculaciones individuales o ambos microorganismos no modificaron la concentraciones

de nutrientes en su plantulas.

Ledn etal. (2012), en Pinar del Rio (Cuba), investigadores semilleros tradicionales
pertenecientes a la Empresa Tabacalera de San Juan y Martinez, con el objetivo de
demostrar la factibilidad de la aplicacion de biofertilizantes en la produccion de plantulas
de tabaco. La aplicacion de Azotobacter chroococcum mejoro la longitud y el didmetro
del tallo, asi como la biomasa seca y fresca total, el ciclo del semillero se redujo en siete

dias.

Serret et al. (2016), en Texcoco (México), ante la marchitez causada por el
oomiceto Phytophthora capsici en fresa (Fragaria x ananassa Duch.) variedad Festival,
se evalu6 mediante premicorrizacion con el hongo Rhizophagus intraradices e
inoculacion con un consorcio de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPRs) conformado por Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp. En

una prueba de antagonismo in vitro, las especies Bacillus pumillus y Pseudomonas tolassi

16
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lograron inhibir al oomiceto en el 54 % y Paenibacillus sp en el 43 %, determinaron
también que la severidad de la enfermedad en plantas inoculadas con bacterias
biocontroladoras fue 23 % menor que el control, asi como también lograron valores de
area foliar de 239.95 cm?, biomasa seca de 6.24 g, volumen radical en 2.1 ml y un nimero

de estolones de 5.

Ortiz et al. (2016), en Texcoco (México), determinaron el crecimiento de cinco
variedades de fresa en dos suelos con pH contrastante (4.4 y 8.8), durante 125 dias del
trasplante, donde las plantas de todas las variedades cultivadas en pH 4.4 superaron a las
cultivadas en pH 8.8 en todas las variables, las variedades CP-06-15 y Festival, se
adaptaron mejor al pH alcalino, la inoculacion bacteriana no tuvo efecto en el crecimiento
de la parte aéreay laraiz de las plantas, excepto en la variedad mas sensible al pH alcalino

(CP-LE-07) inoculada por inmersion de la raiz.

Ancco (2016), en Tacna (Peru), determinaron el efecto individual y en
combinacion Azospirillum sp — Azotobacter sp, donde las plantulas de cebolla Allium
cepa L. var. amarilla, lograron similares caracteristicas biométricas respecto al calibre del

bulbo y el tamafio de sus hojas en contraste con las plantas testigo.

Mautino (2017), en Ancash (Per(), al evaluar la respuesta de la mezcla de guano
de isla y microorganismos eficaces (EM) sobre el rendimiento del cultivo de fresa
Fragaria vesca, entre los resultados obtuvo que el tratamiento T3 (8 Tn/ha de guano de
isla+ 2 L de EM activos /ha), arrojo el mayor rendimiento con 27333 Kg/ha, confirmando
que la aplicacién del guano de isla y EM activos es muy favorable para la agricultura,

siendo la dosis 6ptima de 8 Tn/ha de guano de isla + 2 L de EM activos /ha.

17
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Mamani (2017), en Arequipa (Pert), determind el efecto de un formulado
bioldgico, que contenia cepas bacterianas de Azotobacter salinestris, Bacillus
amyloliquefaciens y el hongo formador de micorrizas arbusculares Rhizophagus
intraradices sobre el comportamiento agronomico de Allium cepa cv. ‘Century’, donde
el formulado bioldgico de 4 kg/ha logré las mejores caracteristicas agronémicas de la

cebolla amarilla y un rendimiento general de 66.34 t/ha.

Gonzéles et al. (2018), en Lima (Pert) evaluaron el efecto del biofertilizante
Azotobacter - Rhizobium en Lupinus mutabilis Sweet (tarwi), luego de la seleccion,
formulacion y aplicacion de los biofertilizantes bacterianos en semillas y plantulas, el
tratamiento fue mejor con Azotobacter sp con 70 % de germinacion, superior al
tratamiento con agua o control negativo con 42 % de germinacion. Ademas, la produccién
de biomasa fue mayor con el tratamiento Rizol (Rhizobium sp) superando al tratamiento

con nitrato de potasio después de 20 dias de experimentacion.

Mamani (2018), en Puno (Pert) aislo bacterias del género Azotobacter en tres
campos de cultivo del distrito de Huancané y evalud su efecto 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, obtuvo recuentos de 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, el mejor porcentaje de germinacién se obtuvo con inoculaciones de 1.5 x
108 cel./ml, con el 93.33 % y el mejor crecimiento de plantulas de quinua se obtuvo con

una inoculacion bacteriana de 3.0 x 102 cel./ml.

Flores (2018), en Valladolid (Espafa), reporta comunidades bacterianas proximas

a los endosimbiontes presentes en nddulos de Pisum sativum, la mayor diversidad fue 9
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géneros y 14 especies, en nodulos de Phaseolus vulgaris se aislo a la especie
Phyllobacterium endophyticum, que al analizar su genoma se localiz6 genes involucrados
con rutas metabdlicas que promueven el crecimiento vegetal, siendo potencial su

aplicacion como como biofertilizantes.

Alvarez et al. (2018), en Azuay (Ecuador), evaluaron el efecto de
microorganismos benéficos en el desarrollo del cultivo de fresa (Fragaria sp), en los
medios de cultivo aislaron levaduras, Bacillus spp, Lactobacillus spp y actinomicetos y
comprobaron que, segun la procedencia, los microorganismos presentan efectos
heterogéneos en el desarrollo de las plantas, incrementando el nimero de hojas, asi como

también favorece el desarrollo longitudinal, diametral y de raices, de las plantas de fresa.

Cernaetal. (2018), en Trujillo (Pert), evaluaron el efecto del sinergismo entre las
rizobacterias nativas como Azotobacter chroococcum y Bradyrhizobium yuanmingense
en el crecimiento de Lactuca sativa (lechuga), los tratamientos fueron la inoculacion de
5 ml de Azotobacter chroococcum, al otro Bradyrhizobium yuanmingense y al Gltimo una
mezcla de 2.5 ml de Azotobacter chroococcum y 2.5 ml de Bradyrhizobium
yuanmingense y un control sin bacterias, con cuatro repeticiones y 40 dias de tiempo, se
evalud el niamero de hojas, la longitud del tallo y la raiz, el peso seco de la parte aérea y
de la raiz, peso seco total de la planta e IEI y se obtuvo un incremento significativo en
cada una de las variables procesadas en condiciones de laboratorio, por lo que la sinergia

entre las bacterias nativas utilizadas beneficia el crecimiento de Lactuca sativa.

Sanchez et al. (2019), en Sucre (Colombia), investigaron la incorporacién de cepas
bacterianas de Azotobacter chroococcum IBCR19 y Azospirillum lipoferum IBSC7 en la

fertilizacion nitrogenada y evaluaron su efecto en el rendimiento y composicion
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bromatologica de las raices tuberosas de batata (Ipomoea batatas Lam.), donde la
aplicacion de Azotobacter chroococcum IBCR19 y un 75 % de fertilizacion nitrogenada
alcanzé los mayores valores medios de rendimiento (12.18 t/ha) y materia seca radicular
(2.92 t/ha), por tanto Azotobacter chroococcum IBCR19 logré reducir en un 25 % los
niveles de fertilizacion nitrogenada y constituye una cepa promisoria como

bioestimulante.

Huete et al. (2019), en Pinar del Rio (Cuba), evaluaron la respuesta del maiz (Zea
mays) a la inoculacion con Azotobacter chroococcum empleando diferentes dosis y
aplicando el 50 % del fertilizante nitrogenado, asi como una combinacion de Azotobacter
chroococcum y vermicompost, logrando respuestas positivas del cultivo del maiz a la
inoculacion con Azotobacter chroococcum y de Azotobacter chroococcum con
vermicompost. Con la aplicacion Azotobacter chroococcum y vermicompost en
dosificacion de 15 I/ha 'y 2 t/ha correlativamente, se logro la germinacion de semillas en
el 98.4 %, alturas de plantas de 1.14 m, pesos frescos aereos de 40.7 g, pesos frescos de

raices de 20.4 ¢, pesos secos de raices de 5.1 g y pesos secos aéreos de 10.1 g.

Alcarraz et al. (2020) en Lima (Peru), realizaron ensayos de inoculacion de
Azotobacter y Rhizobium en semillas de frijol caupi (Vigna unguiculata), siendo
Azotobacter sp el que origind un 80 % de germinacion de semillas frente al control con
66 %, Rhizobium de manera individual origin6 una biomasa seca mayor luego de 18 dias
de tratamiento. Mayor peso seco de las raices se obtuvo al combinar Rhizobium y
Azotobacter y la mayor biomasa fresca se obtuvo con Rhizobium y nitrégeno (KNO3 0.1

%).
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Ibarra 'y Llica (2020), en Tacna (Per0), identificaron, caracterizaron y aplicaron
cepas de Azotobacter nativos en Raphanus sativus, al seleccionar 8 cepas, las cepas M19
y la cepa M12 presentaron los mejores porcentajes de ponderacion respecto a los cuatro
indicadores evaluados. Los tratamientos 1 (control), 5 (bioinoculante de 108 UFC/ml) y
6 (urea) fueron eficientes en reducir el tiempo de germinacion de 7 a 3 dias, incrementaron
la longitud vegetal 4.9 cm a 13.7 cm e incrementd el peso fresco de 18.9 g a 48.9 g; la
longitud promedio de la raiz con los tres tratamientos fueron similares, variando de 12.3
cmy 15.8 cm, concluyendo que Azotobacter tuvo una eficiencia significativa y positiva

de su aplicacion en Raphanus sativus.

Pincay (2020) en Quevedo (Ecuador), evaluaron el efecto de bacterias promotoras
del crecimiento vegetal en la asociacion del pasto Andropogon gayanus con Clitoria
ternatea y Pueraria phaseoloides. Obteniendo como resultado que el pasto Andropogon
gayanus encontraron la mayor longitud y biomasa de raiz con la aplicacion del inoculante
Azotobacter beijerinckii. En Clitoria ternatea a los 45 dias después de la siembra recae
el mayor porcentaje de proteina en relacion a Pueraria phaseoloides que se obtuvo a los
60 dias despues de la siembra. Lo que fue la poblacion microbioldgica de la rizosfera se
evidenci6 que con el inoculante Azotobacter vinelandii se obtuvo la mayor poblacion de

bacterias y hongos.
22 MARCO TEORICO
2.2.1 Bacterias diazotréficas

Son microorganismos que fijan el nitrogeno atmosférico y es el
abastecimiento principal para las plantas, con dichas moléculas sintetizan amonio.
A parte de las bacterias, cumplen el mismo rol las algas verde azules y los
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actinomicetos. Azotobacter, Bayerlin, Azospirillum, Azomonas, Dexia Yy
Oscillatoria, sintetizan amoniaco de manera aerdbica, siendo mayor cuando el
suelo presente suficiente humedad y fuentes de carbono como la materia vegetal
en descomposicién (paja y las ramas poscosecha). Las secreciones liberadas por
la region radicular de las plantas, deberan de ser los indispensables para el
desarrollo de bacterias (Coyne, 2000). Las bacterias PGPR, siglas que proceden
del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria o rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, son las que colonizan las raices y las mas importantes
estimulantes del crecimiento vegetal, fijan nitrdgeno y poseen vida libre. Estas
bacterias vienen siendo estudiadas en microbiologia de los suelos para desarrollar

productos microbianos de importancia comercial.

