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RESUMEN

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos —
FCCBB — UNA Puno, efectuados durante los meses de julio a setiembre del 2017. Los
objetivos de la investigacion fueron: a) determinar el efecto de las bacterias Rhizobium
sp en el proceso de germinacion in vitro de semillas de quinua (Chenopodium quinoa
Willd.) de la variedad Salcedo INIA, y b) evaluar el efecto in vitro de Rhizobium sp en el
crecimiento de plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) de la variedad Salcedo
INIA hasta la fase de aparicion de dos hojas verdaderas, mediante la determinacion de la
longitud de raices y tallos. En la metodologia se recolectaron muestras de nodulos de
alfalfa, estos pasaron por un proceso de desinfeccion, para posteriormente realizar el
aislamiento de las bacterias del género Rhizobium sp en medio Agar Levadura Manitol,
seguidamente se prepararon concentraciones bacterianas de Rhizobium sp de 1.5 x 108
células/mL, 3 x 10® células/mL y 6 x 108 células/mL, las cuales fueron inoculadas a
semillas no germinadas para determinar su efecto en el proceso de germinacion,
posteriormente se inocularon cada una de las concentraciones bacterianas a semillas post
germinadas, para luego de 30 dias de experimentacion, determinar sus efectos en el
crecimiento vegetal, mediante la determinacion de la longitud de raiz y tallo. Los
resultados fueron: Las bacterias Rhizobium sp originaron efectos positivos en el proceso
de germinacion de semillas de quinua obteniéndose promedios de germinacién del
90.33% al inocular una concentracion de 6 x 108 células/ml, seguido de 3 x 108 células/mL
con 57.7% y con 1.5 x 10® células/mL un porcentaje de germinacion de 29% (P<0.05).
Las bacterias Rhizobium sp originaron un mejor crecimiento de plantas de quinua post
inoculacién, determinandose los mejor crecimiento de tallos que se obtuvieron con una
inoculacion de 6 x 108 células/mL de Rhizobium sp con un promedio de longitud de 14.68
cm, seguido de la concentracion de 3 x 108 células/mL con 8.93 cm como promedio, con
la concentracion de 1.5 x 102 células/mL con 5.61 cm, y en el control 5.87 cm (P<0.05).
Por otro lado, las mayor longitud de raices se obtuvieron con bacterias Rhizobium sp en
las mismas concentraciones de 1.5, 3y 6 x 108 células/mL que fueron 5.97 cm, 6.01 cm
y 4.53 cm respectivamente y en el control 5.21 cm (P<0.05). Se concluye que las bacterias
Rhizobium sp poseen un efecto positivo en la germinacion y crecimiento de plantas de

quinua.

Palabras clave: inoculante, Rhizobium sp, quinua, Chenopodium quinua, in vitro.
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ABSTRACT

The research was conducted in the Alimony microbiology laboratory of the FCCBB of
the UNA - Puno, carried out during the months of July to September 2017. The objectives
of the research were: a) to determine the effect of Rhizobium sp bacteria in the process of
In vitro germination of quinoa seeds (Chenopodium quinoa Willd.) of the Salcedo INIA
variety, and b) evaluation of the in vitro effect of Rhizobium sp on the growth of quinoa
plants (Chenopodium quinoa Willd.) of the Salcedo INIA variety until the phase of the
appearance of two green leaves, by determining the length of roots and stems. In the
methodology, samples of alfalfa nodules were collected, they went through a disinfection
process, to subsequently isolate the bacteria of the Rhizobium sp genus in Mangar Yeast
Agar medium, then several 1.5 x 108 Rhizobium sp bacterial bacteria were prepared / mL,
3 x 108 cells / mL and 6 x 10® cells / mL, which were inoculated to non-germinated seeds
to determine their effect on the germination process, each of the bacterial infections were
then inoculated to post-germinated seeds, to After 30 days of experimentation, determine
its effects on plant growth, by determining the length of the root and stem. The results
were: Rhizobium sp bacteria caused positive effects in the quinoa seed germination
process, obtaining germination averages of 90.33% when inoculating a concentration of
6 x 108 cells / ml, followed by 3 x 108 cells / mL with 57.7% and with 1.5 x 108 cells / mL
a germination percentage of 29% (P <0.05). Rhizobium sp bacteria caused a better growth
of quinoa plants after inoculation, determining the best stem growth that was obtained
with an inoculation of 6 x 10% cells / mL of Rhizobium sp with an average length of 14.68
cm, followed by the concentration of 3 x 102 cells / mL with 8.93 cm on average, with
the concentration of 1.5 x 108 cells / mL with 5.61 cm, and in the control 5.87 cm (P
<0.05). On the other hand, the greatest root lengths were obtained with Rhizobium sp
bacteria in the same dimensions of 1.5, 3 and 6 x 108 cells / mL that were 5.97 cm, 6.01
cm and 4.53 cm respectively and in the control 5.21 cm (P < 0.05). It is concluded that
Rhizobium sp bacteria have a positive effect on the germination and growth of quinoa

plants.

Keywords: inoculant, Rhizobium sp, quinoa, Chenopodium quinoa, in vitro.
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l. INTRODUCCION

La quinua es un cereal, muy demandada en los mercados de los Estados Unidos y Europa,
debido a su alto contenido de nutrientes esenciales para la fisiologia del ser humano y
debido a que su produccion es netamente organica. En la actualidad se carecen de
estudios, para aseverar que las bacterias Rhizobium sp posean efectos estimulantes en el
crecimiento de las plantas. Ante ello en esta investigacion, se desea investigar si las
bacterias del género Rhizobium sp, posee un efecto beneficioso en la germinacion de
semillas y crecimiento vegetal de las plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.).
De esta manera lograr la aplicacion en calidad de biofertilizante y asi disminuir el uso de

agroquimicos en los campos de cultivo de la region Puno.

El constante uso de fertilizantes quimicos en los suelos del Altiplano Peruano, ha traido
como consecuencia la erosion, la salinizacion y la disminucion de la carga microbiana
benéfica, originando la reduccion del normal crecimiento de las plantas. Entre la carga
microbiana benéfica se encuentran las bacterias fijadoras de nitrégeno, como lo son las
bacterias del género Rhizobium sp, los cuales se encuentran en simbiosis con las raices
de plantas de la familia Fabaceae; pero varios estudios dan a conocer que la inoculacion
de este género bacteriano, tiene también efectos benéficos en otras plantas que no sean

Fabéaceas.

La investigacion busca aislar Rhizobium sp. a partir de nddulos de alfalfa y demostrar su
efecto en la germinacion de semillas y el crecimiento de plantas de quinua in vitro hasta
la fase de aparicion de dos hojas verdaderas, y una vez comprobada su eficacia ser una

alternativa para aumentar el contenido en nitr6geno en los campos de cultivo en el
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departamento de Puno, ya que puede utilizarse como biofertilizante. Esta investigacion
nos permitira aplicar una alternativa basada en microorganismos frente a los productos
quimicos que son muy utilizados en la region de Puno por su capacidad de fijar nitrégeno.

