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RESUMEN

La investigacion consistié en inocular bacterias del género Azotobacter sp en
plantulas de cebolla (Allium cepa) con la finalidad de estimular su crecimiento, se ejecutd
en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional del altiplano Puno, durante los meses de diciembre del 2019 a
febrero del 2020. Los objetivos fueron evaluar la carga bacteriana de Azotobacter sp en
tres campos de cultivo comprendidos en los distritos de Juliaca (Unocolla), Lampa
(Chafiohagua) y Puno (Silluniamaya) y su efecto de la inoculacion de bacterias
Azotobacter sp en la longitud de raices, altura, peso total de plantula, grosor de tallo y
didmetro de bulbo en plantulas de cebolla (Allium cepa). La metodologia aplicada fué
determinar la carga bacteriana de los suelos mediante la técnica de recuento en placa, a
partir de diluciones 10 a 10, en dichos suelos se comprobé el contenido de materia
organica, pH y humedad; el efecto en las plantulas fue por inoculacién de sus raices con
tres diluciones experimentales de Azotobacter sp , ( 1.5x10° cél./ml. , 3.0x10° cél./ml y
6.0 x 10° cél./ml). Luego de 60 dias se determiné su efecto en los parametros biométricos
de la plantula de cebolla, los resultados fueron analizados mediante pruebas de analisis
de varianza, pruebas de T y pruebas de Tukey, con un nivel de confiabilidad del 95%,
como resultados los recuentos bacterianos de Azotobacter sp fueron 45 x 10°UFC/g en
Chafiohagua, 53 x10°UFC/g las comunidades de Unocolla y Silluniamaya el mes de
diciembre, los meses de enero y febrero Unocolla present6 43 x 10 UFC/g, Chafiohagua
48 x 10® UFC/g en enero y 45 x 10® UFC/g en diciembre y febrero, Silluniamaya enero
y febrero obtuvo 46 x 10° UFC/g y 63 x 10° UFC/g respectivamente, sin presentar
diferencia estadistica significativa (P>0.05). La inoculacién de bacterias Azotobacter sp
en concentracion bacterianas con relacion al (IEI) hubo variacion en los parametros
biométricos (longitud de raices, altura de planta, grosor de tallo, didmetro de bulbo y peso
total) de la plantula de cebolla, En conclusion, se determind que las 3 comunidades
presentaron diferencia estadistica significativa entre las zonas de muestreo, pero no entre
meses, y los mejores efectos en los parametros biométricos fueron con una concentracion

bacteriana de 6.0 x 10° cél./ml.

Palabras clave: Azotobacter, Allium cepa, parametros biométricos, inoculacion, fijacion

bioldgica de nitrogeno.
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ABSTRACT

The research consisted of inoculating bacteria of the genus Azotobacter sp in
onion (Allium cepa) seedlings in order to stimulate their growth, was carried out in the
laboratory of Botany and Biotechnology of the Faculty of Biological Sciences of the
Universidad Nacional del altiplano Puno, during the months of December 2019 to
February 2020. The objectives were to evaluate the bacterial load of Azotobacter sp in
three crop fields in the districts of Juliaca (Unocolla), Lampa (Chafiohagua) and Puno
(Silluniamaya) and the effect of inoculation of Azotobacter sp bacteria on root length,
height, total seedling weight, stem thickness and bulb diameter in onion (Allium cepa)
seedlings. The methodology applied was to determine the bacterial load of the soils by
means of the plate count technique, from 10-3 to 10-5 dilutions, in these soils the organic
matter content, pH and humidity were checked; the effect on the seedlings was by
inoculation of their roots with three experimental dilutions of Azotobacter sp , (1.5x105
cells/ml, 3.0x105 cells/ml and 6.0 x 105 cells/ml). After 60 days its effect on the biometric
parameters of the onion seedling was determined, the results were analyzed by analysis
of variance tests, T tests and Tukey tests, with a reliability level of 95%, as results the
bacterial counts of Azotobacter sp were 45 x 106UFC/g in Chafiohagua, 53 x106UFC/g
the communities of Unocolla and Silluniamaya in December, in January and February
Unocolla presented 43 x 106UFC/g, Chafiohagua 48 x 106UFC/g in January and 45 x
106UFC/g in December and February, Silluniamaya in January and February obtained 46
x 106UFC/g and 63 x 106UFC/g respectively, without presenting significant statistical
difference (P>0. 05). The inoculation of Azotobacter sp bacteria in bacterial concentration
in relation to (IEI) there was variation in the biometric parameters (root length, plant
height, stem thickness, bulb diameter and total weight) of the onion seedling, In
conclusion, it was determined that the 3 communities presented significant statistical
difference between sampling zones, but not between months, and the best effects on the

biometric parameters were with a bacterial concentration of 6.0 x 105 cells/ml.

Key words: Azotobacter, Allium cepa, biometric parameters, inoculation, biological

nitrogen fixation.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La cebolla (Allium cepa), es una hortaliza de gran importancia en la alimentacion
familiar, por su contenido en minerales y vitaminas, en la provincia de Puno existe la
presencia de centros poblados productores de dichas hortalizas, tales como Jayllihuaya,
Chimu e Ichu, quienes abastecen de estos vegetales a las ferias y mercados de la ciudad
de Puno, Juliaca e llave entre otros. El uso intensivo e indiscriminado de los suelos
agricolas generan un fuerte impacto ambiental negativo, de tal forma que, si no se
propende por su proteccion y conservacion, puede llegar a perder sus caracteristicas v,
por ende, su capacidad para ser empleado dentro de procesos productivos agricolas,
dichos factores inducen a un desequilibrio ambiental en los suelos, debido a la presencia
de agroquimicos que aplican los agricultores en el control de plagas, los cuales son
portadores de metales pesados entre otros contaminantes inorganicos, alterando la biota
conformada por bacterias, protozoos, anélidos, entre otros organismos benéficos para las

plantas.

Esta realidad se presenta en casi la totalidad de los suelos de la provincia de Puno,
en esta investigacion se decidid evaluar los suelos de las comunidades de los distritos de
Juliaca (Unocolla), Lampa (Chafiohagua) y Puno (Silluniamaya), ya que se desconoce su
carga bacteriana de Azotobacter sp y sus potenciales efectos en la inoculacion de plantulas
de cebolla y tomate, con la finalidad de que esta biotecnologia bacteriana se constituya
en una alternativa promisoria al uso de agroquimicos, que no solo traeria problemas a
futuras generaciones de consumidores, sino también modificarian la calidad ecoldgica de

los suelos (Lugo & Rey, 2009).

13
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Se investigo a las bacterias Azotobacter sp de vida libre, que habitan en la rizdsfera
de plantas y estimulan el crecimiento de las plantas mediante la biosintesis de hormonas
vegetales, fijan nitrogeno atmosférico, solubilizan de nutrientes, producen sideroforos e
inclusive controlan ciertos fitopatdgenos del suelo (Torriente, 2010), transformando el
nitrdgeno atmosférico del aire, en amonio para que pueda ser incorporado a la biosfera
del suelo, lo cual representa un beneficio econdémico, y reduce el impacto negativo en el
ambiente, debido al exagerado uso de insumos quimicos en la produccion agricola

(Bruinsma, 2003).

En tal sentido las bacterias Azotobacter sp aisladas en tres campos de cultivo de
las comunidades de los distritos de Juliaca (Unocolla), Lampa (Chafiohagua) y Acora
(Silluniamaya), en una concentracion de 6.0x10° cél./ml fueron las que originaron el
mejor potencial biofertilizante y estimulador del crecimiento vegetal de plantulas de
cebolla, con estos resultados se espera que en un futuro se constituya en una alternativa
organica de biofertilizacion de cultivos vegetales de consumo humano y una
biotecnologia econdémica al alcance de los agricultores en la regién Puno.

Por tal razén, la presente investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVO GENERAL
- Evaluar el efecto de bacterias Azotobacter sp en el crecimiento de plantulas de
cebolla (Allium cepa) en condiciones de laboratorio durante los meses de

diciembre, enero y febrero del 2019 al 2020.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la carga bacteriana de Azotobacter sp en tres campos de cultivo de

14
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comunidades de los distritos de Juliaca (Unocolla), Lampa (Chafiohagua) y Puno
(Silluniamaya) entre los meses de diciembre, enero y febrero del 2019 al 2020.