El analisis del ARN ribosomico 16S otorga informacién para lograr la
identificacion molecular de las bacterias fijadoras de nitrégeno y permite el
establecimiento de relaciones filogenéticas entre individuos en el mismo
ecosistema agricola (Farajzadeh et al., 2009). Los microorganismos mas
investigados estan representados por los generos Azotobacter, Stenotrophomonas,
Azospirillum, Pseudomonas, Klebsiella, Beyerstein, Bacillus, entre otros; y son
denominados como bacterias PGPR, debido a que convierten el nitrégeno
atmosferico en amoniaco mediante la fijacion biolodgica de nitrogeno y asi
incorporarlo a la biosfera, representando beneficios econémicos, reduciendo el
impacto negativo sobre el medio ambiente a causa del uso exagerado de

agroquimicos en la produccién agraria (Bruinsma, 2003).
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2.2.2 Azotobacter sp

Clasificacion taxondémica del género Azotobacter:

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

Las bacterias del género Azotobacter forman un grupo especial de
fijadores de nitrégeno, que otorgan la regulacion del crecimiento de las plantas,
produciendo hormonas vegetales y favorecen la solubilidad de la materia organica
agregada al suelo como abono (Ramos, 1992). Presentan movimiento y forman
quistes en condiciones adversas, pueden llegar a fijar 40 kg de N/ha que equivale
a 200 kg de sulfato de amonio. Estos microorganismos fueron ubicados en suelos
acidos con valores de pH 5.5 y en ambientes alcalinos, pero siendo de su
preferencia los suelos neutros (Coyne, 2000), por lo tanto, su actividad biologica
en el suelo logra cultivos de rendimientos incrementados, mejorando la
produccidn y el control ambiental, admitiendo el mantenimiento de la diversidad
bioldgica y la sostenibilidad de los ecosistemas (Carvajal y Mera, 2010), las
bacterias simbidticas o de vida libre que habitan la rizosfera estimulan el

crecimiento vegetal mediante la sintesis de reguladores del crecimiento de las
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plantas, la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de nutrientes, los sintesis de

sideroforos y el control de patdgenos de plantas del suelo (Torriente, 2010).

Azotobacter chroococcum son bacterias comunes que utiliza los exudados
de las raices y otorgan nitrégeno compuesto a las plantas que liberan luego de fijar
nitrégeno atmosférico (Monib et al., 1979), estos exudados producidos por las
raices poseen azlcares, aminoacidos, acidos organicos, compuestos fendlicos,
vitaminas y &cidos grasos (Prashar et al., 2014). originando un ambiente dindmico
Ilamado rizosfera, donde las bacterias se desarrollan de forma activa y en
equilibrio (Pedraza et al., 2010). En tal sentido, las bacterias del género
Azotobacter no solo son bioestimulantes, sino gracias a su actividad nitrifijadora
y produccion de excreciones proteicas y enzimaticas, producen modificaciones en
la fisiologia y su metabolismo de los vegetales (Mezei et al., 1997). Como también

biosintetizan fitohormonas como auxinas, giberelinas y citoquininas.

Azotobacter vinelandii es una bacteria poliploide es decir que posee varias
copias de su cromosoma es de tamafio muy grande de 2 a 5 um de didmetro es
decir 5 a 10 veces mas el volumen de Escherichia coli se ha asociado el tamafio
con la poliploida (Nagpal et al., 1989). La capacidad metabdlica y genética por
las que Azotobacter vinelandii ha sido y es objeto de estudio en biofertilizacion y
biotecnologia incluyen la fijacion de nitrégeno en presencia de oxigeno por tres
sistemas diferentes de nitrogenasa, presencia de mecanismos de proteccion de la
nitrogenasa; alta capacidad respiratoria que en condiciones diazotréficas o de
fijacion de nitrogeno es hasta 10 veces més alta que Escherichia coli, la formacion

de estructuras de resistencia frente al estrés ambiental (quistes) y la produccion de
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polimeros de uso industrial como el alginato y el polihidroxibutirato (Espin,

2002).

Los microorganismos que benefician mejor el crecimiento vegetal
incluyen a Azotobacter vinelandii, Burkholderia cepacia y Stenotrophomonas
maltophilia, y pueden ser identificados por técnicas convencionales o en base a
sus propiedades bioguimicas, como la caracterizacion de la morfologia celular, la
tincion de Gram, el andlisis de la capacidad de crecimiento en condiciones
aerdbicas 0 anaerobicas, o analisis de las necesidades de substancias especiales
necesarios para su cultivo, llegando a la identificacion de géneros y la
caracterizacion de cada especie, subespecie, serovar o cepas, para ello se requiere
de las técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa que es una técnica
muy Util para la identificacion de las secuencias Unicas del ADN (Laura et al.,

2013).
2.2.3 Factores que favorecen a los microorganismos en la rizosfera

Los microorganismos edaficos representan la mayor proporcion de uso a
nivel industrial, gracias a su capacidad de transformacién de sustancias y ser
productora de compuestos Utiles a las plantas. Un suelo contiene un alto nimero
de grupos filogenéticos mayor a 10° células bacterianas por g de suelo, que a la
mas pequefia alteracion climéatica 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 108 a 10 bacterias

por g de suelo (Atlas y Bartha, 2002).
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En el aislamiento de Azotobacter la temperatura 6ptima de crecimiento se
encuentra entre los 25 °C — 30 °C y la temperatura minima se encuentra apenas
sobre los 0 °C, no toleran altas temperaturas (Mishustin y Shilnikova, 1969), la
temperatura 6ptima es 30 °C (Dhanasekar et al., 2003), el pH 6ptimo para su
crecimiento se encuentra entre 7.2 y 8.2 (Mishustin y Shilnikova, 1969),
obteniéndose el maximo 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).

Los mecanismos directos ocurren cuando las bacterias sintetizan
metabolitos o elementos nutritivos dentro de las plantas (Lopez et al., 2013). Entre
los mecanismos directos destacan: la fijacion de nitrogeno, la sintesis de
fitohormonas, vitaminas y enzimas, la solubilizacién de fésforo inorganico y la
mineralizacion de fosfato organico, la oxidacion de sulfuros, el incremento en la
permeabilidad de la raiz, la produccion 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).

2.2.4 Inoculacion de bacterias biofertilizantes en plantas

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 desinfeccion, se
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colocan en un matraz de 500 ml, posteriormente se afiaden 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 inoculacion en cajas Petri
estériles, donde se coloca una capa de algodon, recubierta con papel filtro esteéril
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 suspension bacteriana por semilla, las cajas se sellan con Parafilm y
se dejan a temperatura ambiente, simultdneamente, se instala un testigo (sin
inocular), al cual solo se le agrega agua destilada estéril, cada tratamiento tiene

tres repeticiones.

Rodriguez y Blanco (2001), realizaron un trabajo experimental en
condiciones semicontroladas en viveros de café, demostrando que con el uso de
Azotobacter chroococcum hay una mejor uniformidad en las posturas de este
cultivo, asi como un mayor vigor de las plantulas, las cuales en el momento de la
extraccion del vivero hacia el campo presentaban un color uniforme en su sistema
radicular, caracteristicas de posturas sanas, vigorosas y con alto valor ecoldgico.
Gonzaélez et al. (2016), al analizar los resultados de la inoculacion de 8 cepas de
Azotobacter sobre los pardmetros de crecimiento y desarrollo de plantas in vitro

de pifia (Anana comosus), vr. Cayena lisa, donde todas las cepas lograron
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estimular el crecimiento vegetal obteniendo valores superiores al testigo,

permitiendo disminuir el tiempo de adaptacion de las plantulas de pifia.

El efecto de la inoculacion con Azotobacter en distintas investigaciones
realizadas en Cuba, pueden resumirse con un trabajo realizado en tomate
(Martinez y Dibut, 2006) en el cual se obtuvieron los siguientes resultados: En los
semilleros se obtuvo un aumento en la poblacion de las plantulas de tomate entre
30y 40 % maés, lo que dio un mayor numero de plantas viables por kg de semilla,
con la posibilidad de reducir la superficie 28 necesaria para producir la cantidad
de plantulas que deben ser trasplantadas posteriormente. Las sustancias activas
que proceden de las bacterias aceleran el crecimiento vegetal en los semilleros,
logrando un 30 % mayor altura que el control, 20 % superior en el nimero de
hojas, 40 % superior en los didmetros de tallos y un 52 % superior en la masa seca
vegetal. Por tanto, la aplicacion bacteriana acorta el periodo que siembra en
semillero ya que origina un desarrollo més rapido, llegando trasplantarse de 7 a
10 dias antes, ahorrando agua, plaguicidas, combustible y mano de obra,

reduciendo el ciclo total de todo el proceso fenologico.

2.2.5 Germinacién de semillas

2.25.1 Lasemilla

Es un embridén vegetal que posee envueltas exteriores y el
endospermo como almacén de nutrientes. Entre las partes de una semilla
se tienen al embrion, las cubiertas seminales y un tejido que se constituyen
en el almacén nutritivo. EI embrion es una pequefia planta que posee un

corto eje unido a los cotiledones, el eje embrionario esta formado por dos
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partes muy unidas como los son el cotiledon o los cotiledones (hipocotilo)
que es la zona intermedia entre el tallo y la raiz y el epicotilo. Las envueltas
se constituyen las capas que bordean a la semilla, protegen de agresiones
ambientales, asi como regulan los cambios producidos entre el exterior y
el interior de la semilla, como la absorcion de agua y la eliminacion de las
sustancias de desecho. EI embrién al desarrollarse, para dar lugar a la
nueva planta, tiene que romper y atravesar estas envueltas (Celia de la

cuadra, 1993).

2.2.5.2 Lagerminacion de semillas

Son procesos que se llevan a cabo en las semillas desde su
crecimiento hasta la formacion de la pequefia planta independiente de los
nutrientes almacenados. Pero presuponiendo que todas estas condiciones
se han reunido, veamos cuales son las etapas por las que pasa la semilla

durante los procesos de la germinacion (Celia de la cuadra, 1993).

- Imbibicién: es el periodo durante el cual la semilla absorbe (embebe)
agua y se hincha, luego traspasa las envueltas, penetra al interior
Ilegando al embridn, lo suficiente para que active e inicie los procesos
del desarrollo vegetal.

- Digestion y transporte de alimentos: para ello lo indispensable es el
nutriente vegetal, por tal motivo libera enzimas digestivas que
digieren los nutrientes del endospermo, siendo traspasado hacia el
embrion. Gracias a esta alimentacion el embridn puede respirar mas

rapidamente y crecer (Celia de la Cuadra, 1993).

29

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

- Elongacion celular: las células embrionarias son pequefias antes de
la germinacion y el primer crecimiento del embridn se debe a que sus
células aumentan su tamafio y no a que se multipliquen. Las proteinas,
los azucares y las grasas son digeridos y absorbidos desde el tejido de
almacén, para lograr la respiracion vegetal y llegar al alargamiento de
sus células. La multiplicacién celular no comenzara hasta que no haya
terminado este proceso de alargamiento celular (Celia de la Cuadra,
1993)

- Germinacion visual: antes se dijo que durante la imbibicion la
semilla se hincha, lo que puede apreciarse a simple vista. También se
vio que la semilla realiza posteriormente una serie de actividades
internas importantes, ninguna de las cuales es directamente
apreciable. Pero cuando tiene lugar la elongacién celular podemos
observar como el embrién se va abultando hasta que uno de los
extremos del eje embrionario rompe las envueltas seminales y aparece
claramente a nuestra vista, dandonos la primera sefial palpable de que
la semilla estd germinando. El extremo del eje embrionario que
aparece primero es el lado libre del hipocotilo, al que se llama
radicula, que dara lugar a la raiz principal Muy pronto aparecera el
otro extremo del eje embrionario o epicotilo que formara el primer

brote (Celia de la Cuadra, 1993).

2.2.5.3 Condiciones para la germinacion

La semilla necesita una serie de condiciones para que pueda

germinar. Ahora vamos a ver cuéles son esas condiciones y comenzaremos
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por distinguir entre condiciones externas a la semilla, es decir, las que debe
reunir el medio ambiente que rodea a la semilla, y condiciones internas de
la semilla, es decir, las que debe reunir la propia semilla para poder

germinar (Celia de la cuadra, 1993).

- Condiciones externas:

Disponibilidad de agua: una semilla tiene que disponer de agua para
poder germinar. El agua se constituye en la caracteristica ambiental mas
limitante que afecta la germinacion, por lo que debe estar disponible en
cantidades adecuadas, evitando los excesos ya que origina consecuencias

negativas.

