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RESUMEN 

La demanda de productos orgánicos y nutritivos a nivel nacional y mundial, como la 

quinua, viene incrementando su valor económico, disminuyendo el uso indiscriminado 

de agroquímicos, ante ello se plantea el uso y aplicación de bacterias diazótrofas en el 

proceso productivo, pero la falta de investigaciones en este tipo especial de bacterias, 

origina la necesidad de realizar esta investigación. Los objetivos específicos son: a) 

cuantificar la carga bacteriana diazótrofas del género Azotobacter en suelos de las 

localidades de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané, y b) evaluar el efecto de la inoculación 

de las bacterias diazótrofas del género Azotobacter en la germinación y la longitud de 

raíces y tallos de plantas de quinua en fase de ramificación con en condiciones de 

laboratorio.  Se evaluaron un total de 27 muestras de suelos. Los métodos a realizar 

constaron en la recolección de muestras de suelos, para los recuentos se aplicó la técnica 

de diluciones en placa, asimismo se determinó los efectos de las bacterias diazótrofas 

previamente aisladas en la germinación de las semillas y las biometrías de longitudes de 

raíces y tallos de las plantas de quinua, todos estos experimentos se realizaron en 

condiciones de laboratorio, todos los experimentos se realizaron con un mínimo de tres 

repeticiones; los resultados que se obtuvieron fueron analizados en pruebas de análisis de 

varianza, pruebas de T de Student y de Tukey, con un 95% de confiabilidad. Los 

resultados registrados fueron: los recuentos de bacterias Azotobacter sp en suelos de 

Jayllihuaya fue de 45.67 x 104 UFC/g, en Mañazo de 70 x 104 UFC/g y en Huancané de 

38 x 104 UFC/g (P=0.0126), siendo superior en la localidad de Mañazo; dichas bacterias 

lograron un porcentaje de germinación del 76.67% (P=0.0018), y las longitudes de raíz 

promedio de 6.70 cm (P=0.0125) y las de los tallos una longitud de 3.43 (P=0.0445). Se 

concluye en que, la concentración bacteriana de Azotobacter sp en una concentración de 

1.5 x 108 células/ml de bacterias incrementa el porcentaje de germinación y las longitudes 

de tallo y raíces en Ch. quinoa, siendo superiores al tratamiento control. 

 

Palabras clave: Azotobacter sp, Chenopodium quinua, crecimiento de plantas, 

inoculante, quinua. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: The demand of organic and nutritious products at a national and global 

level, such as quinoa, has increased its economic value, decreasing the indiscriminate use 

of agrochemicals. In view of this, the use and application of diazotrophic bacteria in the 

production process is considered, but the lack of research in this special type of bacteria, 

originates the need to carry out this investigation. The specific objectives are: a) to 

quantify the bacterial load of diazotrofas of the genus Azotobacter in soils of the localities 

of Jayllihuaya, Mañazo and Huancané, and b) to evaluate the effect of the inoculation of 

the diazotrophic bacteria of the genus Azotobacter in the germination and the length of 

roots and stems of quinoa seedlings in branching phase under greenhouse conditions. A 

total of 27 soil samples were evaluated. The methods to be carried out consisted in the 

collection of soil samples, for the counts the plate dilution technique was applied, also the 

effects of previously isolated diazotrophic bacteria on the germination of the seeds and 

the biometries of root lengths and stems of quinoa plants, all these experiments were 

performed under laboratory conditions, all experiments were performed with a minimum 

of three replications; The results obtained were analyzed in analysis of variance tests, 

Student's T tests and Tukey's tests, with 95% reliability. The results recorded were: the 

counts of Azotobacter sp bacteria in Jayllihuaya soils were 45.67 x 104 UFC/g, in Mañazo 

it was 70 x 104 UFC/g and in Huancane it was 38 x 104 UFC/g (P=0.0126), being higher 

in the town of Mañazo; said bacteria achieved a germination percentage of 76.67% 

(P=0.0018), and the average root lengths of 6.70 cm (P=0.0125) and those of the stems a 

length of 3.43 (P = 0.0445). It is concluded that the bacterial concentration of Azotobacter 

sp in a concentration of 1.5 x 108 cells/ml of bacteria increases the germination percentage 

and the lengths of stem and roots in Ch. quinoa, being superior to the control treatment 

 

Key words: Azotobacter sp, Chenopodium quinoa, inoculant, quinoa, seedling growth. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

La Región Puno, se constituye en el principal productor de quinua con 

aproximadamente el 82% de la siembra, le siguen en orden de importancia Junín, 

Arequipa, Cusco, Huancavelica, Áncash, Ayacucho y Apurímac. Al año 2014, el portal 

Quinua.pe (2014) informa que la producción de quinua ascendió a 114 mil TM, 

incrementando su siembra en diferentes partes del Perú y el mundo debido a su gran 

potencial nutritivo.  En los últimos años, existió un percance con la quinua producida 

orgánicamente en la región Puno, ya que en la región Arequipa produjeron este grano en 

suelos de los campos de cultivo en los que aplicaban grandes cantidades de pesticidas 

(insecticidas, herbicidas, fungicidas, entre otros), los cuales, al ser exportados a los 

Estados Unidos, éstos fueron devueltos en inmensos lotes ante los elevados contenidos 

de agroquímicos en la quinua. 

 

Ante esta problemática del uso y aplicación de agroquímicos y posteriormente su 

presencia en los alimentos como la quinua, los grandes países de Norteamérica y Europa 

exigen que la producción de quinua se realice en forma orgánica, solo utilizando abonos 

orgánicos como estiércoles, rastrojos, humus, compost, entre otros abonos, pero todos 

ellos poseen una característica, el tener altos contenidos de nitrógeno, fósforo y potasio, 

y principalmente una alta carga microbiana que estimule el crecimiento vegetal y la 

protección de sus raíces ante el ataque de plagas, razón por la cual se planifica la 

realización de este tipo de experimentos aplicando bacterias diazótrofas del género 

Azotobacter, como una tecnología limpia amigable con el medio ambiente. 

 

Ante el conocimiento de que los microorganismos almacenan carbono, participan 
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de los ciclos de nutrientes y nutrición de las plantas, rehabilitan suelos afectados, 

biodegradan y reducen residuos peligrosos, controlan plagas y enfermedades, 

descomponen materia orgánica, intervienen en la formación de sustancias orgánicas con 

efecto en la formación de micro y macroagregados, efectos de aireación, porosidad, 

capacidad de retención de agua y reducción del lixiviado de nutrientes y la protección y 

formación de raíces (Martínez et al., 2018), existe la imperiosa necesidad de estudiar a 

los microorganismos entre ellas las bacterias diazótrofas, ya que poseen un potencial 

inmenso en un proceso productivo de un cultivo de importancia económica, tal como lo 

constituye la quinua en el Perú. 

 

Por lo tanto, presentamos esta investigación con la finalidad de aislar bacterias 

diazótrofas a partir de los suelos del Altiplano Peruano, en las localidades de Jayllihuaya, 

Mañazo y Huancané y evaluar sus efectos de inoculación en semillas y plantas de quinua, 

para que en un futuro próximo se podría constituir en una alternativa al uso 

indiscriminado de los agroquímicos. 

 

Esta investigación tuvo los siguientes objetivos: 

 

1.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar bacterias diazótrofas del género Azotobacter y su efecto en el crecimiento de 

quinua (Chenopodium quinoa willd.) hasta la fase de ramificación en condiciones de 

laboratorio. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Cuantificar la carga bacteriana diazótrofas del género Azotobacter en suelos de las 
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localidades de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané. 

 

- Evaluar el efecto de la inoculación de las bacterias diazótrofas del género 

Azotobacter en la germinación y la longitud de raíces y tallos de plantas de quinua 

hasta la fase de ramificación en condiciones de laboratorio. 
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CAPÍTULO II 

REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 ANTECEDENTES 

 

Las plántulas de Carica papaya variedad Maradol en vivero, al inocular tres 

biofertilizantes y un biorregulador ácido giberélico (AG3), Azotobacter brasilense y A. 

chroococcum, elevaron la germinación en porcentajes que variaron del 88.89% y 90.28% 

respectivamente, al aplicarlos a los cultivos como biofertilizantes y por acción de la 

fitohormona AG3, incrementando la velocidad de germinación (Constantino et al., 2017); 

al realizar el experimento en la aplicación de la gallinaza fresca, el compost de gallinaza 

adicionada con bacterias Azospirillum sp y Azotobacter sp, y la inoculación con hongos 

micorrízicos arbusculares (HMA), fue la gallinaza cruda quien tuvo un mejor efecto en 

lograr buenos rendimientos en el cultivo de cebolla; mientras que en plantas tratadas con 

HMA, con Azospirillum y Azotobacter no fueron relevantes (Montenegro et al., 2017); 

Las rizobacterias de plántulas de Ipomoea batatas como son Azotobacter vinelandii, 

Azotobacter chroococcum, Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense y 

Pseudomonas denitrificans, solubilizan fósforo, producen índoles y reducen acetileno, 

por tanto incrementan el crecimiento de longitud radicular, altura, peso seco aéreo y 

radicular (Pérez y Sánchez, 2017); las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal, 