- Evaluar el efecto de la inoculacion de bacterias Azotobacter sp en la longitud de
raices, altura y peso total de plantula, grosor de tallo y diametro de bulbo en

plantulas de cebolla (Allium cepa) en condiciones de laboratorio.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Abril et al. (2017) en Colombia inocularon bacterias Bacillus y Azotobacter que
promovieron el crecimiento vegetal en Megathyrsus maximus en sequia y riego
controlado, y se incrementd en la longitud y altura de planta luego de 62 dias, por otro
lado, Esqueche & Quispe (2017) en Lambayeque (Per) reportaron que en la rizésfera de
Asparagus officinalis L. “esparrago”, Azotobacter produjo 3.406 a 34.527 ppm de amonio
y 0.275 a 5.391 ppm de fosforo soluble, logrando incrementar la altura y numero de tallos
del esparrago, en 3.519 a 38.094% y 8.259 a 86.046%, respectivamente, asimismo,
Arguello et al. (2016) en Santander (Colombia) mencionaron que el mayor recuento de
bacterias diazotroficas en suelos de cultivo de cacao (Theobroma cacao L.), se registro
en medios NFb y JMV, con presencia de géneros bacterianos Azospirillum sp. y

Burkholderia sp., debido a la presencia d e exudados de las raices.

Castellano et al. (2015) en Bogota (Colombia) concluyeron que un biofertilizante
en soporte orgdnico mineral en el cultivo de lechuga, cinco tratamientos con 22 plantas
cada uno, arrojaron que el tratamiento compost + biofertilizante y biofertilizante en
soporte organico mineral, evidenciaron efectos en la longitud, el area foliar, el peso fresco
y Seco en comparacion con los demas tratamientos; también Carrillo et al. (2015) en
Santander (Colombia), determinaron que Trichoderma sp, Azospirillium RzH132 y
Azotobacter RzH120 en plantulas de cilantro (Coriandrum sativum L.), lograron el
acrecentamiento de las plantulas inoculadas, el crecimiento bacteriano lo obtuvieron en

medios de cultivo NFb semisolido, Ashby y King B; por otra parte, investigaciones de
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Goitia (2014) realizados en Puno (Peru), cuantificé la carga diazotréfica de bacterias,
mediante el método del nimero mas probable e inoculd en semillas de quinua y luego de
15 dias in vitro, obtuvo suelos con cargas de bacterias diazotréficas >2100 NMP/g suelo,

que influyen en la germinacion y crecimiento vegetal.

Aycaya (2012) en Locumba (Tacna — Per0), inoculd la bacteria Azotobacter
chroococcum en concentracion de 107 y 108 UFC/ml en el cultivo de cebolla rosada
(Allium cepa L.), logrando mejores resultados de altura y el didmetro ecuatorial de las
plantulas, los mejores bulbos las obtuvo con concentraciones de 10°, 107 y 108 UFC/ml;
estudios similares realizados por Constantino et al. (2011) en Cuernavaca (México), al
aplicar Azotobacter chroococcum y Glomus intraradices, en plantas de papaya en vivero,
en 30 dias de emergencia, lograron el mayor crecimiento y biomasa en el cultivo, en
comparacidn con la inoculacion simple (solo en plantulas); ademas, Escobar et al. (2011)
en Lambayeque (Peru), inocularon Azotobacter spp. en el desarrollo de Lycopersicon
esculentum Mill. “tomate”, la bacteria produjo de 7.10 a 57.99 mg/1 de 4cido indolacético,
asimismo valores de 0.13 a 1.64 mg/l de nitrogeno fijado y 1.61% de eficiencia
solubilizando roca fosférica de Bayovar, y lograron el incremento de la altura, el volumen

radicular, la materia seca total, la parte aérea y la radicular frente al testigo.

Calvo & Zufiga (2010), en Puno, aislaron cepas de Bacillus spp que habitan en la
rizofera de papa (Solanum tuberosum), con valores promedios de pH de 6.25 + 0.13, la
conductividad eléctrica de 0.46 dS/cm, la materia organica de 2.64%, el fosforo de 20.195
ppm, la clase textural franco arenoso, la temperatura de 10 °C; se debe agregar que
Cordova et al. (2009) en Tabasco (México), en suelos de 110 cm de profundidad en suelos

de banano, obtuvieron recuentos de Azotobacter fue de 11 x 10° UFC/g de suelo seco,
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luego fueron inoculados en soportes organicos (pollinaza, pollinaza + suelo, pinzote,
pinzote + suelo) y un suelo testigo; también, Ogata & Zufiga (2008) en Huanuco (Pert),
indican que la microflora de la rizésfera de tara (Caesalpinia spinosa) presentaron a los
géneros bacterianos Rhizobium spp, Bradyrhizobium spp y Azotobacter spp.,
actinomicetos y Pseudomonas spp, los cuales sostendrian parcialmente el crecimiento de

la planta.

Asimismo, Calvo et al. (2008) también en Puno, reportan poblaciones
microbianas del género Bacillus en la rizésfera de papa en la zona altoandina que se
adaptan a cambios de temperatura, poseen genes de shock térmico (proteinas chaperonas
y proteasas), solubilizan fosfato, sintetizan fitohormonas como el &cido indol acético y la
controlan hongos patégenos; finalmente Chacon (2004) en Cuba, Azotobacter y
Azospirillum en el cultivo del frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.), incrementaron las
variables biométricas de las plantulas comparandola con el testigos y fertilizacion

mineral.

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Azotobacter sp

Las bacterias biofertilizantes del género Azotobacter presentan la siguiente clasificacion

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

Azotobacter chroococcum.

Azotobacter es una bacteria pleomérfica cuyo diametro celular varia de 1.5 a 2.0
pm, poseen morfologia que varia de bacilos a cocos, se visualizan como células solitarias,
en pares o conformando agregados de forma irregular, también forman cadenas variables,
tienen una reproduccién por fisién binaria y su movimiento es por flagelos peritricos
(Espin, 2000), no forman endosporas pero si quistes farmacorresistentes en condiciones
ambientales adversas (Lin y Sadoff, 1968), poseen reaccion catalasa positiva, son
aerobicas, quimioheterotroficas, usan azlcares, sales inorganicas y alcoholes para su
crecimiento, logran crecer a bajas concentraciones de oxigeno, pH éptimo de 7.0 — 7.5,
son mesofilicos y su temperatura ideal de crecimiento de 30 °C (Mayea et al., 1998),
logran fijar minimamente 10 mg de N2/g de glucosa metabolizado, necesitan de
molibdeno, y usan sales de nitrato, algunos aminoacidos y amonio como fuente de
nitrégeno (Lin y Sadoff, 1968), otras especies sintetizan alginatos y poli-a-hidroxibutirato
(Horan et al., 1983), hormonas vegetales entre ellas auxinas, giberelinas, citoquininas y

pigmentos (Gonzalez y Ldpez, 1986).

Las primeras bacterias biofertilizantes producidas comercialmente fue
Azotobacter, con las especies A. chroococcum, A. paspali, A. vinelandii, A. beijerinckii,
A. armeniacus, A. nigricans y A. salinestris (Page y Shivprasad, 1991), todas fijan
nitrégeno asimbiotico, solubilizan fosfato y algunas degradan plaguicidas como
endosulfan (Balandreau, 1986). El agar Ashby también llamado medio mineral sin

nitrégeno, permite el crecimiento de bacterias asimbi6ticas, fijadoras de nitrogeno y
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aerobicas, el cual posee microelementos Utiles para la fijacion bioldgica de nitrogeno
como FeSQOg, en ellas las colonias de Azotobacter presentan una coloracion crema, formas
irregulares, brillantes, tamafio mediano y se observan bacilos Gram negativos, grandes y
cortos (Holt, 2000). Forman quistes ante la carencia de nutrientes, el B — hidroxibutirato
o0 cuando se degradan los polihidroxibutiratos o PHBs (Hitchins y Sadoff, 1973), por la
presencia iones calcio en el medio de cultivo, siendo los quistes caracteristica especifica

del género Beijerinckia.

