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RESUMEN

El estudio del efecto antifingico de Bacillus spp., contra Peronospora farinosa en quinua
se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Virologia e Invernaderos de la
Estacion Experimental — INIA — Illpa - Puno, durante la campafia agricola de marzo a
mayo del 2016, las muestras de suelo provienen del fundo Palermo - Chucuito - Juli, los
objetivos fueron: determinar la presencia de Bacillus spp en suelos de cultivo de quinua
en la provincia de Chucuito - Juli y determinar el efecto antifingico de Bacillus spp a
diferentes dosis sobre Peronospora farinosa. El aislamiento de cepas de Bacillus spp., se
realiz6 con el método de diluciones y siembra en placa Petri, mientras que para el hongo
Peronospora farinosa se colectaron hojas de quinua con esporulacion en placas petri con
agar agua y se obtuvieron los esporangios del tejido foliar para centrifugar a 3000 rpm
durante 10 minutos, se evaluaron 5 tratamientos (T1: control, T2: 5, T3:10, T4: 15y T5:
20 ml) de Bacillus spp., con tres repeticiones, se utilizé el analisis de varianza y Prueba
de contraste de Tukey. Los resultados obtenidos: se aisl6 una cepa denominada PJ
(Palermo Juli) que resultd positiva a la tincion Gram y a esporas, y catalasa positiva,
identificandose como Bacillus spp. Se determin6 que las dosis de 20 y 15 ml de Bacillus
spp fueron los mas eficientes en el control de Peronospora farinosa en las plantas de
quinua, teniendo solo 8.33 y 9.67 % de dafio en comparacion a otras dosis que tuvieron
dafos entre 18 y 34.67% Y el efecto de control del fitopatdgeno se evidencié a partir del
estadio de ramificacion hasta la floracion y no asi en el estadio de seis hojas. Se encontrd

diferencias significativas con el T1 (control) y los T4 (15ml) y T5 (20 ml).

Palabras clave: Antifungico, Bacillus spp., Peronospora farinosa, Quinua.
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ABSTRACT

The study of the antifungal effect of Bacillus spp., Against Peronospora farinosa in
quinoa was carried out in the Laboratory of Tissue Culture and Virology and Greenhouses
of the Experimental Station - INIA - Illpa - Puno, during the agricultural campaign from
March to May 2016, the soil samples come from the Palermo - Chucuito - Juli, the
objectives were: to determine the presence of Bacillus spp in quinoa cultivation soils in
the province of Chucuito - Juli and to determine the antifungal effect of Bacillus spp at
different doses on Peronospora farinosa. The isolation of Bacillus spp. Strains was
carried out with the dilution method and sowing in a Petri dish, while for the fungus
Peronospora farinosa, sporulated quinoa leaves were collected in petri dishes with water
agar and the sporangia of the leaf tissue were obtained. To centrifuge at 3000 rpm for 10
minutes, 5 treatments (T1: control, T2: 5, T3: 10, T4: 15 and T5: 20 ml) of Bacillus spp.
were evaluated, with three repetitions, the analysis of variance was used and Tukey's
contrast test. The results obtained: a strain called PJ (Palermo Juli) was isolated that was
positive to Gram staining and spores, and catalase positive, identifying itself as Bacillus
spp. It was determined that the doses of 20 and 15 ml of Bacillus spp were the most
efficient in the control of Peronospora farinosa in quinoa plants, having only 8.33 and
9.67% damage compared to other doses that had damage between 18 and 34.67% and the
control effect of the phytopathogen was evidenced from the branching stage to flowering
and not in the six-leaf stage. Significant differences were found with T1 (control) and T4

(15ml) and T5 (20 ml).

Key words: Antifungal, Bacillus spp., Peronospora farinosa, Quinoa.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd), es una planta cultivada en zonas aridas
y semi aridas de los Andes del Peru, que viene tomando gran importancia econdémica en
éstos ultimos afos, donde la crecida demanda de alimentos se agrava y se trata de obtener
proteinas de alta calidad en zonas agroecoldgicas, donde no prosperan adecuadamente
otros cultivos. Es una planta de amplia adaptabilidad, cultivandose desde el sur, Tacna
hasta el norte en Piura y desde el nivel del mar hasta por encima de los 4000 metros de

altitud (Mujica et al., 2014).

En la zona andina del PerQ, constituye base de la alimentacién del poblador rural
y es un cultivo potencial promisorio para areas con baja precipitacion pluvial y elevada
salinidad, por sus cualidades nutricionales, contenido de proteinas, vitaminas y sales
minerales, lisina y balance adecuado de aminoécidos esenciales; por lo que, es

comparable con alimentos de origen animal (leche, carne) (INIA 'y FAO, 2013).

En el Perd, su cultivo ha crecido rapidamente por su buena adaptacion,
especialmente en la Costa. En la region Puno, se siembra alrededor de 50,000 hectareas
con una productividad de 1,2 t/ha. Esta produccion por unidad de area, es considerada
baja en comparacion a la produccion obtenida en otras zonas del pais, donde los
rendimientos varian entre 4,000 y 6,000 kg/ha (Red Agricola, 2014). Esta baja
produccion, se debe a la incidencia de factores climaticos adversos (heladas, sequias,
granizos y cambios climéticos), ataque de plagas y enfermedades, suelos pobres y

bastante fragmentados, uso de semilla de baja calidad, entre otros (INIA y FAO, 2013).

13
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El cultivo de la quinua esta expuesto al ataque de una serie de enfermedades con
mayor o menor intensidad, siendo el mildiu, causado por Peronospora farinosa, la
enfermedad méas importante, cuyos dafios se presentan en las hojas, provocando la
reduccion del &rea fotosintética, afectando negativamente el desarrollo de la planta y por
consiguiente el rendimiento (Mujica et al., 2014). La enfermedad provoca el enanismo
(infeccion sistémica) y la defoliacion prematura, causando la reduccion del rendimiento
entre 33 y 58%. En ataques severos y en las fases fenoldgicas mas criticas de la planta, la
enfermedad puede provocar la pérdida total, especialmente en la costa Peruana (Danielsen

y Ames, 2000).

Para el control de ésta enfermedad, se efecttan 1 6 2 aplicaciones de fungicidas
durante el ciclo vegetativo del cultivo; mientras que, en la costa y valles interandinos,
cada vez se utilizan mayor cantidad de productos quimicos, los cuales son costosos,
toxicos y perjudiciales para la salud y el medio ambiente. Esta situacion es dramatica
para el agricultor, ya que demanda mayor inversion y genera menores ingresos netos, el
producto cosechado es contaminado, de baja calidad y dafiino para la alimentacion y salud
humana, animal y ambiental; por lo que, es importante buscar alternativas de solucién
menos costosas en el control de ésta enfermedad y que sean mas amigables con la

naturaleza (INIA y FAO, 2013).

Una de las alterativas, es el uso de Rizobacterias Promotoras del Crecimiento de
Plantas (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), como el Género Bacillus: B. subtilis, B.
brevis y otras especies que favorecen el crecimiento de las plantas mediante la produccion
de antifingicos y antibidticos que inhiben el crecimiento de muchos fitopatdgenos como

la Peronospora farinosa, disminuyendo los dafios causados por este hongo.

14
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1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y el efecto antifingico de Bacillus spp. sobre

Peronospora farinosa en el cultivo de la quinua bajo condiciones de invernadero.
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la presencia de Bacillus spp. en suelos de cultivo de quinua en la

localidad de Palermo, provincia de Chucuito - Juli.

Determinar el efecto antifingico de Bacillus spp. a diferentes dosis sobre

Peronospora farinosa.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Ortufio et al., (2014), colectaron plantas de quinua y muestras de suelo del sur del
altiplano, llevandolas al laboratorio donde se aislaron diferentes especies de bacterias.
Luego las bacterias fueron identificadas mediante técnicas moleculares: Bacillus
amyloliquefaciens; B. tequilensis; B. vallismortis; B. subtilis; B. pumilus; B. licheniformis
y B. firmus (aislados de las hojas). B. aryabhattai; B. horikoshii; B. megaterium; B.
pumilus y Paenibacillus odorifer; Pseudomonas sp.; B. subtilis; Azotobacter sp. (aislados
de las raices); B. subtilis; B. pumilus; B. amilequefasciens (aislados del grano). También
se aislo B. cereus, B. thuringiensis de la rizésfera. Esta gran diversidad de especies y
cepas de bacterias asociadas a la quinua representan un potencial para desarrollar
productos biotecnologicos destinados a mejorar la sostenibilidad y productividad del

cultivo de quinua en el Altiplano Sur de Bolivia.

Angulo et al., (2013), en el Centro Experimental de Quipaquipani de la ciudad de
La Paz-Bolivia, evaluando el efecto de 13 cepas de bacterias promotoras de crecimiento,
obtuvieron las cepas 1Bp y 5Bp de Bacillus pumillus solubilizadores de fosforo, 139 y
143 Bacillus odorifer fijadores de nitrogeno, 2p, 3p y 4p Paenibacillus odoriger fijadores
de nitrégeno sobre altura de plantas 3p y 4p de pesos de panoja. Las cepas 3p y 4p fueron
los que coincidieron en incrementar el crecimiento de las plantas y el peso de las panojas,
siendo éste Ultimo la variable mas relacionada con el rendimiento que el resto de las cepas

(1Bo, 5BP, 139, 143 Y 2p).
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Ortufio et al., (2013), se estudiaron microorganismos nativos asociados a las
plantas de quinua (Chenopodium quinoa) y la aplicacién de estos organismos a la
produccion orgénica de quinua en el Altiplano Andino donde se aislaron las bacterias
endofiticas nativas que son capaces de fijar el nitrogeno, solubilizar el fosfato y sintetizar
una fitohormona y las cepas nativas de Trichoderma. Los ensayos de invernadero y
ensayos de campo permitieron seleccionar cepas bacterianas promisorias, pertenecientes
en su mayoria a géneros de Bacillus y Paenibacillus, que aumentaron la longitud de la

planta, el peso de la panicula y el rendimiento de grano.

Gomez et al., (2012), en la ciudad de Guanajuato evaluaron el efecto de cepas de
Bacillus subtilis como promotora de crecimiento de plantas en plantas de guayaba en
condiciones de invernadero. El uso rizobacterias promotoras de crecimiento son una
excelente alternativa de mejora de la produccion de guayabas, cultivo del que se conoce
muy poco de las microflora asociada a su rizésfera y del papel ecolégico que tienen en

suelo.

Tejera et al., (2011), en la Universidad de la Habana-Cuba, caracterizando
bacterias del género Bacillus, obtuvieron trece cepas a partir del cultivo de arroz con
potencialidades para la promocion del crecimiento y el control biolégico de hongos
fitopatdgenos. Ademas, demostraron que producen auxinas estimuladoras del
crecimiento vegetal, solubilizadores de fosfatos y fijadores de nitrogeno, los pueden
actuar en la promocién del crecimiento del cultivo de arroz. A la vez, tuvieron efectos
antagénicos contra cuatro hongos, entre ellos Pyricularia grisea, que es el principal

devastador de éste cultivo.
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Layton et al., (2011), evaluando el efecto biocontrolador del género Bacillus sp.
contra hongos fitopatdgenos de plantas, a través de relaciones antagonicas inductoras de
muerte celular de Fusarium oxysporum muy relacionado con la marchitez vascular y
pudricién de raiz en diversas plantas, obstruccion de los vasos que permiten la circulacion
vegetal hasta causar amarillamiento de las hojas por imposibilidad en el transporte de
nutrientes que causan grandes pérdidas economicas en el campo agricola: por lo que, han
establecido emplear especies del género Bacillus que fueron capaces de inhibir el
desarrollo y crecimiento normal de los microorganismos y biocontrol de plagas en el

fortalecimiento de los actuales estandares de calidad en los procesos ambientales.