Azospirillum RzH132 y Azotobacter RzH120, en inoculación simple y en coinoculación 

mostraron un efecto positivo en el crecimiento de las plantas inoculadas en las dos 

parcelas con quema y sin quema de cascarilla de arroz; sin embargo, en la variable 

rendimiento no se obtuvieron diferencias significativas (Carrillo et al., 2015). 
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En dos variedades de trigo a la inoculación simple y combinada con 

Sinorhizobium meliloti y Azospirillum zeae, resultaron de alta importancia en el 

incremento de sus variables agronómicas, observándose una fuerte relación estadística 

entre las variables peso seco aéreo y variables de la raíz (Bécquer et al., 2015); la 

adaptabilidad del cacao (Theobroma cacao L.) se logra al inocular con bacterias 

biofertilizantes, obteniéndose que las variables de crecimiento y N (%) foliar se eleven 

significativamente (Zula et al., 2014); las cepas de rizobacterias en semillas de 

Sporobolus cryptandrus presentaron el 100% germinación a comparación del 40% del 

tratamiento testigo y la longitud de la plúmula, la longitud de la radícula, los tratamientos 

resultaron superiores al testigo (Bécquer et al., 2013); Azotobacter spp es una alternativa 

al uso indiscriminado de fertilizantes químicos en el desarrollo vegetativo de 

Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, ya que produce entre 7.10 y 57.99 mg/l de ácido 

indolacético (AIA), entre 0.13 y 1.64 mg/l de nitrógeno almacenado como amonio y 

1.61% de eficiencia en solubilizar la roca fosfórica de Bayóvar, obteniéndose el aumento 

de la altura, materia seca total, volumen radicular, parte radicular y aérea comparado con 

el tratamiento testigo (Escobar et al., 2011). 

 

Vélez y Orellana (2010), indican que la bacteria Azotobacter spp en el cultivo de 

lechuga, la interacción ¨c5d1¨ (Tumbaco, Pichincha en dilución 1), alcanzó la mayor 

altura con un promedio de 20.60 cm, la cepa ¨c4¨ (Machachi, Pichincha) comparada con 

la cepa ¨c10¨ (Colta, Chimborazo), incrementó el diámetro de planta, en un 11% a causa 

de pequeñas cantidades de citoquininas, auxinas y giberelinas que Azotobacter secreta, 

tal como lo manifiestan (González y López, 1986); en el cultivo del cocotero, en nueces 

de 12 meses de edad con 1 – 1.5 kg de peso que fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de Azotobacter IB 588 (10, 20, 30 y 40%) tuvo una respuesta positiva en 
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la germinación de las nueces de cocotero a la inmersión en Azotobacter al 30% de su 

concentración (Alvarado et al., 2012); en la detección de bacterias benéficas en suelo con 

bananos se aislaron a las bacterias de los géneros Azotobacter y Azospirillum en 

profundidades que variaron entre 110 y 59 cm, respectivamente, con recuentos 

bacterianos que oscilaron entre 11 x 105 UFC/g y 42 x 104 UFC/g de suelo seco para 

Azotobacter y Azospirillum respectivamente (Córdova et al., 2009). 

 

Las bacterias de las especies Azotobacter chroococcum, A. vinelandii y 

actinomicetos aislados de cultivos de papa (Solanum tuberosum), en 42.3% impidieron el 

normal crecimiento del moho Fusarium solani y en 17% inhibieron al hongo Rhizoctonia 

solani (Rico, 2009); en la región de la Amazonía Colombiana, las bacterias diazótrofas, 

en suelos de bajo terraza en la cobertura de pastizal presentaron recuentos de 8.42 x 102 

NMP/g de suelo, seguido por la cobertura de bosque con 7.57 x 102 NMP/g de suelo y 

finalmente chagra bajo los dos paisajes entre 2.2 y 2.62 x 102 NMP/g de suelo, en suelos 

bajo pastizal reportaron 7 y 11 x 106 UFC/g de suelo, seguido por los suelos bajo bosque 

con 9.39 y 10 x 105 UFC/g de suelo y finalmente los suelos bajo chagra con 2.93 y 3.2 x 

105 UFC/g de suelo (Mantilla et al., 2009); el estudio de la microflora de la rizósfera de 

la tara (Caesalpinia spinosa) en la provincia de Huánuco, determinó 3 cepas de 

Azotobacter spp, 8 de actinomicetos y 13 de Pseudomonas spp, por tanto pueden ser 

consideradas de ligero a medianamente fértiles y, por lo tanto, podrían sostener 

parcialmente el crecimiento del cultivo de tara (Ogata et al., 2008); el tratamiento de 

inoculación de pastos Angleton (Dichantium aristatum) con bacterias asimbióticas 

fijadoras de nitrógeno y a la vez secretoras de AIA, las bacterias del género Azotobacter 

sp originaron el altos promedios de alturas de tallo, ganancias de peso seco y elevación 

del contenido de nitrógeno representado en porcentajes de nitrógeno y proteína, 
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demostrando que la inoculación de las semillas de las plantas con bacterias diazótrofas se 

logra la estimulación e incremento del crecimiento y desarrollo de los pastos (Lara y 

Oviedo, 2007). 

 

2.2 MARCO TEÓRICO 

 

2.2.1 Rizosfera 

La rizosfera es el área del suelo que presenta el desarrollo radicular, y una elevada 

actividad de proliferación de microorganismos, estos sobreviven debido al suministro de 

exudados radicales, conformados por compuestos químicos como azúcares, aminoácidos, 

vitaminas y enzimas, y la regulación de señales de interacción entre microorganismos y 

plantas (Bowen y Rovira, 1999). Las propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo 

rizosférico son muy diferentes a las del suelo no rizosférico, especialmente cuando la 

distancia desde la superficie de la raíz es de algunos mm, la carga microbiana se reduce 

(Orozco et al., 2016). 

 

Las comunidades microbianas rizosfericas están conformadas por bacterias, algas, 

hongos, protozoos, nemátodos y virus, donde la mayor parte de las investigaciones se 

centran en hongos y bacterias (Gryndler, 2000). Se estima que existen unas 30,000 

especies diferentes de bacterias y 1’500,000 especies variables de hongos, de todos ellos 

solo un 1% y 8% respectivamente fueron plenamente identificados (Barea, 2000). En este 

contexto hay que referir que la utilización de técnicas basadas en el análisis de moléculas 

de DNA ha puesto de manifiesto que entre el 90% y 99% de los microorganismos del 

suelo son viables, pero no cultivables (Barea et al., 2005), por lo que dichas técnicas 

permiten caracterizar los microorganismos y establecer sus relaciones filogenéticas. 
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Los análisis pioneros de la complejidad microbiana en suelos, llevados a cabo por 

Torsvik et al. (1990), utilizando técnicas de reasociación de ADN, mostraron la gran 

diversidad genética bacteriana presente. Así, el número de genomas bacterianos 

diferentes estimados en una muestra de suelo forestal fue de aproximadamente 4,000, en 

claro contraste con la diversidad genética de bacterias aisladas en cultivos de la misma 

muestra (200 veces menos). En otras muestras de suelo de la Amazonía brasileña, la 

diversidad genómica fue aún mayor (8,000 – 10,000 genomas diferentes) (Torsvik et al., 

1998). Los microorganismos de la rizosfera juegan un papel muy importante en relación 

con los procesos de edafogénesis, los ciclos biogeoquímicos de elementos como carbono, 

nitrógeno, oxígeno, azufre, fósforo, hierro y otros metales; fertilidad de las plantas y 

protección contra patógenos; degradación de compuestos xenobióticos y producción de 

fitohormonas (Nogales, 2005). 

 

2.2.2 Bacterias diazotróficas 

Las bacterias diazótrofas que fijan el nitrógeno se constituyen en la primordial 

fuente de abastecimiento de nitrógeno para las plantas. Son biosintetizadores que 

sintetizan amonio desde las moléculas de nitrógeno atmosférico. Muchas de ellas entre 

bacterias, actinomicetos y algas verde azules logran reducir el nitrógeno atmosférico a 

moléculas de nitrógeno amoniacal y lo absorben en el suelo. Los géneros de bacterias 

biosintéticas de amoníaco aeróbicas son Azotobacter, Azospirillum, Bayerlin, Dexia, 

Azomonas y Oscillatoria. La mayor actividad de síntesis de amonio se logra a través de 

suficiente humedad del suelo y fuentes de carbono disponibles, como la descomposición 

de materiales vegetales (paja, sokas o subproductos de la cosecha). Las secreciones 

liberadas por la región radicular de las plantas, deberán de ser los indispensables para el 

desarrollo de bacterias (Coyne, 2000). 
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Hay muchos estudios sobre microorganismos del suelo, sin embargo, no reportan 

biodiversidades de los suelos agrícolas para lograr un funcionamiento óptimo del 

ambiente edafológico (Escobar et al., 2011), las bacterias PGPR (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria), son aquellas que colonizan las raíces, estimulan significativamente el 

crecimiento de las plantas, son fijadores de nitrógeno y son de vida libre. Este grupo 

bacteriano fue motivo de investigación en microbiología edafológica desde el siglo 

pasado lográndose desarrollar productos biológicos de importancia comercial. El análisis 

del ARN ribosómico 16S otorga información para lograr la identificación molecular de 

las bacterias fijadoras de nitrógeno y permite el establecimiento de relaciones 

filogenéticas entre individuos en el mismo ecosistema agrícola (Farajzadeh et al., 2009). 