Temperaturas adecuadas: cada especie vegetal poseen su temperatura
Optima donde se inducird a una germinacién mayor y en menor tiempo;
por otro lado, a temperaturas maxima y minimas, las semillas no

germinaran o bien seran en bajos niveles.

Presencia o ausencia de luz: al respecto en muchas plantas existe mucha
variabilidad, muchas semillas germinan con presencia de luz o en

oscuridad.

- Condiciones intrinsecas

La semilla debe estar viva y bien constituida: el embrion de una semilla
generalmente es capaz de permanecer vivo durante un largo periodo de
tiempo, y a esta capacidad se le llama viabilidad de la semilla. La facultad

de germinar, llamada poder germinativo, se puede conservar también
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durante un periodo prolongado. El periodo durante el cual una semilla
conserva su viabilidad y su poder germinativo es variable, dependiendo de

la especie y de las condiciones en que se conservan las semillas.

La semilla debe de estar madura: toda semilla estd madura cuando es
separada de la planta, presentando la aptitud para su germinacion. A pesar
de ellos se tiene tres casos: cuando la semilla presenta madurez fisiologica
y germina sobre la planta. En el segundo caso posee madurez fisiolégica 'y
morfolégica de manera simultanea y la semilla germina cuando se
desprende de la planta y posea condiciones ambientales favorables. En el
tercer caso las semillas se desprenden de las plantas, pero antes de
desarrollar su capacidad de germinacién, por lo que requiere un periodo

relativamente largo para lograr germinar.

La semilla debe ser permeable al agua y al oxigeno (Celia de la Cuadra,

1993).
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2.2.6 La fresa (Fragaria sp)

2.2.6.1 Clasificacion taxonémica de la fresa

Superreino: Eukaryota.
Reino: Plantea.
Subreino: Embryobionta.

Divisién: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Rosidae.

Orden: Rosales.

Familia: Rosaceae.
Subfamilia: Rosoideae.
Tribu: Potentilleae.
Subtribu: Potentilleae.
Género: Fragaria.
Especie: Fragaria sp (Menéndez, 2013).

2.2.6.2 Caracteristicas botanicas

La fresa es una planta herbécea, en la parte superior posee una
roseta de 5 cm de alto casi al nivel del suelo, tiene un tallo conico y
pequefio, poseen estolones laterales con entrenudos y pequefias hojas y
presencia de raicillas superficiales, a partir del cual nacen nuevos
estolones. Presentan hojas que terminan en punta, un limbo con tres

foliolos y bordes puntiagudos; en su parte superior tiene vellosidades
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lanosas de coloracion verde oscuro y en la parte posterior de color verde
claro. Las flores se ubican en las axilas foliares en inflorescencias de forma
ramillete, sobre ella presentan un peddnculo no tan largo, clasificadas
como plantas femeninas, masculinas o hermafroditas, estas Gltimas son

mayormente.

Su altura se encuentra entre 2 y 5 cm de espesor, con un céliz
compuesto por cinco y demas sépalos verdosos y una corola con cinco
pétalos en forma de elipse con color blanco, su fruto de todos modos no es
un verdadero fruto, compuesto por un receptor con carne amplia,
manteniendo sépalos en los cimientos donde se encuentran los insertos de
los verdaderos frutos llamados aquenios donde se encuentra el receptaculo
comestible y adopta un disefio alargado a forma esférica y se le observa un
color rojo apenas haya madurado el fruto, en su peri ferie se observan los
aquenios de color marrén claro y por dentro del receptaculo se observa un
color mas blanco, por lo que el centro no estd muy formado, el sistema
radicular contiene muchas fibras y no es tan hondo, conteniendo
exactamente en los primeros treinta centimetros tanto de lado y en lo

profundo (Ferrucho y Ruiz, 2013).

La fresa es un vegetal recurrente de tamafio achicado, se puede
reproducir de forma sexual y asexual, es una planta de clase lefiosa, el
lapso de su existencia es reducido; su tallo esta apretado en una corona, de
la que emergen las hojas en muy cortos tiempos, en la parte axilar se
incrementan yemas que tienen la oportunidad de sobrepasar como ramas,

se reproducen de manera sexual a través de la germinacion de
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inflorescencias en la mayoria de los casos, pequefios hojas de color blanco
y cavidad amarilla, los que culminan creando poliaquenios ‘“eterios” y
tienen dentro los reales frutos (aquenios) en su sector, los eterios
catalogados fresas son semicirculares, con muy jugo, dulce y de olor
interesante, los frutos de la fresa no son muy climaticos, por lo cual no

completa su desarrollo de venta cuando se haya recogido (Calderén, 2015).

El fruto de la fresa es muy saludable, ya que contiene antioxidantes
y vitaminas, como producto medicinal es consumido para mantener un
peso determinado en personas, asi como también debe ser consumida en
pacientes que no puedan consumir azucar. Se adaptan a zonas tropicales,
razon por la cual en el Perd se cultivan en Arequipa, Ica, La Libertad,
Trujillo y Lima. Su produccion ha aumentado en estos ultimos afios y es

un alimento de exportacion (MINAGRI, 2008)

2.2.7 Parametros biométricos del crecimiento vegetal

2.2.7.1 Longitud de raices

El sistema radicular es fasciculado, se compone de raices y
raicillas. En las primeras etapas sus raices presentan un cambium vascular
y suberoso, luego al carecer son de color mas claro con un periodo corto
de vida (dias 0 semanas), sus raices son perennes ya que atraviesan un
proceso de renovacion fisioldgica que es influenciado por los patdgenos
del suelo y los factores ambientales. La profundidad que logran sus raices

es variable el cual dependera del tipo de suelo, llegando alcanzar
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longitudes de 2 — 3 m, siendo lo normal de 40 cm, pero la mayor parte (90

%) llega a los 25 cm.

2.2.7.2 Longitud de tallos

El tallo posee un eje corto y cénico llamado también corona y

numerosas escamas foliares.

2.2.7.3 Peso total de la plantula

La luz favorece el incremento del peso de la planta, las longitudes
de onda se ubican entre 400 hasta 550 nm, que corresponden a los colores
azul y verde, siendo estos ideales para el crecimiento de la fresa, remolacha

y brécoli (Casierra y Pefia, 2015).

2.2.8 Requerimientos ambientales

2.2.8.1 Fotoperiodo

El fotoperiodo tiene una relacion con el termoperiodo, esta Gltima
es la reaccion vegetal a la variacion diaria, anual o periodica de la
temperatura, ambos parametros inducen al comportamiento productivo, a

la floracién y el area de distribucion de las variedades (Bianchi, 1999).

Durner et al. (1984), al estudiar los efectos del fotoperiodo y la
temperatura en la floracion y formacion de estolones de variedades de fresa
de dia corto, largo y neutros, llegaron a la conclusion que la clasificacion
de las variedades segun las necesidades de fotoperiodo es inadecuada;
estos autores encontraron interacciones entre la variedad, el fotoperiodo y

la temperatura tanto para la floracion como la formacion de estolones. A
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temperaturas inferiores a los 12 °C en la etapa de cuajado de los frutos

puede originar frutos deformes.

2.2.8.2 Temperatura

La fresa es una especie que tolera temperaturas de 2 °C en la etapa
del reposo vegetativo y para lograr la interrupcion del estado durmiente de
las yemas, las plantas deben estar en ambientes con temperaturas inferiores
a 6 °C. Las estructuras vegetativas son altamente resistentes a las heladas,
pero sus flores se dafian con temperaturas menores a los 0 °C (Bianchi,
1999). Por otro lado, con temperaturas superiores a los 40 °C se induce la
produccién de frutos de mala calidad (Maroto et al., 1986), ademas de
planchado de los frutos que es un sintoma de deshidratacion (Folquer,

1986).

La fresa en su fase vegetativa, la temperatura éptima es de 20 °C
en el diay 12 °C en la noche; mientras tanto que, en la fase de floracion y
la maduracion de los frutos debe tener un ambiente entre 25 °C y 26 °C
todo el dia. Temperaturas menores a 2 °C y superiores a 34 °C provocan
desvitalizacion del polen, aborto floral y malformacion de los frutos
(Bianchi, 1999). La mayoria de las variedades requieren horas frio para

formar y obtener buena produccion (Maroto et al., 1986).

2.2.8.3 Solucién nutritiva

Baixxauli y Aguilar (2002) indican que una solucion nutritiva esta
conformada por la parte acuosa y los nutrientes esenciales para el

crecimiento vegetal como nitrégeno, potasio, fosforo, calcio, azufre y
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magnesio, en cantidades relativamente elevadas. Entre los microelementos
esenciales debe contener hierro, manganeso, zinc, cobre, molibdeno y
boro. Todos ellos deberan estar disociados. Toda esta formulacion debe
contar con factores fisicoguimicos ideales como el pH y la conductividad

eléctrica para lograr una buena nutricion vegetal.

2.2.8.4 Potencial de hidrogeno (pH)

El pH é&cido o béasico de la solucion nutritiva influye en la
solubilidad i6nica, a pH béasico, se presentan insolubilidades vy
precipitados, alterando la nutricién, bloqueando los conductos del sistema
de riego, la mayoria de plantas son favorecidas si la solucion nutritiva esté
en pH de 5a 7, en hidroponias lo ideal es un pH de 5.5 a 5.8, ya que en ese
rango se encuentran mejor disueltos los iones, fundamentalmente el

fésforo y los micronutrientes.

En el agua de riego el pH suele ser basico y para bajarlo
generalmente hacemos uso de acidos, como puede ser el &cido fosfdrico,
sulfarico o el nitrico, encargados de neutralizar al i6n bicarbonato; este
actua de elemento tampén, debiendo mantener en las soluciones nutritivas
finales unos 0.5 milimol/litro para evitar caidas bruscas de pH (Baixxauli

y Aguilar, 2002).

2.2.9 Caracterizacion de los suelos

Segun el MINAGRI (2008), el cultivo de fresa requiere suelos con pH
ligeramente acido a neutro (6 a 7), una conductividad eléctrica que no supere los

2 mmhos/cm, ya que no desarrolla en suelos salinos, deben tener bajo porcentaje
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de carbonatos de calcio (<5 %) y con buen drenaje, su textura debe ser franco
arenosa para un buen drenaje para el control de enfermedades fungosas de la raiz
y la corona, climas templados con temperaturas de 18 °C a 22 °C en temporada de

fructificacion y de 23 °C a 28 °C durante el crecimiento vegetativo.

Son escasos los estudios fisicoquimicos en muestras del suelo en las zonas
de estudio, por lo que se reportan investigaciones préximas, una de ellas es el
reporte de Escalante (2018) realiz6 un analisis de fertilidad en suelos en la regién
Puno, de las cuales el centro poblado de Santa Rosa de Yanaque (distrito de
Acora), presentd un contenido de arena del 80.20 %, arcilla 11.20 % y limo 8.60
%, la clase textural fue arena franca, el contenido de materia organica fue de 1.45
%, nitrogeno total 0.04 %, pH 7.80, conductividad eléctrica 0.16 mS/cm, fésforo
2.51 ppm y potasio 39 ppm; por otro lado, el centro poblado Camicachi (distrito
de llave) tuvo suelos con un contenido de arena del 68.60 %, arcilla 15.10 % y
limo 16.30 %, la clase textural fue franco arenoso, el contenido de materia
organica fue de 2.15 %, nitrégeno total 0.05 %, pH 6.90, conductividad eléctrica
0.11 mS/cm, fésforo 3.63 ppm y potasio 64 ppm; mientras tanto, el centro poblado
de Jayllihuaya (distrito de Puno), los suelos tuvieron las siguientes caracteristicas
un contenido de arena del 79.30 %, arcilla8.40 %y limo 12.30 %, la clase textural
fue arena franca, el contenido de materia organica fue de 0.95 %, nitrogeno total
0.06 %, pH 6.30, conductividad eléctrica 0.12 mS/cm, fosforo 3.07 ppm y potasio
38 ppm. De estos suelos el que present6 el mayor recuento de Azotobacter sp fue
de Camicachi. En investigaciones de cultivo in vitro de Azotobacter sp, Zavala

(2022) reporta que el pH 7, 30 °C, 120 revoluciones por minuto y 1 Vessel
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volumen por minuto (volumen operativo) fueron necesarios para lograr la mayor

biomasa.