Azotobacter puede detectarse por técnicas convencionales utilizando cuatro
azucares, fenol y benzoato como fuentes de carbono, la prueba de Nessler, la prueba de
catalasa, la hidrolisis del almidén y la produccion de 3- &cido indol acético (Tejera et al.,
2005), asimismo, su identificacion molecular lo realizan mediante el ADNr 16S, a
continuacion, se realiza la amplificacion con iniciadores FGPL y FGPS (Nour et al.,
1994). Farajzadeh et al. (2009), lograron un fragmento de 2,000 pb, que corresponderia a

los genes 16S y 23S, generalmente utilizados para el control de las cepas.

Para el secuenciamiento del ADN bacteriano de Azotobacter vinelandii se emplea
la herramienta CAP contig en el software Bioedit, que se comparan con las secuencias
genéticas del portal GenBank mediante el software BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) (Zhang et &l., 2000). Los resultados del analisis filogenético indican que las
bacterias aisladas se ubican en el clado de Azotobacter vinelandii, y en los restantes clados
se encontrarian a A. salinestris y A. chrococcum, los cuales poseen una estrecha relacién

con Pseudomonas alcaligenes (Fialho et al., 1990).
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2.2.2 Carga bacteriana en suelos

Para el Instituto Nacional Tecnolégico (INATEC, 2007), un suelo es la capa
superficial degradada que recubre la superficie terrestre, estd constituido de material
orgénico como organismos Vvivos, raices, residuos vegetales y material inorganico como
las particulas rocosas, nutrientes, minerales primarios y secundarios, que caracterizan la
seccion sélida del suelo, a ello se unen el aire y el agua dentro de los vacios intersticiales
0 poros. INATEC (2016), manifiesta que los factores pasivos que participan en la
formacion edafica son el material parental, el clima, la vegetacion, los organismos v el
relieve, su color varia seglin sus componentes, como el contenido de humedad, grado de

oxidacion mineral y la materia organica presente.

La FAO (2015), promueve una consciencia con respecto al suelo en calidad de
recurso limitado e imprescindible para la produccién de cultivos vegetales. La produccion
del 95% de los alimentos se cultiva y produce directa o indirectamente en los suelos y
que una gestion sostenible incrementaria en un 58% mas alimentos suficientes, con ello
se incrementaria el 60% de la demanda de alimentos, fibras y piensos, advertido por la
FAO al llegar al afio 2050, en que se piensa llegaremos a una poblacién mundial de 9,000
millones. EI manejo y produccion sostenible del suelo agricola en el mundo son
imprescindibles para evitar la degradacion de suelos de tal modo se garantice la seguridad

alimentaria del presente y futuro del mundo (Garcia et al., 2020).

La carga microbioldgica sirve de indicador del estado general de un suelo, en
razon de que una elevada actividad microbiana refleja condiciones fisicoquimicas

Optimas para que los microorganismos (bacterias, actinomicetos, algas y hongos)
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desarrollen sus procesos metabolicos, quienes poseen actividad catalitica en sustratos
orgénicos Yy cultivos asociados; por lo tanto, constituye un indicador biolégico muy Uutil
para evaluar perturbaciones. Es altamente importante el desarrollo y el funcionamiento
de un ecosistema terrestre y su fertilidad, ya que en ella se desarrolla los ciclos

biogeoquimicos y la estructura de cada suelo (Ramos y Zufiiga, 2008).

La carga microbiana y sus productos metabolicos constituyen los componentes
vivos del suelo y son parametros para medir la fertilidad, a pesar de ello es dificil de
realizar la evaluacion en razon de la estructura compleja de comunidades que se
encuentran en el suelo, que puede variar segin el ecosistema y otros factores (Bitton,
1983). Los microorganismos pueden variar segun los estimulos ambientales, siendo muy
dificil evaluar los parametros de efectos especificos ante un gran nimero de variables

influyentes desconocidas o no constantes (Burton y Lanza, 1986).

La medicion de CO2 constituyen la estimacién de la actividad y presencia
microbiana, el cual puede variar segun los factores como la mineralogia, el uso del suelo,
cobertura vegetal, calidad de residuos, practicas de manejo, factores ambientales, entre
otros. Jenkinson (1992), menciona que los factores involucrados en la actividad
microbiana, como la temperatura, humedad, pH, nutrientes inorganicos, disponibilidad
de oxigeno y accesibilidad al sustrato, influyen en la desintegracion de la materia
organica. Adicionalmente, se incluye a la actividad y estabilidad de las enzimas en el
ecosistema terrestre es regulada por el pH (Dick et al., 1988), la biomasa microbiana
(Srivastava y Singh, 1991), las practicas de manejo del suelo y de los cultivos (Kandeler
y Eder, 1993), la vegetacion (Tarafdar, 1987), la materia organica del suelo (Sparling et

al., 1986), los minerales de arcilla (Huang et al., 1995) y el contenido de humedad del
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suelo (West et al., 1988).

La relacion del sistema planta — suelo, puede alterarse por el estrés natural y por
las labores que el hombre realiza, debido a que los microorganismos habitan en la
rizosfera (Bethlenfalvay y Linderman, 1992). En esta zona muchos microorganismos
ingresan a las células de una raiz, no dafidndolas, donde sus hifas se logran extender en el
suelo para establecer un contacto entre las raices y los microorganismos, de tal modo que
haya un enlace por donde circulan nutrientes desde el suelo a la planta y la transferencia
de compuestos carbonados desde planta al suelo y luego a su microbiota (Read, 1993).
La relacion de un vegetal y los microorganismos rizosféricos presenta diferentes niveles,
donde los microorganismos al ingresar a la planta pueden producir muchos efectos, entre

benéficos y perjudiciales (Garza y Valdés, 2000).

La vegetacion y sus exudados producidos por las raices alteran las propiedades
fisicas y quimicas de los suelos, como la porosidad, la estructura, el potencial redox y el
pH, que influyen en la densidad y la actividad microbiana. La edad de cada planta también
varia la flora edéafica, al parecer los microorganismos responderian a las secreciones
radiculares que, a la materia en descomposicion, asimismo, la forma de las raices también
modifica varias propiedades del suelo (IGAC, 1993). El arado posee un efecto muy
intenso en las poblaciones bacterianas inmediatamente de realizar los surcos en el suelo,
incrementando la carga microbiana entre 20 o 30 veces (Mora, 2006), debido a la
modificacion de la porosidad y el flujo de gases y agua por sus espacios vacios,
estimulando asi la descomposicion completa y rapida de la materia organica. Ante la
presencia de agua la degradacion de la materia organica esta limitada a causa de que el

oxigeno pueda llegar a los puntos con actividad microbiana (Paul y Clarck, 1989).
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Las caracteristicas bioldgicas de un suelo estdn muy relacionadas con la actividad
bioldgica, pero dependerd de sus propiedades fisicas. Las propiedades bioldgicas
constituidas por los restos de origen vegetal y animal son materiales frescos e inertes, que
ante la presencia de temperatura y humedad, estan sujetos a la descomposicion originada
por macro y microorganismos terrestres, que participan de la desintegracion y
resintetizacion, liberando componentes inorganicos y organicos en la composicion nueva
del suelo (Garcia et &l., 2020). La materia organica como parte de las propiedades
bioldgicas del suelo, posee las siguientes acciones benéficas en los suelos, entre ellas se
citan:

1. Mantener a los nutrientes en forma intercambiable, en equilibrio rapido y facil con
la solucion del suelo, vale decir posee una alta CIC.

2. Mejora las condiciones fisicas como la textura, la porosidad y la estructura.

3. Incrementa la retencion e infiltracion de agua para disminuir los efectos de
sequias, la percolacion del agua y la aireacion del suelo.

4. Aumenta la actividad bioldgica y la disponibilidad de los nutrientes (Garcia et al.,

2020).