Por tal razén esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 Objetivo General:
Evaluar el efecto de la inoculacion de rhizobium sp en quinua (Chenopodium quinoa

willd.) variedad salcedo — INIA.

1.2 Obijetivos Especificos:

- Determinar el efecto de las bacterias Rhizobium sp en el proceso de germinacién in
vitro de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) de la variedad Salcedo
INIA.

- Evaluar el efecto in vitro de Rhizobium sp en el crecimiento de plantas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) de la variedad Salcedo INIA, hasta la aparicion de dos

hojas verdaderas, mediante la determinacion de la longitud de raices y tallos.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes

Pérez et al. (2019), al evaluar el potencial alelopatico de lixiviados acuosos de Ipomoea
purpurea (campanilla morada) L. Roth en la germinacion de semillas y el crecimiento
radical de plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y determinar el efecto de estos
lixiviados en el crecimiento in vitro de Rhizobium tropici CIAT899, el lixiviado acuoso
de raiz como el de la parte aérea de I. purpurea estimuld la germinacion de semillas de
frijol y la elongacion radical, Gonzéales et al. (2018), evaluaron el efecto del
biofertilizante Azotobacter — Rhizobium en Lupinus mutabilis Sweet “tarwi”, como
alternativa a la fertilizacion quimica, el mejor tratamiento fue con Azotobacter sp. con
70% de germinacion, superior al control negativo, la biomasa seca fue superior a la
fertilizacion con nitrato de potasio luego de 20 dias de evaluacion; Jara (2015), al
identificar cepas del género Azotobacter y su efecto en coinoculacion con Rhizobium en
tomate (Lycopersicum esculentum) y que al producir &cido indolacético (AlIA) y no asi
solubilizar fosforo, obtuvo mejores resultados en cuanto a la altura, parametros de
biomasa, peso fresco de la raiz y peso del fruto inoculadas con Rhizobium sp. y el mejor
numero de frutos al inocular Azotobacter vinelandii; Gonzalez et al. (2015), evalud el
efecto del Bioenraiz®, con propiedades auxinicas estimulan la germinacion y el
crecimiento vegetal, en la obtencion de plantulas de cafeto del cultivar “Caturra rojo”
(Coffea arabica L.), la germinacion fue mejor con 200 mL/L de Bioenraiz®,
obteniéndose 79,4y 94,5 % a los 50 y 60 dias después de la siembra, respectivamente y

plantulas con mejores variables evaluadas.
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Chipana (2015), evalud el efecto biofertilizante Rhizobium etli en el rendimiento, calidad
y rentabilidad de Phaseolus vulgaris L. (vainita) en condiciones de campo demostrandose
que Rhizobium etli a una concentracion de 10%° cél/mL genera un mayor efecto en el
rendimiento, calidad y rentabilidad de la vainita en campo; Hernandez (2014),
experimento en el encino (familia Fagaceae) la inoculacion del hongo Boletus frostii, una
bacteria Rhizobium sp y ambos a la vez, no encontré diferencia significativa entre los
tratamientos, pero las mejores caracteristicas morfologicas se obtuvieron al inocular
ambos microorganismos induciendo mayor altura, mayor peso seco total y sobrevivencia
del 100%; Diestra (2014), determind que Rhizobium etli Rf-167-01 coinoculado con
Azotobacter chroococcum CALT-01 en plantulas de Solanum tuberosum “papa” var.
Canchan se determind que las plantulas coinoculadas obtuvieron mejores valores en las
variables agrondmicas evaluadas como la altura de las plantulas, longitud de raiz, peso de
la materia seca de la parte aérea, radicular y total de las plantulas y area foliar; Luna et
al. (2013), identificaron cuatro rizobacterias previamente aisladas de plantas de tomate
(Lycopersicum esculentum Mill.), las cepas MA04 y MAL17 aumentaron el porcentaje de
germinacién en 5 y 6% respectivamente, mientras que las cepas MAO6 y MA12

incrementaron el peso de las plantulas en 17 y 20% respectivamente.

Pérez et al. (2008), en Cuba, aislaron a los géneros bacterianos Bradyrhizobium vy
Rhizobium y/o Sinorhizobium a partir de los nédulos de las cinco plantas leguminosas, y
al inocular a plantas mostro que todas las cepas aisladas fueron efectivas en la nodulacion,
por tanto, son cepas promisorias para la obtencion de inoculantes para las leguminosas
forrajeras; Santillana et al. (2005), evaluaron 19 cepas de Rhizobium en la germinacion
y en el crecimiento de plantas de Lycopersicon esculentum, en arena esterilizada y en

camara de crecimiento, utilizando suelo franco arenoso, con pH 7.3, nueve cepas
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estimularon la germinacion de las semillas, mientras siete cepas promovieron el
crecimiento de plantas especialmente las cepas PEVF02 y PEVF08; Huanca (2001), al
determinar la infectividad y efectividad de alfalfa con cepas de los inoculantes BIAGRO
(B339) y RHIZOLAM (1D36), en Characato — Arequipa, fijo la mayor cantidad de
nitrégeno cuando se inoculé con RHIZOLAM y no existi6 diferencia significativa entre
el efecto de la preinoculacion y el peletizado sobre el poder germinativo de alfalfa;
Ballesteros & Lozano (1994), evaluaron ocho cepas de Rhizobium inoculadas con cinco
variedades de frijol, las cepas de mejor comportamiento en cuanto a nitrégeno fijado
fueron en su orden: CIAT 144, CIAT 899, y CIAT 2 con promedio de nitrégeno fijado

del 28%.
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2.2 Marco tedrico

2.2.1 Fijacion bioldgica del nitrégeno

Las bacterias simbi6ticas, son aquellas que se asocian a una planta en un nédulo de
fijacion del nitrogeno, incluyen distintos géneros de Rhizobium y otras pocas bacterias
(Burkholderia tuberum, Methylobacterium nodulans y Ralstonia taiwanensis, entre otros)
que nodulan con fabaceas (Carrillo, 2005), en cuyo interior se multiplican las bacterias y
transforman el nitrogeno (N) del aire en amonio, siendo asimilado por las plantas y les
permite crecer en suelos pobres en N, previamente las raices excretan un exudado de
flavonoides atrayentes de las bacterias Rhizobium (quimiotactismo), que activan la
expresion de genes para producir moléculas de reconocimiento e infeccion de la planta,
adhiriendose mediante proteinas especificas, a los pelos absorbentes, induciendo la
curvatura del extremo, mediante la liberacion de lipooligosacaridos conocidos como los

factores de nodulacion (Nod) (CIAT, 1988).