Ragazzo et al., (2011), realizando investigaciones en el Instituto Tecnoldgico de
Tapic en México, sobre la seleccion de cepas de Bacillus spp con capacidad de produccién
de antibidticos para el control de fitopatdgenos aislados de frutos tropicales, concluyeron
que las cepas de Bacillus mostraron un potencial como agentes biocontroladores en frutos
tropicales, dada su produccién de antibioticos de hasta 316 mg—L-1 para iturina A y de
1125 mg-L-1 para surfactina, obtenidos para la cepa Plal0 y los niveles de inhibicion
globales obtenidos cercanos a 20 mm para la misma cepa, Bacillus subtilis Plal0 produjo

cuatro fracciones de iturina A 'y cinco de surfactina.

Calvo et al., (2010), indican que el Bacillus es un género altamente presente en la
rizosfera de diversos cultivos, por su capacidad de formacion de esporas que le da una
ventaja de supervivencia en al rizosfera vegetal. Realizando la descripcion morfoldgica
de las colonias, caracterizacion fisioldgica y bioquimica de 43 aislamientos de Bacillus
spp provenientes de la rizosfera del cultivo de papa de las zonas alto andinas del Peru,
determinaron que la mayoria de los aislamientos pertenecian al grupo de Bacillus subtilis.

Indicandonos que los Bacillus creen bien a pH acidos. De igual manera encontraron
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correlaciones entre zonas de aislamientos con temperaturas de suelos mas frios y las cepas

con mejores niveles de crecimiento a 20°C.

Gil et al., (2009), en Cota (Cundinamarca) identificaron las principales
enfermedades en el cultivo de espinaca, considerando tres etapas de su ciclo vegetativo:
Germinacion, desarrollo de hojas y cosecha. Durante la germinacion, “Damping-off” fue
la enfermedad con mayor incidencia. Durante la cosecha, se presentaron manchas foliares
causadas por Pseudomonas syringae (5,13%) y la incidencia del mildiu velloso
disminuyé a 10,8%. Resultando el mildiu velloso, la principal enfermedad en espinaca;
por lo que, se evaluaron tres fungicidas quimicos, tres productos botanicos y tres
productos bioldgicos; donde los productos quimicos inhibieron en 100%, B. subtilis
inhibi6 en 92% la germinacion de esporangios y con una severidad de valor bajo (1,8),

mientras que los demés tratamientos tuvieron poco efecto inhibitorio.

Reynoso et al., (2007), realizaron trabajos en el Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal en Cuba sobre la evaluacion de Bacillus y otros géneros relacionados
como biocontroladores de hongos fitopatdgenos, obtuvieron 85 cepas bacterianas con
caracteristicas semejantes a las de los generos Bacillus, Brevibacillus y Paenibacillus. El
21,17% de las cepas bacterianas aisladas inhibid el pleno desarrollo micelial de Alternaria
solani, mientras que 20% tuvo este mismo efecto sobre Rhizoctonia solani, de los cuales
siete cepas se seleccionaron como promisorias para el control biolégico de los hongos
fitopatdgenos estudiados, correspondientes a las especies Bacillus subtilis, Bacillus

lichiformis y Paenibacillus polymyxa.

Guillen et al., (2006), evaluando en campo, el potencial biocontrolador de cuatro
tipos aislados de Bacillus y la mezcla de estos (B1, B3, B9 Y B13) sobre los patdgenos

causantes de pudriciones de raiz; asi como, el efecto en el desarrollo y rendimiento del
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cultivo de Chile (Capsicum annum). El efecto de las bacterias se observo en el incremento
de la altura de plantas en 20% y el rendimiento final en 270%. De igual manera, redujo
la incidencia y la severidad de la pudricion radicular en 80% y 39% respectivamente, en

comparacion al testigo.

Loredo et al., (2004), Determinaron que el uso de rizobacterias de vida libre o
asociados a la rizosfera de las plantas que poseen mecanismos de sintesis de sustancias
reguladoras del crecimiento y fijacion de nitrégeno, solubilizacion de nutrimentos,
produccion de sideréforos y control de fitopatdgenos constituyen factores promotores del
desarrollo de platas. Los microorganismos estudiados fueron: Azospirillum, Azotobacter,
Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas y Bacillus los que tienen un papel de las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal en el establecimiento y en la produccién de

gramineas.
2.2.  MARCO TEORICO
2.2.1. Caracteristicas de la quinua
2.2.1.1. Taxonomia
La quinua tiene la siguiente posicion taxonomia (MINAGRI, 2014):

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Caryophyllaceae
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Chenopodium
Especie: Chenopodium quinoa Willd 1778

Nombre comdn: Quinua
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2.2.1.2. Descripcién botanica y agronémica

La planta de quinua es anual, dicotiledonea herbacea, con caracteristicas en su
morfologia, pigmentacién, de amplia dispersion geografica, y comportamiento en
diferentes zonas agroecolégicas donde se cultiva (Apaza et al., 2013), la quinua posee
plasticidad para adaptarse e a diferentes condiciones ambientales y es tolerante a factores
climaticos adversos como heladas, sequia, salinidad de suelos entre otros. Se cultiva

desde el nivel del mar hasta 4000 msnm (Mujica, 1988).

Su ciclo vegetativo varia desde 90 hasta 240 dias, se adapta a suelos acidos de pH
4,5 hasta alcalinos con pH de 9,0, se desarrolla con precipitaciones desde 200 a 280 mm
anuales (Apaza et al., 2013), desarrollandose en suelos arenosos hasta los arcillosos, la
pigmentacion de la planta varia desde el verde hasta el rojo pasando por el parpura oscuro,
amarillo, granate y deméas gamas de color que se pueden diferenciar dependiendo de los

genotipos y etapas fenoldgicas (Mujica, 1988).

a. Planta
Puede llegar a medir 0.60 a 3.00 m de altura y es erguida (Apaza et al., 2013),
dependiendo de la fertilidad de los suelos, tipo de quinua, los genotipos, y de las

condiciones ambientales donde se desarrolla (INIA y FAO, 2013).

b. Raiz

Presenta una raiz principal que es pivotante y gruesa y raices laterales (Gomez y
Aguilar, 2016) alcanzando una profundidad de 1,80 cm (Apaza, et al., 2013), ramificada
y muy fibrosa, lo cual le otorga buena firmeza a la planta y resistencia a cambios

climaticos adversos como la sequia (INIA y FAO, 2013).
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c. Tallo

Es cilindrico y al llegar a la madurez se vuelve anguloso (Tapia y Fries, 2007) a
partir de las ramificaciones, la coloracion que presenta el tallo varia desde el verde al rojo,
muchas veces presenta estrias (Mujica et al., 2013) y también axilas pigmentadas de color
verde, rojo o parpura (INIA 'y FAO, 2013).
d. Hojas

Las hojas son alternas presentan dos partes: la lamina y peciolo (Apaza, et al.,
2013), la ldmina tiene tres venas principales y es de forma romboidal, lanceolada, plana
u ondulada. EI peciolo es largo, fino y acanalado (Gémez y Aguilar, 2016) algo gruesa,
carnosa y suave, protegida por cristales de oxalato de calcio en el haz como en el envés
(Cornejo, 1976), presentando una coloracion que varia del verde al rojo con diferentes

tonalidades (Tapia y Fries, 2007).

e. Inflorescencia

Denomina como panoja, presenta colores variados y su clasificacion es segin su
forma: Las amarantiformes, son panojas prolongadas. Las glomeruladas son ramificadas
con forma de pequefios pompones (Solorzano, 2013). La longitud varia de 15 — 70 cm
(Gomez y Aguilar, 2016), dependiendo de los genotipos, tipo de quinua, lugar donde se
desarrolla (Apaza et al., 2013), la fertilidad de los suelos, y condiciones climaticas,
alcanzando de 30 a 80 cm de longitud por 5 a 30 cm de diametro. EI nimero de glomérulos
por panoja varia de 80 a 120 y el numero de semillas por panoja de 100 a 3000,

encontrando panojas grandes que rinden hasta 500 gramos de semilla (Mujica, 1988).
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f. Flores
Son pequefias, con tamafio maximo de 3 mm, incompletas, sésiles 0 y desprovistas
de pétalos (Rea, 1969), pueden ser hermafroditas (Apaza, et al., 2013), pistiladas

(femeninas) (Gémez y Aguilar, 2016).

g. Fruto

Es un aquenio de forma esferoidal, lenticular, levemente extendido hacia el centro
(Gomez y Aguilar, 2016). Esté constituido por el perigonio (Apaza et al., 2013) que cubre
a la semilla por completo, y con una sola semilla, de color variable, la cual se separa con

facilidad al llegar a la madurez (Gallardo et al., 1997).

h. Semilla

Es el fruto maduro sin perigonio, es de forma lenticular, elipsoidal, conica o
esferoidal (Apaza et al., 2013), presenta colores variados como: blanco, crema, plomo,
amarillo, rosado, purpura, café y negro, segin las variedades o ecotipos (Gomez y
Aguilar, 2016). Presenta tres partes bien definidas que son:

e Episperma: Se encuentra debajo del pericarpio y es la parte que cubre el embridn
(Villacorta y Talavera, 1976). En ella se encuentra la saponina que le otorga el
sabor amargo de la quinua y cuya adherencia a la semilla es variable con las
variedades (Apaza et al., 2013).

e Embrion: Esta formado por la radicula por dos cotiledones (Gémez y Aguilar,
2016). Los cotiledones envuelven al perisperma en forma de anillo, con una
curvatura de 320°, es de color amarillo, mide 3,54 mm de longitud y 0,36 mm de

ancho. Constituye el 30% del volumen total de la semilla (Carrillo, 1992).
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e Perisperma: Es un tejido de almacenamiento de las sustancias de reserva
nutricionales y esta constituido principalmente por granos de almidon, es de color
blanquecino (Gomez y Aguilar, 2016) y representa practicamente el 60% de la

superficie de la semilla (Mujica, 1996).

2.2.1.3. Preparacion de la semilla

Antes de la siembra, la semilla debe seleccionarse para obtener plantulas vigorosas
y uniformes. Esta debe proceder de centros productores de semilla con buena calidad
(Cahuana, 2013). El grano o semilla después de cosecha, debe secarse a temperatura
ambiente y a la siembra, debe tener una humedad alrededor del 12% (Peralta et al., 2012),
estar sana y enteras con buen tamafio y peso, libre de impurezas y semillas de malezas u

otros granos, libre de plagas y enfermedades (Gomez y Aguilar, 2016).