Los microorganismos también denominado microflora, son los
componentes mas importantes del suelo, son la parte viva y responsables del dinamismo
de la transformacion y el desarrollo. A mayor carga microbiana en el suelo se logra una
mayor actividad enzimatica y metabdlica vegetal, incrementando su nutricion
incrementando los rendimientos. La capacidad que tiene el suelo de transmitir y
almacenar calor, es decir sus propiedades térmicas, influyen directamente en sus tasas de
crecimiento y desarrollo. Las reacciones bioguimicas y los procesos enzimaticos del

suelo, estan influenciados por la temperatura terrestre. La retencién de humedad, juega
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un rol preponderante en el desarrollo y supervivencia de los organismos terrestres (Garcia

et 4l., 2020).

2.2.3 Caracteristicas de los suelos como campos de cultivo

El estudio terrestre es fundamental en el logro de una agricultura eficiente. Con la
cartografia y la caracterizacion se puede lograr determinar el tipo de suelo presente, en
qué situacion estan sus propiedades y los factores edaficos que limitan la produccién
agricola (Hernéandez et al., 2006), que se constituyen en el elemento mas importante para

Ilegar a una agricultura sostenible.

El contenido de la materia organica varia segin la vegetacion, el clima y la
biologia, que se origina en los suelos debido a la presencia de residuos vegetales, que son
descompuestos por la actividad bioldgica. Dependiendo del tipo de vegetacion y la
actividad microbiana, sera el contenido de materia orgénica en descomposicion, pero en
medios anaerdbicos se inhibe la actividad bioldgica por tanto no hay descomposicion de
la materia organica, acumuladndose forma bruta, que originan a los histosoles. Por otro
lado, en climas tropicales subhimedos y humedos la descomposicion de restos vegetales
es mas acelerada que en climas frios y templados. La materia organica en un suelo no
solo es importante para la fertilidad sino también depende de propiedades como la
densidad aparente, la aeracion, la porosidad total, la retencién de cationes, el coeficiente
de dispersion de las particulas, la humedad, el contenido de nitrégeno, la actividad

bioldgica, entre otros (Hernandez et al., 2010).

Segun los valores de pH y los diversos suelos, se tiene la clasificacion como suelos

Ferraliticos Rojos, Fersialiticos y Pardos, tienen un pH &ptimo desde neutro hasta
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ligeramente acido, los Eslitosoles son ligeramente acido, los Ferraliticos Amarillentos y
Gley son medianamente acido y los Gley fuertemente gleyzados presentan valores de pH
acido y muy &cido (Bernal et al., 2015). Los suelos arcillosos tienen un drenaje muy
deficiente que aquellos de textura arenosa o limosa, esto se deberia a la presencia de las
esmécticas, los cuales su drenaje es poco adecuado, tal como ocurre con los Vertisoles,
Gleysoles arcillosos y Eslitosoles (Hernandez et &l., 1982). Mendoza et &l. (2013) afirma
que la fertilidad del suelo resulta de sus caracteristicas fisicas, biolégicas y quimicas, que
se caracteriza por brindar condiciones necesarias para el crecimiento y el desarrollo de

las plantas.

Herrén et al. (2008) plantean que al aplicar abonos organicos se aporta con
nutrientes y es la base de la formacidn de maltiples compuestos que protegen la actividad
microbiana, entre ellas los &cidos hdmicos, los falvicos y huminas, mejorando la
estructura del suelo, luego se forman agregados estables mejorando la permeabilidad de
éstos, acrecienta la fuerza de cohesion en suelos arenosos, siendo mejor en suelos
arcillosos, regula la retencion de humedad del suelo y de agua, estimulando el desarrollo
de plantas, disminuyendo la erosion producida por el escurrimiento superficial, mejora y
regula la velocidad de infiltracion del agua y eleva la capacidad tampdn de los suelos.
Acuhfa (2007) recomienda al encalado (aplicacion de cal) para corregir el pH acido del
suelo, para crear un ambiente ideal de las raices, este procedimiento mejora el efecto a la
aplicacion de fertilizantes en los suelos acidos, ya que mejora sus condiciones fisicas y

quimicas incrementando el desarrollo radicular.

ORGANICSA (2005) confia en la rotacion de cultivos para un mejor

aprovechamiento de los nutrientes terrestres, que al ser practicado con leguminosas se
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incrementa el suelo con nitrogeno debido a la simbiosis de las bacterias fijadoras de
nitrégeno y las raices, permitiendo el mayor aprovechamiento del espacio, originando una
excelente cobertura y se constituye en un gran método de control bioldgico de plagas y
enfermedades. Por su parte, la FAO (2015) que los principales nutrientes vegetales son el
nitrégeno, potasio, fdsforo, magnesio y calcio, donde los 3 primeros los requieren en
mayores concentraciones. La produccion de cosechas de los cultivos esta condicionada
por factores bidticos y abidticos (propiedades fisicoquimicas de los suelos), siendo el pH
que afecta a todos los cultivos, ya que influye en la movilidad, solubilidad y

disponibilidad de los nutrientes del suelo.

Campos (2007) afirman que la fraccion orgéanica en un suelo representa al 5% y
lo conforman los compuestos bioldgicos presentes, donde los tejidos vegetales y de
animales muertos en diferentes estados de descomposicién son considerados como
materia organica y contiene carbono, oxigeno, hidrégeno y nitrégeno, adicionalmente
fésforo, aluminio, azufre, hierro, silicio entre otros microelementos en cantidades muy
pequefas. Par el INTAGRI (2018) el nitr6geno es un macroelemento esencial terrestre
que garantizar un buen desarrollo de los cultivos, que como parte de las sales presentes
en un suelo determina su calidad y fertilidad, su importancia radica en que reducen el
potencial osmotico del suelo, disminuyendo la necesidad de agua en las plantas, a pesar
de que la humedad esté presente en el suelo, la salinidad se mide mediante la

conductividad eléctrica (CE).

La CE viene a ser la capacidad gue tiene el suelo para conducir corriente eléctrica
mediante el aprovechamiento de las sales, por tanto, representa la concentracion de sales

solubles presentes en el suelo. Los suelos que poseen valores altos de CE (mayor a 1000
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puS/cm) dificultan el desarrollo de los cultivos, mientras que valores menores a los 500
pS/cm inducen un buen desarrollo (Garcia et al., 2020). El fésforo es otro macronutriente
importante en los cultivos, en razon de que participa en la respiracion, la fotosintesis y la
transferencia de energia en la fisiologia de la division y el crecimiento de células
vegetales, también promueve la formacion precoz y el crecimiento de las raices
mejorando la calidad de verduras, cereales y frutas. Su concentracion (P) es mayor en la

semilla que en otro 6rgano vegetal (INATEC, 2016).

El potasio (K) es otro macronutriente esencial para el crecimiento vegetal,
interviene en varias reacciones y procesos metabdlicos, ayuda en el uso eficiente del agua,
es importante para la calidad y la formacion de frutos, ayuda a la resistencia frente a las
enfermedades, fortalece tallos ante la presencia de patégenos e incrementa el grosor de la
cuticula de los cereales ante el ataque de hongos (INATEC, 2016). El aluminio (Al) es el
elemento mas limitante de la productividad y crecimiento vegetal en suelos acidos,
origina toxicidad afectando el funcionamiento y la estructura del plasmalema, la nutricién
mineral y su metabolismo en general (Rivera et al., 2016). En suelos con valores de pH
menores a 5, el Al perjudica al solubilizarse en formas i6nicas generando toxicidad
vegetal, la corteza terrestre tiene mas del 15 % de 6xido de aluminio (Al203), el cual
valores de pH neutro o alcalino es muy poco soluble por tanto no logra concentraciones

toxicas para las plantas, pero al bajar el pH incrementa su solubilidad (INTAGRI, 2018).