Las bacterias del género Rhizobium son bacilos aerobios rectos Gram negativos, con un
diametro de 0.5—-0.9 um y una longitud de 1.2 a 3.0 um, es mavil porque posee un flagelo
(polar o subpolar) o bien 2 a 6 flagelos peritricos, no forman esporas ni quistes y fijan
nitrégeno en simbiosis con plantas fabaceas, la temperatura 6ptima para su crecimiento
oscila entre los 25 a 30 °C y su coeficiente de G + C es del 59 — 64% (Jordan, 1984),
morfoldgicamente las células vegetativas jovenes son bacilos cortos y en cultivos
envejecidos o en condiciones ambientales adversas aparecen células pleomorficas; en
medio LMA, producen acidez moderada, forman colonias circulares, convexas, elevadas,
semitranslicidas y mucilaginosas, con didmetros de 2 a 4 mm luego de 3 a 5 dias de

incubacidn, algunas cepas son encapsuladas y la mayoria sintetizan exopolisacaridos
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solubles en agua, son organismos quimioorganotrofos con un metabolismo respiratorio

donde el oxigeno es el aceptor terminal de electrones (Mora, 2005).

La taxonomia de las bacterias Rhizobium sp es la siguiente (Ramirez et al., 2008):

Dominio : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Proteobacteria alfa
Orden : Rhizobiales
Familia : Rhizobiaceae
Género : Rhizobium sp.

Las bacterias son aerobias, tienen su temperatura 6ptima de crecimiento entre 25y 30 °C,
algunas especies crecen a temperaturas de 40 °C, el pH optimo entre 6.0 y 7.0, pero
pueden predominar entre 4.0 a 10.0, el tiempo de generacién de cepas Rhizobium sp es
entre 1.5 a 5.0 horas, son quimiorganoheterétrofo y utiliza un amplio rango de
carbohidratos y sales de &cidos organicos como fuente de carbono, sin formar gas, no son
capaces de metabolizar celulosa, almiddn, caseina, quitina y agar, algunas cepas requieren
de biotina, pantotenato o &cido nicotinico (Kuykendall et al., 2005), las células vegetales
de la corteza interna de las raices se dividen y originan el primordio nodular, provocando
la aparicion del nddulo, un verdadero 6rgano especializado en el intercambio metabolico
entre las raices y la bacteria, dichas simbiosis entre las bacterias Rhizobium y las fabaceas
son muy especificas, por ejemplo, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli induce la

nodulacidn del frijol, pero no en alfalfa(Truchet, 1993), tal como se observa en la tabla 1.
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Tabla 1. Plantas hospedadoras de bacterias del género Rhizobium (Carrillo, 2005).

Rizobacteria

Plantas hospedadoras

Allorhizobium undicola

Medicago sativa, Acacia spp, Lotus arabicus,

Neptunia natans

Azorhizobium caulinodans

Sesbhania spp (nddulos del tallo)

Bradyrhizobium elkanii

Glycine max, G. soja, y otras legumbres

B. japonicum

Glycine max, G. soja, y otras legumbres

B. yuanmingense

Lespedeza cuneata

Mesorhizobium chacoense

Prosopis alba

M. ciceri Cicer arietinum

M. huakuii Astragalus sinicus

M. loti Lotus spp.

Rhizobium etli Phaseolus vulgaris

R. galegae Galega officinalis, G. orientalis

R. leguminosarum bv. viciae

Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens spp

bv. phaseoli Phaseolus vulgaris
bv. trifolii Trifolium spp.
R. tropici Phaseolus vulgaris, Leucaena spp, Macroptilium

Spp

Sinorhizobium sp.

Acacia, Prosopis

S. meliloti

Medicago, Melilotus, Trigonella spp

Bradyrhizobium sp.

Parasponia spp (no legumbre)

Las bacterias se mantienen confinadas en los simbiosomas (vesiculas protegidas por

membranas), que actian como barrera y controla el flujo de acidos carboxilicos (malato,
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succinato, fumarato), los cuales se constituyen en fuente de carbono, tales acidos
proceden de la oxidacion de carbohidratos biosintetizados en las hojas mediante la
fotosintesis, a continuacion las bacterias se van transformando en bacteroides, grandes e
irregulares, generando proteinas especificas como la nitrogenasa y algunos citocromos
(Carrillo, 2005), para que los nodulos fijen nitrogeno (N), deben contener
leghemoglobina, que transporta el oxigeno a bajas concentraciones pero en forma estable,
permitiendo una elevada actividad respiratoria sin afectar a la nitrogenasa, pues se
inactiva ante la presencia de oxigeno, asimismo acumulan poli — B — hidroxibutirato

(Madigan et al., 2003).

Existen dos tipos de nédulos, uno indeterminado y alargado (en arveja y alfalfa) y otros
determinados y globosos, los indeterminados se alargan por la presencia de un meristemo
persistente localizado en el apice, por otra parte, los ndédulos determinados son globosos,
debido a la presencia de meristemos esféricos (Patriarca, 2002), los genes esenciales para
la nodulacién, incluyen los implicados con la formacion de la pared celular bacteriana
que expresan la sintesis de exo y lipopolisacaridos, el otro gen es de nodulacién (nod),
que reside en el plasmido Sym junto a los genes de fijacion (nif), los genes nod son
inducidos por la presencia del hospedador, su principal funcion es la biosintesis de

proteinas de reconocimiento de flavonoides (Ballati, 1996).

2.2.2 Fijacién simbidtica de nitrogeno en fabaceas

La fijacion bioldgica de nitrégeno (N) la llevan a cabo entre procariotas del suelo en
simbiosis con las raices de las plantas, fijando aproximadamente entre 140y 175 millones
de toneladas de N, y las bacterias del género Rhizobium sp contribuyen entre 35 a 75

millones de toneladas de nitrégeno fijado (Ferrera & Alarcon, 2010), por tanto las
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fabaceas aumentan la fertilidad de los suelos, dependiendo de la relacion bacteria — planta
— ambiente, asimismo, la seleccion de variedades de fabaceas con mayor capacidad para
fijar nitrdgeno y adaptadas a diversos ambientes incrementaria el aporte de nitrogeno a

los cultivos (CIAT, 1988).

Las fabaceas silvestres como cultivadas son noduladas por las cepas Rhizobium sp nativos
del suelo, no siendo siempre efectivos, por lo que debe de realizarse la seleccion de cepas
sobresalientes, también cada cepa debe ser capaz de adaptarse a distintas condiciones de
suelo y nodular efectivamente muchos cultivos de fabaceas (Soto & Garcia, 2004),
cuando una fabacea es introducida por primera vez, no presenta nodulacion o es muy baja
e inefectiva, porque su simbionte no se encuentra en el suelo y no tiene competencia de
otras cepas del suelo, lo contrario sucede en fabaceas cultivadas por muchos afos, ya que
los Rhizobium sp nativos especificos siempre estan presentes y persisten en el suelo, como
sucede en suelos de México, donde los Rhizobium sp de frijol al inicio en temporada de
lluvias presentan un nimero mas probable (NMP) de 1000 a 8000 células por g de suelo,
y al cultivar la fabacea, la poblacion bacteriana alcanza los 50000 cél/g de suelo (Ferrera

& Alarcon, 2010).