2.2.1.4. Preparacion del substrato.

El substrato influye en el porcentaje de germinacion, enraizamiento y en la calidad
del sistema radicular (CIP, 1997). Requiere de pH neutros a ligeramente alcalinos entre 6
a 8.5, tolera la salinidad y suelos de textura franca, franco limosos y franco arcillosos
(Cahuana, 2013). Los mejores rendimientos se obtienen en suelos fértiles, de textura
media, con buen drenaje y alto contenido de materia organica. Los suelos muy pesados
no son adecuados para la siembra de quinua por falta de aireacion que se puede producir
en condiciones de alta humedad. Los suelos arenosos, tampoco son apropiados ya que su
escasa capacidad de retencién de agua afecta negativamente en las primeras fases
fenoldgicas (emergencia de plantulas, cuatro, seis, ocho hojas verdaderas) del cultivo

(Apaza y Delgado, 2005).

Las raices de la quinua, crece en los primeros 30 cm del suelo, se puede cultivar

quinua con resultados aceptables en suelos de 40 cm de profundidad (Minagri, 2011),
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pero es preferible que éste sea de 80 cm o mas, de profundidad, ya que las raices pueden
llegar a 1,20 cm de profundidad, para absorber el agua y tolerar los periodos de sequia

(Apaza y Delgado, 2005).
2.2.1.5. Siembra de semilla de quinua.

La siembra, se efectia a chorro continuo, usando 8 a 10 kg/ha de semilla
proveniente de semilleros certificados, con un poder germinativo no menor del 95% y un
valor cultural mayor a 85% (Cahuana, 2013). La semilla se distribuye uniformemente en
el fondo del surco o en macetas, ya sea con la mano o usando tubos distribuidores de
semilla, evitando que la semilla entre en contacto directo con el abono (Camacho, 2009).
La profundidad adecuada para el grano de quinua no debe sobrepasar los 2 cm para que
la semilla pueda absorber agua y posteriormente pueda germinar y no disecarse en dias

calurosos. Se tapan con una capa fina de tierra (Gomez y Aguilar, 2016).
2.2.1.6. Principales enfermedades de la quinua
El Mildiu

Es la enfermedad més importante de la quinua, causado por Peronospora farinosa
(Marca et al., 2011), un oomicete, cuyos miembros son parasitos obligados (biotroficos)
altamente especializados que parasitan plantas vasculares (Danielsen y Ames, 2000),
afectando negativamente en el desarrollo de la planta (area foliar fotosintética de la

planta) y en el rendimiento (Bazile et al., 2014).
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Taxonomia

Dominio: Protista
Filo: Heterokontophyta
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Peronospora
Especie: Peronospora farinosa, Willd 1849

N. comun: Mildiu

P. farinosa ataca a las especies de la familia Chenopodiaceae a la que pertenecen
los géneros Beta, Spinacia y Chenopodium, atacando solo al género del cual ha sido
aislado (Danielsen y Ames, 2000). Debido a ésta especializacion fisiologica, el patdgeno
esta subdividido en 3 grupos segln sus hospedantes: P. farinosa f.sp. betae en Beta spp.,
P. farinosa f.sp. spinaciae en Spinacia spp., y P. farinosa f.sp. chenopodii en

Chenopodium spp. (Agrios, 2005).
Importancia y distribucion

La enfermedad afecta hojas, ramas, tallos y panojas, en cualquier estadio
fenoldgico del cultivo. Los mayores dafios se presentan en plantas jovenes (estados de
ramificacion y panojamiento) (Danielsen y Ames, 2000), provoca defoliacion (Bazile et
al., 2014), perjudicando el normal desarrollo y fructificacion de la quinua (Mujica et al.,

2013) (Fig. 1).
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Figura 1. Planta de quinua atacada por mildiu (Peronospora farinosa)
tomado de (Bazile et al., 2014).

Las condiciones ambientales con alta humedad en el ambiente (exceso de lluvias)
favorecen el desarrollo del mildiu (Mujica et al., 2013). La enfermedad se presenta en la
todos los lugares donde se cultiva la quinua (Bazile et al., 2014), por la diversidad
genética del patdgeno y por presentar un amplio rango de adaptabilidad. Esta enfermedad
se encuentra distribuida en todos los lugares o paises donde se cultiva quinua,

Sudamérica, Norteamérica y Europa (Danielsen y Ames, 2000).

Patogenicidad

La patogenicidad varia con las diferentes variedades, fases fenoldgicas de
desarrollo y 6rganos infectados de la planta. Generalmente, la enfermedad se inicia con
pequefias manchas de forma irregular (Cruces y Callohuari, 2016). En la cara superior de
las hojas se observa manchas amarillas palidas (cloréticas) o rojizas de tamafio y forma

variables En la cara inferior, se observan pelusillas de color plomo gris violaceo
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(esporangio y esporangidforos) (Gémez y Aguilar, 2016). Los sintomas aumentan en

numero y tamafio sucesivamente (Danielsen y Ames, 2000).

En algunos casos las lesiones estan localizadas y definidas; sin embargo, en otros
las lesiones son muy tenues, en ambos casos pueden cubrir la totalidad del area foliar
(Apaza y Delgado 2005). Provocando alteraciones fisiologicas, disminuyendo
severamente la fotosintesis. En infecciones graves llega a necrétizar toda la hoja o area
afectada de la planta (Danielsen y Ames, 2000) y produce defoliacién generalizada

(Gémez y Aguilar, 2016).

Cuando el ataque del mildiu a variedades de quinua susceptibles es severo, llegan
a ocasionar distorsion de los tejidos afectados y las hojas muestran depresiones
pronunciadas como ampollas palidas o coloreadas. La sintomatologia puede llevarnos a
una confusion por ataque de virus ya que la infeccion del patdégeno adoptan una
caracteristica de tipo sistémico (Alandia et al., 1979), las plantas se tornan amarillentas y
con enanismo pronunciado (Gomez y Aguilar, 2016). Esta sintomatologia se expresa
cuando la infeccion del patégeno se inicia por medio de oosporas que han quedado
adheridas a los granos de semillas de quinua y las que quedaron en los residuos de

cosechas en la parcela (Cruces y Callohuari, 2016).

Agente causal

Es una enfermedad originaria de los Estados Unidos conocida como mildiu
Peronospora farinosa y en 1878 fué introducida en Europa. Esta enfermedad se presenta
en ambientes himedos en plantas que crecen a fines de la primavera (Mujica et al., 2014).
Las hojas basales presentan manchas cloréticas o amarillas - palidas, las cuales, aumentan
en tamafio y numero conforme aumenta la humedad del medio ambiente. Cuando

aumenta la humedad atmosférica, la enfermedad se desarrolla rapidamente en el has y
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envés de la hoja (Danielsen y Ames, 2000). En el envés, se presenta una abundante

esporulacion (Bazile et al., 2014).

2.2.1.7. Morfologia

El patdgeno presenta una estructura vegetativa constituida por hifas y en sus
puntas se forman los esporangioforos y esporangios (Agrios, 2005). Las hifas son
cenociticas (sin septa) (Bazile et al.; 2014) y multinucleadas, proyectan hautorios que
utilizan como 6rganos de absorcion dentro de la célula estos se desarrollan en los espacios
intercelulares de las hojas. El patdgeno ataca principalmente la hoja formando en la cara
inferior esporangidéforos que miden entre 167 y 227 um de longitud y entre 11.0 y 14.8
pum de diametro. Los esporangioforos son arborescentes, dicotomicamente ramificados 4
a 5 veces en angulo agudo y terminan en 2 — 3 extremos flexuosos dispuestos en angulo

recto o agudo, donde se insertan los esporangios (fig. 2) (Danielsen y Ames, 2000).

Figura 2. Esporangio6foro y esporangios de Peronospora farinosa.
Tomado de (Danielsen y Ames, 2000).
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Los esporangios son de color castafio claro translicido y son deciduos (a la
madurez se desprenden del esporangi6foro), ovales, con una papila apical translicida;
miden entre 25,7 y 31,9 um de largo y 19,3 a 24,3 um de diametro (fig. 3). Poseen una
pared ligeramente rugosa y el protoplasma granulado. No producen zoosporas como
ocurre con otros Oomicetes. Su germinacion es directamente por un tubo germinativo por
lo que se les designa con los nombres de esporangio, espora o conidia (Danielsen y Ames,

2000).

Figura 3. Esporangios de Peronospora farinosa (Danielsen y Ames, 2000).

Las oosporas son estructuras que sobreviven las campafias agricolas y son fuente

de in6culo primario (Alandia et al., 1979).

El oogonio es de forma esférica y el anteridio es claviformes (Flores et al., 2010),
se encuentran generalmente en forma abundante en el tejido de la hoja en proceso de
necrobiosis. El oogonio es hialino, de pared gruesa, densamente granulada. El anteridio

es translucido, a menudo adosado al oogonio (Danielsen y Ames, 2000).
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El didmetro de la oospora varia entre 39 y 50 um (fig. 4) (Danielsen y Ames,
2000). chenopodii es un organismo heterotalico; por lo tanto, para que se forme la oospora
es necesaria la presencia de dos talos genéticamente distintos y sexualmente compatibles

(Bazile et al., 2014).
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Figura 4. Oosporas de Peronospora farinosa en tejido
foliar tomado de (Danielsen y Ames, 2000).

Durante la época de cultivo se pueden producir varias generaciones, infecciones
sucesivas (policiclicos) y la reproduccion del patégeno es asexualmente (esporangios)

(fig. 5) (Apaza y Delgado, 2005).
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PRIMAVERA
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sobre semilla
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Figura 5. Ciclo de vida de Peronospora farinosa en la zona andina. Cf: esporangio6foro, C:
esporangio, a: anteridio, Og: oogonio, Os: oospora. tomado de (Tapia et al., 2000).

Epidemiologia

El Peronospora farinosa se disemina a través del viento, lluvias (esporangios),
semilla y suelo (oosporas) (Danielsen y Ames, 2000). La infeccion es estimulada cuando
se presentan las condiciones favorables optimas (alta humedad relativa >80%) (Bazile et

al., 2014) y las temperaturas moderadas (13 -18°C) (Mujica et al., 2006).

El in6culo de Peronospora farinosa se encuentra presente en el suelo o en la
semilla infectada iniciandose asi la enfermedad desde las plantas pequefias. En camara de
crecimiento, se observa la infeccion primaria con una esporulacion abundante que cubre
la superficie de las hojas cotiledonales (fig. 6) (Danielsen y Ames, 2000). La infeccion
primaria sirve en el campo como foco de infeccidn y la enfermedad se generaliza durante
el periodo de cultivo por medio de esporangios que se desplazan por accién del viento y
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caen en plantas sanas o en hojas sanas de la misma planta (infeccion secundaria) (Cruces
y Callohuari, 2016). Los esporangios son estructuras propagativas por excelencia que se
producen en forma policiclica a lo largo del periodo del cultivo, siempre y cuando haya
suficiente humedad y una temperatura adecuada para su desarrollo (Danielsen y Ames,

2000).

Figura 6. Infeccion primaria de mildiu observada como esporulacion
abundante en hojas cotiledonales de quinua. (Danielsen y Ames, 2000).