2.2.4 Inoculaciones bacterianas en semillas y plantas
Los microorganismos promotores del crecimiento de las plantas ofrecen maltiples
ventajas, muchos proporcionan la mejor nutricién vegetal mediante mecanismos directos

o indirectos (Richardson et al., 2009), como promover el crecimiento vegetal mediante la

28

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

produccion de fitohormonas (giberelinas y auxinas) o la regulacion de la biosintesis de
promotores de crecimiento vegetal, asimismo, aumenta la resistencia a los factores
ambientales, induciendo o suprimiendo la expresion de genes relacionados a la adaptacion
ambiental (Tsavkelova et &l., 2006), también logran afectar la disponibilidad de nutrientes
por medio de los ciclos biogeoquimicos como la solubilizacion de fosfatos gracias a la
liberacion de fosfatasas, acidos organicos y la fijacion bioldgica de nitrogeno (Camelo et

al., 2011).

Entre los mecanismos indirectos de promocion del crecimiento de las plantas se
citan la interaccion de microorganismos benéficos con los fitopatogenos disminuyendo
los dafios en la planta (Diaz et al., 2001), la produccion y secrecion de sideroforos, que
secuestran el hierro (Fe) disponible a nivel de la rizosfera previniendo la proliferacion de
patdgenos vecinos, también producen compuestos antimicrobianos que logran inhibir el
crecimiento (Ongena et al., 2005) e hidrolizan la pared celular fungica patdégena, como el
acido fusarico que es producida por plantas infectadas con Fusarium (Sarabia et al.,

2010).

Se han inoculado las bacterias en semillas, tubérculos o raices, colonizando las
raices y estimular el crecimiento y rendimiento vegetal (Chanway et al., 1989). Los
microorganismos poseen efectos directos o indirectos, entre los directos se citan al
aumento de la movilizacion de nutrientes solubles y la mejora de la absorcion de las
plantas (Lifshitz et al., 1987), la produccion de antibiéticos para la supresion de hongos,
bacterias y particulas virales (Hoffland et al., 1997) y fitohormonas (auxinas, citocininas,
giberelinas y etileno) (Chanway, 1997). Entre los indirectos estan el incremento de la

fijacién de nitrgeno (N), aumentando el nimero de nddulos radiculares de la raiz (Zhang
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et &l., 1996), induciendo a una resistencia sistémica a la planta (Chanway, 1997).

Existen muchas bacterias de vida libre o simbioticas que fijan N, pero pocas
destacan como biofertilizantes o estimulantes del crecimiento vegetal, como los géneros
Azotobacter, Derxia, Beijerinckia y Azospirillum, entre las aerdbicas; Enterobacter,
Bacillus y Pseudomonas entre aerobias facultativas y los géneros Metanobacterium,
Desulfovibrio y Clostridium como anaerdbicos (Rodriguez, 1995). Su mayoria interactda
con la rizosfera (zona alrededor de una raiz influenciada por el metabolismo), siendo
diferente al resto de la zona edéfica, al poseer gran variedad de sustancias como
aminoacidos, carbohidratos, &cidos organicos, derivados de acidos nucleicos, enzimas,
factores de crecimiento que de forma directa o indirectamente influyen positiva o

negativamente en los microorganismos de ese habitat (Ferrera, 1995).

Los géneros Azospirillum y Azotobacter ingresan a la corteza de la raiz y sintetizan
fitohormonas como auxinas (&cido indolacético), giberelinas, citoquininas, &cido absicico
y también fijan N (Lynch, 1990), estimulando el crecimiento, el incremento de raices
laterales y los pelos radicales que favorecen la absorcion de nutrimentos (De Freitas y
Germida, 1992) incrementando las cosechas (Bashan et al., 1993). Muchas especies de
Pseudomonas aumentan la absorcion de N, P y K, biocontrolan hongos fitopatdgenos y
biosintetizan fitohormonas a nivel radicular, promoviendo asi el mayor crecimiento
vegetal. Pseudomonas fluorescens promueve el crecimiento vegetal, mediante la
produccion de siderdforos extracelulares que retienen 6xidos férricos y los convierten en
formas solubles y disponibles para raices, asimismo aumenta la biomasa radical (Peter et

al., 1987).
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Las sales inorganicas de fosforo [Ca3(PO4)2] que son insolubles en el suelo no se
encuentran disponibles para las plantas, ante ello los microorganismos los solubilizan en
fosfatos di y monobasicos, los cuales son asimilables para las raices, entre estas bacterias
se tienen los géneros Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus y
Flavobacterium (Salih et &l., 1989). La aplicacion de consorcios microbianos promotores
del crecimiento vegetal en formulaciones liquidas conformadas por bacterias Bacillus
licheniformis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sp y Streptomyces fradiae, evidencid
un incremento en los pardmetros productivos del girasol como en el tamafio de las flores,
aumento del numero de semillas, del peso de la flor y en peso de las semillas (Srinivasan
y Mathivanan, 2009). Por lo tanto, la inoculacion de microorganismos con capacidad de
estimular el crecimiento vegetal es de gran interés para la produccion de bioinsumos, tal
es el caso de la inoculacion de Azotobacter sp, Bacillus licheniformis y Bacillus pumilus
en la produccién de rabano (Raphanus sativus), donde la férmula bacteriana no mostro
buenos resultados en la produccion radicular; sin embargo al ser aplicados
individualmente los resultados fueron promisorios a tiempos cortos de crecimiento

(Sotelo et al., 2012).

2.2.5 Cebolla (Allium cepa L.)
a. Taxonomia

La cebolla esta ubicada en la siguiente clasificacion taxonémica:

Reyno : Vegetal
Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Orden . Asparagales
Familia : Amaryllidaceae
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Subfamilia : Allioideae
Tribu . Allieae
Género : Allium
Especie : Allium cepa L. (Ledn, 2003).

La cebolla, es una monocotiledonea herbacea y bienal, se cultiva como planta
anual, pertenece a la familia Alliaceae. El bulbo es utilizado como alimento y condimento,
por su sabor, textura y olor. Se les atribuyen propiedades medicinales especialmente

antibacteriales (Fornaris, 2012).

b. Descripcion botanica

- Raices. Posee un sistema radicular discreto y una pobre capacidad de absorcion,
seguido a la germinacion, la raiz primaria lo produce la plantula mediante la
radicula. Las siguientes raices se forman desde el tallo verdadero y son raices
adventicias (Fornaris, 2012).

- Tallo. Se encuentra localizado en la base del bulbo, es corto, achatado y
comprimido, a partir del cual brotan hojas, raices y yemas. Las vainas en conjunto
forman el pseudotallo o ‘falso tallo’ de la planta, del cual emergen laminas de
hojas nuevas (Fornaris, 2012).

- Hojas. Crecen opuestas entre si y alternadamente desde el meristemo apical del
tallo, tienen una superficie cerosa, conformadas por una lamina y la vaina. Las
divisiones celulares en la hoja ocurren en su base (Fornaris, 2012).

- Bulbo. Consiste en un tallo corto envuelto por hojas modificadas engrosadas, y
carnosas, es un tipo de bulbo tunificado y ante un corte transversal se observa la

disposicion de escamas en capas 0 tunicas. La base en cada hoja se termina
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convirtiendo en una escama del bulbo, en tal sentido el tamafio final del bulbo
dependera del nimero de hojas que estaran presentes en el momento del inicio de

la formacion del bulbo (Fornaris, 2012).

2.2.6 Variables de crecimiento vegetal
a. Longitud de raices

Las raices y su crecimiento estan determinado por la capacidad que poseen
de elongarse a profundidad para explorar el suelo (Russell, 1992), gracias a que
les permite obtener agua y nutrientes que puedan ubicarse en estratos terrestres
profundos (Martinez et &l., 2009). Su densidad radicular es un indicador de la
tolerancia y resistencia a las condiciones de sequia y les permite expresar su
potencial de produccion de biomasa seca (Haqgani y Pandey, 1994). El
crecimiento radicular es afectado por las condiciones ambientales donde se
desarrolla la planta y ante un buen crecimiento de las raices, sugiere que la planta
posee una gran capacidad de explorar el suelo y lograr absorber agua y nutrientes

(Bland, 1993).

b. Altura
Al incrementarse la altura es representado por el crecimiento de una planta
que es el reflejo de muchos cambios estructurales de tamafio, forma y peso
especificos, y ocurren segun los patrones de division celular y diferenciacion, que
son influidos por el contexto ambiental. El crecimiento de una planta puede ser
afectado por la densidad de la poblacion, el suministro de agua y nutrientes y la
intercepcion de radiacion solar, debido a que esta relacionado con los eventos

fisioldgicos que alteran la produccion y la acumulacion de materia seca en los
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diferentes 6rganos (Rodriguez, 2000).