En la soya (Glycine max), se observé que mas del 40% de los suelos no tienen Rhizobium
sp para esta fabacea; en cambio, los Rhizobium sp del caupi (Vigna unguiculata) estan
presentes en valores de 1000/g de suelo, muchas cepas de Rhizobium sp del suelo son de
baja efectividad, pero se encuentran en altos recuentos en el suelo, aunque nodulan
abundantemente a su hospedero, fijan bajas cantidades de N, sin embargo, la competencia
es el factor mas critico para lograr el éxito en la inoculacion de fabaceas, ya que las

poblaciones inefectivas de Rhizobium representan una barrera para el establecimiento y
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nodulacién de las cepas inoculadas (Ferrera & Alarcon, 2010), por otro lado, la fijacion
de N inicia entre los primeros 15 y 20 dias después de la emergencia cuando los primeros
nodulos se han formado (Elkan, 1992), la sacarosa, procedente de la parte aérea es la
fuente principal del carbono que requieren los nédulos; sin embargo, los bacteroides no
pueden utilizar los di 0 monosacaridos debido a que carecen de transportadores o vias

glicoliticas para metabolizar los azucares (Ferrera & Alarcon, 2010).

2.2.3 Laquinua (Chenopodium quinua Wild)
La informacion que se menciona a continuacion fue reportada por Ledn (2003).
Taxonomia
Reyno: Vegetal
Division: Faner6gamas
Clase: Dicotiledoneas
Sub — clase: Angiospermales
Orden: centroespermales
Familia: Chenopodiceas
Género: Chenopodium
Seccién: Chenopodia
Subseccion: Cellulata

Especie: Chenopodium quinua Willd.

Origen. Se atribuye su origen a la zona andina del Altiplano Peruano — boliviano, por
estar caracterizada por la gran cantidad de especies silvestres y la gran variabilidad
genética, principalmente en ecotipos, reconociéndose cinco categorias basicas (Leon,

2003).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
| Attiplano

Quinuas altiplanicas. Crecen en lugares aledafios al lago Titicaca a una altura de 3800
msnm, estos cultivos se caracterizan por tener buena resistencia a las heladas, son bajos
en tamafo, no ramificados (tienen un solo tallo y panoja terminal que es glomerulada
densa), llegan a tener una altura de 1 a 2 m, con periodo vegetativo corto, se tiene quinuas
precoces como: lllpa-INIAy Salcedo — INIA, semi — tardias: blanca de Juli, tardias: como

la kancolla, chewecca, tahuaco, amarilla de Marangani (Leon, 2003).

Variabilidad genética. La quinua es una especie tetraploide, constituido por 36
cromosomas somaticas, esta constituido por 4 juegos cromosomicos, con un numero
basico de 9 cromosomas (4n =4 x 9 =36). El color de las plantas de quinua es un caracter
de herencia simple; en cambio el color de los granos es por la accion de agentes

complementarios, siendo el color blanco un caracter recesivo (Ledn, 2003).

En quinua el tipo de inflorescencia puede ser amarantiforme o glomerulada, siendo esta
ltima dominante sobre la primera. EI contenido de saponina en quinua es heredable,
siendo recesivo el caracter dulce. La saponina se ubica en la primera membrana. Su
contenido y adherencia en los granos es muy variable y ha sido motivo de varios estudios
y técnicas para eliminarla, por el sabor amargo que confiere al grano (Gandarillas, 1979),
que el caracter amargo o contenido de saponina estaria determinado por un simple gen
dominante. Sin embargo, la presencia de una escala gradual de contenido de saponina

indicaria mas bien su caracter poligénico (Leon, 2003).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tamafo de muestra

El tamafio de muestra estuvo constituido por 100 semillas de la variedad Salcedo INIA
para evaluar los efectos en el proceso de germinacion. Mientras tanto para evaluar el
efecto en el crecimiento vegetal, el tamafio de muestra fue de 50 plantas, originadas post

germinacion.

3.2 Tipo de estudio

Experimental y analitico de corte transversal.

3.3 Determinacion del efecto de las bacterias Rhizobium sp en el proceso de

germinacion in vitro de semillas de quinua

3.3.1 Frecuenciay muestreo

El muestreo a realizar esta investigacion, fue no probabilistico por conveniencia (Casal
& Mateu, 2003), y estuvo conformado por la localidad de muestreo del centro poblado de
Moro Orcco del distrito de Azangaro, debido a que estas localidades poseen campos de
cultivo de papa, quinua, habas, entre otros cultivos; el aislamiento se realiz6 con tres
repeticiones en tres campos de cultivo, haciendo un total de nueve unidades

experimentales.

3.3.2 Descripcion detallada de los equipos y materiales por objetivo especifico

Descripcion de las caracteristicas de la variedad Salcedo INIA de la quinua
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La variedad Salcedo INIA, posee las siguientes caracteristicas (INIA, 2017): tiene un
crecimiento herbaceo, su hébito de crecimiento es simple, su ciclo vegetativo, es de 150
dias en el Altiplano, 135 dias en los valles interandinos, 120 dias en la costa, la altura de
la planta puede llegar oscila entre 1.48 a 1.70 m, y su rendimiento promedio de gramo, es

de 2.5 t/ha en la zona alto andina y de 6.5 t/ha en costa y valles interandinos.

Figura 1. Individuo de quinua variedad Salcedo INIA.

Aislamiento de Rhizobium sp. A partir de nodulos de alfalfa, se desarrollé la
metodologia realizada de acuerdo al manual del CIAT (1988), con ayuda de una pala, se
extrajeron las plantas de alfalfa (Medicago sativa) que presentaron mejor aspecto en los
campos de cultivo del centro poblado de Moro Orcco, en el distrito de Azangaro, luego
se colectaron sus raices, se colocaron los nddulos en frascos con silica gel y algodon para
su posterior conservacion, asignandoles a cada muestra un codigo de acuerdo al lugar de
muestreo y numero de planta, posteriormente se trasladaron al laboratorio de Ecologia de
la FCCBB - UNAP para su tratamiento y procesamiento respectivo, una vez en el
laboratorio de Ecologia, se seleccionaron 3 nddulos de las raices de alfalfa de cada frasco

con silica gel, se colocaron en sobres de papel de filtro estéril y se hidratd en agua
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destilada estéril durante 30 minutos, se desinfectaron con alcohol al 70% por espacio de
1 min en un recipiente estéril, se trasladaron a otro recipiente que contenia hipoclorito de
sodio (lejia) al 3% y se dejé reposar durante 3 minutos, posteriormente se enjuagd cuatro
veces con agua destilada estéril hasta que no se perciba el olor a hipoclorito de sodio, con
ayuda de las pinzas estériles, se abrieron los sobres que contienen los nodulos, se
colocaron los nédulos en placas Petri estériles y con ayuda de una pipeta se agregd una
gota de agua destilada estéril a cada uno, con una bagueta se procedio a tritutarlos, y
utilizando un asa de siembra, mediante estrias se cultivo en placas Petri con medio Agar
Levadura Manitol (LMA) con Azul de Bromotimol, por estrias paralelas, posteriormente
se incubaron las placas a 28 °C por 72 horas, una vez observado el crecimiento, se
procediod a elegir las colonias de los posibles Rhizobium sp teniendo en consideracion las
caracteristicas tipicas de estos. Posteriormente se reaislaron en placas Petri con medio

LMA hasta obtener colonias aisladas con crecimiento homogéneo (Zufiiga, 2012).