Evaluacion de la enfermedad

Se determina el porcentaje del area foliar afectado en hojas individuales. La
severidad se mide en 3 hojas por planta, tomando al azar una de cada tercio (Apaza y
Delgado, 2005), de acuerdo a una escala de 0% hasta 100% (fig.7) y luego se calcula el
promedio de las tres hojas para obtener el valor de una planta. El valor minimo que indica

la presencia de la enfermedad es 1% (Danielsen y Ames, 2000)
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95% 100%

Figura 7. Escala de evaluacién para mildiu (Peronospora farinosa) en porcentaje del area foliar
afectada. tomado de (Danielsen y Ames, 2000).

Rizobaterias promotoras de crecimiento en plantas PGPR

El grupo de bacterias denominadas como PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), fué definido por Kloepper et al., en 1989 como bacterias que colonizan
la raiz y estimulan significativamente el crecimiento de las plantas. EI mecanismo por el
cual las bacterias promueven el mejor desarrollo de las plantas, comprende: (i) La
habilidad de producir fitohormonas (Carcafio et al., 2006.), como el Acido Indol Acético

34

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



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

(Deshwal y Kumar, 2013) cido giberélico (Sivasakthi et al., 2013), citoquininas (Tien et
al., 1979) y etileno (Glick, 1995); (ii) fijacion asimbidtica de N2 (Boddey y Dobereiner,
1995); (iii) antagonismo contra microorganismos fitopatdgenos, produccion de
sideroforos (Scher y Baker, 1982); (iv) solubilizacion de fosfato mineral y otros

nutrientes (De Freitas et al., 1997).

Dentro de este grupo de bacterias, se encuentran los géneros: Alcaligenes,
Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Serratia, Azotobacter, Azospirillum,
Clostridium, Pseudomonas, Bacillus y Actinomicetos (Kloepper et al., 1989; Basham y

Levanony, 1990; Okon y Lavandera, 1994; Maier et al., 2004).

Segun Kloepper et al., (1989) las PGPR pueden ser: Bioprotectores (supresion de
enfermedades de plantas), Biofertilizantes (aumentar la capacidad de absorcion de
nutrientes) y Bioestimulantes (produccion de fitohormonas). Existe interaccion suelo,
planta, microorganismos y ambiente los que repercuten, en el crecimiento positivo y en
el desarrollo de las especies vegetales (Cano, 2011), las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal PGPR, pueden actuar de manera indirecta o directa: (i) Mecanismos
indirectos: los metabolitos producidos por las PGPR pueden funcionar como
determinantes antagonicos (Garcia y Goémez, 2016), involucran aspectos de control
bioldgico, inhiben el crecimiento de microorganismos perjudiciales para el desarrollo de
las plantas, produccion de sideroforos, antibidticos, accion de enzimas liticas o induccion
de mecanismos de resistencia y la competencia por nutrimentos y el nicho (Sarabia et al.,

2010).
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(if) Mecanismos directos: Ocurren cuando los metabolitos producidos por algunas cepas
de rizobacterias son utilizados como reguladores de crecimiento o precursores de éstos

por parte de la planta (Glick, 1995).
Género Bacillus

Los Bacillus estan altamente presentes en la rizésfera de los cultivos (Calvo et al.,
2010), debido a la formacion de esporas que le dan una ventaja de supervivencia en la
raiz vegetal, esto se puede deber a los altos niveles de nutrientes que se hallan en la zona
que rodea a las raices que permiten el desarrollo de poblaciones microbianas (Glick,
1995). Al formar endoesporas le da una ventaja competitiva en el suelo (Stephens, 1998);
sin embargo, se debe adaptar a cambios bruscos de temperatura, para lo cual cuentan con

genes de shock térmico inducibles (Petersohn et al., 2001).

El género Bacillus pertenece a la familia Bacillaceae. Formado por
microorganismos bacilares Gram positivos formadores de endosporas (Lisboa, 2003),
quimioheretétrofos que normalmente son viables y rodeados de flagelos peritricos. Son
anaerobios o aerobios facultativos (Macedo y Vola, 2006), son catalasa positivos, se
desarrollan a pH entre 5.5 y 8.5. Las células bacterianas presentan un tamafio que varia
0,5a 2,5 um x 1,2-10 um. Este género se encuentra cominmente en suelos y plantas
donde tienen un papel importante en el ciclo del carbono y el nitrégeno. Son habitantes
comunes en aguas frescas y estancadas, son particularmente activos en sedimentos
(Koneman et al., 2001). Crecen formando colonias blanquecinas, grandes, extendidas e

irregulares (Layton et al., 2011).
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De acuerdo al sistema de clasificacién taxondémica de la segunda edicién del

Manual de Bergey’s (2000), el género Bacillus pertenece a:

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae

Género: Bacillus

Entre las especies mas representativos del género Bacillus se encuentran B.
alkalophilus, B. anthracis, B. azotoformans, B. brevis, B. cereus, B. Subtilis, B.
coagulans, B. firmus, B. insolitus, B. lincheniformis, B. polimyxa, B. thuringiensis, entre

otros (Bergey’s 2000).
Actividad antagonica de Bacillus

Existen microorganismos antagdnicos en los campos de cultivo (PGPR), como las
bacterias del genero Bacillus que son una alternativa de control de enfermedades causadas
por hongos (Sénchez et al., 2014). Por ejemplo, las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR), presenta un papel importante en el crecimiento de las plantas
y son biocontroladores de las enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus (Liu

etal., 1995).

Estudios previos revelan que el control bioldgico realizado por las PGPR
involucra la produccion de metabolitos bacterianos, los cuales reducen la poblacién y la
actividad de patégenos o microflora rizosférica deletérea (Glick et al., 1995). Estos
metabolitos pueden incluir a los sider6foros, que se unen al Fe haciéndolo menos

disponible a ciertos miembros de la microflora patégena natural del suelo (Berthelin et
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al., 1991; Kloepper et al., 1987). Por otro lado, la produccion de antibiéticos es uno de
los aspectos mas estudiados como mecanismo de biocontrol. Muchos estudios han
demostrado que los indculos bacterianos que producen antibiéticos como la pirrolnitrina,
ficocianina, 2,4 diacetilfloroglucinol etc., causan la supresion de fitopatdégenos del suelo
(Pierson y Thomashow, 1992; Kloepper, 1994; Glick et al., 1995; Thomashow y Weller,
1988). A su vez, Glick (1995) indicé que el mecanismo mas efectivo que una PGPR puede

emplear para prevenir la proliferacion de fitopatdgenos es la sintesis de antibi6ticos.

La accion biocontroladora del Bacillus estd mediada por su perfil bioquimico ya
que son productores de maltiples metabolitos biol6gicamente activos, asi en el caso de
Bacillus subtilis de iturin A'y fengycin y en Bacillus brevis de gramicidina S, son capaces
de inhibir el desarrollo y crecimiento normal de otros microorganismos, lo que son
necesarios para el biocontrol de plagas en aras del fortalecimiento de los actuales

estandares de calidad en los procesos ambientales (Layton et al., 2011).

Uno de los géneros mas estudiados en el tema de los biocontroles es el género
Bacillus sp, resultando el mas representativo el B. subtilis, a pesar de que no se conoce
con completa certeza su mecanismo antibacteriano y antifungico, pero si han reportado
evidencias de produccion de metabolitos antibidticos como la surfactina, la iturina A, la
subtilina, la subtilisina, la micosubtilina y la bacitracina entre otras (Bais et al., 2004; EI-
Hassan y Gowen, 2006; Gong et al., 2006; Korsten y Jager, 1995; Leclere et al., 2005;
Kilian et al., 2000; Bacon et al., 2001). Ademas de su reconocida importancia como
biocontrolador, el B. subtilis se ha caracterizado Gltimamente como la Unica cepa capaz

de matar a microorganismos de su misma especie (Gonzalez, 2006).
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2.3. MARCO CONCEPTUAL

Antagonista: Son aquellos agentes bioldgicos capaces de interferir en el proceso de la
vida de los patdgenos vegetales, pueden ser hongos, bacterias, nematodos, etc. (Baker,

1968).

Antibiotico: Sustancia producida por un microorganismo que inhibe o destruye otros
microorganismos, eficaz desde el punto de vista terapéutico contra una gama amplia de

bacterias (Forbes et al., 2004).

Antifangicos: Engloba cualquier sustancia capaz de producir una alteracion tal de las
estructuras de una célula fungica que consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad
0 capacidad de supervivencia, bien directa o indirectamente, lo que facilita el

funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped (Valdez, 2005).

Gram positiva: Tipo de célula procariota cuya pared celular estd compuesta basicamente

por peptidoglicano y que carece de membrana externa (Madigan et al., 2012).

In6culo: Término para referirse a los microorganismos o sus partes (esporas, fragmentos
miceliales, etc.) capaces de provocar infeccién o simbiosis cuando se transfieren a un

huésped. (Forbes et al., 2004).

Inhibicién: La reduccion del crecimiento microbiano debido a un descenso en el nimero

de microorganismos presentes o alteraciones en el ambiente microbiano (Mosby, 1998).

Infeccion: Es el proceso de multiplicacion de un microorganismo infeccioso dentro del
organismo con o sin manifestacion de la enfermedad. Puede ser enddgena, si el organismo
responsable forma parte de su flora habitual, o exdgena si el proceso es adquirido

externamente al huésped (Brooks et al., 2011).
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Patdgeno: Se define como un organismo que tiene la capacidad de causar enfermedad.
Esa capacidad depende de diversos factores, que incluyen: la dosis infectante del germen,
la puerta de entrada al organismo y especialmente la susceptibilidad del huésped (Forbes

etal., 2004).

Planta huésped: Aquel organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre
si, el hospedante resulta involucrado ya que constituye el asiento donde se llevan a cabo

las acciones entre antagonistas y patdgenos (Baker, 1987).

Semilla: Es el 6vulo fecundado y maduro que contiene el embrion o parte de la planta
que da origen a una nueva planta, aproximadamente de 1.8 mm a 2 mm de diametro, el
color de la semilla puede ser amarillo, café, crema, plomo, blanco o translucido (Apaza

y Delgado, 2005).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
3.1. AMBITO DE ESTUDIO
El trabajo de investigacion, se realizo en el invernadero N° 1 del Anexo Salcedo
de la Estacion Experimental Illpa INIA - Puno, provincia de Puno, con coordenadas UTM

19 L 392941 8243990, Altitud a 3820 msnm.

Estacion Eigerimemal'.
A)granaIm,Da,,‘ @nz

Figura 8. Ubicacion del anexo Salcedo de la Estacion Experimental Illpa —Puno, Marzo 2016.

Tomado https://google.com.pe/maps/place/Estacion/Experimental/Agraria/lllpa-Sede/Salcedo.

Las muestras de suelo provienen del campo de cultivo de quinua del fundo
Palermo ubicado en el distrito de Juli provincia de Chucuito, region Puno a una altura de
3828 msnm, con coordenadas UTM 19 K 451224 8206644. Tiene un clima seco y
semiseco, las precipitaciones pluviales se presentan en los meses de noviembre a marzo

y son escasos durante los meses de abril a octubre.
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Figura 9. Campo del cultivo de quinua en el fundo Palermo — provincia de Chucuito — Juli,
Tomada https: // google.com.pe/maps/place/juli.pe.