Por otro lado, Andrade et al. (2020) determinaron la calidad de suelos
agricolas de la bahia interior de Puno (Chulluni a Chimu), cuyos resultados
promedios fueron fosforo 36.8 mg/kg, nitrato 0.552 %, potasio 117.76 mg/kg,
materia orgénica 3.80 % y gran nimero y variedad de especies de los individuos
macroinvertebrados, con dichos resultados afirman que los suelos poseen una
moderada calidad y fertilidad, debiendo controlarse los valores altos de nitratos

para lograr exitosas siembras.

En los Gltimos afios se viene presentando el incremento de la degradacién
de suelos y es una amenaza a los suelos destinados a labores agricolas (Bednai y
Sarapatka, 2018), en otros factores se tiene al cambio climéatico, la excesiva
aplicacién de plaguicidas que conllevaria a la acumulacion en la materia organica
y en agua (Leal et al., 2014). EI Comité para la salud del suelo que pertenece a la
Soil Science Society of America considera que la calidad de suelos consiste en la
capacidad que tienen los campos de cultivo de presentar parametros apropiados
para un ecosistema manejado por el hombre o natural, por lo tanto, se busca
mejorar la calidad del suelo, aire y agua, para lograr la sostenible produccién de

flora y fauna logrando el equilibrio ecoldgico (Garcia et al., 2012).

Los macroinvertebrados presentes en los suelos desempefian funciones
importantes, relacionados con los nutrientes, como el carbono del suelo
(Nabiollahi et al., 2018), sus actividades originan efectos directos en las

propiedades del suelo, como la humificacion y mineralizacion de la materia
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organica (Gutiérrez et al., 2003), todo ello en colaboracion con bacterias del
género Rhizobium, quienes originan poros y agregados de diferentes tamafios
(Lavelle et al., 2006), que repercute en la fertilidad del suelo y el contenido de
materia organica y la diversidad de microorganismos y organismos también

influye en la calidad y estado del suelo (Andrade et al., 2020).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONADE ESTUDIO

La zona de estudio estuvo conformada por los campos de cultivo de los distritos
de Challabamba (region Cusco) y Acora (region Puno), donde sus habitantes se dedican
a la agricultura produciendo diversos tubérculos y frutales entre otros, las muestras de
suelo del cual se aislaron a Azotobacter sp fueron inoculadas en las semillas y plantulas
de fresa, en el laboratorio de Boténica y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias

Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

Figural
Zonas de muestreo en los centros poblados de Mecllaypata — Challabamba, Cusco (Zona

1) y Villa Socca — Acora, Puno (Zona 2).
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Fuente: Google maps.
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Las muestras de suelo del cual se aislaron a Azotobacter sp procedieron de dos
campos de cultivo ubicados sobre los 2830 msnm del centro poblado de Mecllaypata del
distrito de Challabamba (coordenadas 13°12'40.6" latitud Sur 71°38'53.3" longitud
Oeste), provincia de Paucartambo, region Cusco, y sobre los 3867 msnm del centro
poblado de Villa Socca en el distrito de Acora (coordenadas 15°58'04.8" latitud Sur
69°47'17.1" longitud Oeste), provincia y region Puno. Challabamba se caracteriza por ser
un valle y poseer campos de cultivo con produccion de pera, manzana, ciruela, capuli,
yacon, durazno, papa, zanahoria, entre otros cultivos. Acora se caracteriza por producir
papa, ajos, oca, habas, manzana entre otros cultivos y en los Gltimos afios inicio con la
produccién de fresa. Los analisis bacterianos y las inoculaciones en las semillas y
plantulas de fresa se efectuaron en Laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la Facultad

de Ciencias Biologicas de la UNA — Puno.

3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

El disefio fue experimental, en razdn de que se describid y analizo el crecimiento
de las raices, tallos y aumento del peso de las plantulas. La investigacion planteada fue
de tipo experimental, debido a que se evalué el efecto de la inoculacion de Azotobacter
sp en semillas y plantulas de fresa las que se compararon con tratamientos no inoculados
(control), fue de tipo explicativo, en razdn de que se interpretd los factores que influyeron
en el proceso de la medicion de las raices, tallo, peso de las plantulas y fue de corte
transversal debido a que se evaluaron el desarrollo de la germinacion de la semilla en

condiciones del laboratorio durante los meses de septiembre del afio 2021.
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3.3

EVALUACION DEL EFECTO DE Azotobacter sp EN EL PROCESO DE
GERMINACION DE SEMILLAS DE FRESA (Fragaria sp)

3.3.1 Toma de muestra

Las muestras fueron colectadas de diferentes regiones del Perdl como son
Acora — Puno y Challabamba — Cusco, se realizé durante la mafiana en frascos de
vidrio de boca ancha previamente esterilizadas, se recolecto de los invernaderos 3
muestras de suelo de cultivos de fresa por distrito (Zonas) cada frasco un promedio
de 800 g de suelo, finalmente fueron rotuladas y transportadas en caja de carton
al laboratorio. La parte experimental se realizo en el laboratorio de Botanica y

Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA Puno.

En las muestras se aislaron Azotobacter sp que fueron evaluadas en el
efecto de la germinacion de semillas de fresa y la inoculacion en las plantulas de
fresa que se muestrearon durante 60 dias (dos meses) de crecimiento en un

invernadero acondicionado.

3.3.2 Aislamiento de Azotobacter sp a partir de muestras de suelo de los

distritos de Challabamba y Acora
- Preparacion de medios de cultivo para el aislamiento de Azotobacter sp

El medio de cultivo que se utiliz6 para el aislamiento de Azotobacter sp
fue el medio para bacterias fijadoras de N (BFNT), el cual estuvo compuesto por
una solucion A (0.9 g KaHPO4, 0.2 g KH2PO4, 0.1 g KCI, 0.025 Na2M004.2H0,
4.9 g NaoFeEDTA, 15 g agar y 1 litro agua destilada) y una solucién B (0.2 ¢
MgS04.7H20, 0.06 g CaCl2.H20, 100 ml agua destilada) (Garcia, 2019). La

presencia de Azotobacter sp en los medios de cultivo fueron identificadas en el
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medio de cultivo Ashby preparado con 5 g manitol, 5 g K:HPO4, 0.2 g
MgS04.7H20, 0.5 g NaCl, 0.1 g K2SO4, 5 g CaCOg, 20 g de agar, 1 litro de agua
destilada, pH 7.0 (Rao et al., 1998) como también el azul de bromotimol

(indicador de pH).

- Cultivo de muestras de suelos de Acoray Challabamba

En 2 tubos de ensayo se agregd 8.0 ml de agua destilada y se cubri6 con
papel aluminio para luego ser esterilizados por 15 minutos en 121 °C
conjuntamente con las placas, posteriormente se pesaron las muestras 2.0 g de
suelos de Acora y 2 g de suelos de Challabamba que se agregd a los tubos de

ensayo Y luego fueron agitados en el vortex para lograr una buena dilucién.

Finalmente se sembro la dilucién de muestras de suelo con micropipeta de
500 ul en cada placa con medio de cultivo y se esparci6 con el asa de Digralsky,
se sellaron las placas con plastico adherente que luego fueron llevadas a la

incubadora a temperatura de 28 °C por 6 dias aproximadamente.

- Pruebas para la identificacion bacteriana

La identificacion de Azotobacter sp, se realizé mediante la tincion Gram
para determinar morfologias celulares y entre las pruebas bioguimicas se

realizaron la catalasa, oxidasa, test de nitritos, fermentacion de sacarosa y manitol.

- ldentificacion del crecimiento bacteriano
La presencia de Azotobacter sp. se evidenciaba por el crecimiento de
colonias mucosas de coloracion amarillenta, cremosas y brillantes alrededor de

algunas particulas de suelo sembradas en medio mineral sin nitrogeno
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provenientes de muestras de Acora en tanto en muestras de Challabamba el
crecimiento fue escaso con colonias pequefias mucosas traslucidas de coloracién
cremosa y brillantes los signos que evidenciaron fue el desarrollo bacteriano en la
cual hubo cambio de color verde a amarillento. Se seleccionaron las colonias de
color amarillo, en diferentes tonalidades, secas 0 mucosas y de diferentes formas
y tamarios desarrolladas en el medio MMSN. Al observar estas colonias en el
microscopio, se apreciaron células relativamente grandes y al igual que bacilos
gran negativos con las formas tipicas de Azotobacter. Ademas, en los primeros
subcultivos en el medio mineral sin nitrogeno fue comin observar ademas el

crecimiento de pequefias colonias mucosas, traslucidas y brillantes.

En tanto las pruebas bioquimicas fueron positivos la catalasa (+), oxidasa
(+), test de nitritos (++), fermentacion de sacarosa y manitol dieron como positivo
al cambiar de color verde azulado a la coloracion amarillenta del medio de cultivo
este se acidifica por el consumo de azucares. Al igual que los demas fijadores de
nitrogeno Azotobacter sp. Es quimioheterétrofo, utiliza como fuente de carbono
y energia una gran variedad de &cidos organicos, azlcares o0 sus derivados
alcohdlicos como el manitol que es sustrato mas empleado para aislarlos y
cultivarlos, dentro de las sustancias que utilizan como fuente de carbono y energia
se encuentra la fructuosa, glucosa, sucrosa, acetato, fumarato, piruvato, succinato,

acetilmetilcarbinol y a-oxoglutarato (Holt, 2000).

- Inoculacion de Azotobacter sp en semillas de fresa

Meétodo. Germinacioén in vitro.
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Fundamento. La germinacion se basa en la transformacion de un embrion en
estado quiescente en una plantula, posee los eventos de imbibicion, activacion,
division y elongacion celular, ruptura de la cubierta seminal por el embrion y el
establecimiento de la plantula como ente auténomo, donde la velocidad e indice
de germinacion, son indicadoras de la estimulacion del proceso fisiologico y la

vigorosidad de la semilla (Huete et al., 2019).
Procedimientos.

- Se formularon 3 tratamientos (Azot.-Acora 0.5 McF, Azot.-Acora 1 McF y

Azot.-Challab 0.5 McF) con tres repeticiones cada una y el control.

- En cada una de las placas Petri, se colocaron secciones circulares de gasa

estéril, las cuales fueron humedecidas con agua destilada estéril.

- Se prepararon soluciones bacterianas de concentraciones 1.5 x 108 cél/mly 3
x 108 cél/ml equivalente a los estandares 0.5 y 1 McFarland, para ello con una
asa de siembra esteéril se colectaron porciones de colonias en agua destilada
estéril, hasta que el tubo contenga una turbiedad semejante a cada uno de los

estandares McFarland (Mamani, 2018).

- Para las bacterias procedentes del distrito de Acora se prepararon dos
concentraciones bacterianas (1.5 x 108 cél/ml y 3 x 108 cél/ml) y para las
procedentes de Challabamba solo una concentracion (1.5 x 108 cél/ml), ante
el escaso crecimiento de colonias en el medio de cultivo mineral sin

nitrégeno.
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- A continuacién, se colocaron 50 semillas de fresa en cada placa Petri,
previamente desinfectadas en alcohol al 70%, luego con legia al 5% y
enjuagadas hasta por cinco veces con agua destilada estéril, seguidamente
fueron embebidas por 15 minutos en soluciones de agua destilada
conteniendo Azotobacter sp en las concentraciones descritas en el parrafo

anterior.