 

Las bacterias del género Azotobacter posee movimiento y originan quistes al ser 

sometidos a condiciones adversas, llegando a fijar hasta 40 kg de N/ha, equivalente a 200 

kg de sulfato de amonio. Esto microorganismos fueron ubicados en suelos ácidos 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 biológica en el suelo logra cultivos de 

rendimientos incrementados, mejorando la producción y el control ambiental, admitiendo 

el mantenimiento de la diversidad biológica y la sostenibilidad de los ecosistemas 

(Carvajal y Mera, 2010), las bacterias simbióticas o de vida libre que habitan la rizosfera 

estimulan el crecimiento vegetal mediante la síntesis de reguladores del crecimiento de 

las plantas, la fijación de nitrógeno, la solubilización de nutrientes, los síntesis de 

sideróforos y el control de patógenos de plantas del suelo (Torriente, 2010). 

 

Los microorganismos más investigados están representados por los géneros 

Azotobacter, Stenotrophomonas, Azospirillum, Pseudomonas, Klebsiella, Beyerstein, 
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Bacillus, entre otros; y son denominados como bacterias PGPR, debido a que convierten 

el nitrógeno atmosférico en amoniaco mediante la fijación biológica de nitrógeno y así 

incorporarlo a la biosfera, representando beneficios económicos, reduciendo el impacto 

negativo sobre el medio ambiente a causa del uso exagerado de agroquímicos en la 

producción agraria (Bruinsma, 2003). 

 

Los microorganismos nativos que benefician el mejor crecimiento vegetal 

incluyen a Azotobacter vinelandii, Burkholderia cepacia y Stenotrophomonas 

maltophilia, y pueden ser identificados por técnicas convencionales o en base a sus 

propiedades bioquímicas, como la caracterización de la morfología celular, la tinción de 

Gram, el análisis de la capacidad de crecimiento en condiciones aeróbicas o anaeróbicas, 

o análisis de las necesidades de substancias especiales necesarios para su cultivo, llegando 

a la identificación de géneros y la caracterización de cada especie, subespecie, serovar o 

cepas, para ello se requiere de las técnicas como la reacción en cadena de la polimerasa 

que es una técnica muy útil para la identificación de ar secuencias únicas del ADN (Laura 

et al., 2013). 

 

2.2.3 Azotobacter sp 

Clasificación taxonómica del género Azotobacter: 

Dominio   : Bacteria. 

  Phylum   : Proteobacteria. 

    Clase   : Gamma proteobacteria. 

      Orden   : Pseudomonadales. 

        Familia   : Azotobacteraceae. 

          Género   : Azotobacter (Ramos, 1992). 
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            Especies  : Azotobacter vinelandii. 

      Azotobacter chroococcum. 

 

Las bacterias del género Azotobacter presentan un diámetro celular que puede 

variar entre 1.5 a 2.0 µm, su morfología es variable entre bacilos y cocos, son 

pleomórficas, se presentan en células individuales, en pares o en forma de agregados 

irregulares, pueden forman cadenas de tamaño variable, su reproducción es por división 

binaria y el movimiento lo realizan mediante flagelos perítricos (Espín, 2000), carecen de 

endosporas y forman quistes con farmacorresistencia, el cual fue ampliamente estudiada, 

este fenómeno se da en condiciones ambientales desfavorables y en el laboratorio debido 

al cambio en el medio de cultivo de glucosa a un medio con b-hidroxibutirato como única 

fuente de carbono (Lin y Sadoff, 1968), son catalasa positivas, quimioheterotróficas, 

aeróbicas, metabolizan azúcares, alcoholes y sales inorgánicas para su normal 

crecimiento; pero pueden crecer también a bajas concentraciones, en presencia de 

oxígeno, el rango de pH óptimo para la fijación de nitrógeno es 7.0 – 7.5, son mesofílicos 

y su temperatura óptima de crecimiento es de 30 ºC (Mayea et al., 1998), poseen la 

capacidad de fijar mínimo 10 mg de N2/g de glucosa metabolizada, también necesita de 

molibdeno, manipulan sales de amonio, nitrato y varios aminoácidos como fuentes de 

nitrógeno (Lin y Sadoff, 1968), muchas especies pueden producir poli-α-hidroxibutirato, 

alginatos (Horan et al., 1983), pigmentos y fitohormonas como las auxinas, citoquininas 

y giberelinas (González y López, 1986). 

 

Las bacterias diazótrofas fueron las primeras en ser producidas comercialmente 

como biofertilizantes, dentro del género Azotobacter, se cuentan con las siguientes 

especies: a) A. chroococcum, b) A. vinelandii c), A. paspali, d) A. armeniacus, e) A. 
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beijerinckii, f) A. nigricans y g) A. salinestris (Page y Shivprasad, 1991), quienes fijan 

nitrógeno en forma asimbiótica, así como también son solubilizadoras de fosfato. Algunas 

cepas tienen la capacidad de degradar plaguicidas como el endosulfan (Balandreau, 

1986). El medio mineral sin nitrógeno o agar Ashby para Azotobacter permiten lograr 

aislamientos de bacterias asimbióticas, aeróbicas y fijadoras de nitrógeno, este medio 

posee microelementos necesarios para la fijación biológica de nitrógeno entre ellos el 

FeSO4, las colonias bacterianas del género Azotobacter poseen una coloración crema, de 

tamaño mediano, son irregulares y brillantes (Holt, 2000). 

 

La presencia de quiste se debe ante la carencia de del β – hidroxibutirato, 

asimismo cuando se degradan los polihidroxibutiratos - PHBs (Hitchins y Sadoff, 1973), 

asimismo por la acción de los iones calcio en el medio, estas estructuras no son exclusivas 

de bacterias del género Azotobacter, pero sí lo son de las bacterias del género 

Beijerinckia. La presencia de bacilos Gram negativos, cortos y grandes están relacionados 

con el Azotobacter sp. (Holt, 2000); a pesar de estas afirmaciones, la gran mayoría de 

cepas fijadoras de N son bacilos Gram negativos pequeños y cortos. 

 

Los exámenes bioquímicos de las bacterias del género Azotobacter se realiza 

mediante técnicas convencionales que se basaron en el uso de cuatro azúcares, benzoato 

y fenol como fuentes de carbono, la prueba de catalasa, la prueba de Nessler, la 

producción de AIA y la hidrólisis del almidón, son las que distinguen al género 

Azotobacter de otras bacterias que fijan nitrógeno asimbióticas (Tejera et al., 2005), 

asimismo, se debe considerar la pigmentación en medio Ashby – benzoato, es utilizado 

para una identificación preliminar. Por otra parte, la identificación molecular de estas 

bacterias solo se realiza mediante el análisis de la ADNr 16S, que luego de ser obtenido 
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amplificando genes usando iniciadores FGPL y FGPS, que fueron manejados en la 

amplificación del ADNr 16S de las bacterias diazótrofas (Nour et al., 1994), no siendo 

específicos para Azotobacter. Ante ello, Farajzadeh (2009), obtuvo un fragmento de 2000 

pb aproximadamente, que correspondería al gen 16S y 23S, que son utilizados para la 

cepa control. 

 

El secuenciamiento del ADN, se puede realizar en ambas direcciones, empleando 

la herramienta CAP contig del software Bioedit, seguidamente se comparan con las 

secuencias registradas en el portal GenBank utilizando el software BLAST 2.2.20 (Basic 

Local Aligment Search Tool) (Zhang et al., 2000), de esta manera se obtiene la 

identificación de bacterias Azotobacter vinelandii. El análisis filogenético manifiesta que 

las bacterias aisladas se encuentran asociados en el mismo clado que Azotobacter 

vinelandii, poseendo como próximo clado a aquellos que presentan a A. salinestris y A. 

chrococcum quienes poseen una estrecha correspondencia con las bacterias Pseudomonas 

alcaligenes (Fialho et al., 1990). 

 

2.2.4 Procesos metabólicos de la fijación biológica 

Existe diferencia en la fisiología de los organismos fijadores de nitrógeno, pero el 

proceso de fijación y el sistema enzimático es similar en todos, siendo la nitrogenasa y la 

reacción que se produce la siguiente: 

N2 + 8 H+ + 16 ATP ➔ 2NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi 

La fijación de nitrógeno se lleva asociada a una reducción de H+ a H2 en todos los 

sistemas, pero la mayoría tiene un sistema acoplado de reciclar el hidrógeno debido a la 

presencia de la enzima hidrogenasa. La reducción del nitrógeno es un procedimiento 

endergónico el cual requiere mínimamente de 960 kJ por mol de nitrógeno, por tanto, 
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requiere de un sistema eficiente de producción de ATP, el cual se produce mediante la 

fosforilación oxidativa articulado a la cadena transportadora de electrones que tiene al 

oxígeno como aceptor final de los mismos (Fernández et al., 2002). 