3.2. TIPODE ESTUDIO

El estudio es de tipo experimental y se realizd durante la campafia agricola Marzo

- Mayo del 2016.
3.3. POBLACIONY TAMANO DE MUESTRA

Se utilizé plantas de quinua de la variedad Salcedo INIA distribuidos en 15

maceteros, se trabajé con 5 tratamientos y 3 repeticiones en cada estadio.
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Tabla 1. Tamafio de muestra de la investigacion.

Estadios de la quinua

6 hojas Ramificacion Inicio de Panojamiento Floracion
panojamiento

Trat Rep Trat Rep Trat Rep Trat Rep Trat Rep

T1: 3 T1: 3 T1: 3 T1: 3 T1: 3
T2: 3 T2: 3 T2: 3 T2: 3 T2: 3
T3: 3 T3: 3 T3: 3 T3: 3 T3: 3
T4: 3 T4: 3 T4: 3 T4: 3 T4: 3
TS: 3 T5: 3 TS: 3 TS: 3 T5: 3

T1: (control)

T2: (5ml) dosis de Bacillus spp.

T3: (10 ml) dosis de Bacillus spp.

T4: (15 ml) dosis de Bacillus spp.

T5: (20 ml) dosis de Bacillus spp.
3.4, METODOLOGIA

3.4.1. Determinacion de la presencia de Bacillus spp. en suelos de cultivo de quinua

en la localidad de Palermo, en la provincia de Chucuito - Juli.
a. Toma de muestras de suelo para aislar Bacillus spp.

Las muestras de suelo fueron tomadas de un area de cultivo de quinua (5,000 m2)
de la variedad Salcedo INIA Puno, en la localidad de Palermo, Provincia de Chucuito

Juli. Se dividird en submuestras y muestras.
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Se elabor6 un croquis del campo de cultivo, ubicando 10 puntos de muestreo,

recorriendo en zig — zag (fig. 10). De cada punto se obtuvo aproximadamente 1 kg.

MUESTRA @ MuESTRA

MUESTRA

/ \ / \ 10
MUESTRA MUESTRA MUESTRA MUESTRA

/ 2 \ /
© nuesTra
.MUEfTRA p MUESTRA
9

Figura 10. Los 10 puntos de muestreo de suelos de un cultivo seleccionado de quinua.

- Procedimiento de obtencién de submuestras y muestras

1. Cada punto elegido estaba situado al lado del surco de las plantas de quinua, y se
procedio a realizar la limpieza de la capa superficial del suelo, eliminando malezas y
piedras.

2. Con una pala se cavo el suelo haciendo un hoyo de 20 cm de profundidad en forma de
V, se retird la tierra arrojandolo a un costado.

3. Con un Palin agricola se recogi6 la tierra de los bordes del hoyo de aproximadamente
3 cm de grosor, luego se depositd la submuestra en una bolsa de plastico de polietileno.

4. Se realiz6 el mismo procedimiento en todos los puntos seleccionados.

5. Una vez terminada el procedimiento en todos los puntos seleccionados, las
submuestras se juntaron sobre una bolsa de plastico limpio, luego se desmenuzaron y

se mezclaron uniformemente, eliminando las piedras y restos vegetales.
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6. Las submuestras se dividieron en 4 partes, de las cuales se recogio 1 parte y se descartd
el resto, se volvid a realizar el mezclado y el cuarteo hasta llegar al tamafio para obtener
la muestra requerida, se obtuvo 500 g de muestra para aislar cepas de Bacillus (muestra
1) y otra de 1 kg para el analisis Fisico — Quimico (muestra 2).

7. Las muestras de suelo obtenidas se colocaron en sus respectivas bolsas de plastico
debidamente etiquetadas consignando todos los datos relevantes a la muestra.

8. Lamuestra 1 se llevo al laboratorio de cultivo de tejidos y virologia en donde se realizd
el aislamiento de cepas de Bacillus, mientras que la muestra 2 se Ilevé al laboratorio
de suelos de la Estacion Experimental Illpa — INIA-Puno, para realizar el andlisis

Fisico — Quimico.

b. Aislamiento de Bacillus spp.

Se utilizé el método de diluciones y siembra en placa Petri.
- Fundamento:

Método de diluciones: Se basa en hacer una dilucién primaria cuya finalidad es
lograr obtener una muestra representativa, lograr una distribucion lo mas uniforme
posible, de los microorganismos contenidos en la muestra destinada al analisis (Camacho
etal., 2009).

Siembra en placa Petri: Se basa en sembrar o inocular artificialmente una porcion
de muestra (indculo) en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano,
para su desarrollo y multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a
una temperatura adecuada para el crecimiento (Santambrosio et al., 2009).

- Procedimiento:
El procedimiento se realiz en una cabina de flujo laminar y se esterilizo todos los

materiales para tener un trabajo aséptico.
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1.  De la muestra total (500 g), se tom6 10 g y se depositd en un matraz con 90 ml de
agua destilada estéril, que representa la dilucion 101, luego se realiz6 una serie de
diluciones hasta llegar a 103.

2.  Esta tltima dilucion se llevo a bafio maria, 75°C por 15 minutos, a fin de eliminar
las formas de vida vegetativa y obtener solo esporas bacterianas.

3. Posteriormente se sembro por incorporacidn en agar nutritivo con la utilizacion de
un mechero como fuente de calor para evitar la contaminacion en nuestra area de
trabajo y se incubd a 28°C por 48 horas.

4.  Las placas cultivadas se observaron diariamente durante 5 dias a fin de seleccionar
cepas de Bacillus de mejor crecimiento.

5. Se contabilizaron las esporas y luego se repico la cepa blanquecina filamentosa de
mayor crecimiento en agar nutritivo.

6.  Se realizd la evaluacion de las caracteristicas macroscépicas de las colonias, esto
se llevd a cabo por medio de una observacion visual del crecimiento en la superficie
de las placas de agar, se consideraron los siguientes puntos: tamafo, forma,
superficie, consistencia y coloracion.

7.  Parala evaluacién microscopica de las colonias, se utilizé un microscopio a 100X,
y se consider6 los siguientes puntos: prueba de Tincion Gram para asegurar su
pureza, tamafio y forma.

8.  Serealizé la prueba de catalasa.

9.  Por otro lado, para evitar la presencia de Bacillus cereus, que es un patdgeno para
el ser humano, las cepas se sembr6 en Agar Mosell y las que se identificaron como

B. cereus fueron descartadas.
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10. Finalmente se conservo la cepa de Bacillus spp. en placas petri para su multiplicacion

posterior, asignandole un codigo de identificacion.

1ml 1ml
' 10 l 102 l 10°

100

Suspension de suelo 9mIH:0 9mlH,0  Bafo maria por

15 minutos
110%en H:0
a en H: a75°C

Siembra por incorporacién
Agar nutritivo

/ / /
/ /
- - 7
W Cryvtar vome LI Meaner
";} = "/} - (&9 - se iﬂcub:afi a28°C Siembra en
: : ; Dor A8 hre
Tincién Gram Agai Mossel
B. cereus
fueron

descartadas

Figura 11. Protocolo de aislamiento de Bacillus spp.

a. Andlisis Fisico — Quimico
Se realizé en el laboratorio de analisis de suelos y aguas de la Estacion Experimental
Agraria Illpa - Puno, con sede en Salcedo - Puno, los pardmetros analizados fueron:

Nitrogeno (N), fosforo (P) potasio (K), materia organica (MO) y pH (Anexo 5).
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b. Aislamiento de hongo Peronospora farinosa.
Las hojas de quinua infestadas con mildiu fueron colectadas de la comunidad

campesina San Juan de Tahuaco.
Procedimiento:

1.  Se colectaron hojas de quinua con una sola lesion, a su vez presentaban abundante
esporulacion.

2. Seguidamente el area de la hoja de quinua infectada por mildiu, se cortd por el
perimetro de la lesion, luego se obtuvieron los esporangios del tejido foliar,
empleando un chorro de agua destilada (5 ml).

3. Los esporangios obtenidos se colocaron en tubos de ensayo de 5ml para centrifugar
a 3000 rpm por 10 minutos.

4.  Se descarto el sobrenadante, quedando 2 ml de sedimento en el tubo de ensayo.

5.  Se realizd el mismo procedimiento hasta recolectar 75 ml del inoculo de
Peronospora farinosa.

6.  Serecolect6 en un matraz de Erlenmeyer 5 ml del in6culo de Peronospora farinosa

para aplicarlos a las 15 plantas de quinua.

3.4.2. Determinacion del efecto antifingico de Bacillus spp. a diferentes dosis contra

Peronospora farinosa.

a. Experimento en el invernadero

1.  Se utilizaron macetas limpias, donde se llenaron tierra agricola, hasta tres cuartas

partes de su volumen.
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2.  Encada maceta se sembraron 2 semillas de quinua de la Variedad Salcedo - INIA,
procedentes de los semilleros certificados de la Estacion Experimental IlIpa-Puno.

3. Una vez terminada la siembra y abonamiento, se taparon con una capa de 0.5 cm
de substrato y después de una ligera compactacion se dio riego ligero.

4.  Las plantas de quinua, emergieron uniformemente a los 4 a 5 dias de la siembra.

5. Los riegos de mantenimiento fueron ligeros y se efectuaron con una frecuencia de
2 veces por semana.

6. A los 30 dias de la siembra se obtuvo plantas de quinua en el estadio de 4 hojas,

lista para ser inoculadas con el hongo Peronospora farinosa.

b. Aplicacién del hongo Peronospora farinosa a la planta de quinua

1. Seus6 5 ml del inoculo de Peronospora farinosa ajustado a una concentracion de
1 x 105 esporangios/ml, con un asperjador se aplic la dosis del indculo a cada una
de las 15 plantas de quinua en el estadio de 4 hojas a los 30 dias.

2.  Posteriormente las plantas de quinua se trasladaron a una camara himeda a 20°C y
80 % HR durante 6 dias. Al sexto dia, para inducir la esporulacion se elevé a 20 °C

y 100 % HR por 24 horas.

()

. Aplicacién de Bacillus spp.

1. Pasando 24 horas de la aplicacién del mildiu, se aplicaron Bacillus spp. en
suspension.

2. ElBacillus spp. se preparé en diferentes dosis T1: control, T2: 5 ml, T3: 10 ml, T4:

15mly T5: 20 ml.
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3. Los tratamientos se aplicaron con un asperjador a las plantas de quinua, ajustado a
una concentracion de 1 x 108 UFC/ml, luego se retom¢ a 20°C y 80% HR durante
todo el experimento.

4.  La evaluacion del estado del follaje fue diaria para determinar la presencia de

Peronospora farinosa.

d. Evaluacion de la enfermedad
El porcentaje de dafio se midid segin la escala de evaluacion para mildiu

(Peronospora farinosa) de 0% hasta 100% (fig.7).

El porcentaje de eficacia de las dosis de Bacillus spp. se calcul6 aplicando la

siguiente formula:

(% dT — % dD)
% E = x 100%
0

Donde:

% E= Porcentaje de eficiencia (reduccion de dafio).