- Asimismo, para el tratamiento control en cada placa Petri se dispuso de igual
numero de semillas tal como se indico en el parrafo anterior, pero embebidas
y sumergidas en agua estéril sin inoculacion bacteriana. Finalmente se cubrio
cada placa con papel aluminio y papel kraf para ser transferido a la incubadora

a una temperatura de 26 °C.

- El control de la germinacion se realizé cada 3 dias para humedecerlas con el

inoculante de Azotobacter sp.

3.3.3 Calculo del porcentaje de germinacion (%G) de las semillas de fresa.

Se calculé mediante la siguiente ecuacion de acuerdo a lo recomendado

por Gonzalez y Orozco (1996):

Semillas germinadas
%G =— - x 100
Numero total de semillas en prueba

3.3.4 Variables analizadas

- Variable independiente: Azotobacter sp aislada de suelos de los distritos

de Challabamba (Cusco) y Acora (Puno).

- Variable dependiente: Porcentajes de germinacion de semillas de fresa.
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3.3.5 Analisis estadistico de datos

Los resultados obtenidos de los valores de porcentajes de germinacion de
semillas de fresa con respecto al control fueron tabulados y previamente
analizados mediante promedios, desviacion estandar y coeficiente de variacién, a
continuacion, se aplicaron pruebas de andlisis de varianza y de Tukey, con un
nivel de confianza del 95 %. Los analisis estadisticos se realizaron en el software

Infostat version libre.

34 EVALUACION DEL EFECTO DE Azotobacter sp EN PLANTULAS DE

FRESA (Fragaria sp)

Las plantulas de fresa fueron adquiridas en el mercado Union Dignidad de la
ciudad de Puno, se compraron 20 plantulas a comerciantes de flores ornamentales y

plantas cultivadas, ellas tuvieron una longitud entre 8 y 12 cm.

Se desinfectaron las plantulas de fresa con agua luego fueron medidas sus tallos
con vernier, las raices se cortaron uniformizandose a 8.0 cm en tamafio para luego ser

agrupados en 3 tratamientos con 5 repeticiones y sus respectivos controles.
3.4.1 Inoculacion de Azotobacter sp en plantulas de fresa

Para la inoculacion se obtuvo a partir de las placas de medio mineral sin
nitrégeno, donde se presentd el crecimiento bacteriano de Azotobacter sp, estos
fueron subcultivadas en medio mineral sin nitrogeno a 28 °C por 4 a 5 dias. Con
la biomasa desarrollada se obtuvo suspensiones de varias colonias, la cual se
extrajo con un hisopo estéril hasta la botella con agua destilada cuya concentracion

se estandarizo a 1.5 x 108 células/ml y 3 x 108 células/ml, que fueron contrastados
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con la turbidez de las escalas de McFarland 0.5 y 1, respectivamente, para
inoculante bacterianos de Acora; en cambio para el inoculante de Challabamba
fue a una concentracion equivalente de 0.5 McFarland, todo el procedimiento se
realizd en presencia de mecheros de alcohol para mantener libre de contaminacion
los inoculantes. Finalmente fueron rotulados y listos para su aspersion e

inoculacion a las plantulas.

3.4.2 Inoculacién de las raices de fresa

La inoculacion con Azotobacter sp de las plantulas de fresa se realizo
sumergiendo sus raices anteriormente desinfectadas con agua estéril e hipoclorito
de sodio al 5 %. En una solucion salina esterilizada que presentd un nimero de
células equivalentes al estandar 0.5 McFarland, se realiz6 la sumersién de sus
raices de las plantulas, por un tiempo de 30 minutos, de la misma forma se
prepararon concentraciones 0.5y 1 McFarland para bacterias de Acora, y solo la
concentracion 0.5 McFarland para muestras de Challabamba, debido a la escasez
de crecimiento bacteriano. La inoculacion del tratamiento control se realizé
empleando como inoculo solucién de agua destilada (100 %) y sacarosa al 10 %
sin Azotobacter sp. El invernadero fue acondicionado para las plantulas que
fueron traspasadas a baldes de plastico, conteniendo arena fina previamente

desinfectada con hipoclorito de sodio al 5 % y agua.

Las raices fueron cubiertas con algodon previamente esterilizado y
humedecida en forma interdiaria con solucién hidroponica de macro y
micronutrientes de la Universidad Nacional Agraria La Molina, el cual fue

adquirido de la Red de Hidroponia de la Universidad Agraria La Molina de Lima.
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La inoculacion de la solucion de Azotobacter sp a las raices de las plantulas fueron
interdiarias inyectandoles con una jeringa 5 ml por dia y los nutrientes
(micronutrientes y macronutrientes) se aplicaron 5 ml y por aspersion 2 veces al

dia, estuvieron en observacion durante 60 dias.

3.4.3 Caélculo del indice de efectividad de inoculacion (1EI)

Transcurridos 60 dias después del trasplante de plantulas a los frascos con
algodon estéril, se extrajeron al azar para determinar los siguientes parametros
biométricos: longitud de las raices, longitud total de la planta y el peso total de las
plantulas. Para calcular el IEI (Escobar et al., 2011) se aplico la siguiente

ecuacion:

Tratamiento con inoculaciéon — control sin inoculacién
IEI(%) = — — x 100
Control sin inoculacién

3.4.4 Variables analizadas

- Variable independiente: Azotobacter sp aislada de suelos de los distritos de

Challabamba (Cusco) y Acora (Puno).

- Variable dependiente: longitud de las raices, longitud total de la planta y el

peso total de plantula de fresa.

3.4.5 Andlisis estadistico de datos

Los resultados obtenidos de los parametros biométricos de las plantulas
inoculadas con Azotobacter sp (longitud de las raices, longitud total de la planta y
el peso total de las plantulas) con respecto al control, fueron tabulados y

previamente analizados mediante promedios, desviacion estandar y coeficiente de
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variacion, a continuacion, se aplicaron pruebas de analisis de varianza y de Tukey,
con un nivel de confianza del 95%. Los analisis estadisticos se realizaron en el

software Infostat versién libre acceso.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41 EFECTO DE Azotobacter sp EN EL PROCESO DE GERMINACION DE

SEMILLAS DE FRESA (Fragaria sp)

Tabla 1
Porcentajes de germinacion de semillas de fresa (Fragaria sp) inoculadas con

Azotobacter sp procedente de dos regiones del Peru.

) Germinacion de semillas (%) Ccv
Tratamientos Prom
Repl Rep2 Rep 3 (%)
Azot.-Acora 0.5 McF 36 44 30 36.67 19.16
Azot.-Acora 1 McF 52 56 60 56.00 7.14
Azot.-Challab 0.5 McF 44 36 44 41.33 11.17
Control 20 18 22 20.00 10.00

Donde: Rep = repeticion; Prom = promedio; CV = coeficiente de variacién; Azot. =
Azotobacter; McF = McFarland; Challab = Challabamba.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 1 se observa que los porcentajes de germinacion de semillas de fresa
tuvieron promedios de 36.67 % y 56.00 %, luego de inocular Azotobacter sp aisladas del
distrito de Acora a concentraciones de los estandares 0.5y 1 McFarland, respectivamente,
superando al tratamiento control con una germinacién promedio del 20 %. Con bacterias
aisladas de Challabamba (0.5 McFarland) se obtuvo un promedio de 41.33 % de
germinacion de semillas de fresa. Los coeficientes de variacion oscilaron entre 7.14 % y
19.16 %, indicando que los resultados obtenidos de los porcentajes de germinacion de

cada uno de los tratamientos, presentaron una dispersion baja con respecto a su promedio.
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La prueba de andlisis de varianza tuvo como resultado una F calculada (Fc) de
29.11 y un P —valor de 0.0001 (Tabla 6), al resultar el P — valor menor a 0.05, se afirma
que existid diferencia estadistica significativa; a continuacion, la prueba de Tukey resulto
que el tratamiento Azot.-Acora 1 McF, es el que mejor influyd en obtener los mayores
porcentajes de germinacion de semillas de fresa, seguido de los tratamientos Azot.-Acora
0.5 McF y Azot.-Challab 0.5 McF, sin presentar diferencia estadistica entre ambos. Todos
los tratamientos bacterianos fueron superiores al tratamiento control en los porcentajes de

germinacion de semillas de fresa (Figura 2).

Figura 2

Prueba de Tukey de los porcentajes de germinacion en semillas de fresa (Fragaria sp.)
inoculadas con Azotobacter sp.
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Fuente: Elaboracidn propia.

En la presente investigacion, el mayor porcentaje promedio de germinacion de
semillas de fresa fue de 56 %, estos resultados fueron inferiores a los obtenidos por

Gonzéles et al. (2018) quienes en Lima (Per) al inocular Azotobacter sp en Lupinus
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mutabilis Sweet (tarwi) obtuvieron una germinacién del 70 %; asimismo, fueron
inferiores a los reportados por Huete et al. (2019) quienes en Pinar del Rio (Cuba) al
evaluar la respuesta del maiz (Zea mays) a la inoculacién con Azotobacter chroococcum
combinado con vermicompost lograron la germinacién de semillas en 98.4 %. También
Alcarraz et al. (2020) en Lima (Per0) aislaron cepas de Azotobacter que luego de inocular
al frijol caupi (Vigna unguiculata), obtuvieron un 80 % de germinacion. Estas diferencias
se deberian probablemente a que las bacterias aisladas en la investigacion, carecen en su
genoma de genes involucrados en rutas metabdlicas que promuevan el crecimiento
vegetal (Flores, 2018), como la conversion de nitrégeno atmosférico en amoniaco
mediante la fijacion bioldgica de nitrégeno (Bruinsma, 2003) y a través de los
mecanismos de proteccion de enzima nitrogenasa, responsable de dicho proceso de

fijacién (Espin, 2002).

En el presente estudio se obtuvo los mayores promedios de germinacion de
semillas de fresa, inoculando concentraciones de 3 x 108 cél/ml de Azotobacter sp
(estandar 1 McFarland), estos valores superan a los reportados por Mamani (2018) quien
en Puno (Perq) aislo Azotobacter sp en tres campos de cultivo del distrito de Huancane,
luego de inocularlos en semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) variedad Blanca
de Juli en condiciones controladas, logré los mejores porcentajes de germinacion al
inocular concentraciones bacterianas de 1.5 x 108 cél/ml (estandar 0.5 McFarland). Esta
diferencia, tiene como causa probable que las bacterias inoculadas en la presente
investigacion, carezcan 0 mas bien produzcan muy pocas cantidades de hormonas
vegetales auxinas, que son estimulantes de la germinacion, razon por la cual se requiere

de mayores concentraciones de Azotobacter sp.
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Los aislamientos de Azotobacter sp obtenidos de las dos regiones en evaluacion,
incrementaron los porcentajes de germinacion en semillas de fresa superando al
tratamiento control, por lo tanto, se constituye en una alternativa biotecnolégica de
provecho ecoldgico y medio ambiental, ya que producen metabolitos benéficos para la
germinacion como fitohormonas acido indolacético y giberelinas, poseen la capacidad de
ser antagonistas de hongos patdgenos y fijan el nitrégeno atmosférico (Gothandapani et

al., 2017).

La germinacion es la primera etapa de desarrollo vegetal, en semillas de fresa la
aplicacion de Azotobacter sp incrementd la germinacion, debido a que sintetiza y libera
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal como las auxinas, las citoquininas o las
giberelinas (Kloepper et al., 1991), mejorando la produccion de la biomasa vegetal, la
absorcion de nutrientes, el rendimiento (Babu et al., 2015), incrementar el crecimiento de
brotes y raices, la regulacion hormonal, la solubilizacion de minerales, la fijacion de
nitrogeno y la supresion de patdgenos, por lo que estéd incluida dentro de las bacterias

promotoras del crecimiento vegetal (Gonzales et al., 2018).