El crecimiento vegetal es un aumento irreversible del tamafio del
organismo, donde a nivel fisioldgico se desarrollan una serie de cambios y
reacciones bioquimicas, todo ello dependera del comportamiento agronémico y el
rendimiento potencial de los genotipos. El crecimiento se evalla mediante la
altura de la planta, numero de hojas, area foliar, didmetro del tallo, biomasa seca
y de forma indirecta se tienen la tasa de asimilacion neta, tasa relativa de
crecimiento y la tasa de crecimiento del cultivo y todos estos procedimientos estan
asociados a los factores ambientales como luz, humedad y temperatura y humedad

(Salisbury y Ross, 1994).

c. Peso total

La medida del peso de la planta se determina mediante mediciones como
la acumulacién de peso, los cambios en el &rea foliar y las variaciones en altura o
didametro. Cuando las células se encuentran en alta turgencia, la determinacion del
peso fresco o himedo estima el volumen de agua, ya que el agua es el principal
componente de 6rganos y tejidos. Es clasico determinar el crecimiento mediante
la acumulacion del peso seco que incluye las variaciones del contenido porcentual
de materia seca. En tal sentido el anélisis de crecimiento en realidad es analizar la
fijacién y la particién del carbono (Di Benedetto y Tognetti, 2016). La biomasa
seca que se acumula en una planta al inicio se incrementa en una tasa exponencial,

luego se realiza linealmente y finalmente decrece (Poorter, 2002).
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d. Grosor de tallos

La longitud del tallo crece formando los 6rganos laterales (ramas, flores,
hojas y frutos), y también crece en grosor, el cual puede ser mediante un
crecimiento primario o secundario. En el crecimiento primario se observa un
crecimiento en longitud y de su grosor, dependiendo de los meristemos apicales e
intercalares. En el crecimiento secundario de los tallos, el crecimiento en grosor
se origina gracias a los meristemos cambium vascular y fel6geno. Las plantas en
general presentan crecimiento primario, principalmente las monocotiledoneas en
su mayoria, sin embargo, las dicotiledéneas y todas las gimnospermas tienen tallos
que primero tienen un crecimiento primario pasando luego al secundario (Tasaka

et 4l., 1999).

e. Diametro de bulbo

El bulbo de la cebolla es la parte principal comestible de la cebolla, su
crecimiento esta influenciado por la longitud del dia, la variedad y la temperatura
(Brewster, 2008). En el crecimiento del bulbo de la cebolla se tiene la influencia
del fotoperiodo que es afectado por la calidad y la intensidad de la luz, en razén
de que la luz infra roja y fuertes intensidades de luz favorezcan el desarrollo del
bulbo (Bertaud, 1986). Cuando disminuye la duracion del dia, la intensidad de la
luz baja y es percibida por las hojas enviando sefiales a otras regiones vegetales
con lo que se da inicio a la dormancia (Chope et al., 2012). Por lo tanto, existe un
efecto combinado del fotoperiodo y la temperatura que inducen a la formacion de

los bulbos de la cebolla (Tesfay et al., 2011).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

El estudio se realizé en la zona de la region altitudinal Suni del departamento Puno
ubicada a 3410 msnm, que estuvo conformada por tres campos de cultivos andinos
ubicados en las provincias de San Roman, lampa y Puno la investigacion tuvo un lapso
de tres meses consecutivos, diciembre, enero y febrero del 2019 al 2020 que
posteriormente las muestras de suelo obtenidas fueron trasladadas a la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano situada en el departamento

Puno con las coordenadas de latitud sur 15°49'27.2" y 70°00'57.8" longitud oeste.

Estas muestras de suelo tuvieron valores fisicoquimicos de pH y conductividad
eléctrica con valores promedios de 6.7 y 550 uS/cm respectivamente, se aislaron las
bacterias Azotobacter sp para la previa inoculacion en las plantulas de cebolla (Allium
cepa), que se ejecutd en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia de la ciudad

universitaria. Las caracteristicas de los tres campos de cultivo se detallan a continuacion:

- Comunidad Unocolla. Se ubica en el distrito de Juliaca, provincia San Roman,
region Puno (Peru), regién altitudinal Suni en las coordenadas 15°25'55.45"
latitud Sur y 70°11'25.81" longitud Oeste. Es una zona poco arcillosa con una
laguna a una distancia aproximada de 40 m, su poblacién realiza actividades de
agricultura sembrando papa, oca y habas principalmente, escasamente crian la
ganado vacuno y ovino, su idioma nativo es el quechua. Presenta lluvias por

temporadas, en ocasiones se incrementa el nivel de la laguna inundando las
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cosechas.
- Comunidad Chafiohagua. Se ubica en el distrito y provincia de Lampa, region
Puno (Per0), region altitudinal Suni en las coordenadas 15°23'10.88" latitud Sur
y 70°15'6.69" longitud Oeste. Es una zona arcillosa y poco arenosa, posee una
poblacion reducida y dedicada a la agricultura con cultivos de papa y habas
principalmente, crianza de animales como el ganado vacuno y ovino, idioma
nativo quechua, y presenta lluvias segin temporadas.
Comunidad Silluniamaya. Se ubica en el distrito de Acora, provincia Puno,
region Puno (Peru), region altitudinal Suni, en las coordenadas 15°59'0.72" latitud
Sur y 69°47'15.18" longitud Oeste. Es una zona arenosa con presencia de tierra
negra siendo un suelo mixto y de buena calidad para la siembra, su poblacion se
dedica al cultivo de papa, oca, quinua, cebada, trigo y alfalfa y la crianza de

ganado vacuno y ovino, idioma nativo el Aymara. No presenta riesgo de

inundacion ni sequia ya que presenta lluvias segun temporadas.
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Figura 1. Zonas de muestreo de campos de cultivo Unocolla (a), Chafiohagua (b) y

Silluniamaya (c) en tres provincias de la region Puno.
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3.2 TIPO DE ESTUDIO

La investigacion, es un estudio descriptivo experimental de corte transversal, en
razén de que la carga bacteriana de Azotobacter sp, fue representada en los recuentos
bacterianos en placas Petri, se realizd los analisis estadisticos e interpretacion de los
mismos con antecedentes y el marco tedrico. Experimental en razén de que se aplicaron
tres concentraciones bacterianas de Azotobacter sp, las cuales fueron obtenidas mediante
el estdndar McFarland y el crecimiento e incremento de parametros biométricos en las
plantulas de cebolla. De corte transversal, en razon a que los resultados se obtuvieron

entre los meses de diciembre del afio 2019 a febrero del afio 2020.