% dT= Porcentaje de dafios en el testigo

% dD= Porcentaje de dafios en las hojas de quinua con las dosis de Bacillus spp.
Procedimiento:

1.  Laplanta se dividio en tres tercios, de cada tercio se tomd una hoja.

2.  Cada hoja se compar0 con la escala de evaluacion para mildiu y se determind el
porcentaje de dafio.

3. Aplicando la regla de tres simples se calculo el porcentaje de dafio total de la planta.

4.  Este procedimiento se realizé para cada tratamiento y repeticion.
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5. Laobservacion de las hojas se realizé de la siguiente manera:

—A los 45 dias: 6 hojas

—A los 52 dias: Ramificacion

—A los 59 dias: Inicio de Panojamiento
—A los 73 dias: Panojamiento

—A los 87 dias: Floracién

g. Anélisis estadistico

Se utiliz6 el software estadistico InfoStat, version libre para realizar el analisis de
varianza (ANOVA), para un disefio completamente al azar (DCA), considerando como
factor de estudio los 5 tratamientos (T1: control, T2: 5 ml, T3: 10 ml, T4: 15 ml, T5: 20
ml en la dosis de Bacillus spp), las variables dependientes son los porcentaje de dafio en
hojas en las 15 unidades experimentales con las siguientes etapas: 6 hojas, ramificacion,
inicio de panojamiento, panojamiento y floracidn que representan a las plantas de quinua,
se trabajo con 3 repeticiones en cada tratamiento. Para realizar el contraste se utilizo la
prueba de Tukey y se verifico las diferencias especificas, los analisis se realizaron con

una confiabilidad del 95% (a=0.05).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la presencia de Bacillus spp. en suelos de cultivo de quinua

en la localidad de Palermo, en la Provincia de Chucuito - Juli.
Caracterizacion macroscépica y microscopica de Bacillus spp.

a. Caracterizacion macroscopica:

Se hizo la observacion de las colonias de Bacillus spp a las 24 horas de tamarfios
de 2 a4 mm de didmetro con forma irregular de color blanquecino, con bordes lobulados,
con elevacion acuminada que presenta un centro mas elevado en forma de anillo con una

consistencia cremosa. (Fig. 12).

Figura 12. Caracteristicas macroscépicas de Bacillus spp. INIA - Puno, Abril 2016.
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b. Caracterizacion microscopica
La cepa aislada de Bacillus spp. fué positiva a la tincién Gram, a las esporas y a
la catalasa; por otro lado, no se obtuvo crecimiento caracteristico de Bacillus cereus

en agar Mossel (Fig. 13).
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Figura 13. Caracteristicas microscépicas de Bacillus spp. por tincién Gram. INIA - Puno,
Abril 2016.

Resultados similares fueron demostrados por Koneman et al., (2001) quien indica
que el genero Bacillus estd formado por microorganismos bacilares de coloracién gram
positiva que forman endoesporas y son catalasa positivos con un pH de 5.5. a 8.5, que
favorecen el crecimiento activo situacién que nos permite confirmar que nuestro

aislamiento en el fundo Palermo se trata de una cepa del género Bacillus.

Por otro lado Tejera et al., (2011) indican que aislaron e identificaron a B. subtilis,
B. cereus y Bacillus sp., en raices del cultivo de arroz, lo cual confirma la amplia
diversidad y distribucion de éste género en suelos agricolas, donde promueven el
desarrollo directo o indirecto de las plantas mediante mecanismos antagonicos (Reinoso
et al., 2007), asi mismo Ortufio et al., (2014) aislaron diferentes especies de bacterias en
la quinua: Bacillus amyloliquefaciens; B. tequilensis; B. vallismortis; B. subtilis; B.

pumilus; B. licheniformis y B. firmus (aislados de las hojas). B. aryabhattai; B. horikoshii;
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B. megaterium; B. pumilus y Paenibacillus odorifer; Pseudomonas sp.; B. subtilis;
Azotobacter sp. (aislados de las raices); B. subtilis; B. pumilus; B. amilequefasciens
(aislados del grano), ademés Ortufio et al., (2013) en plantas de quinua (Chenopodium
quinoa) seleccionaron cepas bacterianas promisorias, pertenecientes en su mayoria a

géneros Bacillus y Paenibacillus.

4.2.  Determinacion del efecto antifangico de Bacillus spp. a diferentes dosis

sobre Peronospora farinosa.
a. Estadio de 6 hojas

Tabla 2. Efecto antifungico (%) de Bacillus spp. a diferentes dosis contra Peronospora

farinosa en hojas de las plantas de quinua en el estadio de 6 hojas. abril 2016.

Estadio de 6 hojas (% de dafio)

T1 T2 T3 T4 T5

Trat. (control) (5ml) (10ml) (15ml) (20ml)
Rep.

1 5,00 3,00 0,00 5,00 5,00

2 5,00 5,00 5,00 0,00 0,00

3 10,00 5,00 0,00 0,00 0,00

Promedio 6,67 4,33 1,67 1,67 1,67

D.E. 2.89 1,16 2,89 2,89 2,89

Varianza 5.56 0.89 5.56 5.56 5.56

Los resultados del efecto antifingico de Bacillus spp. a diferentes dosis contra
Peronospora farinosa en hojas de plantas de quinua indican que el porcentaje de dafio en
las hojas de Quinua mas elevado estd en el T1 con un promedio de 6,67 %, mientras que

el mas bajo esta en los T3, T4 y T5 con un promedio de similar de 1,67 %, finalmente el
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T2 presenta un promedio de 4,33 %. En cuanto a la desviacion estandar es similar en los

T3, T4y T5. Existe homogeneidad de varianza en los tratamientos T3, T4y T5.

8,511
A

o 8727 6,67
=
=
=
&
@
-
8
o
2 4934
5
P 4,33 A
we
o
-
@
-
=®

3,134

1,67 IA 1,67 IA 1,67 IA
1,34
T T2 T4 T3 Ts
(control) (5mi) (10 ml) (15 mi) (20 ml)

Tratamientos

| . % de daifio en hojas de Quinua |

Figura 14. Porcentaje de dafio en hojas de quinua por efecto de P. farinosa tratados con
Bacillus spp, en el estadio de 6 hojas. INIA - Puno, Abril 2016.

La prueba estadistica de analisis de varianza (Anexo 6, Tabla 10) no encontro
diferencias significativas entre los tratamientos de las dosis de Bacillus spp., obteniendo
un valor de p=0.1420, el cual es mayor a 0,05, lo que nos indica gque en el estadio de 6
hojas de las plantas de Quinua no se evidencia diferencia estadistica en el porcentaje de

dafo foliar causando por Peronospora farinosa.
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b. Estadio de Ramificacién

Tabla 3. Efecto antifungico (%) de Bacillus spp. a diferentes dosis contra Peronospora

farinosa en hojas de las plantas de quinua en Estadio de Ramificacion, abril 2016.

Estadio de Ramificacion (% de dafio)

T1 T2 T3 T4 T5
Trat. (control) (5ml) (20ml) (15ml) (20ml)
Rep.

1 20,00 10,00 5,00 10,00 5,00
2 10,00 10,00 5,00 5,00 5,00
3 20,00 10,00 5,00 5,00 5,00
Promedio 16,67 10,00 5,00 6,67 5,00
D.E. 5,77 0,00 0,00 2,89 0,00
Varianza 22.23 0.00 0.00 5.56 0.00

Los resultados del efecto antifungico de Bacillus spp. a diferentes dosis contra el
ataque de Peronospora farinosa en hojas de plantas de quinua en estadio de Ramificacion
indican que el % de dafio més elevado se encuentra en el T1 (control) con un promedio
de 16,67 %, mientras que los porcentajes de dafio mas bajos estan en el T3 y T4 con
promedios similares de 5,00 %. En cuanto a la desviacion estandar presenta la mayor en
el T1, mientras que los T2, T3y T5 presentaron coincidencias de 0.00 (tabla 03). Existe

homogeneidad de varianza en los tratamientos T1, T2 y T5.
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Figura 15. Porcentaje de dafio en hojas de quinua por efecto de P. farinosa tratados con
Bacillus spp., en el estadio de ramificacion. INIA - Puno, Abril 2016.

El analisis de varianza determind diferencias estadisticamente significativas

(Anexo 6, Tabla 12) entre las dosis de Bacillus spp. (P= 0.0027); por lo tanto, para

encontrar estas diferencias se realizo la prueba de contraste de Tukey, (Anexo 6, Tabla

12), tenemos que el T1 (control) es diferente con los T3 (10 ml), T4 (15 ml) y T5 (20ml).

Esta situacion se interpreta que en el estadio de Ramificacion de plantas de quinua

disminuyeron los dafios de mildiu por efecto de inhibicién de Bacillus spp.
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c. Estadio de inicio de Panojamiento

Tabla 4. Efecto antifungico (%) de Bacillus spp. a diferentes dosis contra Peronospora

farinosa en hojas de plantas de quinua en estadio de inicio de panojamiento, abril 2016.

Estadio de Inicio de Panojamiento (% de dafio)

T1 T2 T3 T4 T5
Trat. (control) (5ml) (20ml) (15ml) (20ml)
Rep.
1 25,00 20,00 15,00 10,00 10,00
2 30,00 20,00 5,00 5,00 5,00
3 25,00 15,00 15,00 10,00 10,00
Promedio 26,67 18,33 11,67 8,33 8,33
D.E. 2,89 2,89 5,77 2,89 2,89
Varianza 5.56 5.56 22.23 5.56 5.56

Los resultados del efecto antifungico de Bacillus spp. a diferentes dosis contra
Peronospora farinosa en hojas de plantas de quinua en estadio de inicio de panojamiento,
el % de dafio mas elevado fue con el T1 (control), con un promedio de 26,67 % mientras
que los de menores % de dafio fueron los T4 y T5, con promedios iguales a 8,33 %, en
este caso también se observd un efecto positivo de disminucion del dafio de mildiu en
las hojas de quinua por efecto de inhibicién causado por Bacillus spp., en cuanto a la
desviacién estandar, fueron iguales en los T1, T2, T4 y T5, con 2,89. (tabla 04). Existe

homogeneidad de varianza en los tratamientos T1, T2, T4y T5.
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Figura 16. Porcentaje de dafio en hojas de quinua por efecto de P. farinosa tratados con
Bacillus spp., en el estadio de inicio de panojamiento. INIA - Puno, Abril 2016.

Los resultados de andlisis de varianza (Anexo 6, Tabla 14) de la aplicacion de las
dosis de Bacillus spp., nos indica que existe diferencias significativas entre las dosis
utilizadas (P= 0.004) en el control o inhibicidn del dafio de mildiu en las hojas de quinua
por efecto antifungico de Bacillus spp., por lo tanto se realiz6 la prueba de contraste de
Tukey en donde se aprecia que el T1 (control) presenta diferencias significativas con los
T3 (10 ml), T4 (15 ml) y T5 (20 ml), por lo tanto también se observa un efecto positivo
de disminucién de dafio producido, por el hongo Peronospora farinosa con estos

tratamientos.
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d. Estadio de Panojamiento

Tabla 5. Efecto antifungico (%) de Bacillus spp. a diferentes dosis contra Peronospora

farinosa en hojas de plantas de quinua en estadio de panojamiento, mayo 2016.