La aplicacion de biofertilizantes entre ellas Azotobacter sp, aislada en el presente
estudio son inocuos a la salud publica, pero genera el aporte de nutrientes para el
desarrollo vegetal, mejorando el crecimiento y la productividad de los cultivos. Segun
Crossman y Hill (1987), en la agricultura se viene incrementando la aplicacion de
biofertilizantes, con énfasis en microorganismos entre ellas las bacterias, con o sin
simbiosis con las plantas, resultando benéfico para fertilizar cultivos y suelos. En la
investigacion, los mayores porcentajes de germinacion de semillas de fresa, se obtuvo al
aplicar una concentracion bacteriana equivalente al estandar 1 McFarland, respecto a la

concentracion 0.5 McFarland, la diferencia entre ambas inoculaciones seria la densidad
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poblacional bacteriana en la rizosfera, ya que se requiere que posean una alta capacidad
competitiva frente a la microflora nativa del suelo, que pueda influir de forma positiva al

crecimiento vegetal (Rueda et al., 2015).

Los aislamientos de Azotobacter sp obtenidos a partir de suelos de Challabamba
originaron el menor promedio de germinacion de semillas de fresa, la causa probable
posiblemente sea que algunos aislamientos bacterianos no produzcan acido indol acético
principal fitohormona auxina promotora de la germinacion, tampoco solubilicen fosfato
tricalcico, asimismo, a que la bacteria presentd una respuesta rapida adhiriéndose a los
exudados celulares de las primeras raices que interactian con estos microorganismos, de
tal manera que libera las fitohormonas, llegando a incrementar hasta en 125 % el

porcentaje de germinacion respecto al control (Ibarray Llica, 2020).

Por lo tanto, luego de analizar e interpretar la relacion de Azotobacter sp y la
germinacion de las semillas de fresa, se acepta la hipdtesis alterna planteada en el
proyecto de investigacion, que afirmaba: Azotobacter sp aislada de suelos de los distritos
de Challabamba (Cusco) y Acora (Puno) originan efectos de incrementar del porcentaje
de germinacién de semillas de fresa (Fragaria sp) frente al control y entre los resultados
se tuvo que las dos concentraciones de Azotobacter sp aisladas del distrito de Acora
(Puno) y la concentracion bacteriana aislada del distrito de Challabamba (Cusco)

superaron los porcentajes de germinacion al tratamiento control.

En la investigacion se observé que los aislamientos de Azotobacter sp de los
distritos de Puno y Cusco presentaron efectos positivos en la germinacion de semillas de
fresa, siendo mayor al inocular concentraciones alta de bacterias con respecto al

tratamiento control; esto seria beneficio para los productores de fresa del distrito de Acora
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ya que vienen fomentando la produccion de ésta fruta ecoldgica u organica libre de
agroguimicos y la aplicacion bacteriana se constituiria en una alternativa biotecnolégica
amigable con el medio ambiente, no solo manteniendo la calidad de los suelos sino

cuidando la salud de los consumidores.
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42 EFECTO DE Azotobacter sp EN PLANTULAS DE FRESA (Fragaria sp)
DURANTE DOS MESES DE CULTIVO

4.2.1 Crecimiento de raices

Tabla 2
indice de efectividad de inoculacion (IE1) de Azotobacter sp en el crecimiento de raices

de pléantulas de fresa (Fragaria sp).

] N° Longitud de raices (cm)
Tratamientos ___ i
planta Sin inoculacion Inoculadas IEl-raices (%)

1 8.0 9.5 18.75

2 8.3 9.5 14.46

3 8.1 95 17.28

Azot - Acora 0.5
4 8.3 9.3 12.05
McF

5 8.2 10.0 21.95

Promedio 16.90

Coeficiente de variacion (%) 22.65

1 8.0 8.6 7.50

2 8.1 8.5 4.94

3 8.1 8.8 8.64

Azot—Acora 1
4 8.3 8.7 4.82
McF

5 8.2 8.4 7.32

Promedio 6.64

Coeficiente de variacion (%) 25.43

1 8.1 8.5 4.94

2 8.1 8.4 3.70

3 8.1 8.3 2.47

Azot - Challab
4 8.3 8.5 2.41
0.5 McF

5 8.2 8.4 2.44

Promedio 3.19

Coeficiente de variacion (%) 35.07

Fuente: Elaboracidn propia.
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En la Tabla 2 se observa que el indice de efectividad de inoculacién (IEI) de
Azotobacter sp en el crecimiento de raices de plantulas de fresa fue de 16.90 % (rango de
12.05 % a 21.95 %), siendo mayor con el tratamiento de bacterias aisladas del distrito de
Acora a una concentracion estandar 0.5 de McFarland (Azot — Acora 0.5 McF); a
continuacion se ubica el IEI de 6.64 % (rango de 4.82 % a 8.64 %) obtenidas con bacterias
procedentes de Acora a una concentracion del estdndar 1 McFarland (Azot — Acora 1
McF); y finalmente se ubica el IEI de 3.19 % (rango de 2.41 % a 4.94 %) obtenido en el
tratamiento con bacterias aisladas del distrito de Challabamba a una concentracion del
estandar 0.5 McFarland (Azot — Challab 0.5 McF). Los coeficientes de variacion fueron
de 22.65 %, 25.43 % y 35.07 %, los dos primeros indican que los datos del IEI de
Azotobacter sp en plantulas de fresa presentan una dispersion aceptable con relacion a su
promedio; mientras que la tercera posee una dispersion moderada pero tolerable respecto

de su promedio.

Figura 3

Prueba de Tukey del indice de efectividad de inoculacién (IEI) de la longitud de raices

de fresa (Fragaria sp) post inoculacion con Azotobacter sp.
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Fuente: Elaboracion propia.
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El analisis de varianza realizado a los valores de IEI de Azotobacter sp en raices
de plantulas de fresa, presentaron diferencia estadistica significativa debido a que se
obtuvo una F calculada de 31.81 y un P — valor menor a 0.0001 y éste Gltimo es menor a
0.05. Luego de determinar la existencia de diferencia estadistica entre los tratamientos, la
prueba de Tukey manifiesta que el tratamiento Azot - Acora 0.5 McF fue mejor que los
tratamientos Azot — Acora 1 McF y Azot - Challab 0.5 McF y entre estos ultimos no

existié diferencia entre ellos (Figura 3).

Los promedios de IEI en el crecimiento de raices de fresa son relativamente bajos,
el mayor fue de 16.90 % inoculando Azotobacter sp aislado de Acora en una
concentracion estandar 0.5 McFarland. Estos resultados fueron inferiores a los IEI de
27.58 % en el volumen radicular de tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) inoculados
con Azotobacter sp (Escobar et al., 2011). Los bajos IEI obtenidos en el estudio se deberia
a que las bacterias aisladas no poseerian la capacidad de producir acido indolacético, una
potente auxina, capaz de estimular el crecimiento radicular de las plantas. Al respecto
Escobar et al. (2011) indican que las cepas de Azotobacter spp ZC26 y TC20 aisladas en
Lambayeque (Per(), pueden llegar a producir una cantidad de 57.99 mg/l, por lo que
existe una variabilidad entre bacterias Azotobacter sp, esta afirmacion es corroborada por
Celis y Gallardo (2008), quienes registran que las auxinas (acido indol acético)
promueven el crecimiento y la diferenciacion celular, incrementando el volumen

radicular.

Sin embargo, Mantilla (2007) afirma que las hormonas (auxinas) producidas en
bajas concentraciones serian ideales para un mejor crecimiento vegetal, mientras que a
altas concentraciones producen efectos inhibitorios. Esta seria la razén por la cual la

concentracion bacteriana 0.5 McFarland, tuvo mejores IEI frente a la concentracion
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bacteriana 1 McFarland, que a mayor concentracion bacteriana se presentaria mayor
produccién de auxinas y por tanto la inhibicion del crecimiento de las raices. Por otro
lado, Romero et al. (2017) adiciona que la especie Azotobacter chroococcum a parte de
fijar nitr6geno, poseen la capacidad de solubilizar fosforo, producir enzimas hidroliticas
y sintetizar compuestos indélicos, con todo ello originan una influencia positiva en el

caso del crecimiento del algodén.

Los bajos IEI entre 3.19 % a 16.90 % determinados en la presente investigacion,
podria deberse a que Azotobacter sp fue inoculada de manera individual y en diversos
reportes cientificos indican mayor efectividad en aplicaciones de consorcios, debido a las
interacciones de cooperacion y simbiosis existente entre los microorganismos, que
beneficiarian el crecimiento y desarrollo o bien permitir su supervivencia (Coyne, 2000;

Escobar et al., 2011).

Otra causa del porque se obtuvieron bajos valores de IEI, probablemente sea el
pH del suelo, la humedad y la carencia de materia organica, ya que se cultivaron las
plantulas en macetas conteniendo arena fina previamente desinfectada, de todos estos
parametros solo se determind el pH de los suelos de Acora y Challabamba con 5.6 y 5.3,
respectivamente. Ortiz et al. (2016), en Texcoco (México) determinaron que las fresas
crecen mejor en suelos con pH 4.4, en razon de que es indispensable en la fisiologia
bacteriana; Coyne (2000) indica que Azotobacter sp fue aislado en suelos con pH
promedio de 5.5; y Escalante (2018), determind mayor recuento de bacterias
biofertilizantes en suelos con valores de pH 6.90 procedentes de centro poblado de
Camicachi (distrito de llave, region Puno), en ese sentido es probable que los IEI bajos,
se debieran a que las bacterias no hayan subsistido en un ambiente adecuado para su

crecimiento, ya que a valores de pH menores a 4.4 0 mayores a 8.8 alteran la fisiologia y
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morfologia proteica intracelular bacteriana en especial las enzimas que regulan su

metabolismo.

El suelo es un factor muy importante que influye en la fisiologia de Azotobacter
sp como biofertilizante, segin Srivastava et al. (2015), indican que las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal, varian su eficacia segun el clima, el tipo de cultivo y
la composicion del suelo, aunado a ello mencionan también la inoculacion individual en
un suelo agricola estéril sin materia organica y nutrientes, lo suficiente para lograr el
crecimiento bacteriano; por otro lado, Creus (2017) afirma que el potencial biofertilizante
se deberia a la capacidad del inoculante (bacteria) de lograr la colonizacién radicular y
eso dependerad de los nutrientes que liberen las raices de la planta para atraer a las

bacterias.
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4.2.2 Crecimiento de tallos

Tabla 3
indice de efectividad de inoculacion (IEI1) de Azotobacter sp en el crecimiento de la

longitud de tallos en plantulas de fresa (Fragaria sp).

) N° Longitud de tallos (cm)
Tratamientos

planta  Sin inoculacion Inoculadas IEI_Tallo (%)

1 13.5 18 33.33
2 114 15.6 36.84
3 10.7 15.3 42.99

Azot — Acora
4 13.8 19.5 41.30

0.5 McF

5 12.2 18.2 49.18
Promedio 40.73
Coeficiente de variacion (%) 14.87
1 10.6 135 27.36
2 16.0 20.4 27.50
3 10.1 14.2 40.59

Azot — Acora
4 11.9 15 26.05

1 McF

5 14.9 18 20.81
Promedio 28.46
Coeficiente de variacion (%) 25.68
1 13.6 16 17.65
2 4.97 6 20.72
3 17.1 19 11.11

Azot — Challab
4 15.2 18.4 21.05

0.5 McF
5 13.1 15 14.50
Promedio 17.00
Coeficiente de variacion (%o) 24.89
Fuente: Elaboracion propia.
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En la Tabla 3 se observa que el promedio de IElI de Azotobacter sp a una
concentracion 0.5 McFarland (Azot — Acora 0.5 McF) sobre el crecimiento de tallos de
plantulas de fresa fue de 40.73 % (33.3 3% a 49.18 %); a continuacion se ubica el IEI de
28.46 % (20.81 % a 40.59 %) obtenidas con bacterias procedentes de Acora a una
concentracion 1 McFarland (Azot — Acora 1 McF); al final se tiene el IEI de 17.00 %
(rango de 11.11 % a 21.05 %) obtenido en el tratamiento con bacterias aisladas del distrito
de Challabamba a una concentracién 0.5 McFarland (Azot — Challab 0.5 McF). Los
coeficientes de variacion fueron de 14.87 %, 25.68 % y 24.89 %, con ello se afirma que
los datos de los IEI de Azotobacter sp en el crecimiento de tallos de plantulas de fresa

presentaron una dispersién aceptable con relacion a su promedio.