- Muestreo: Se efectto durante los meses de diciembre enero y febrero del 2019 al
2020, se recolectaron muestras de 200g de suelo rizosférico de cultivos de papa,
oca, habas, alfalfa, quinua, cebada y trigo en campos agricolas de las
Comunidades Unocolla (15°25'55.45" latitud Sur y 70°11'25.81" longitud
Oeste), chafiohahua (15°23'10.88" latitud Sur y 70°15'6.69" longitud Oeste) y
Silluniamaya (15°59'0.72" latitud Sur y 69°47'15.18" longitud Oeste). Las zonas
de muestreo presentaron un clima frio, moderadamente lluvioso y con amplitud
térmica moderada con una temperatura media de 14° - 17 °C. Las muestras que se
tomaron y se depositaron en frascos de vidrio estéril para su procesamiento en el

laboratorio de la FFCCBB.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Evaluacion de la carga bacteriana de Azotobacter sp en tres campos de cultivo
de los distritos de Juliaca (comunidad Unocolla), Lampa (comunidad

Chanohagua) y Puno (comunidad Silluniamaya).

a. Fase pre analitica

Las muestras de suelo fueron colectadas quincenalmente, durante tres meses
(Diciembre, enero y febrero del 2019 al 2020) de las comunidades campesinas (cc) de
muestreo, para la determinacion de las poblaciones de bacterias, se tomé en frascos
esterilizados de vidrio, luego fueron tapados con papel aluminio y se cerraron con la tapa
CON rosca, Se preservaron en campo en una caja transportadoras de muestras junto con
hielos (Cérdova et al., 2009), finalmente fueron transportados al laboratorio de Botanica

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

b. Fase analitica
Cuantificacion de bacterias diazotrofas

La evaluacion de la densidad de poblaciones de bacterias diazétrofas en suelos se
realizd mediante el método de conteo viable de células vivas por siembra en superficie
(Madigan et al., 2004), utilizando diluciones seriadas con base en 10, diluyendo 10 g de
suelo en 90 ml de agua estéril (101), hasta llegar a la dilucion 107, con una pipeta
automatica se tomo 0.1 ml de cada dilucién y se coloco en el centro de la placa Petri con
medios de cultivos solidos especificos como el medio Ashby o medio mineral sin
nitrogeno conformado por 5 g de manitol, 5 g K2HPO4, 0.2 g MgSO4.7H20, 0.5 g NaCl,

0.1 g K2S04, 5 g CaCOg, 15 g de agar y 1 litro de agua destilada, ajustado a un pH de 7.0
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(Rao, 1999), donde se distribuyd con una espatula de Digralsky previamente embebida
en alcohol y flameada al mechero para su esterilizacion. El procedimiento se realiz6 por
triplicado (Camacho, 2014). EI conteo de células viables se efectué en un contador de
colonias, contabilizando las unidades formadoras de colonias (UFC) que crecieron en la
superficie del medio de cultivo de la placa Petri, luego se transformé a UFC/g de suelo

SeCo.

Variables analizadas
Variable independiente: Suelos de las cc de tres distritos Juliaca, Lampa y Puno.

Variable dependiente: Recuentos de colonias de Azotobacter sp.

c. Fase post analitica

Cada resultado obtenido de los recuentos bacterianos de los suelos de las 3 zonas
de muestreo presentd tres repeticiones que fueron tabulados y previamente analizados
mediante el promedio y el coeficiente de variacion, a continuacion, se aplicaron pruebas
de andlisis de varianza y de Tukey, con un nivel de confianza del 95% (De la Garza et al.,
2013). Los analisis estadisticos se realizaron en el software estadistico de acceso libre

Jamovi.

3.3.2 Evaluacion del efecto de la inoculaciéon de bacterias Azotobacter sp en la
longitud de raices, altura, peso total de plantula, grosor de tallo y didametro

de bulbo en plantulas de cebolla en condiciones de laboratorio.

a. Fase pre analitica

Para determinar el efecto de la inoculacién de bacterias Azotobacter sp,
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previamente se prepararon las macetas, los materiales como algoddén para realizar los
cultivos, asimismo se prepararon las diluciones McFarland. Todos los experimentos
tuvieron 3 repeticiones y se realizaron en el laboratorio de Botanica y Biotecnologia de

la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNA Puno.

b. Fase analitica

Preparacion de inéculo de bacterias Azotobacter sp. A partir de las placas donde se
presentd el crecimiento microbiano de Azotobacter sp, fueron repicadas o subcultivadas
en agar TSA a 28 °C por 48 horas y con la biomasa desarrollada se obtuvo suspensiones
en solucidn salina estéril cuya concentracion se estandariz6 a 1.5, 3 'y 6 x 108 células/ml

mediante la escala de McFarland.

Inoculacion, de las raices de cebolla. Las plantulas de cebolla denominadas en la region
de Puno como “marqueras”, fueron adquiridas en el mercado Santa Barbara de la ciudad

de Juliaca, las mismas que tuvieron una longitud entre 5 a 8 cm inicialmente.

La inoculacion con bacterias Azotobacter sp de las plantulas de cebolla
se realizé sumergiendo el bulbo de cada plantula en grupo dentro del volumen de 1 litro
de suspension de Azotobacter sp, durante 30 min. El tratamiento control se realizo
empleando la solucién de suero fisioldgico (0.85%) y sacarosa al 10% sin Azotobacter sp
(Aycaya, 2012). Las plantulas fueron traspasadas a frascos de plastico, los bulbos de
cebolla fueron cubiertas con algodon previamente esterilizado, y humedecida en forma
interdiaria con solucion hidropénica de macro y micronutrientes (La Molina), el cual fue

adquirido de la Red de Hidroponia de la Universidad Agraria La Molina de Lima.
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Evaluacion del indice de evaluacion de inoculacion (IEI) (Escobar et al., 2011).

Transcurridos 60 dias después de la siembra, se extrajo las plantas, en ellas se
determinaron los siguientes parametros biométricos: la longitud de raices, altura y peso
total de plantula, grosor de tallo y didmetro de bulbo. El IEI se calculd con la siguiente

ecuacion:

Tratamiento con inoculacion — control sin inoculacién
IEI(%) = — — x100
Control sin inoculacion

Variables analizadas
Variable independiente: Concentracion bacteriana de Azotobacter sp.

Variable dependiente: Pardmetros biométricos de las plantulas de cebolla (Allium cepa)

c. Fase post analitica

Todo resultado obtenido de los pardmetros biométricos (longitud de raices, altura
de planta, groso de tallo, diametro de bulbo y peso total de la planta) de las plantas con
respecto al control, fueron tabulados y previamente analizados mediante promedios y
coeficiente de variacion, a continuacion, se aplicaron pruebas de anélisis de varianza y de
Tukey, con un nivel de confianza del 95%. Los analisis estadisticos se realizaron en el

software estadistico de acceso libre Jamovi.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARGA BACTERIANA DE Azotobacter sp EN TRES CAMPOS DE CULTIVO
DE COMUNIDADES DE LOS DISTRITOS DE JULIACA (UNOCOLLA),
LAMPA (CHANOHAGUA) Y PUNO (SILLUNIAMAYA)

Los recuentos de Azotobacter sp se presentan en la Tabla 1, donde las muestras
de tierra colectadas del mes de diciembre 2019 en los tres campos de cultivo variaron
entre 53 x 10® UFC/g de suelo en la comunidad de Unocolla seguidamente la comunidad
de Chafiohagua tuvo un recuento de 45 x 108 UFC/g y la comunidad de Silluniamaya
presentd 53 x 108 UFC/g de suelo; en enero 2020 el menor recuento de colonias se registro
en la comunidad de Unocolla con 43 x 106 UFC/g mientras el mayor recuento se encontro
en Chafiohagua con 48 x 10 UFC/g y la comunidad de Silluniamaya presentd un recuento
de 46 x 10% UFC/g; el mes de febrero 2020, el menor recuento bacteriano se determin6
en las comunidad de Unocolla con 43 x 10® UFC/g y Chafiohagua con 45 x 10% UFC/g,

siendo mayor el recuento en la comunidad de Silluniamaya con 63 x 106 UFC/g de suelo.

En el mes de diciembre 2019, las tres repeticiones (R1, R2 y R3), variaron entre
45 x 10° UFC/g, 52 x 10° UFC/g y 54 x 10® UFC/g en las repeticiones 1, 2 y 3
respectivamente; por otra parte, durante el mes de enero 2020 se contabilizaron recuentos
de 47 x 10° UFC/g, 42 x 10° UFC/g y 48 x 10° UFC/g de suelo, siendo menor en la
repeticion 2 y el mayor en la repeticion 3; y en el mes de febrero 2020 los recuentos
bacterianos fluctuaron entre 54 x 10° UFC/g, 44 x 10° UFC/g y 53 x 10° UFC/g de suelo,
en dichos valores se determino el menor en la repeticion 2 y la mayor en la repeticion 1.
(Tabla 1).
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Tabla 1. Recuentos de colonias de Azotobacter sp en tres campos de

cultivos (Unocolla, Chafiohagua y Silluniamaya).