Estadio de Panojamiento (% de dafio)

T1 T2 T3 T4 T5
Trat. (control) (5ml) (20ml) (15ml) (20ml)
Rep.
1 50,00 40,00 30,00 15,00 15,00
2 40,00 40,00 15,00 10,00 10,00
3 50,00 30,00 30,00 15,00 15,00
Promedio 46,67 36,67 25,00 18,33 18,33
D.E. 5,77 5,77 8,66 2,89 2,89
Varianza 22.23 22.23 50.00 5.56 5.56

Los resultados del efecto antifungico de Bacillus spp. a diferentes dosis contra
Peronospora farinosa en hojas de plantas de quinua en el estadio de panojamiento indica
que €l % de dafio méas elevado estd en el T1 (control) con un promedio de 46, 67 %,
mientras que los 5 de dafios inferiores estan en los T4 y T5, con un promedio similar de
18,33 %, en cuanto a la desviacion estandar fue minima en los T4 y T5 con un valor de
2,89, mientras que la mas alta fue en el T3 con un valor de 8,66. Existe homogeneidad de

varianza en los tratamientos T1 con T2 'y T4 con T5.
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Figura 17. Porcentaje de dafio en hojas de quinua por efecto de P. farinosa tratados con
Bacillus spp., en el estadio de panojamiento. INIA - Puno, Abril 2016.

Los resultados de andlisis de varianza (Anexo 6, Tabla 16) de la aplicacion de
las dosis de Bacillus spp., nos muestras que existe diferencias significativas entre las
dosis de Bacillus spp., (P=0.0001) por lo tanto se realizo la prueba de contraste de Tukey
para encontrar estas diferencias, nos indican que las dosis de 20 ml (T5) y 15 ml (T4)
presentan diferencias significativas con el T1 (control), de igual manera en el estadio de
panojamiento se observo un efecto positivo de disminucién de dafio de mildiu en las

hojas de quinua, por efecto inhibitorio que causan los Bacillus spp.
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e. En el Estadio de Floracion

Tabla 6. Efecto antifungico (%) de Bacillus spp. a diferentes dosis contra Peronospora

farinosa en hojas de plantas de quinua en estadio de floracion, mayo 2016.

Estadio de Floracién (% de dafio)

Trat. T1 T2 T3 T4 T5
Rep. (control) (5ml) (20ml) (15ml) (20ml)
1 80,00 65,00 50,00 20,00 15,00
2 70,00 60,00 40,00 15,00 10,00
3 80,00 65,00 50,00 20,00 15,00
Promedio 76,67 63,33 46,67 18,33 13,33
D.E. 5,77 2,89 5,77 2,89 2,89
Varianza 22.23 5.56 22.23 5.56 5.56

Los resultados del efecto antifungico de Bacillus spp. a diferentes dosis contra
Peronospora farinosa en hojas de plantas de quinua en estadio de floracion, indican que
el T5 (20ml) obtuvo el mejor resultado en cuanto al % de dafio con un promedio de 13,33
%, seguido del T4 (15 ml) con un promedio de 18,33 %, mientras que los % porcentajes
de dafio mas levados estan en los T1 (control) y T2 (5 ml), con promedios de 76,67 y
63,33 % respectivamente, la desviacién estandar fue minima, en T5 con un valor de
2,89, mientras que la més alta fue en el T1 y T3 control con un valor de 5,77 (tabla 06).
Existe homogeneidad de varianza en los tratamientos T2, T4 y T5, como también en los

TLyT2.
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Figura 18. Porcentaje de dafio en hojas de quinua por efecto de P. farinosa tratados con
Bacillus spp., en el estadio de floracion INIA - Puno, Abril 2016.

Los resultados de anélisis de varianza (Anexo 6 y Tabla 18) de la aplicacion de
las dosis de Bacillus spp, nos indica que existe diferencias estadisticas significativas
(P=0.0001) entre las dosis empleadas de Bacillus spp en el control, por lo tanto se realiza
la prueba de contraste de Tukey, la cual nos muestra el T1 (control) presenta diferencias
significativas con T2, T3, T4 y T5. Por lo tanto, se concluye que las dosis que tuvieron
mejores resultados fueron los del T4 (15 ml) y T5 (20 ml), ya que se observo que en cada

uno de los estadios presentaron menores porcentajes de dafio en las hojas de Quinua.
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Tabla 7. Porcentaje de eficacia de las dosis de Bacillus spp. contra mildiu en hojas de

quinua, marzo a mayo 2016.

Porcentaje (%) de eficacia de las dosis de Bacillus spp.

Tratamientos 6 Ramificacion Inicio de Panojamiento Floracion
hojas panojamiento

T2: (5 ml) 35,08 40,01 31,27 21,43 17,40

T3:(10ml) 74,96 59,99 56,24 46,43 39,13

T4 (15 ml) 7496 70,01 68,77 71,44 76,10

T5: (20 ml) 7496 70,01 68,77 71,44 82,61

El porcentaje de eficiencia més elevado fueron con los T4 y T5 obteniendo 74,96
% en el estadio de 6 hojas, 70,01 % en ramificacion, 68,77 en inicio de panojamiento,

71,44 en panojamiento y 76,10 — 82,61% en floracion.

Tabla 8. Resumen de resultados de aplicacion de las dosis de Bacillus spp contra mildiu

en las fases fenoldgicas entre 6 hojas y floracion en quinua, marzo a mayo 2016.

FASES FENOLOGICAS

Tratamient Estado de 6 Ramificacion Inicio de Panojamiento Floracion Promedio
o dosis hojas Panojamiento
Bacillus spp.

Dafi Prueb  Dafio Prueb Dafio Prueb Dafio Prueb Dafio Prueb Dafio Prueb

o} a % a % a % a % a % a
% Tukey Tukey Tukey Tukey Tukey Tukey
20ml 1.67 a 5.00 a 8.33 A 133 a 133 a 8.332 a
3 3
15 ml 1.67 a 5.00 ab 833 a 133 a 18.3 b 9.332 a
3 3
10 ml 1.67 a 6.67 a 11.6 ab 250 b 46.6 c 1833 b
7 0 7 6
5ml 4.33 b 10.0 b 18.3 b 366 bc 63.3 d 2653 c
0 3 7 3
oml 6.67 b 16.6 c 266 c 466 c 76.6 d 3467 c
7 7 7 7
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Las dosis de 20 ml (T5) y 15 ml (T4) de Bacillus spp fueron las dosis de mayor
efectividad en el control de mildiu en todas las fases fenoldgicas entre 6 hojas verdaderas
y floracién en el cultivo de la quinua en invernadero y, estas dosis tuvieron
comportamiento estadisticamente similares con solo 8.3 y 9.6% de dafio en las hojas
de quinua, seguido del tratamiento con la dosis de 10 ml (T3) de Bacillus spp gque tuvo
18.00% de dafio por mildiu en las hojas de quinua, mientras que la dosis de 5 ml (T2) y
el testigo (T1), tuvieron mayores dafios de 26.53 y 34.67% por efecto de mildiu en las

hojas de las plantas de quinua (Tabla 08).

Los resultados del presente estudio, confirman el efecto antifungico de Bacillus
spp, resultado que han sefialados como alternativa de control biolégico de hongos
fitopatogenos en el cultivo de arroz por Tejera et al., (2011) en Cuba, confirmando el
carcter cosmopolita de ésta bacteria, por sus mecanismos de accion de promover el
crecimiento de la planta y el efecto antagonico contra hongos patégenos. Por otro lado,
Gil et al., (2009), indica que, durante la cosecha con tratamiento quimico, se presentaron
disminucion de manchas foliares causadas por la incidencia del mildiu velloso, sin
embargo, si bien es factible el control quimico se debe considerar los efectos secundarios
sobre el ambiente, asi como la resistencia que puede provocar, al respecto Layton et al.,
(2011) sefala que el control bioldgico con Bacillus spp. es importante dentro de los
actuales estandares de calidad en los procesos ambientales, por lo que nuestro estudio

contribuye con una alternativa de control bioldgico.

Layton et al., (2011) aclara el efecto biocontrolador del género Bacillus sp., contra
hongos fitopatégenos de plantas a través de relaciones antagdnicas inductoras de muerte
celular de Fusarium oxysporum relacionado con la marchitez vascular y pudricion de raiz,

por lo que podemos sefialar que el mecanismo de accién contra Peronospora farinosa
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también debe ser de este tipo de accion, como lo sefialan nuestros resultados de reduccion

de los porcentajes de dafio en hojas de quinua, con los T3, T4y T5.

Reinoso et al., (2007), confirma la alta diversidad de especies del género Bacillus
obteniendo en su estudio 85 cepas bacterianas en Cuba, de los cuales siete cepas se
seleccionaron como promisorias para el control bioldgico de los hongos fitopatdgenos,
corroborando los resultados de nuestro estudio que con una sola cepa aislada en Juli,
obtuvimos resultados positivos en el control del principal hongo patégeno del cultivo de
la quinua como es el mildiu. Por otro lado Guillen et al., (2006), sefiala que utilizando
cuatro tipos aislados de Bacillus y la mezcla de éstos, obtuvo el control sobre los
patdgenos causantes de pudriciones de raiz, el efecto de las bacterias se observé en el
incremento de la altura de plantas en 20% vy el rendimiento final en 27%, en nuestro
resultado en las plantas de quinua, también pudimos observar mayor vigor en las plantas
tratadas con Bacillus spp., corroborando también que tuvo un efecto promotor de

crecimiento, por su participacion en los ciclos biogeoquimicos en el sistema suelo planta.

El mecanismo antibacteriano y antifungico del genero Bacillus no ha sido del todo
explicado, pero se han reportado evidencias de produccién de metabolitos antibioticos
como la surfactina, la iturina A, la subtilina, la subtilisina, la micosubtilina y la bacitracina
(Bais et al., 2004; El-Hassan y Gowen, 2006; Gong et al., 2006; Korsten y Jager, 1995;
Leclere et al., 2005; Kilian et al., 2000; Bacon et al., 2001), estos metabolitos serian los
que actuaron en el proceso de antagonismo observado en los resultados de mi estudio en

el control de Peronospora farinosa en el cultivo de la quinua.

Estudios previos revelan que el control bioldgico realizado por bacterias involucra
la produccion de metabolitos bacterianos, los cuales reducen la poblacion y la actividad

de patdgenos o microflora rizosférica deletérea (Glick et al., 1995). Estos metabolitos
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pueden incluir a los sider6foros, que se unen al Fe haciéndolo menos disponible a ciertos
miembros de la microflora patdgena natural del suelo (Berthelin et al., 1991; por otro lado
(Kloepper et al., 1987) la produccion de antibioticos es uno de los aspectos més
estudiados como mecanismo de biocontrol; por lo que, se debe estudiar a mayor
profundidad los mecanismos de control de Bacillus sobre patdgenos fungicos en el cultivo
de la quinua como se ha demostrado, y en otros cultivos andinos que son afectados por

diversos hongos.
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V. CONCLUSIONES

De las muestras de suelo de un cultivo de quinua del fundo Palermo, Provincia de
Chucuito — Juli, se aislo e identifico una cepa bacteriana, del genero Bacillus, las
caracteristicas macroscopicas fueron: diametro de 2 a 4 mm, forma irregular, color
blanquecino, bordes lobulados, elevacion acuminada, mientras que las microscépicas

fueron: tincién Gram positiva, esporas y catalasa positiva.