Inoculacion de Rhizobium en semillas de quinua. Las semillas de quinua se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% por un lapso de tiempo de 3 minutos, a
continuacidn, se lavaron tres veces consecutivas hasta retirar todas las impurezas, luego
se realizd la imbibicion de las semillas en frascos de vidrio de 250 mL, los cuales
contenian concentraciones bacterianas de los estandares 1.5 x 108 células/mL, 3 x 108
células/mL y 6 x 108 células/mL, segun los estandares 0.5, 1 y 2 de McFarland, por un
tiempo de 35 minutos y luego se secaron por 40 minutos, finalmente, se colocaron en
bandejas de plastico de 310 mm de largo por 210 mm de ancho, de manera que se
colocaron 10 semillas por fila y 5 semillas por columna, hasta obtener 50 semillas en
total, evaluandose el porcentaje de germinacion a las 48 horas.

El parametro del porcentaje de germinacion (PG) de semillas de quinua (Carrillo et al.,
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2015), se determiné cada 24 horas por un tiempo total de 05 dias y se calculé mediante

la siguiente ecuacion matematica:

Semillas germinadas
= ; X
Numero total de semillas de prueba

PG 100

3.3.3 Variables que se analiz6
Variable independiente: Inoculacion de bacterias Rhizobium sp.

Variable dependiente: Porcentaje de germinacion.

3.3.4 Pruebas estadisticas para contrastar las hipotesis

El disefio experimental que se aplico fue completo al azar. En la evaluacion de la
germinacion de semillas, los tratamientos estuvieron representados por las placas Petri
con semillas inoculadas y no inoculadas, cada tratamiento presento tres repeticiones. En
la evaluacion, los porcentajes de germinacion de semillas de quinua fueron analizados
mediante un andlisis de varianza y pruebas de Tukey. Para todo el anélisis se considerd
un nivel de confianza del 95% (lbafiez, 2009), la tabulacion de datos se elaboré en el
programa Microsoft Office Excel y el anélisis se realizd con el paquete estadistico Infostat

(version libre).

3.4 Evaluacion del efecto in vitro de Rhizobium sp en el crecimiento de plantas de

quinua

3.4.1 Frecuenciay muestreo

El muestreo a realizar esta investigacion, fue no probabilistico por conveniencia (Casal
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& Mateu, 2003), y estuvo conformado por la inoculacion en semillas de quinuay posterior
observacion del crecimiento de plantas de quinua, la administracion se llevo a cabo con

tres repeticiones, haciendo un total de nueve unidades experimentales.

3.4.2 Descripcion detallada de los equipos y materiales por objetivo especifico

La evaluacion in vitro del crecimiento de la quinua, se realizé hasta la fase fenolégica de
la aparicién de 2 hojas verdaderas, tal como se observa en la Figura 2, debido a que se
desea investigar en sus fases iniciales del crecimiento de la quinua, mas no en todo el

desarrollo de las plantas.

130 - 160 dias
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100 - 130 dias
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Figura 2. Fases fenoldgicas del cultivo de la quinua, la linea roja indica hasta que etapa

se realizo la investigacion.

Para determinar el efecto in vitro de Rhizobium sp en el crecimiento de plantas de quinua,
hasta la aparicion de dos hojas verdaderas, se realizaron los siguientes procedimientos:
de las cepas de Rhizobium sp conservadas en refrigeracion, se tomaron una asada, luego
se sembr6 en caldo levadura manitol, posteriormente se incub6 a 28 °C por 7 dias con la
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finalidad de obtener una poblacion de bacterias de 1.5 x 10® células/mL, 3 x 108
células/mL y 6 x 108 células/mL, las cuales fueron inoculadas en las semillas post
germinadas, para la autenticacion se escogieron las semillas de quinua que presentaron
radiculas con punta fina, las semillas pequefias germinadas se transfirieron a tubos de
ensayo conteniendo medio Knop gelificado con agar, los tubos que presentaron las
semillas se cubrieron con papel aluminio en la parte externa inferior para proporcionarle
la oscuridad necesaria a la raiz, los tubos se colocaron en gradillas y se traslado a una
camara de crecimiento, proporcionandoles 12 horas de luz blanca y directa (utilizandose
dos fluorescentes de 40 watts cada uno) y 12 horas de oscuridad, a una temperatura
ambiente (Zufiga, 2012), la observacion del efecto de las bacterias Rhizobium sp en el
crecimiento y la biometria, se realizé al concluir los 30 dias de experimentacion, hasta la
fase fenologica de aparicion de las dos hojas verdaderas, una vez finalizada el tiempo de
experimentacion, se realizo la evaluacion biométrica de la longitud de tallos y raices con

la ayuda de un vernier, en un total de 5 plantas colectadas al azar.

3.4.3 Variables que se analizé
Variable independiente: Inoculacién de bacterias Rhizobium sp en tres
concentraciones
Variable dependiente: Crecimiento de plantas de quinua (longitud de tallos y

raices).

3.4.4 Pruebas estadisticas para contrastar las hipotesis
El disefio experimental que se aplicd fue completo al azar. En la evaluacion del
crecimiento de las plantas de quinua, los tratamientos estuvieron representados por los

tubos de ensayo conteniendo plantas de quinua inoculadas y no inoculadas, cada
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tratamiento presentd tres repeticiones. En la evaluacion, las longitudes de tallos y raices
inoculados y no inoculados fueron analizados mediante un analisis de varianza y pruebas
de Tukey. Para todo el analisis se considerd un nivel de confianza del 95% (Ibafiez, 2009),
la tabulacion de datos se elabor6 en el programa Microsoft Office Excel y el analisis se

realizd con el paquete estadistico Infostat (version libre).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto de las bacterias Rhizobium sp en el proceso de germinacién in vitro de
semillas de quinua
Los porcentajes de germinacion de semillas de quinua, variaron segun la concentracion
de bacterias inoculadas, el mayor promedio de germinacion se obtuvo al inocular una
concentracion de 6 x 108 células/mL con el 90.33%, seguido de 3 x 108 células/mL con
57.67% y con 1.5 x 108 células/mL un porcentaje de germinacion de 29%, éste Gltimo fue
similar al promedio obtenido con el tratamiento control en el cual se obtuvo un porcentaje
de 29%. Todos los coeficientes de variabilidad oscilaron entre 3.45%y 12.43%, los cuales

los datos presentaron una dispersion baja (Tabla 2).

Tabla 2. Germinacion (%) de semillas de quinua inoculadas con Rhizobium en tres
concentraciones, Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos — FCCBB — UNA P,

julio a setiembre del 2017.