 

En el proceso de fijación de nitrógeno se describieron aproximadamente 20 genes 

involucrados, cuya secuencia y funciones fueron determinadas, donde los genes 

estructurales de la nitrogenasa se mantienen conservados, así también los genes 

relacionados a la maduración de la enzima, el transporte del molibdeno, la síntesis del 

cofactor y la regulación (Desnoues et al., 2003). Entre las proteínas encargadas de la 

regulación se encuentran las NifL y NifA y los genes nif en el control de la expresión en 

la fijación biológica del nitrógeno, todos estos genes fueron ubicados en Azotobacter 

vinelandii en el operon nifLA (Martínez et al., 2005). 

 

2.2.5 Organización y estructura de la nitrogenasa 

La nitrogenasa está conformada por los componentes I (Mo – Fe proteína) y II (Fe 

– proteína), el primero es un tetrámero α2β2 con aproximadamente 220 kDa, presenta 24 

átomos de hierro y 2 átomos de molibdeno; mientras que el segundo componente es un 

dímero que posee dos subunidades similares de 32 kDa cada una. La secuencia de 

aminoácidos de las proteínas está conservada en las especies de bacterias fijadores 

(Fernández et al., 2002). 

 

Los electrones que proceden de los glúcidos, inicialmente son traspasados del 

componente II al componente I, lugar donde se lleva a cabo la reducción de nitrógeno 

(Figura 1). Para que se realice la transferencia se requiere que la Fe – proteína, el cual se 

une a la Mg – ATP en los lugares de enlace, originando una alteración de la conformación 
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de la proteína, la disminución del potencial redox y el incremento de la sensibilidad al 

oxígeno. La transferencia de los electrones se relaciona con la hidrólisis de Mg – ATP, 

por otro lado, la Fe – proteína es enormemente sensible al oxígeno y que ante su 

incremento produce un cambio estructural que impide la aceptación de electrones. Aparte 

de los dos componentes mencionados de la nitrogenasa, también son citados los centros 

P y el cofactor Fe – Molibdeno (FeMoco), donde los centros P son lugares redox 

implicados con la acumulación intramolecular de electrones hacia el sitio de reducción 

del sustrato y el FeMoco viene a ser un minúsculo centro metálico aniónico que no 

presenta aminoácidos, pero si el homocitrato (Fernández et al., 2002). 

 

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

para la reducción del N2 (Baca et al., 2000). 

 

2.2.6 Inoculación de bacterias Azotobacter en el desarrollo de las raíces 

Una alternativa a la fertilización de los suelos es la inoculación de bacterias 

rizosféricas que poseen propiedades de promover el crecimiento vegetal, los cuales 

poseen propiedades de fijar nitrógeno, solubilizar fósforo, producir índoles y sideróforos 

(Marques et al., 2015), con la finalidad de tomar de nutrientes y promover el crecimiento 

de las plantas. Entre las bacterias rizosféricas se mencionan a los siguientes géneros 

Azotobacter, Arthrobacter, Serratia, Azospirillium, Bacillus, Azoarcus, Erwinia, 
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Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Gluconacetobacter, Rhizobium, Pseudomonas, 

Beijerinckia, entre otros (Selvakumar et al., 2012), de los cuales Azotobacter, 

Azospirillium y Pseudomonas son los más utilizados por ser fijadores de nitrógeno 

(Yasmin et al., 2010), producen indoles (Dawwam et al., 2013) y solubilizan fósforo 

(Sashidhar y Podile, 2009), por lo que son considerados como bacterias potenciales 

biofertilizantes. 

 

Los bioinoculantes a base de bacterias PGPRs constituyen un instrumento 

promisorio en el manejo de los sistemas integrados de cultivos (Di-Benedetto et al., 

2017), en razón de que otorgan beneficios como fijar nitrógeno, coadyuvar en la absorción 

de nutrientes, estimular el crecimiento de ramas y raíces, controlar o suprimir los 

padecimientos y lograr la mejora de la estructura del suelo (Altaf y Ahmad, 2017). 

Azospirillum lipoferum y Azotobacter chroococcum, son microorganismos de vida libre 

habituales del suelo, el agua y la rizosfera, donde de forma directa e indirecta estimulan 

el enraizamiento y el crecimiento de las plantas (Sánchez y Pérez, 2018). 

 

Azotobacter chroococcum son bacterias comunes que utiliza los exudados de las 

raíces y otorgan nitrógeno compuesto a las plantas que liberan luego de fijar nitrógeno 

atmosférico (Monib et al., 1979), estos exudados producidos por las raíces poseen 

azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, compuestos fenólicos, vitaminas y ácidos 

grasos (Prashar et al., 2014), los cuales son fuentes de energía, y esta simbiosis origina el 

vigor y el aumento de la ganancia de nitrógeno. Experimentos de inoculación de 

Azotobacter sp en el cultivo de papa, logró precozmente la pronta formación de 

tubérculos, asimismo incrementó la cantidad de almidón y finalmente el rendimiento del 

cultivo (Shikina, 1961), originando un ambiente dinámico llamado rizosfera, donde las 
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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, y gracias a su 

actividad nitrofijadora y producción de excreciones proteicas y enzimáticas, producen 

modificaciones en la fisiología y su metabolismo den los vegetales (Mezei et al., 1997). 

 

Azotobacter chroococcum, aparte de fijar nitrógeno y liberar amonio, degrada 

compuestos tóxicos y contaminantes, son antagonistas patógenos como hongos y 

nematodos, como la inhibición del crecimiento de Rhizoctonia solani en el cultivo de 

papa y el nematodo Heterodera avenae con una reducción del 48% de la infección, 

solubilizan fosfatos tricalcicos y biosintetizan fitohormonas, también se les atribuye 

degradar plaguicidas como el endulsufan mediante sus enzimas deshalogenasas, 

dioxiganasas, e hidroxilasas, reducen el nitrato, producen sulfuro de hidrógeno e 

hidrolizan almidón, y biosintetizan fitohormonas como auxinas, giberelinas y 

citoquininas (Avella, 2007). 

 

Por lo tanto, las bacterias del género Azotobacter, lograron incrementar el 

crecimiento de las plantas debido a que promueven el desarrollo de raíces secundarias, en 

razón de que son protectores contra fitopatógenos y producen metabolitos como las 

fitohormonas y la la deaminasa que modulan el nivel de hormonas en plantas, reducen la 

acción perjudicial de los fitopatógenos gracias a la biosíntesis de sideróforos y 

antibióticos. Por otro lado, Azotobacter incrementa la floración o disminuye el aborto 

floral, así como también posibilitan que el fruto se forme y presente una maduración 

precoz, todos estos beneficios hacen que las plantas posean un crecimiento vigoroso e 

incrementen el rendimiento superando la fertilización tradicional (Lozada y Rivas, 2010). 
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2.2.7 Quinua (Chenopodium quinoa Wild.) 

Clasificación taxonómica de la alfalfa: 

Reino   : Vegetal 

  División  : Fanerogamas 

    Clase  : Dicotiledoneas 

      Sub – clase : Angiospermales 

       Orden  : Centroespermales 

        Familia  : Chenopodiceas 

         Género  : Chenopodium 

          Sección  : Chenopodia 

           Subsección : Cellulata 

            Especie : Chenopodium quinua Willd. (León, 2003). 

 

2.2.8 Fisiología de la germinación y el crecimiento vegetal 

La germinación consiste en el crecimiento del embrión, el cual exige actividades 

metabólicas aceleradas que se activan con el incremento de la humedad y la actividad 

respiratoria de la semilla (Obregón, 2007), donde la absorción de agua en la semilla 

origina una secuencia de alteraciones metabólicas como la respiración, la síntesis proteica 

y la movilización de reservas. Consecuentemente, la división y el elongamiento de sus 

células del embrión terminan con la rotura de las cubiertas seminales, que continua con 

la emergencia de la radícula (Chong et al., 2002). Para que una semilla llegue a cumplir 

con su objetivo, el embrión debe transformarse en una plántula con capacidad 

independiente, por medio de los mecanismos morfogenéticos y metabólicos, que en suma 

se denomina germinación, y que consta de las siguientes fases: absorción de agua 

(imbibición) por la semilla, la activación del metabolismo, del proceso de respiración, de 
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la síntesis de proteínas y la movilización de sustancias de reserva y la elongación del 

embrión y ruptura de la testa y posterior emergencia de la radícula (Suárez y Melgarejo, 

2010). 

 

La germinación de las semillas tiene influencia de factores internos propios, entre 

ellas la viabilidad del embrión, la cantidad del tejido de reserva, el tipo de dormancia. 

Entre los factores externos se mencionan al grosor de la testa, la temperatura, la 

disponibilidad de agua y los tipos de luz (Abril et al., 2017). Sin embargo, muchas 

semillas no logran germinar debido a que se encuentran en un estado de latencia a causa 

de estar en condiciones inadecuadas para la germinación, incluso pueden llegar a perder 

la capacidad de germinar (Chong et al., 2002). La germinación posee tres etapas sucesivas 

que posee una superposición parcial, los cuales son la absorción de agua de las semillas 

(primera fase) por el micrópilo, produciendo el hinchamiento y la destrucción final de la 

testa, a continuación, inicia la actividad enzimática y el metabolismo respiratorio 

(segunda fase), la translocación y la asimilación de las reservas nutritivas en las zonas de 

crecimiento del embrión y ulterior crecimiento y división celular (tercera fase) que 

culmina con la emergencia de la radícula y luego la plúmula (Koornneef et al., 2002). 