El anélisis de varianza ejecutado a los valores promedio de IEI de Azotobacter sp
en el crecimiento de tallos de plantulas de fresa presentaron diferencia estadistica
significativa, debido a que se obtuvo una F calculada de 19.55 y un P — valor igual a
0.0002 y éste ultimo es menor a 0.05. Luego que existiera diferencia estadistica entre los
tratamientos, la prueba de Tukey manifestd que el tratamiento Azot - Acora 0.5 McF fue
el mejor a diferencia de Azot — Acora 1 McF y éste ultimo fue superior al tratamiento

Azot - Challab 0.5 McFa entre ellos (Figura 4).
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Figura 4

Prueba de Tukey del indice de efectividad de inoculacion (IEI) de la longitud del tallo de

plantulas de fresa (Fragaria sp) pos inoculacién con Azotobacter sp.

2473

IEl TALLOS (%)

C

Acera_0.SWcF Acora_1McF Challab_0.SMcF
PROCEDEMCIAY CONCENTRACION DE Azotobacter sp

Fuente: Elaboracion propia.

Azotobacter sp, logré IEI de 40.73 % en plantulas de fresa respecto al crecimiento
de la longitud de tallos, estos resultados fueron corroborados por Ledn et al. (2012)
quienes en Pinar del Rio (Cuba), aplicaron Azotobacter chroococcum en plantulas de
tabaco y lograron mejorar las caracteristicas morfoldgicas del diametro y la longitud de
los tallos. Asimismo, Cerna et al. (2018) en Trujillo (Pert), evaluaron el sinergismo de
Azotobacter chroococcum y Bradyrhizobium yuanmingense en el crecimiento de lechuga
determinando la longitud del tallo, que se incrementd significativamente. Pincay (2020)
en Quevedo (Ecuador), inocularon bacterias promotoras del crecimiento vegetal en
pastos, obteniendo que el pasto Andropogon gayanus presentd mayor longitud y biomasa
de raices luego de inocular Azotobacter beijerinckii, en ese sentido las bacterias aisladas
en la presente investigacion poseen capacidad estimulante del incremento de la longitud

de tallos.
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El incremento de las longitudes de tallos, se deberia a la biosintesis de
fitohormonas como auxinas, giberelinas y citoguininas, que vendrian estimulando el
alargamiento celular y la multiplicacion de células. De igual modo Moreno et al. (2018)
manifiestan que las bacterias biofertilizantes poseen mecanismos directos sobre las
células vegetales, solubilizan fésforo inorganico, constituyéndose fuente importante para
la generacion de ATP para el crecimiento de los tallos, incremento de permeabilidad de

la raiz y la disminucién de la toxicidad por metales pesados.

El crecimiento de los tallos presentd el mayor IEI de 40.73 % luego de ser
inoculados con una concentracion de Azotobacter sp 0.5 McFarland, representando una
efectividad moderada, dicho estimulo se deberia a que la bacteria en mencién posee la
capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico en aerobiosis (Coyne, 2000), donde sus
colonias presentan un aspecto mucoso e indica sintesis de exopolisacaridos (Luque et al.,
2010). Por otro lado, Azotobacter sp solubiliza sales de fosfato tricalcico (Rojas, 2013),
que al liberar el fosforo soluble llega a ser aprovechado por las plantas (Alvarez, 2012).
Asimismo, las bacterias en mencion biosintetizan indoles entre 27 — 60 ppm (Obando et
al., 2010), siendo el principal indol el acido indolacético (Celis y Gallardo, 2008) y poseen

potencial de biocontrol de plagas (Bhattacharyyay Jha, 2012).

Pero por alguna razén desconocida que deberia de ser estudiado con mayor
detalla, es que las Azotobacter sp aisladas de Challabamba produjeron IEI muy bajos, eso
se debe a que no todos los aislamientos de Azotobacter sp fijan nitrégeno, solubilizan
fosfato o producen indoles, existen excepciones como Azotobacter sp 25-60LG quienes

no tienen dichas capacidades (Esqueche y Quispe, 2017).
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4.3.3 Incremento de peso de plantas

Tabla 4
indice de efectividad de inoculacion (IEI) de Azotobacter sp en el incremento de peso de

plantulas de fresa (Fragaria sp).

N° Peso de la planta (g)
Tratamientos planta
Sin inoculacion Inoculadas IEI_Peso (%0)
1 8.4 11.5 36.90
2 7.1 10.5 47.89
3 9.7 13.5 39.18
Azot — Acora
4 9.8 12.6 28.57
0.5 McF
5 6.7 8.4 25.37
Promedio 35.58
Coeficiente de variacion (%) 25.12
1 6.8 8.4 23.53
2 15.8 19.0 20.25
3 3.7 5.0 35.14
Azot - Acora
4 6.5 8.8 35.38
1 McF
5 5.7 7.0 22.81
Promedio 27.38
Coeficiente de variacion (%) 26.47
Azot — Challab 1 9.2 11.2 21.74
0.5 McF 2 5.6 7.9 41.07
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3 9.0 12.0 33.33
4 74 9.5 28.38
5 6.8 10.0 47.06
Promedio 34.32

Coeficiente de variacion (%) 29.23

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 4 se observa que el promedio de IEI de Azotobacter sp en el
incremento de peso de las plantulas de fresa con 25.35 % (rango de 25.37 % a 47.89 %),
siendo este el mayor con el tratamiento de bacterias aisladas del distrito de Acora a una
concentracion estandar 0.5 de McFarland; a continuacién se ubica el promedio de IEI de
27.38 % (Rango de 20.25 % y 35.38 %) obtenidas mediante la inoculacion de bacterias
procedentes de Acora a una concentraciéon del estdndar 1 McFarland (Azot — Acora 1
McF); y finalmente se tiene el promedio de IEI de 34.32 % (rango de 21.74 % a 47.96 %)
obtenido mediante el tratamiento con bacterias aisladas del distrito de Challabamba a una
concentracion del estdndar 0.5 McFarland (Azot — Challab 0.5 McF). Los coeficientes de
variacion fueron de 25.12 %, 26.47 % y 29.23 % para cada tratamiento, con estos
resultados se afirma que los datos del IEI de Azotobacter sp en plantulas de fresa

presentan una dispersion aceptable respecto de su promedio.
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Figura 5
Prueba Tukey del indice de efectividad de inoculacién (IEI) del peso de plantulas de

fresa (Fragaria sp) post inoculacién con Azotobacter sp.

401327

35,804
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28.82
Acora_0.5McF Challab_0.SMcF Acora_1McF
PROCEDENCIA Y COMCENTRACION DE Azotobacter sp

Fuente: Elaboracion propia.

El analisis de varianza realizado a los valores de IEI de Azotobacter sp en el
incremento de peso en plantulas de fresa no presentaron diferencia estadistica
significativa debido a que se obtuvo una F calculada de 1.24 y un P — valor menor a
0.3238y éste ultimo es mayor a 0.05. A pesar de no existir diferencia estadistica entre los
tratamientos, en la Figura 5 se visualiza que los mayores promedios se obtuvieron con
Azotobacter sp procedente de los distritos de Acora y Challabamba a concentraciones
estandar 0.5 McFarland, superando al tratamiento procedente del distrito de Acora y la

concentracion estandar 1 McFarland (Figura 3).

Los IEI del peso de plantulas de fresa presentaron promedios de 27.38 % y 35.58
%, estos resultados fueron superados por los indices registrados por Chafloque y Monje
(2019) quienes obtuvieron IEI de altura de plantas de Asparagus officinalis L. entre 67.67

% y 78.33 % luego de 150 dias de cultivo; asimismo, fueron inferiores a los reportados
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por Silva y Zufiga (2017), quienes al inocular Azotobacter sp en tomate (Lycopersicon

esculentum Mill.) luego de 60 dias de cultivo registraron IEI entre 33.32 % y 103.39%.

Las concentraciones bacterianas 0.5 y 1 McFarland de Azotobacter sp tuvieron el
mismo efecto en el peso de las plantulas de fresa, se esperaba que a mayor concentracion
bacteriana (1 McFarland) el crecimiento vegetal seria mayor, pero sucede que las altas
concentraciones de auxinas producidas por elevadas cantidades de Azotobacter sp,
conllevarian a que los tejidos sinteticen etileno, que es una fitohormona con capacidad de

inhibicidn de la elongacion de las raices (Camelo et al., 2011).

La aplicacién de Azotobacter sp incrementa el crecimiento vegetal y por tanto la
biomasa, lo cual es corroborado por Ledn et al. (2012), al obtener elevados diversos
parametros biométricos en plantulas de tabaco. Asimismo, coincide con los resultados
obtenidos por Ibarra y Llica (2020), quienes aplicaron Azotobacter sp en Raphanus
sativus, acrecentando también su peso fresco. Otros autores como Ancco (2016), Mamani
(2017) y Cerna et al. (2018) reportan mejores resultados al inocular en Allium cepa y
Lactuca sativa consorcios de Azotobacter sp y otras bacterias, por lo que queda abierta
realizar investigacion de inoculacion de consorcios de biofertilizantes en diferentes
cultivos. Se desconoce el mecanismo exacto de como se promueve el crecimiento vegetal,
pero Kachhap et al. (2015), L6pez et al. (2013) y Abdel et al. (2014), proponen que seria
gracias a la produccién de fitohormonas, la solubilizacion de fosfatos, la inhibicion de
organismos deletéreos y el aumento de la absorcion de nutrientes, impulsado por

Azotobacter sp, que incrementarian la biomasa radicular y el mejor crecimiento vegetal.

Borda et al. (2011), mencionan que un suelo carente o con una baja densidad de

Azotobacter, el crecimiento vegetal dependera de las caracteristicas del suelo, como la

71

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

humedad, el flujo de masas y la difusién de nutrientes, que limitaria la absorcién de
nutrientes vegetales. Otro factor edafoldgico que influiria en el crecimiento de las
plantulas son los niveles de oxigeno del suelo, que impide el normal desarrollo de raices,

disminuye la absorcion de agua y los nutrientes (Hernandez et al., 2015).

En el trabajo de investigacion los aislamientos de Azotobacter sp obtenidos desde
suelos del distrito de Challabamba (Cusco) generalmente presentaron menores IEI que
los obtenidos en el distrito de Acora (Puno), esto se deberia a que las cepas de Azotobacter
sp empleadas varian genéticamente de zona en zona, asimismo el reducido numero de
colonias aisladas de Challabamba se deberia probablemente a que los suelos presentan
sustancias toxicas como agroquimicos o excesiva salinidad (Alvarado et al., 2019). En la
presente investigacion la concentracion bacteriana no influyd en el incremento de peso
de las plantulas de fresa, resultados parecidos a los mencionados por Martinez y Dibut
(2006) quienes en un suelo cubano determinaron recuentos bacterianos de 10* a 10°
UFC/g sin observar respuestas en el crecimiento vegetal, pero al inocular concentraciones
bacterianas de 10° UFC/g, si lograron una respuesta positiva en los cultivos, aqui cabe la
posibilidad que las bacterias no posean la capacidad de liberar en el suelo las diversas

sustancias que estimulan el crecimiento vegetal.