Concentraciones Repeticiones
Prom C. V.
bacterianas

1 2 3 (%) (%)

(estandar McFarland)
Control 25 32 30 29.00 12.43
1.5 x 108 células/mL (0.5) 30 28 29 29.00 3.45
3 x 108 células/mL (1) 60 55 58 57.67 4.36
6 x 108 células/mL (2) 85 92 94 90.33 5.23

Al realizar el andlisis estadistico de los porcentajes de germinacion post inoculacion con

diferentes concentraciones de bacterias Rhizobium sp, presentaron diferencia estadistica
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significativa (F=239.86; gl=2; P=0.0001), siendo mayor el porcentaje de germinacion al
inocular concentraciones bacterianas de 6 x 10® células/mL, seguidos de 3 x 108
células/mL y la concentracion 1.5 x 108 células/mL, ésta Gltima fue similar a los

resultados obtenidos en el tratamiento control (Figura 3).

95.387

A
77.99
60.61-
B
43.22
i : i ;
25.84
6 3 15

Control
TRATAMIENTOS BACTERIANOS (x 10 E8 células/ml)

Germinacién de semillas (%)

Figura 3. Prueba de Tukey del efecto de las concentraciones de Rhizobium sp en la
germinacién de semillas de quinua, Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos —

FCCBB — UNA P, julio a setiembre del 2017.

Las bacterias estimulan el crecimiento de los tallos y las raices, lo cual concuerda con
Perrine et al. (2004), quienes afirman que las bacterias Rhizobium sp producen altas
concentraciones de &cido indol acético (AlA), lo cuales estimulan el crecimiento de
semillas en el cultivo del arroz, varias especies tales como R. leguminosarum bv trifolii,
como bacterias fijadoras del nitrogeno promueven el crecimiento de plantas no
leguminosas, ya que poseen efectos en las raices de arroz (Oryza sativa) y Rhizobium etli

en raices de maiz (Zea mays), pudiendo introducirse y colonizar otras plantas como
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Azorhizobium caulinodans en las raices de la oleaginosa Brassica napus (Santillana et
al., 2005); segun Mayak et al. (2004) afirman que las cepas de Rhizobium sp producen
ACC deaminasa, que reduce el nivel de etileno en las raices de las plantas,

incrementandose de esta manera la longitud y el crecimiento de las raices.

La presencia de nodulos en las raices de la alfalfa no fue abundante por lo que se debid
salir varias veces al campo para recolectar nuevos nodulos, pero al cabo de ello se logro
obtener el desarrollo de las colonias en los medios de cultivo, este incidente suscitado en
el Laboratorio de Ecologia, se deberia probablemente a que los suelos presentaron niveles
de acidez moderada lo que no permitiria el desarrollo de Rhizobium sp, ya que los suelos
muy acidos originan problemas de nutricion mineral como la deficiencia de Ca, Mg y K,
tanto para Rhizobium como para las fabaceas hospedante (Jimenez & Lamo, 1998), por
otro lado, la deficiencia de fésforo (P) y nitrogeno (N), causa la reduccion de la fijacion
de nitrogeno, originando efectos especificos en la iniciacion y crecimiento de los nédulos
y la enzima nitrogenasa, principal caracteristica de las bacterias Rhizobium sp (Montes,
1999), asi como por la reducida absorcion de molibdeno (Mo) que disminuye el
crecimiento de las fabaceas y por tanto de sus nodulos; sin embargo, la presencia de
algunos nddulos radiculares con pigmentacion interna roja, se debe probablemente a la
abundancia de cationes divalentes (Ca++y Mg++), quienes se encuentran en niveles altos

no permitiendo la viabilidad nodular (Mayea et al., 1998).

Los nddulos de las raices de la alfalfa, variaron segun la localidad de procedencia, lo cual
concuerda con lo manifestado por Somasegaran & Hoben (1994), quienes afirman haber
encontrado los mayores porcentajes de Rhizobium sp en los Municipios de Santa Rosa y

Villanueva en Colombia, y podria deberse a la mayor actividad de siembra de fabaceas,
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en especial la planta de donde se aisl6 la bacteria (frijol caupi) y por la ausencia de iones
de AI** reprimiendo la expresion del gen nod (Richardson et al., 1988), y Co*2, que son

metales perjudiciales para el crecimiento de las plantas.

Por otro lado, las plantas controlan el nimero de nddulos, mediante procesos fisioldgicos
de autorregulacion, controlados por la presencia de nitratos en sus suelos, donde las raices
de las plantas fabaceas poco noduladas, pueden darse en casos donde abunde nitrégeno
en el suelo, inhibiendo la nodulacion (Caba et al., 2001), asimismo Coyne (2000) indica
que el numero de nddulos dependera de la presencia de fosforo, potasio, magnesio y
calcio, presentes en el suelo, adicionalmente, los niveles altos de fosforo (P), incrementa
la absorcion de manganeso (Mn), induciendo al descenso en el nimero y el volumen de

nodulos, contrarrestado por la presencia de calcio (Pérez & Torralba, 1997).

Las colonias de Rhizobium spp presentaron una textura cremosa, de coloracion entre
blanquecina y rosada, de regular tamafio (Figura 10), lo cual concuerdan con los
reportados por Spaink (2000) y Coyne (2000), ya que afirman que las colonias de
Rhizobium presentan una consistencia mucosa por los lipopolisacaridos y las formas
bacterianas variaron desde esferoidales a bacilares alargadas, incluyendo irregulares, lo
cual concuerda con lo observado en la presente investigacion; asimismo, fueron similares
a los reportados por Carranza (2004), quien también reporta que colonias amarillas y
mucosas, Gram negativas maviles, todo bacilos y 2 cepas aisladas con morfologia de
cocobacilo; por otro lado, Morales (1992) reporta similares resultados de aislamiento de
Rhizobium en LMA — ABT, obteniendo colonias convexas — conicas, algunas mas
aplanadas, textura humeda y elastica, Gram negativos, y produciendo notable acidez,

cambiando el medio de verde a amarillo en 48 horas; asimismo difiere, ya que las colonias
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fueron de color blanco lechoso de aspecto brillante y el tamafio de colonias fueron

mayores a 4 mm.

En la investigacion se utilizé los medios de cultivo Agar Levadura Manitol con Azul de
Bromotimol (LMA — ABT) para el aislamiento de Rhizobium spp, esta afirmacion
coincide con Hernandez et al. (2012), quienes recomiendan que para lograr el aislamiento
efectivo de bacterias nativas Rhizobium, realizar la extraccion directa de los nddulos de
las plantas en estudio, utilizando medios de cultivo especificos para la diferenciacion
bioquimica de las especies, entre los mas conocidos y utilizados se mencionan al medio
Levadura Manitol Agar (LMA), la cual obtuvieron en siete dias (Vasquez & Guevara,

2015).