 

Las fases de la germinación, son afectadas ciertas condiciones del ambiente, como 

las propiedades y la composición del sustrato, el nivel de humedad, la temperatura 

ambiental, entre otros. Es necesario considerar la relación existente entre las fases con el 

metabolismo de las semillas (Doria, 2010). La primera fase de la germinación se lleva a 

cabo en semillas vivas y muertas, siendo independiente de la actividad metabólica de la 

semilla y en las semillas viables, la imbibición o hidratación es la que activa el 

metabolismo. La segunda fase consiste en la activación del metabolismo en semillas 
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viables. La tercera fase se realiza en semillas germinadas y se caracteriza por una elevada 

actividad metabólica, que involucra el crecimiento de plántulas y la movilización de las 

reservas (Koornneef et al., 2002). 
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 ZONA DE ESTUDIO 

 

Las muestras de suelos a partir del cual se realizaron los recuentos, fueron 

colectadas de los suelos de tres localidades, entre ellas se encuentran el centro poblado de 

Jayllihuaya cuyo primer punto de muestreo se ubicó en las coordenadas 15°52'51.2" S 

69°58'59.6" W, el segundo punto de muestreo se ubicó en la localidad de Mañazo en las 

coordenadas de 15°48'06.6" S 70°20'24.6" W y el tercer punto de muestreo se ubicó en 

la localidad de Huancané en las coordenadas 15°12'31.2" S 69°45'24.6" W. Los primeros 

dos puntos de muestreo se ubicaron en los distritos de Puno y Mañazo, provincia de Puno 

y el tercer punto de muestreo se ubicó en el distrito y provincia de Huancané, ambas 

provincias se ubicaron en la Región Puno - Perú. 

 

3.2 TIPO DE ESTUDIO 

 

La investigación realizada fue descriptiva y analítica, en razón de que se realizó 

el recuento de bacterias en suelos de tres localidades de la Región Puno y de los resultados 

obtenidos se realizó la explicación y el porqué de los recuentos de bacterias diazótrofas 

obtenidas. Por otro lado, fue experimental, en razón de que se evaluó el efecto de una 

concentración bacteriana diazotrófica con respecto al control en el proceso de 

germinación de semillas y crecimiento de plantas de quinua. Fue de corte transversal en 

razón de que se realizó en una determinada temporalidad durante los meses de abril – 

junio del año 2019. 
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3.3 POBLACIÓN Y TAMAÑO DE MUESTRA 

 

Para determinar la población y el tamaño de muestra para la investigación, se 

eligió campos de cultivo con un área aproximada de 150 m2, los cuales cada metro 

cuadrado fue enumerados y considerados como la población en cada localidad de 

muestreo. De estos terrenos los tres metros cuadrados del cual se tomaron las muestras 

fueron elegidos mediante la tabla de número aleatorio, haciendo un total de 9 muestras 

en cada punto de muestreo. Cada muestra estuvo conformada por 500 g de tierra. Las tres 

muestras consideradas repeticiones, fueron colectadas en forma mensual durante los 

meses de enero, febrero y marzo del año 2019. 

 

3.4 METODOLOGÍA 

 

3.4.1 Evaluación del recuento de bacterias diazótrofas en suelos de las localidades 

de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané 

Luego de colectar las muestras en los puntos de muestreo, los recuentos 

bacterianos de Azotobacter sp, se realizaron en el Laboratorio de Microbiología de los 

Alimentos, del Programa de Microbiología y Laboratorio Clínico de la Escuela 

Profesional de Biología, adscrita a la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 

Nacional del Altiplano de Puno. 

 

a. Frecuencia de muestreo 

La colecta de muestras de suelo en cada localidad, se realizaron en forma mensual 

cada día 15 de los meses de abril, mayo y junio del año 2019. Las muestras fueron 

colectadas entre los 0 y 30 cm de la capa arable del campo de cultivo, donde el primer 
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muestreo se realizó entre los 0 y 10 cm, el segundo muestreo entre los 10 y 20 cm y el 

tercer muestreo entre los 20 y 30 cm (MINAM, 2014). Cada muestra debe tener un peso 

de 500 g (Bazán, 2017). 

 

b. Procedimientos 

Preparación de diluciones de la muestra. Se empleó la técnica de la cuenta por dilución 

en placa (Fernández et al., 2006): se rotuló cada tubo con el número de dilución 

correspondiente y código de la muestra, se pesó 10 g de cada una de las muestras sólidas. 

Siendo éstas adicionadas a 90 ml del diluyente, obteniéndose así la dilución 10-1, se 

agitaron en un vortex cuidadosamente las muestras por un periodo de un minuto 

aproximadamente, se tomaron 1 ml de la dilución 10-1 y se adicionó en otro tubo que 

contenga 9 ml del diluyente, obteniéndose una dilución de 10-2.  Se homogenizaron 

nuevamente, el paso anterior fuer repetido hasta la dilución 10-6, a continuación, se 

traspasó 0.1 ml de cada una de las diluciones a las placas Petri, sobre ellas se adicionó el 

medio sólido libre de nitrógeno, mediante el método de inversión en placa, seguidamente 

se realizaron movimientos suaves horarios y antihorarios, cada placa tuvo 2 repeticiones 

para así lograr el promedio de recuento (Figura 2). 

 

Figura 2. Preparación de muestras y diluciones. 
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Se contaron sólo aquellas placas Petri que contenían de 30 a 300 colonias y el 

cálculo del recuento final de diazótrofas se llevó a cabo mediante la siguiente fórmula: 

UFC/g suelo = Número de colonias x Factor de dilución 

 

c. Variables analizadas 

Variable independiente: Suelos de tres localidades (Jayllihuaya, Mañazo y 

Huancané). 

Variable dependiente: Recuento de bacterias diazótrofas (Azotobacter sp). 

 

d. Pruebas estadísticas para contrastar las hipótesis 

Los resultados de los recuentos bacterianos obtenidos en cada localidad de 

muestreo, fueron los considerados como los tratamientos, los muestreos presentaron 3 

repeticiones, haciendo un total de 9 unidades experimentales. Los recuentos de 

Azotobacter sp fueron representados mediante promedios y coeficientes de variación (%), 

y la diferencia estadística se determinó mediante pruebas de análisis de varianza y de 

contraste de Tukey. Los análisis de los datos obtenidos se realizaron con una confiabilidad 

del 95% y un 5% de error (Ibañez, 2009), los datos fueron tabulados en una hoja del 

programa Microsoft Office Excel, los análisis estadísticos inferenciales se realizaron en 

el software Infostat versión estudiantil. 

 

3.4.2 Evaluación el efecto de la inoculación de las bacterias diazótrofas en la 

germinación y la longitud de raíces y tallos de plantas de quinua hasta la 

etapa de ramificación en condiciones de laboratorio. 

La inoculación de las semillas y las plántulas de quinua, y las determinaciones de 

los porcentajes de germinación y crecimiento de raíz y tallos de las plántulas de quinua, 
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se realizaron en el Laboratorio de Microbiología de los Alimentos, del Programa de 

Microbiología y Laboratorio Clínico de la Escuela Profesional de Biología, perteneciente 

a la Facultad de Ciencias Biológicas en la Universidad Nacional del Altiplano de Puno. 

 

a. Frecuencia de muestreo 

Las evaluaciones de los porcentajes de germinación se realizaron luego de cinco 

días de inoculación. Las evaluaciones de las longitudes de raíces y tallos de quinua 

inoculados con Azotobacter sp, fueron determinados luego de 40 días de inoculación, los 

meses experimentados fueron los meses de abril, mayo y junio del año 2019. 

 

b. Procedimientos 

Luego de aislar las bacterias Azotobacter sp, se procedió a inocular semillas de 

quinua en condiciones de esterilidad, que aseguren la sola interacción entre la especie 

vegetal y la bacteria inoculada. 

 

Evaluación del efecto en la germinación de semillas de quinua. 

En una bandeja de plástico, previamente se colocó tierra de un campo de cultivo 

de la localidad de Jayllihuaya, para así simular las condiciones naturales del ambiente de 

cultivo, posteriormente fueron humedecidas con agua de pozo, todos tuvieron su 

tratamiento control.  La inoculación de semillas de quinua se realizó transfiriendo de 3 a 

4 colonias de bacterias diazótrofas en 100 ml de suero fisiológico.  En esta solución se 

colocaron 100 g de semilla de la variedad de quinua Salcedo – INIA, estas semillas 

certificadas fueron adquiridas en la filial del Instituto Nacional de Investigación Agraria 

(INIA) (Figura 3), ubicado en la Rinconada de Salcedo – Puno. 
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Figura 3. Quinua cultivar Salcedo INIA certificada por INIA utilizada en la 

investigación. 