El porcentaje de dafio en hojas de quinua con el T1 (control) fue mayor en todos
los estadios evaluados. 6,67% en el estadio de 6 hojas, incrementandose paulatinamente
hasta 76,67% en el estadio de floracion. Los tratamientos con menor porcentaje de dafio
fueron los T4 (15ml) y T5 (20ml) con valores similares, diferenciados solo en el Gltimo
estadio, 1,67% en estadio de 6 hojas, 5,00% en ramificacion, 8,33% en inicio de
panojamiento, 13,33% en panojamiento y 13,33% en T4, 18,33% en T5. Por lo tanto, se
determind que las dosis de 20 y 15 ml fueron las mejores y de mayor efectividad en el

control de Peronospora farinosa en el cultivo de quinua bajo condiciones de invernadero.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar el asilamiento e identificacion de otras cepas de Bacillus spp., en otros
suelos de diferentes cultivos andinos, para continuar los estudios de control biol6gico de

diversos hongos patgenos que afectan a estos cultivos.

Determinar y registrar la diversidad de especies del género Bacillus y la amplitud de

su distribucién geogréfica en la Region Puno.

Estudiar el efecto combinado de varias cepas de Bacillus spp., para mejorar el efecto

antagonico contra diversas especies fungicas que atacan a los cultivos de la region.

Formular un biofungicida a base de Bacillus spp., en forma de polvo para su mejor
utilizacion por los agricultores de cultivos andinos; asi como, mejorar su conservacion y

transporte.
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Anexo 1. Panel fotografico

Figura 19. Cultivo de quinua, de donde se tomd muestras de suelo, para aislar las bacterias del
Genero Bacillus. Fundo Palermo Juli — Puno, Marzo 2016.

Figura 20. Toma de muestra de suelo la rizsfera de las plantas de quinua. Fundo Palermo Juli
— Puno, Marzo 2016.
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Figura 21. Pesaje de las muestras de suelo rizosferico de las plantas de quinua. Fundo Palermo
Juli — Puno, Marzo 2016.

Figura 22. Recoleccion de muestras de suelo del campo de cultivo de Quinua del Fundo
Palermo — Juli. Fundo Palermo Juli — Puno, Marzo 2016.
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Figura 23. Plantas de quinua en cdmara himeda. INIA- Puno, Abril 2016.
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Figura 24. Resultados del analisis de suelos INIA- Puno, Marzo 2016.
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1. GERMINACION DE SEMILLA DE
QUINUA

Dias de siembra: 1 a 2 dias

3. ESTADO DE PLANTULAS CON DOS 4.

HOJAS COTILEDONALES

e Dias de la siembra: 7 a 10 dias. .

e Estado de plantulas: Cotiledones emergidos se o

separan y muestran 2 hojas extendidas

2. EMERGENCIA DE PLANTAS DE
QUINUA

Dias de la siembra: 5 a 6 dias.

Emergencia de plantas: Con dos hojas

cotiledonales cubiertas por episperma.

ESTADO DE PLANTAS CON 2 HOJAS
VERDADERAS:

Dias de la siembra: 15 a 20 dias.
Estado de la planta: 1 par de hojas verdaderas

extendidas después de la siembra.

5. ESTADO DE PLANTAS CON 4 HOJAS 6.

VERDADERAS
e Dias de la siembra: 25 a 30 dias.
e Estado de plantas : 2 pares de hojas

verdaderas extendidas.

89

ESTADO DE PLANTAS CON 6 HOJAS
VERDADERAS

Dias de la siembra: 35 a 45 dias.
Estado de plantas : 3 pares de hojas
verdaderas extendidas.

Hojas cotiledonaes se amarillan.
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Buena resistencia a sequias y al frio.

ESTADO DE RAMIFICACION DE 8. ESTADO INICIO DE PANOJAMIENTO
PLANTAS DE PLANTAS

Dias de la siembra: 45 a 50 dias. e Dias de la siembra: 55 a 60 dias.

Estado de plantas : 8 hojas verdaderas con e Estado de plantas : inicio de fase reproductiva

hojas axilares y caida de hojas cotiledonales e Ataque de la 1ra generacién de kona kona.

De mayor resistencia al frio.

ESTADO DE PANOJAMIENTO DE 10. ESTADO INICIO DE FLORACION
PLANTAS
Dias de la siembra: 65 a 70 dias. e Dias de la siembra: 75 a 80 dias.

Estado de plantas : inflorescencia sobre sale
de la hoja.

Glomérulos basales muestran botones florales.
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e Estado de plantas : inicio de floracion parte

apical de la panoja

11. ESTADO DE FLORACION DE PLANTAS 12. ESTADO DE GRANO LECHOSO

e Dias de la siembra; 90 a 100 dias. Dias de la siembra: 100 a 130 dias.

e Estado de plantas : el 50% de las flores de la Estado de plantas : A la presion de las ufias,
panoja se encuentran abiertas. los granos derraman liquido lechoso.

e Sensible a la falta de agua.

13. ESTADO DE GRANO PASTOSO 14. ESTADO MADUREZ FISIOLOGICA
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Dias de la siembra: 130 a 160 dias. e Dias de la siembra: 160 a 180 dias.

Estado de plantas : A la presion de ufias, los e Estado de plantas : A la presion de ufas, los
granos tienen consistencia pastosa. granos presentan resistencia.

e Contenido de humedad 14 a 16%.

15. ESTADO MADUREZ DE COSECHA:
Dias de la siembra: 170 a 190 dias.

Estado de plantas: emparvado en sacos.
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Anexo 4. Matriz béasica de datos

Estadio Dosis Dafio (%)
A 0 5
A 0 5
A 0 10
A 5 3
A 5 5
A 5 5
A 10 0
A 10 5
A 10 0
A 15 )
A 15 0
A 15 0
A 20 )
A 20 0
A 20 0
B 0 20
B 0 10
B 0 20
B 5 10
B 5 10
B 5 10
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B 10 5
B 10 5
B 15 10
B 15 5
B 15 5
B 20 5
B 20 5
B 20 5
C 0 25
C 0 30
C 0 25
C 5 20
C 5 20
C 5 15
C 10 15
C 10 5
C 10 15
C 15 10
C 15 5
C 15 10
C 20 10
C 20 5
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D 0 50
D 0 40
D 0 50
D 5 40
D 5 40
D 5 30
D 10 30
D 10 15
D 10 30
D 15 15
D 15 10
D 15 15
D 20 15
D 20 10
D 20 15
E 0 80
E 0 70
E 0 80
E 5 65
E 5 60
E 5 65
E 10 50
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E 10 50
E 15 20
E 15 15
E 15 20
E 20 15
E 20 10
E 20 15
Anexo 5

Tabla 9. Analisis de fertilidad de las muestras de suelo del campo de cultivo de quinua

en Palermo — Juli, marzo 2016.

Zona N (%) P (ppm) K (ppm) pH MO

Fundo Palermo - 0.07 8.90 130.00 6.80 2.48
Juli
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Anexo 6
Analisis estadistico

Tabla 10. Analisis de varianza de dafio (%) de P. farinosa en hojas de quinua en estadio

de 6 hojas.
Variable N R R Al Cv
Dafo en hojas de Quinua (%) 15 0,47 0,26 82,29

F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 61,07 4 15,27 2,20 0,1420
Tratamientos 61,07 4 15,27 2,20 0,1420
Error 69,33 10 6,93
Total 130,40 14

Tabla 11. Prueba de significancia de Tukey del % de dafio en hojas de Quinua. Alfa =
0,05 DMS =7,07561

Error: 6,9333 gl: 10

Tratamiento Medias N E.E.
T1 6,67 3 1,52 A
T2 4,33 3 1,52 A
T4 1,67 3 152 A
T3 1,67 3 1,52 A
T5 1,67 3 1,52 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Tabla 12. Andlisis de varianza de dafio (%) de P. farinosa en hojas de quinua en estadio

de ramificacion.

Variable N R RAJ Ccv
Dafio en hojas de Quinua (%) 15 0,78 0,69 3331
F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 290,00 4 72,50 8,70 0,0027
Tratamientos 290,00 4 72,50 8,70 0,0027
Error 83,33 10 8,33
Total 373,33 14

Tabla 13. Prueba de significancia de Tukey del % de dafio en hojas de Quinua. Alfa =
0,05 DMS =7,75716

Error: 8,3333 gl: 10

Tratamiento Medias N E.E.
T1 16,67 3 167 A
T2 10,00 3 167 A B
T4 5,67 3 1,67 B
T3 5,00 3 1,67 B
T5 5,00 3 1,67 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Tabla 14. Andlisis de varianza de dafio (%) de P. farinosa en hojas de quinua en estadio

de Inicio de panojamiento.

Variable N R R Al Cv
Dafio en hojas de Quinua (%) 15 0,85 0,79 24,90
F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 740,00 4 185,00 13,88 0,0004
Tratamientos 740,00 4 185,00 13,88 0,0004
Error 133,33 10 13,33
Total 873,33 14

Tabla 15. Prueba de significancia de Tukey del % de dafio en hojas de Quinua. Alfa =
0,05 DMS =9,81211

Error: 13,3333 gl: 10

Tratamiento Medias N E.E.
T1 26,67 3 211 A
T2 18,33 3 211 A B
T3 11,67 3 2,11 B C
T4 8,33 3 2,11 C
T5 8,33 3 2,11 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Tabla 16. Andlisis de varianza de dafio (%) de P. farinosa en hojas de quinua en estadio

de panojamiento.

Variable N R RAJ Cv
Dafio en hojas de Quinua (%) 15 0,89 0,85 20,84
F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 2573,33 4 643,33 20,32 0,0001
Tratamientos 2573,33 4 643,33 20,32 0,0001
Error 316,67 10 31,67
Total 2890,00 14

Tabla 17. Prueba de significancia de Tukey del % de dafio en hojas de Quinua. Alfa =
0,05 DMS =15,12148

Error: 31,6667 gl: 10

Tratamiento Medias N E.E.
T1 46,67 3 325 A
T2 36,67 3 325 A B
T3 25,00 3 3,25 B C
T4 13,33 3 3,25 C
T5 13,33 3 3,25 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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Tabla 18. Andlisis de varianza de dafio (%) de P. farinosa en hojas de quinua en estadio

de Floracion.
Variable N R RAJ CcVv
Dafo en hojas de Quinua (%) 15 0,98 0,97 9,81
F. V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 9140,00 4 2285,00 124,64  0,0001
Tratamientos 9140,00 4 2285,00 124,64 0,0001
Error 183,33 10 18,33
Total 9323,33 14

Tabla 19. Prueba de significancia de Tukey del % de dafio en hojas de Quinua. Alfa =
0,05 DMS = 11,50572

Error: 18,3333 gl: 10

Tratamiento Medias N E.E.
T1 76,67 3 247 A
T2 63,33 3 2,47 B
T3 46,67 3 2,47 C
T4 18,33 3 2,47 D
TS5 13,33 3 2,47 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
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