4.2 Efecto in vitro de Rhizobium sp en el crecimiento de plantas de quinua

Los mejores crecimientos en longitud de los tallos de las plantas de quinua, variaron segun
la concentracion de bacterias inoculadas, el mayor promedio de longitud de tallo se
obtuvo al inocular una concentracion de 6 x 108 células/mL con el 14.68 cm, seguido de
3 x 108 células/mL con 8.93 cm y con 1.5 x 108 células/mL con una longitud de 5.61 cm,
mientras que en el control se obtuvo un promedio de 5.87 cm. Todos los coeficientes de
variabilidad oscilaron entre 1.97% y 4.58%, los cuales los datos presentaron una

dispersion baja (Tabla 3).

Los mejores crecimientos en longitud de las raices de las plantas de quinua, variaron
segun la concentracion de bacterias inoculadas, el mayor promedio de longitud de raices
se obtuvo al inocular una concentracion de 3 x 10 células/mL con 6.01 cm, seguido de

1.5 x 108 células/mL con 5.97 cm y con 6 x 108 células/mL con una longitud de 4.53 cm,
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mientras que en el control se obtuvo un promedio de 5.21 cm. Todos los coeficientes de
variabilidad oscilaron entre 2.48% y 4.52%, los cuales los datos presentaron una

dispersion baja (Tabla 4).

Tabla 3. Longitud de tallos post inoculacion de plantas de quinua con bacterias del género
Rhizobium sp en tres concentraciones, Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos —

FCCBB — UNA P, julio a setiembre del 2017.

Concentraciones Repeticiones
Prom C. V.
bacterianas

1 2 3 (cm) (%)

(estdndar McFarland)
Control 6.15 5.48 5.97 5.87 1.97
1.5 x 108 células/ml (0.5)  5.04 6.10  5.68 561  3.17
3 x 108 células/mL (1) 8.54 9.61 8.64 8.93 2.21

6x 10°célulasimL (2) 1240 1542 16.23 1468  4.58

Al realizar el analisis estadistico de longitud de tallos post inoculacion con diferentes
concentraciones de bacterias Rhizobium sp, presentaron diferencia estadistica
significativa (F = 44.26; gl = 3; P = <0.0001), siendo mayor la longitud de tallos al
inocular concentraciones bacterianas de 6 x 10® células/mL, seguidos de 3 x 108
células/mL, el control y la concentracion 1.5 x 108 células/mL, éstos Gltimos tratamientos

presentaron diferencia estadistica significativa (Figura 4).
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Figura 4. Prueba de Tukey del efecto de las concentraciones de Rhizobium sp en la
longitud de los tallos de plantas de quinua, Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos

— FCCBB — UNA P, julio a setiembre del 2017.

Tabla 4. Longitud de raices post inoculacion de plantas de quinua con bacterias del

género Rhizobium sp en tres concentraciones bacterianas, julio a setiembre del 2017.

Concentraciones Repeticiones
Prom C. V.
bacterianas

1 2 3 (cm) (%)

(estandar McFarland)
Control 4.48 5.26 5.89 521 4,52
1.5 x 108 células/ml (0.5)  5.45 5.94 6.53 5.97 3.02
3 x 108 células/mL (1) 5.50 6.32 6.22 6.01 2.48
6 x 108 células/mL (2) 4.61 4.14 4.85 4.53 2.66
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Al realizar el anélisis estadistico de la longitud de las raices post inoculaciéon con
diferentes concentraciones de bacterias Rhizobium sp, presentaron diferencia estadistica
significativa (F = 5.30; gl = 3; P = 0.0264), siendo mayor la longitud de las raices al
inocular concentraciones bacterianas de 3 x 108 células/mL, seguidos de 1.5 x 10°
células/ml, el control y la concentracion 6 x 108 células/mL, éstos Gltimos tratamientos
presentaron diferencia estadistica significativa (Figura 5).

6.417

A
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5.43
AB
4,944
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4.44
3 . 6

TRATAMIENTOS BACTERIANOS (x 10 E8 células/ml)

LONGITUD DE LA RAICES (cm)

Figura 5. Prueba de Tukey del efecto de las concentraciones de Rhizobium sp en la
longitud de las raices de plantas de quinua, Laboratorio de Microbiologia de los

Alimentos — FCCBB — UNA P, julio a setiembre 2017.

Los resultados obtenidos en la investigacion, coinciden con los experimentos realizados
con bacterias Rhizobium sp que mejoraron el rendimiento del cultivo de habas (Vicia
faba) a nivel de campo (Nufiez et al., 2005), asimismo, las cepas de Rhizobium sp,

estimulan la germinacion de semillas de otras plantas que no sean fabaceas, como el
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tomate(Lycopersicon esculentum) y promueven su crecimiento, ya que poseen un efecto
estimulante sobre las semillas de tomate, resultando en una mejor germinacion, debido a
la habilidad a que los rizobios producen hormonas como el acido indol acético, acido

giberélico y citoquininas, que son hormonas vegetales (Dey et al., 2004).

Perrine et al. (2004) afirma que el efecto de las bacterias Rhizobium sp, se debe a que
éstas producen el acido indol acético, las giberelinas y las citoquininas, los cuales son
liberados a la rizosfera o en los tejidos de las plantas, de esta manera estimulan el
desarrollo de la raiz e incrementan la absorcion de nutrientes de la raiz, logrando asi el
beneficio de las plantas no leguminosas, lo cual concuerda con Gutiérrez & Martinez
(2001) quienes encontraron incrementos de 42% de la materia seca de la parte aérea y de

49% de la materia seca de raiz en plantas de maiz inoculadas con Rhizobium etli.

Por otro lado, las plantas inoculadas con Rhizobium asegura el mayor desarrollo radicular
del cultivo, mejorando la respuesta de la planta ante estrés o sequia, de esta manera
estimula el crecimiento general de las plantas (Domit et al., 1990), evidenciado el
incremento en la altura y peso seco total de las plantas, asimismo, otra estimulacion es la
produccion de sideréforos microbianos que controlan la presencia de enfermedades en el
suelo y en nutricion de las plantas con hierro (Loper & Buyer, 1991), también poseen la
capacidad de solubilizar fosfato (Halder & Chakrabartty, 1993) y producen &cido indol
acético (AlA) (Wang et al., 1982), regulando el crecimiento directo de la raiz, tal como
se obtuvo en plantas de canola (Brassica campestris) y la lechuga (Lactuca sativa) (Noel
et al., 1996), aduciéndose a la presencia de las citoquininas (Saghir & Javed, 2010), que
estimulan el mayor desarrollo de la raiz e incrementa la capacidad de absorcién de

nutrientes de la raiz (lzaguirre et al., 2007) y giberelinas que aumentan el crecimiento de
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brotes de las plantulas, y también produce citosinas (Ahmad et al., 2008).

La promocién del crecimiento y el incremento en longitud de las hojas se debe también a
los mecanismos diferentes como la supresion de patdgenos, a través de la liberacion de
siderdforos, antibidticos, cianuro de hidrégeno (Vessey, 2009) y enzimas como la 1-
aminociclopropano -1 — acido carboxilico (ACC) — deaminasa (Dobbelaere et al., 2003),
mejorando asi la nutricion de las plantas y favoreciendo el desarrollo del sistema radical
y el crecimiento de las plantas; en tal sentido posee un potencial para que sea utilizado
como promotor de crecimiento de plantas no leguminosas, constituye un medio
econdémicamente atractivo y ecoldgicamente aceptable para reducir el uso de quimicos en

plantas (Chabot et al., 1996).