 

A continuación, se depositaron las 20 semillas de cada una de las placas Petri 

sobre una capa de gasa, seguidamente fueron incubadas a condiciones de laboratorio. El 

porcentaje de germinación (PG) se determinó al quinto día (Carrillo et al., 2015) y se 

determinó mediante la siguiente fórmula matemática: 

𝑷𝑮 =
𝑺𝒆𝒎𝒊𝒍𝒍𝒂𝒔 𝒈𝒆𝒓𝒎𝒊𝒏𝒂𝒅𝒂𝒔

𝑵ú𝒎𝒆𝒓𝒐 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒔𝒆𝒎𝒊𝒍𝒍𝒂𝒔 𝒅𝒆 𝒑𝒓𝒖𝒆𝒃𝒂
𝒙 𝟏𝟎𝟎 

 

Donde: IG = índice de germinación; ni = número de semillas germinadas en el día i; ti = 

número de días después de la siembra; N = total de semillas sembradas; M = velocidad 

de germinación; t = tiempo de germinación desde la siembra hasta la germinación de la 

última semilla. 

 

Evaluación del efecto en el crecimiento de raíces y tallos de plantas de quinua hasta 

la fase de ramificación 

Los procedimientos fueron los siguientes: primeramente, se colectó muestra de 

suelo de la localidad de Jayllihuaya, a continuación, las semillas inoculadas y las semillas 
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control (no inoculadas) fueron acomodadas en frascos de plásticos de un área de 7.5 cm 

por 11.5 cm de altura, forrados interiormente con plástico de color negro y sujetados con 

liguillas, para posteriormente colocarlas sobre una mesa que recibió radiación solar en el 

laboratorio, en el transcurso de la investigación las plantas fueron regadas con agua de 

mesa de la marca Cielo para consumo humano.  Asimismo, cada 15 días se aplicó una 

dilución bacteriana de Azotobacter sp equivalente a 1.5 x 108 UFC/ml, la observación del 

efecto final en la biometría de longitud de raíces y tallos, se realizó en 10 plantas elegidas 

al azar y seleccionadas tres de ellas, todas las determinaciones se realizaron al llegar a los 

40 días de evaluación. 

 

c. Variables analizadas 

Variable independiente: Inoculación de bacterias Azotobacter sp (1.5 x 108 

células/ml). 

Variable dependiente: Porcentaje de germinación, longitud de raíces y de tallos. 

 

d. Pruebas estadísticas para contrastar las hipótesis 

El diseño experimental aplicado fue completo al azar, en el proceso de la 

germinación de semillas y longitudes de raíces y tallos, los tratamientos estuvieron 

representados por las bandejas con semillas y plantas inoculadas y no inoculadas, donde 

cada tratamiento tuvo tres repeticiones, previo al análisis inferencial se realizó el análisis 

descriptivo de promedios y coeficientes de variación (%) y el análisis estadístico 

inferencial estuvo representado por pruebas de T de Student, donde se comparó dos 

tratamientos como fueron la germinación de semillas y crecimiento de raíces y tallos de 

las plántulas de quinua, sean inoculas y semillas no inoculadas. Los análisis de datos se 

realizaron con una confianza del 95% (Ibañez, 2009), la tabulación de datos fue llevado 
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a cabo en el programa Microsoft Office Excel y los análisis inferenciales en el software 

estadístico Infostat versión libre. 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 CARGA BACTERIANA DIAZÓTROFAS DEL GÉNERO Azotobacter EN 

SUELOS DE LAS LOCALIDADES DE JAYLLIHUAYA, MAÑAZO Y 

HUANCANÉ 

 

La carga bacteriana de Azotobacter sp evaluados en tres suelos de muestreo de la 

región Puno, fue mayor en la zona de muestreo de Mañazo con 70 x 104 UFC/g de suelo, 

seguido de Jayllihuaya con 45.67 x 104 UFC/g de suelo y Huancané con 38 x 104 UFC/g 

de suelo. La mayor dispersión de los recuentos bacterianos se presentó en suelos de la 

zona de muestreo de Mañazo con 19.33%, seguido de Huancané con 16.43% y 

Jayllihuaya con 12.45% (Tabla 1), pero todos ellos con una dispersión de recuentos 

bacterianos aceptable. 

 

Tabla 1. Carga bacteriana de Azotobacter sp (x 104 UFC/g suelo) en campos de cultivo 

de las zonas de muestreo Jayllihuaya, Mañazo y Huancané, enero – marzo, 2019. 

Zonas 

Repeticiones 

Prom CV (%) 

1 2 3 

Jayllihuaya 44 52 41 45.67 12.45 

Mañazo 71 56 83 70.00 19.33 

Huancané 36 33 45 38.00 16.43 
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Figura 4. Colonias de bacterias Azotobacter en suelos de campos de cultivo de Mañazo, enero – 

marzo del 2019. 

 

Luego de realizar la prueba estadística de análisis de varianza, se obtuvo un P – 

valor de 0.0126, éste último como es menor a 0.05 (nivel de confianza), se afirma que 

existió diferencia estadística entre los recuentos bacterianos de Azotobacter sp en 

muestras de suelos de las zonas de muestreo de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané (Figura 

5), donde el mayor promedio según la prueba de Tukey o de contraste entre zonas se 

determinó que el mayor recuento se encontró en la zona de Mañazo, con respecto a las 

zonas restantes zonas; mientras tanto que entre las zonas de muestreo de Jayllihuaya y 

Huancané los recuentos bacterianos no presentaron diferencia estadística significativa 

(Anexos – Figura 11). 
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Figura 5. Prueba de Tukey de recuentos de bacterias Azotobacter en las zonas de 

muestreo de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané, enero – marzo del 2019. 

 

Los recuentos obtenidos en la investigación oscilaron entre 38 x 104 UFC/g de 

suelo (Huancané) y 70 x 104 UFC/g de suelo (Mañazo), estos resultados fueron inferiores 

a los indicados por Velandia (2016), quienes reportaron recuentos de bacterias fijadoras 

de nitrógeno rizosféricas, para las fincas evaluadas oscilaron entre 106 a 108 UFC/g de 

suelo. En la investigación las colonias de Azotobacter sp, fueron seleccionadas a partir de 

medio mineral sin nitrógeno (Figura 4), estas se caracterizaron por poseer una coloración 

amarillenta las colonias y el medio de cultivo, las bacterias Gram negativas con presencia 

de quistes, presentar un crecimiento viscoso y abundante debido a la producción de 

exopolisacáridos como el alginato, útil para el proceso de enquistamiento de sus células, 

como mecanismo de protección y de polihidroxibutirato como principal reserva de 

carbono y energía para las células bacterianas y relacionado con la fijación de nitrógeno, 

ya que protege a la enzima nitrogenasa de las elevadas concentraciones de oxígeno (Gauri 

et al., 2012). 
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Los suelos de la zona de muestreo de Mañazo presentaron el mayor promedio de 

recuento de bacterias Azotobacter sp, ello se debería a que los suelos muestreados poseían 

una adecuada humedad, lo cual coincidiría con lo reportado por Jadin y Jacquemart 

(1978), quienes encontraron mayor abundancia de bacterias diazótrofas, en suelos con un 

sistema de riego por goteo, lo cual acelera la tasa de desarrollo de las plantas, aumenta el 

número de flores y los rendimientos con uniformidad en los cultivos, por lo tanto, el uso 

del estiércol de ovinos, cuy, aves entre otros, también incrementaría la población de las 

bacterias Azotobacter sp; por otro lado, la abundancia de éste tipo de bacterias, se debe al 

abonamiento con el filtrado del humus, quien posee la capacidad de agregar nutrientes 

para las plantas, asimismo se mejora la calidad química de los suelos, que terminará en el 

favorecimiento de las condiciones de preservación e incremento de la diversidad 

bacteriana de las zonas de muestreo (Ormeño y Ovalle, 2011), asimismo, las bacterias 

Azotobacter sp, aseguran la sostenibilidad de los campos de cultivo mejorando la calidad 

de los suelos, mermando el incremento de nutrientes agroquímicos y aumentar los 

rendimientos de producción (Hernández et al., 2006). 

 

Otro factor importante que influye en los recuentos bacterianos es el pH del suelo 

(Coyne, 2000), en la investigación se determinó un pH de 5.7, lo cual influiría en los altos 

recuentos de bacterias Azotobacter sp, lo cual coincide con lo reportado por Arguello et 

al. (2016), quienes encontraron menores poblaciones de diazótrofas en suelos con pH 

6.48, y en suelos con pH 5.32 y 5.42, los cuales fueron un pH más ácido, presentaron el 

mayor recuento microbiano, ya que los pH ácidos o ligeramente ácidos, con valores entre 

5.5 – 6.2 permiten su crecimiento; otro factor que influiría es la presencia de las raíces de 

las plantas, así como en el suelo subyacente (Cárdenas et al., 2010); en contraste 

Chennappa et al. (2014), también reportan el aislamiento de especies de Azotobacter sp, 
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en suelos de pH cercano a la neutro, en tal sentido existen varios factores que influyen en 

la diversidad microbiana y la obtención de pocos aislados del género Azotobacter se 

relacionaría con la naturaleza ácida de los suelos, los cuales se caracterizaron por ser de 

fuerte (4.23) a moderadamente (5.60) ácidos. 