Las condiciones ambientales del altiplano peruano es propia de la zona, como un
clima seco, frigido, con alta radiacién solar entre otras caracteristicas, lo cual incidirian
negativamente en la fisiologia bacteriana y sus efectos en las plantas, esta afirmacion lo
corrobora Valery y Reyes (2013) quienes concluyen que las cepas autoctonas de una zona
de estudio se adaptan mejor a dichas condiciones, por lo tanto serdn capaces de lograr
mejores crecimientos con rapidez y efectividad en los cultivos, en razon que podrian

presentarse antagonismos Yy sinergismos entre las poblaciones microbianas residentes.
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A parte de las sustancias reguladoras del crecimiento mencionadas en parrafos
anteriores, Hussain y Srinivas (2013) indican que Azotobacter sp acelera el desarrollo
radicular, que conlleva a un buen crecimiento de las plantulas en experimentacion, debido
a la genética que poseen, al respecto Gupta et al. (2014) realizaron el hallazgo que el
genoma de las rizobacterias posee el gen H2S, o para la sintesis de sulfito de hidrogeno,
que incrementaria la germinacion de semillas, asimismo, Azotobacter sintetiza la enzima
acido 1-aminociclopropanol-carboxilato desaminasa conocida como ACC desaminasa,
que neutralizaria la presencia de enfermedades en las plantas (Garcia et al., 2015)
facilitando el crecimiento vegetal, asi como la biosintesis de acido indol acético y la

regulacion de los niveles de etileno (Glick, 2014).

Es probable que los diversos aislamientos de Azotobacter sp tengan variaciones
genéticas y por lo tanto diferencias de sus efectos sobre el crecimiento de las plantas,
Ortega et al. (2016) determind que rizobacterias aisladas del cultivo del coco,
demostraron la produccion de acido indol acético, amonio, acido giberelico, proteasas,
sideroforos, catalasas, celulasas y solubilizan fosfatos, Sahoo et al. (2014) agrega que
fijan nitrégeno y Baars et al. (2018) afirman que protegen a los cultivos de diversos
estreses bioticos y abidticos. La capacidad estimulante de Azotobacter sp estudiada en la
presente investigacion, influyd positivamente en el crecimiento de plantulas de fresa, esto
se debe probablemente a la produccion de metabolitos secundarios y fitohormonas como
auxinas, giberelinas, citoquininas, acido nicotinico, tiaminas, acido pantoténico y muchas
vitaminas las que estimularian el crecimiento vegetal (Ferrer y Herrera, 1991; Acosta,
1995), que por fijar nitrégeno, sintetizar sustancias fungistaticas (Ferrer y Herrera, 1991),

nitrogeno o fosforo en el suelo (Vessey, 2003).

73

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

La inoculacion bacteriana se realizd a nivel de semillas y en plantulas de fresas en
varias ocasiones, obteniendo bajas cifras de IEI, se piensa que lo ideal hubiera sido
inocular a las semillas y luego de 30 dias en las plantulas, tal como se realiz6 en plantulas
de papaya, obteniendo mejores resultados en el crecimiento y la nutricion vegetal, larazén
seria que larizobacteria no fue inoculada en su etapa mas receptiva (Brown y Burlingham,
1968), coincidiendo con Kapulnik et al. (1985), quienes inocularon semillas de trigo con
Azospirillum y luego de 20 dias después de la emergencia, los mejores efectos se

observaron en la germinacion a causa de las fitohormonas como las auxinas.

Luego de evaluar los resultados obtenidos en la presente investigacion, se acepta
la hipoétesis planteada en el proyecto de investigacion, que afirmaba: “Azotobacter sp
aislada de suelos de los distritos de Challabamba (Cusco) y Acora (Puno) originan efectos
de incrementar la longitud de las raices, longitud de tallos y el peso total de las plantulas
de fresa (Fragaria sp) durante dos meses de cultivo”, y en la investigacion a pesar de
haber obtenido IEI entre baja y moderada, se logrd incrementar la longitud de raices,

longitud de tallos y el peso de las plantulas de fresa.

En la investigacion se determind que Azotobacter sp posee un potencial
biofertilizante al inocular plantulas de fresa, a pesar de lograr IEI bajos y moderados en
el crecimiento de raices, longitud de tallos e incremento de peso, las causas principales
del estimulo bacteriano en el crecimiento vegetal serian: la produccion de fitohormonas
y sustancias activas de nutricion vegetal y el efecto antagénico que pueden presentar
frente a organismos patdgenos de las plantas, por todas estas bondades la aplicacién de
Azotobacter sp seria beneficioso para aplicarlo en los campos de cultivo de fresa y otros

cultivos andinos.
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V. CONCLUSIONES

- Azotobacter sp aislada de suelos del distrito de Acora (Puno) a una concentracion
bacteriana de 3 x 108 cél/ml (estandar 1 McFarland) logré el mayor promedio de
porcentaje de germinacion en semillas de fresa (56.00 %), siendo estadisticamente
(P<0.05) superiores a la concentracion bacteriana de 1.5 x 108 cél/ml (estandar 0.5
McFarland) procedentes de Challabamba y Acora, con promedios de germinacion de

semillas de 41.33 %y 36.67 %, respectivamente.

- Azotobacter sp aislada de suelos del distrito de Acora a una concentracion bacteriana
de 1.5 x 108 cél/ml (estandar 0.5 McFarland) logr6 los mayores IEI en la longitud de
raices y tallos con promedios de 16.90 % y 40.73 %, respectivamente (P<0.05);
mientras tanto que los IEI fueron similares al inocular bacterias aisladas del distrito

de Acoray Challabamba (P>0.05).

75

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

V1. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar el estudio de las caracteristicas fisicoquimicas de los suelos
donde se realizaran los cultivos de las plantulas de fresa inoculadas con Azotobacter

sp, ya que podrian influir en el crecimiento bacteriano.

- Se recomienda realizar estudios de identificacion molecular de los aislamientos de

Azotobacter sp procedentes de los suelos del altiplano peruano.

- Se recomienda determinar si los aislamientos de Azotobacter sp procedentes de los
suelos del altiplano peruano, producen acido indol acético, solubilizan fosfatos y

cuantificar el nitrégeno fijado.
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ANEXOS

Tabla 5
Parametros de pH y conductividad eléctrica de muestras de suelos procedentes de los

distritos de Acora y Challabamba (n=3).

Distritos
Parametros del suelo
Acora Challabamba
pH 5.6 5.3
Conductibilidad eléctrica 126.7 pS/cm 112.3 uS/cm

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 6
Prueba de analisis de varianza y de Tukey de los porcentajes de germinacién de
semillas de fresa (Fragaria sp) inoculadas con Azotobacter sp.

Variable N R R® Aj CW
% GERMINACION 12 0.92 0.88 12.37

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipeo III)

F.V. s5C gl CM F p-valor
Modelo 1979.67 3 €59.8% 29.11 0.0001
TRATAMIENTO 1979.67 3 659.89% 29.11 0.0001
Error 181.33 8 22.67
Total 2161.00 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=12.44851
Error: 22.6667 gl: &

TRATAMIENTOC Medias n E.E.
Control 20,00 3 2.75 A
Azot.-Acora 0.5 McF 36.67 3 2.75 B
Azot.-Challab 0.5 McF 41.33 3 2.75 B
Azot.-Acora 1 McF 56.00 3 2.75 C

Mesdias con una lstra comin no son significativaments diferentes (p > 0.05)

Fuente: Elaboracidn propia.
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Tabla 7
Prueba de analisis de varianza y de Tukey de IEI de la longitud de raices de fresa

(Fragaria sp) pos inoculacién con Azotobacter sp.

Variable N R® Rf Aj CV
IEI raiz (%) 15 0.84 0.81 35.64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

FaVe SC gl CcM F p-valor
Modelo 561.74 2 280.87 31.81 <0.0001
TRATAMIENTOS BACTERIANOS 561.74 2 280.87 31.81 <0.0001
Exrror 105.94 12 8.83
Total 667.68 14

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.01347
Error: 8.8285 gl: 12
TRATAMIENTOS BACTERIANOS Medias n E.E.

Azot.-Challab 0.5 McF 2.95 51.33 A
Azot.-Acora 1 McF 5.16 5 1.33 A
Azot.-Acora 0.5 McF 16.90 5 1.33 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.0S5)

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 8
Prueba de analisis de varianza y de Tukey del IEI de la longitud de tallos de fresa

(Fragaria sp) pos inoculacion con Azotobacter sp.

Variable N RE* Rdj R= CW
LONG TALLD 15 0.77 0.73 20.88

Analysizs of wvariance tabkle (Partial 55)

5.V. 55 df M5 F p-value
Model 1407.38 2 703.69 19.55 0.0002
TRATAMIENTOS 1407.38 2 703.69 19.55 0.0002
Error 431.93 12 35.%9%9
Total 1835.31 14

Test:Tokey Alpha:=0.05 L5SD:=10.12303
Error: 35.898943 drf: 12

TRATAMTENTCS Means n 5.E.
Azot.-Challak 0.50 McF 17.01 5 2.68 A
2
2

Lzot.—-Acora 1.00 McF 28.46 5 .68 B
Lzot.-RAcora 0.50 McF 40.73 5 2.68 C

Means with a8 common letter are not significantly differsnt (p » 0.05)

Fuente: Elaboracidn propia.
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Tabla 9
Prueba de analisis de varianza y de Tukey del IEI del peso plantulas de fresa (Fragaria
sp) pos inoculacién con Azotobacter sp.

Variable N E® Adj R® CW
PESC PLANWTA 15 0.17 0.03 27.18

Analysis of variance table (Partial SS”

5.V. 55 df M5 F p-value
Model 152.86 2 96.43 1.24 0.3238
TRATAMTIENTOS 1%2.86 2 56.43 1.24 0.3238
Error 932.77 12 77.73
Total 1125.63 14

Test:Tukey Alpha:=0.05 L5SD:=14.87611
Error: 77.7305 df: 12
TEATAMIENTOS Means= n 5.E.
Azot.-Acora 1.00 McF 27.42 5 3.94 R
Azot.-Challak 0.50 McF 34.32 5 3.5%4 4
Azot.-Acora 0.50 McF 35.58 5 3.94 R
Moans with a common letter are not significantly different (p > 0.05)

Fuente: Elaboracion propia.
Miscelanea de fotografias de los procedimientos de la investigacion
Figura 6

Inoculacidon de semillas de fresa con Azotobacter sp en concentraciones estandar 0.5y

1.0 de McFarland.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura7
Resultados de los tratamientos con inoculaciones de Azotobacter sp y sus respectivos

controles.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 8

Invernadero de fresas y toma de muestra en Challabamba - Cusco.

Fuente: Elaboracidn propia.

93

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 9

Invernadero de fresas y toma de muestra de suelo en Acora — Puno.

© 2022/1/12 13:01

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 10

Zona de muestreo invernadero de Acora, Puno — Perd.

Fuente: Elaboracidn propia.
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Figura 11
Muestras de suelo colectadas de Acora y Challabamba y reactivos para el aislamiento

de Azotobacter sp

Fuente: Elaboracidn propia.

Figura 12

Preparacion de medios de cultivo para el aislamiento de Azotobacter sp.

Fuente: Elaboracidn propia.
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Figura 13

Esterilizacion y plagueo de medios de cultivo para Azotobacter sp.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 14
Pesado de muestras de suelo, determinacion del pH y diluciones de las muestras de

suelo en agua destilada estéril.

Fuente: Elaboracidn propia.
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Figura 15

Cultivo por extension de las diluciones de suelo e incubacion en estufa a 28 °C.

CC

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 16

Resultados del aislamiento de Azotobacter sp a partir de suelos de Acora y Challabamba,
luego de 4 a 5 dias de cultivo

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 17

Pruebas de catalasa y oxidasa a las colonias de Azotobacter sp.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 18

Obtencion de concentraciones de Azotobacter sp segun el estdndar McFarland.

Fuente: Elaboracidn propia.

98

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 19

Medicién inicial de longitud (cm) de raices y peso de plantulas de fresa.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 20
raices de plantulas de fresa en concentraciones de estandar 0.5y 1.0 McFarland de

Azotobacter sp por un tiempo de 30 minutos

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 21
Siembra de plantulas de fresa en arena e inoculacion con soluciones nutritivas en

invernadero.

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 22

Plantulas de fresa (Fragaria sp) en crecimiento pos inoculacion con Azotobacter sp.

Fuente: Elaboracidn propia.
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