El crecimiento de todas las plantas esta determinado de forma directa o indirecta por la
disponibilidad de nutrientes minerales, en especial del nitrogeno, debido a que es un factor
limitante mas importante, una planta con deficiencia de nitrégeno sufriria clorosis,
manifestando una coloracion amarillenta de tallos y hojas, falta de desarrollo y debilidad,
por el contrario, cuando la planta tiene suficiente nitrogeno, sus hojas y tallos crecen
rapidamente, en ese sentido en agricultura el nitrégeno es el principal nutriente para el
crecimiento de las plantas y, asi, en suelos carentes de nitrégeno, los rendimientos de los

cultivos son bajos (Calvo, 2011).
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V. CONCLUSIONES

- Las bacterias Rhizobium sp originan efectos positivos en el proceso de germinacién
de semillas de quinua obteniéndose promedios de germinacién del 90.33% al
inocular una concentracion de 6 x 108 células/mL, seguido de 3 x 108 células/mL con
57.67% y con 1.5 x 108 células/mL un porcentaje de germinacion de 29.00%,

existiendo diferencia estadistica significativa entre los tratamientos (P<0.05).

- Invitro, las bacterias Rhizobium originan un mejor crecimiento en plantas de quinua
post inoculacion, determinandose el mejor crecimiento de tallos que se obtuvieron
con una inoculacion de 6 x 102 células/mL de Rhizobium sp con un promedio de
longitud de 14.68 cm, seguido de la concentracion de 3 x 108 células/mL con 8.93
cm como promedio, y finalmente con la concentracion de 1.5 x 108 células/mL con
5.61 cm; las mayo longitud de raices se obtuvieron con bacterias Rhizobium sp en
concentraciones de 3 x 108 células/mL, con 6.01 cm, seguido de 1.5 x 108 células/mL

con 5.97cm y finalmente con la concentracion de 6 x 108 células/mL con 4.53cm.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar la identificacién molecular de las especies de bacterias Rhizobium spp

aisladas en suelos del Altiplano Peruano.

- Evaluar las especies de bacterias Rhizobium spp aisladas en los suelos del
altiplano Punefio para establecer su potencial como fijadoras de nitrégeno en las

diversas variedades comerciales de quinua (Chenopodium quinoa).

- Realizar inoculaciones experimentales en diferentes concentraciones y diversas
semillas de fabaceas con la finalidad de obtener bioinoculantes propios del

Altiplano Peruano.
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Figura 6. Cultivo de alfalfa en la localidad del centro poblado Moro Orcco del
distrito de Azangaro durante los meses de julio a setiembre del 2017.

Figura 7. Obtencion de nddulos de Rhizobium sp a partir de raices de alfalfa en el
Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos — FCCBB — UNA P, durante los meses
de julio a setiembre del 2017.

Figura 8. Proceso de desinfeccion de semillas de quinua variedad Salcedo INIA 'y
nodulos de alfalfa, realizado en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos —
FCCBB — UNA P, durante los meses de julio a setiembre del 2017.
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Figura 9. Proceso de plaqueado con agar Levadura Manitol (LMA) con azul de
bromotimol y cultivo de nédulos de alfalfa, realizado en el Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos — FCCBB — UNA P, durante los meses de julio a
setiembre del 2017.

Figura 11. Inoculacion y transferencia de semillas de quinua a tubos de ensayo
conteniendo agar Knop realizado en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos —
FCCBB — UNA P, durante los meses de julio a setiembre del 2017.
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Figura 12. Plantas inoculadas de quinua con Rhizobium sp luego de 30 dias de cultivo
in vitro realizado en el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos — FCCBB —

UNA P, durante los meses de julio a setiembre del 2017.

Figura 13. Medicion de las plantas de quinua, realizado en Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos — FCCBB — UNA P, durante los meses de julio a
setiembre del 2017.

Analisis de la varianza

Variable N R R® Aj CV
Germinacidn 12 0.99% 0.%8 6.34

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. s5C gl CH F p-valor
Modelo. TeT5.67 3 2558.56 239.86 <0.0001
Tratamientos T7675.67 3 Z558.56 239.86 <0.0001
Error 85.33 & 10.67
Total T761.00 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.53961
Error: 10.86667 gl: &

Tratamisntos Medias n E.E.
& x 10 E8 células/ml (Z) 90.33 3 1.89% A
3 x 10 E8 células/ml (1) 57.67T 3 1.8%9 B
1.5 % 10 E8 células/ml (O0... 29.00 3 1.8% cC
Control 28,00 3 1.8%9 C

M=dias con una letra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)

Figura 14. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los porcentajes de germinacion
de semillas post inoculacion de Rhizobium sp en tres concentraciones de 1.5 x 108

células/mL, 3 x 108 células/mL y 6 x 108 células/mL.
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Analisis de la varianza

Variable N E*= R= A3 CW
Tallos 12 0.84 0.92 12.53

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5 gl CM F p-valor
Modelo. 160.29% 3 53.43 44.26 <0.0001
Tratamientos 160.29 3 53.43 44.26 <0.0001
Error 9.66 &8 1.:21
Total 169.54 11

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.87282
Error: 1.2072 gl: &

Tratamientos Medias n E.E.
6 x 10 EB celulas/ml (Z2) 14.68 3 0.63 L
3 x 10 E8 células/ml (1) 2.93 3 0.63 B
Control 5.87 3 0.&3 cC
1.5 x 10 E8 células/ml (0... 5.61 3 0.63 C

M=dizs con una letra comin no son significativamsnts difsrentes (p > 0.05)

Figura 15. Analisis de varianza y prueba de Tukey de longitud de tallos post
inoculacion de Rhizobium sp en tres concentraciones de 1.5 x 108 células/mL, 3 x 108
células/mL y 6 x 108 células/mL.

Analisis de la varianza

Variable N R* R*® A3 CW
Raices 12 0.67 0.54 8.75

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl ©CM F p—-valor

Modelo. 4.46 3 1.49% 5.30 0.02e4
Tratamientos 4.46 3 1.4% 5.30 0.0264
Error 2.24 8 0.28

Total 6.71 11

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=1.38475
Error: 0.5805 gl: 8

Tratamientos Medias n E.E.
3 x 10 E8 células,/ml (1) €.01 3 0.31 2
1.5 % 10 E8 células/ml (0... 5.97 3 0.31 &
Control 5.21 3 0.31 &4 B
6 x 10 E8 células,/ml (2) 4,53 3 0.31 B

Msdias con una lstra comin no son significativamente difersntes (p > 0.05)

Figura 16. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de longitud de raices post
inoculacion de Rhizobium sp en tres concentraciones de 1.5 x 108 células/mL, 3 x 108

células/mL y 6 x 108 células/mL.
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