 

Algunas especies diferentes a Azotobacter sp, como la bacteria Burkholderia sp, 

es un buen colonizador de la rizósfera y representa uno de los grupos bacterianos más 

predominantes en diversos cultivos como en el maíz (Perín et al., 2006), por lo que se 

afirmaría de que ciertos cultivos poseen presente de bacterias específicas en su rizosfera, 

siendo atraídos por los lixiviados radicales, enriqueciendo los suelos con nutrientes como 

fósforo y potasio, los cuales nutrirán a las plantas (Taiz y Zeiger, 2006), por otro lado, 

Melloni et al., (2004), declaran que las rizobacterias son afectadas por las condiciones del 

suelo, los tipos de vegetación que posee y la época climática donde se realizaron los 

muestreos de los suelos, los cuales son variables en los suelos de Altiplano peruano. 

 

Adicionalmente se manifiesta que las bacterias Azotobacter sp, son aisladas en 

suelos con características fisicoquímicas con pH que oscilaron entre 5.76 – 7.45, el 

contenido de materia orgánica está entre 0.2 – 1.2%, las cantidades de fosfato oscilaron 

entre 13.59 – 107.53, dichas variables se correlacionaron con los recuentos bacterianos 

del suelo, la profundidad de la raíz y el tipo de riego que presentaba el campo de cultivo, 

registrándose a mayor profundidad mayor número de bacterias; ante ello el fosfato posee 

una correlación positiva, debido a que las bacterias lo utilizan para su metabolismo, lo 

cual es reafirmado por Frioni (1999), quién manifiesta que la fijación biológica de 

nitrógeno en las bacterias Azotobacter sp requiere de gran cantidad de energía, por tal 
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motivo se asume que el contenido de materia orgánica acumulada en la rizósfera optimiza 

el desarrollo de las bacterias. 

 

4.2 EFECTO DE LA INOCULACIÓN DE LAS BACTERIAS DIAZÓTROFAS 

DEL GÉNERO Azotobacter EN LA GERMINACIÓN Y LA LONGITUD DE 

RAÍCES Y TALLOS DE PLANTAS DE QUINUA HASTA LA FASE DE 

RAMIFICACIÓN EN CONDICIONES DE LABORATORIO 

 

4.2.1 Efecto de Azotobacter sp en la germinación de semillas de quinua 

Las germinación de semillas de quinua se presentó en mayor proporción al 

inocular 1.5 x 108 células/ml de bacterias Azotobacter sp, con un promedio de 76.67%, 

siendo mayor al promedio de germinación de semillas de quinua obtenidas sin 

inoculación o tratamiento control, con una cifra promedio de 41.67% de germinación, 

ambos tratamientos lograron coeficientes de variabilidad de 9.96% y 6.93% para las 

semillas inoculadas y no inoculadas respectivamente, demostrándose así baja dispersión 

de los porcentajes de germinación, en tal sentido los promedios son representativos de las 

tres repeticiones (Tabla 2). 

 

Los porcentajes de germinación en las semillas de quinua, presentaron diferencia 

estadística significativa entre semillas inoculadas con 1.5 x 108 cél./ml de Azotobacter sp 

y las no inoculadas o tratamiento control, según la prueba de T de Student (T=7.42; gl=4; 

P=0.0018) (Anexos – Figura 12), gráficamente se presenta en la Figura 6. 
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Tabla 2. Germinación (%) de veinte semillas de quinua, cinco días después de ser 

inoculadas con 1.5 x 108 cél./ml de Azotobacter sp y sin inoculación, Laboratorio de 

Microbiología de los Alimentos, abril – junio 2019. 

Tratamientos 

Repeticiones 
Prom

% 

Germ 

CV 

(%) 

Germ 

1 2 3 

Sem 

Germ 

% 

Germ 

Sem 

Germ 

% 

Germ 

Sem 

Germ 

% 

Germ 

1.5 x 108 

cél./ml 
15 75 14 70 17 85 76.67 9.96 

Control 8 40 9 45 8 40 41.67 6.93 

Donde: Sem Germ = semillas germinadas; % Germ = porcentaje de germinación. 

 

 

Figura 6. Prueba de T para los porcentajes de germinación en semillas de quinua 

inoculadas y no inoculadas, Laboratorio de Microbiología de los Alimentos, abril – 

junio 2019. 

 

Los resultados de la investigación manifiestan que la germinación es estimulada 

por la inoculación de Azotobacter sp obteniéndose los mayores porcentajes de 

germinación, estos resultados concuerdan con lo mencionado por Constantino et al. 

(2017), quien al inocular bacterias biofertilizantes entre ellas Azotobacter lograron 
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germinaciones entre el 90.28% y 88.89%, la aplicación de Azotobacter sp a semillas de 

quinua previa a la siembra, lograría mejores porcentajes de germinación, gracias a que las 

bacterias, no solo fijan N atmosférico, sino más bien biosintetizan sustancias activas como 

los aminoácidos, AIA, vitaminas y AG3 en cultivos puros (Perrig et al., 2007), asimismo 

lo reafirman Nezarat y Gholami (2009), afirman que al aplicar un consorcio 

rizobacteriano de Azospirillum lipoferum, Azospirillum brasilense, Pseudomonas 

fluorescens y Ps. putida en semillas de maíz, se obtuvo incrementar los porcentajes de 

germinación. 

 

El efecto provechoso de las bacterias Azotobacter sp reside en diferentes 

mecanismos, como la producción de fitohormonas, antibióticos y sideróforos, induce a la 

resistencia vegetal y fija el nitrógeno atmosférico (Torriente, 2010).  De tal manera, que 

el aislamiento de las bacterias diazótrofas, su tipificación mediante métodos moleculares 

y su capacidad de promover del crecimiento de las plantas, se constituye es una potencial 

alternativa para el mejoramiento de la nutrición vegetal y por ende la calidad de los 

cultivos, que mejorará el sistema planta – suelo – microorganismo, lo que sugiere que la 

inoculación bacteriana en la elongación de las raíces, dependerán de los genotipos 

bacterianos y de las plantas, quedando pendiente realizar más repeticiones de los ensayos. 

 

Azotobacter sp, posee la capacidad de producir fitohormonas como auxinas 

(Vessey, 2003), un 58.65% de las 104 cepas aisladas produjo AIA, de 20 cepas 

seleccionadas lograron producir AIA de 2.42 µg/ml hasta 46.47 µg/ml, lo mismo encontró 

Celis y Gallardo (2008), quienes a los 6 días lograron que Azotobacter vinelandii 

produjera un máximo de 60 µg/ml de AIA. Las bacterias estimadas con características 

presuntivas y muy parecidas a Azotobacter no produjeron AIA, por lo que en la 
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investigación estamos seguros de haber aislado a una especie de Azotobacter sp, ya que 

incrementó el proceso de germinación en las semillas de quinua, corroborándolo también 

Obando et al. (2010) quienes en bacterias diazotróficas del eucalipto, aislaron y 

determinaron la producción máxima de 49.57 µg/ml de AIA; otra propiedad característica 

de Azotobacter sp inoculada en las semillas de quinua fue la capacidad que poseen para 

solubilizar fosfato, por lo que se les considera bacterias PGPRs (Córdova et al., 2009). 

 

4.2.2 Efecto de Azotobacter sp en el crecimiento de los tallos y raíces de plantas de 

quinua 

Las longitudes de las raíces de las plantas de quinua se presentó en mayor 

proporción al inocular 1.5 x 108 células/ml de bacterias Azotobacter sp, con un promedio 

de 6.70 cm, siendo mayor al promedio de longitud de raíces de plantas de quinua 

obtenidas sin inoculación o tratamiento control, con una cifra promedio de 2.83 cm, 

ambos tratamientos lograron coeficientes de variabilidad de 19.40% y 30.02% para las 

semillas inoculadas y no inoculadas respectivamente, demostrándose así leve dispersión 

de los longitudes de raíces, en tal sentido los promedios son representativos de las tres 

repeticiones (Tabla 3). 

 

De similar forma las longitudes de los tallos de las plantas de quinua fueron 

mayores al inocular bacterias Azotobacter sp, con un promedio de 3.43 cm, siendo mayor 

al promedio de longitud de tallos de plantas de quinua obtenidas sin inoculación o 

tratamiento control, con una cifra promedio de 2.23 cm, ambos tratamientos lograron 

coeficientes de variabilidad de 9.36% y 28.79% para las semillas inoculadas y no 

inoculadas respectivamente, demostrándose así una leve y moderada dispersión de los 
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longitudes de los tallos, en tal sentido los promedios son representativos de las tres 

repeticiones (Figura 7). 

 

Tabla 3. Longitudes de tallo y raíz (cm) de plantas de quinua, cuarenta días después de 

ser inoculadas con 1.5 x 108 cél./ml de Azotobacter sp y sin inoculación, Laboratorio de 

Microbiología de los Alimentos, abril – junio 2019. 

Órgano 

vegetal 

Tratamientos 

(cél./ml) 

Repeticiones 
Promedio 

CV 

(%) 1 2 3 

Raíz 
1.5 x 108 5.4 8.0 6.7 6.70 19.40 

Control 2.5 3.8 2.2 2.83 30.02 

Tallo 
1.5 x 108 3.2 3.3 3.8 3.43 9.36 

Control 1.5 2.7 2.5 2.23 28.79 

 

 

Figura 7. Efecto de la inoculación de Azotobacter sp en el crecimiento de plantas de 

quinua, Laboratorio de Microbiología de los Alimentos, abril - junio 2019. 

 

Las longitudes de las raíces en las plantas de quinua, presentaron diferencia 

estadística significativa entre las plantas inoculadas con 1.5 x 108 células/ml de 

Azotobacter sp y las no inoculadas o tratamiento control, según la prueba de T de Student 

Sin inoculación 

Sin inoculación 

Con inoculación Con inoculación 
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(T=4.31; gl=4; P=0.0125) (Anexos – Figura 13), y gráficamente se presenta en la Figura 

8. 

 

Figura 8. Prueba de T para las longitudes de raíces en plantas de quinua inoculadas y 

no inoculadas, Laboratorio de Microbiología de los Alimentos, abril – junio 2019. 

 

Las longitudes de los tallos en las plantas de quinua, presentaron diferencia 

estadística significativa entre las plantas inoculadas con 1.5 x 108 células/ml de 

Azotobacter sp y las no inoculadas o tratamiento control, según la prueba de T de student 

aplicada (T=2.89; gl=4; P=0.0445) (Anexos – Figura 14), y gráficamente se presenta en 

la Figura 9. 
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Figura 9. Prueba de T para las longitudes de tallos en plantas de quinua inoculadas y no 

inoculadas, Laboratorio de Microbiología de los Alimentos, abril – junio 2019. 

 

La inoculación de Azotobacter sp en semillas germinadas de quinua y 

posteriormente plantas, incrementaron los valores de las longitudes de tallos y raíces, lo 

cual concuerda con Orozco y Martínez (2009), quienes aislaron bacterias aerobias de la 

rizósfera de Pinus patula, entre ellas fijadoras de nitrógeno a Azotobacter chroococcum 

(12.9%), y al inocularlas en P. patula lograron los mejores promedios en altura de las 

plantas con una longitud de 18.7 cm, un peso seco de sus hojas de 37.4 g, un peso seco 

de raíces de 16.6 g, un contenido de N en sus hojas de 0.72 g/planta, y a concentraciones 

de Azotobacter sp de 9.0 x 108 cel./ml, logró los mejores crecimientos con respecto a la 

longitud total de toda la planta, asimismo, se asemeja a los resultados obtenidos por 

González (2015), quien al inocular Azotobacter vinelandii en semillas de maíz luego de 

60 y 90 días originó un mayor crecimiento y aumento de la altura vegetal llegando a los 

96.3 cm y 189.6 cm respectivamente. 

 

Azotobacter sp para estimular la germinación y mejorar el desarrollo de las plantas 
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se ha adaptado desde condiciones in vitro hasta in vivo en plantas de importancia agrícola 

y ornamental (Tsaykelova et al., 2007), ya que promueven el crecimiento vegetal, debido 

a que poseen propiedades fisiológicas útiles para la colonización de la superficie radicular 

llevando al mejoramiento del crecimiento y la sanidad de las plantas (Cassán et al., 2009), 

como la producción de AIA, siendo el mecanismo principal que tiene relación con la 

impulso del crecimiento vegetal (Mehnaz et al., 2010). 

 

Por su parte, Davies (1995), afirma que la hormona giberelina (AG3) es la que 

está encargada de estimular la elongación del tallo en las plantas y vendría siendo 

producida por microorganismos que la producen, como Azotobacter sp. (Martínez et al., 

1988), sin embargo Mia et al. (2012), establecieron que la elongación del tallo a partir de 

semillas de arroz, luego de ser inoculadas con cepas de rizobios y bacterias diazótrofas 

de vida libre, y se debió a que produjeron giberelinas por parte de las bacterias, en tal 

sentido el efecto de las hormonas biosintetizadas por las bacterias inoculadas es el 

principal mecanismo de estimulación radicular, más no sería la fijación del N 

atmosférico; sin embargo Bashan et al. (2004) consideraron que el efecto de la fijación 

de nitrógeno de Azospirillum (otra bacteria libre fijadora de nitrógeno) en la planta realiza 

dicho efecto solo cuando esta alcanza estadios fenológicos más avanzados, ya que mejora 

la eficiencia de absorción de N en arroz (García de Salomone et al., 2010) aseveraron que 

el efecto hormonal de Azospirillum, y no el nitrógeno fijado. 

 

En contraste Tang (1995), en un experimento de inoculación de A. chroococcum 

en semillas de Cenchrus ciliaris y Panicum maximum, comprobó que la germinación de 

semillas y la altura de las plantas mermaron con la  inoculación bacteriana, por lo que se 

invocaría a una deficiente biosíntesis de fitohormonas estimulantes en la bacteria y a la 
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regulación de la morfogénesis radicular por el AIA (Dobbelaere et al., 1999), 

adicionalmente en los tratamientos inoculados con las cepas bacterianas, las variables 

longitud de raíz y longitud de la plúmula se deberían a la biosíntesis de aminoácidos como 

la glutamina y la alanina, más no a las fitohormonas (Thuler et al., 2003). 

 

En la investigación las semillas y las plantas de quinua fueron inoculadas con 

bacterias Azotobacter sp, tanto en el proceso de germinación y crecimiento, este 

procedimiento se realizó con la finalidad de lograr el mayor efecto en la germinación y el 

crecimiento de plantas, en razón de que estimulan el incremento de la biomasa fresca y 

seca, siendo mayor con respecto al tratamiento control (Constantino et al., 2017), la 

biofertilización foliar con Azotobacter sp en cultivos de arroz, lograron incrementos en la 

producción del grano (Kannaiyan et al., 1980), no se encontraron diferencias 

significativas cuando se aplicó A. chroococcum simple, por lo que al parecer sus efectos 

serían mejores con combinación con otros microorganismos, lo cual se debería realizar 

futuros trabajos de investigación en esta línea. 
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V. CONCLUSIONES 

 

- Las bacterias Azotobacter sp en suelos de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané, 

presentaron recuentos bacterianos con promedios de 45.67 x 104 UFC/g, 70 x 104 

UFC/g y 38 x 104 UFC/g respectivamente presentando diferencia estadística 

significativa (P=0.0126), siendo mayor en suelos de la localidad de Mañazo. 

 

- Las bacterias Azotobacter sp influyeron el proceso de germinación y crecimientos de 

las plantas, ya que en una concentración de 1.5 x 108 células/ ml de bacterias, 

lograron un porcentaje de germinación del 76.67%, siendo superior al tratamiento 

control con 41.67% (P=0.0018), asimismo fueron superiores en las longitudes de raíz 

logrando un promedio de 6.70 cm frente a 2.83 obtenidas en el tratamiento control 

(P=0.0125) y las de los tallos se obtuvo una longitud promedio de 3.43 cm frente a 

2.23 cm en el tratamiento control (P=0.0445). 
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VI. RECOMENDACIONES 

 

- Lograr la identificación molecular de las especies de bacterias diazótrofas, en 

razón de que la única forma de identificar a las especies de Azotobacter sp es 

mediante el estudio de su ADN. 

 

- Realizar experimentos de doble inoculación con Azotobacter sp en semillas y en 

plántulas a nivel foliar y así evaluar los valores de biomasa fresca y seca. 

 

- Realizar estudios a 30 cm y 60 cm de profundidad ya que a mayor profundidad 

los recuentos bacterianos son mayores según el sistema de riego que se aplica a 

un campo de cultivo. 
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ANEXOS 

 

Figura 10. Compuestos químicos utilizados para preparar el medio mineral sin 

nitrógeno para el aislamiento de bacterias Azotobacter sp. 

 

Figura 11. ANDEVA y prueba de Tukey de recuento de bacterias Azotobacter sp en las 

zonas de muestreo de Jayllihuaya, Mañazo y Huancané, enero – marzo, 2019. 

 

Figura 12. Prueba de T de la germinación de semillas de quinua inoculadas con 

bacterias Azotobacter sp y no inoculadas, Laboratorio de Microbiología de los 

Alimentos, abril - junio 2019. 
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Figura 13. Prueba de T de las longitudes de raíces de plantas de quinua inoculadas con 

bacterias Azotobacter sp y no inoculadas, Laboratorio de Microbiología de los 

Alimentos, abril - junio 2019. 

 

Figura 14. Prueba de T de las longitudes de tallos de plantas de quinua inoculadas con 

bacterias Azotobacter sp y no inoculadas, Laboratorio de Microbiología de los 

Alimentos, abril - junio 2019. 

 
Figura 15. Batería de reactivos para realizar la tinción Gram. 
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Figura 16. Tinción de frotices de extendidos de bacterias diazótrofas. 

 

 

Figura 17. Cultivo puro de Azotobacter sp en medio mineral sin nitrógeno, Laboratorio 

de Microbiología de los Alimentos, enero – marzo 2019. 

 

 
Figura 18. Preparación de soluciones inoculantes de bacterias Azotobacter sp mediante 

la técnica de McFarland. 
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