Recuentos bacterianos (x106 UFC/g suelo)
Comunidades Diciembre 2019 _ Enero 2020 — Febrero 2020 —
R1 R2 R3 X Rl R2 R3 X Rl R2 R3 X
Unocolla 51 47 60 53 39 42 47 43 40 47 43 43
Chafiohagua 41 60 35 45 52 37 56 48 59 31 44 45
Silluniamaya 64 55 41 53 50 47 42 46 64 55 71 63

X 52 54 45 - 47 42 48 -- 54 44 53 --
Prueba de Shapiro — Wilk: p = 0.170
Prueba de Levene = 0.064
Analisis de varianza: F = 4.07; p = 0.039

Previo a la eleccion de la prueba estadistica paramétrica, los resultados de los
recuentos de Azotobacter sp en suelos de los campos de cultivo de tres comunidades,
fueron analizados con las pruebas de Shapiro — Wilk y Levene, donde resultaron con
valores de 0.170 y 0.064 respectivamente (Figura 22 - Anexos) y el grafico Q-Q plot
(Figura 23 - Anexos), indican que los datos de los recuentos cumplen con los supuestos
de normalidad de datos para realizar la prueba paramétrica de analisis de varianza,
resultando este con un valor F calculado de 4.07 y un valor p de 0.039, lo cual indica que
los recuentos de Azotobacter sp presentaron diferencia estadistica entre las zonas de

muestreo.

Adicionalmente la prueba de Tukey (Figura 22 - Anexos) manifiesta que los
recuentos bacterianos de las comunidades de Unocolla y Chafiohagua no presentan
diferencia estadistica significativa; los recuentos entre las comunidades Unocolla y

Silluniamaya (p = 0.044) y entre las comunidades de Chafiohagua y Silluniamaya (p =
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0.042) si presentaron diferencia estadistica significativa, tal como se puede visualizar en

la Figura 3.

(=]
o
1

RECUENTOS (x10 e6)

40 4

Unocolla ChanchaguaSilluniamaya

ZONAS

Figura 2. Comparacion los recuentos de Azotobacter sp en campos de cultivo de tres

comunidades de la regién Puno.

Cada resultado mensual de recuentos de Azotobacter sp en suelos de los campos
de cultivo de las tres comunidades, presentaron valores de pruebas de Shapiro — Wilk y
Levene de 0.939 y 0.107 respectivamente (Figura 24 - Anexos) y el grafico Q-Q plot
(Figura 25 - Anexos), los cuales indican que cumplen con los supuestos de normalidad
de datos, y el analisis de varianza resulté con un valor F calculado de 1.79 y un valor p
de 0.202. Estos resultados revelan que los recuentos de Azotobacter sp no presentaron
diferencia estadistica entre meses de muestreo, pero comparando numéricamente los
recuentos de Azotobacter sp fueron mayores en el mes de diciembre 2019 y menor en el

mes de enero 2020 (Figura 3).
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Figura 3. Comparacion de los recuentos de Azotobacter sp segln los meses de

muestreo en tres comunidades de la region Puno.

Los recuentos bacterianos de Azotobacter sp en los campos de cultivo evaluados
variaron entre 43 x 10° UFC/g suelo, promedio ubicado en la comunidad de Unocolla
durante los meses de enero y febrero 2020 y 63 x 10% UFC/g suelo, promedio determinado
en la comunidad de Silluniamaya en el mes de febrero 2020, siendo el menor y el mayor
promedio respectivamente. Los resultados obtenidos en la investigacion fueron superiores
a los obtenidos por Cérdova et al. (2009) quienes en Tabasco (México), en suelos de
banano, obtuvieron recuentos de Azotobacter de 11 x 10° UFC/g de suelo seco, por otro
lado Goitia (2014) en Puno (Peru), cuantifico la carga diazotrofica de bacterias mediante
el método del nimero més probable, obtuvo suelos con cargas de bacterias diazotroficas
>2100 NMP/g suelo, que a pesar de ser otra forma de cuantificar bacterias, manifiesta

una alta carga bacteriana de Azotobacter sp.

La presencia de Azotobacter sp en menor y mayor grado en los suelos de las tres
comunidades evaluadas, se deberia a las condiciones fisicoquimicas que poseen, tal como

lo cita Calvo & Zufiga (2010), en Puno (Pert), quienes aislaron bacterias de la cepa de
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Bacillus spp a partir de la rizosfera de papa (Solanum tuberosum) los cuales presentaron
valores promedios de pH de 6.25 + 0.13, una conductividad eléctrica de 0.46 dS/cm, un
contenido de materia organica de 2.64%, fésforo de 20.195 ppm, un suelo de clase
textural franco arenoso, y una temperatura de 10 °C, dichos factores fisicoquimicos
favoreceria la presencia de bacterias en los suelos. Por otro lado, Ramos y Zufiiga (2008),
determinaron que la mayor actividad microbiana se obtuvo cuando los suelos presentaron
18% de humedad, una temperatura de 27.5 °C y el pH Optimo cercano a la neutralidad
(7.8). En la investigacion los unicos valores fisicoquimicos fueron el pH y la
conductividad eléctrica con valores promedios de 6.7 y 550 uS/cm respectivamente, los
cuales se asemejan a las condiciones favorables para el crecimiento bacteriano
especialmente en suelos de la comunidad Silluniamaya, donde se encontrd los mayores
recuentos promedio, por otro lado los campos de cultivo evaluados en la investigacion
presentaron las mejores condiciones de cultivo, en razon de que en dichos campos de
cultivo se obtuvieron buenas cosechas en la Gltima campafia agricola, tal como indicaron

mediante comunicacion personal los agricultores de la zona.

Cada recuento de las bacterias Azotobacter sp en los suelos de las comunidades
de Unocolla y Chafiohagua inferiores estadisticamente frente a los recuentos en suelos de
la comunidad de Silluniamaya, se deberia al porcentaje de humedad bajo que poseeria, ya
que este parametro disminuye la actividad microbiana y por tanto su supervivencia,
Ilegando a cesar la actividad microbiana cuando el potencial hidrico presenta valores muy
negativos (Jenkinson, 1992), mientras tanto en la comunidad Silluniamaya los mayores
recuentos de Azotobacter sp indicarian que los suelos presentaron valores de humedad

que favorecieron sus altos recuentos, debido probablemente a que se encuentra al nivel
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del lago, manteniendo su humedad durante todo el afio, aunado a ello la presencia de

lluvias en los meses de diciembre, enero y febrero.

El pH promedio de 6.7 obtenido de los tres campos de cultivo esté relacionada
con la fertilizacion con materia organica como el humus que posee grupos funcionales
entre ellos los carboxilicos, fendlicos, entre otros y la aplicacion de sustancias quimicas
quienes poseen algunos componentes que logran variar el pH de los suelos (Sadeghian y
Adriana, 2014). Segun Ibafiez (2007) indica que el pH éptimo de los suelos para el
crecimiento de las plantas varia de 6 a 7 siendo moderadamente &cidos a neutros, e
inclusive con un pH de 8 se obtienen buenos rendimientos agricolas y en estos rangos las
sustancias nutritivas se encuentran dispersos en el suelo a disposicién de las plantas. Por
lo tanto, los suelos evaluados presentarian valores de pH apropiados para el desarrollo de
las plantas y se diferenciard segun los parametros de materia organica, humedad, entre

otros parametros.

Se obtuvo bajos recuentos bacterianos en las comunidades de Unocolla y
Chafiohagua, probablemente a que los valores del pH de sus suelos fueron menores a los
Optimos para las plantas, a causa de una sobredosificacion con fertilizantes, adicionan
abonos o sustancias quimicas para el control de plagas, que desencadena una acidificacién
del suelo (IIFT, 2011). Asimismo, los recuentos de Azotobacter sp fueron similares entre
los meses de diciembre, enero y febrero, que tendria como causa que son meses lluviosos
y origina la mayor presencia de cobertura vegetal, consecuentemente se acumula los
residuos organicos que son transformados en materia organica, lo que estaria

estabilizando la variacion del pH (Corbella y Fernandez, 2010).
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Como los tres meses de muestreo de la investigacion fueron temporadas de lluvia,
la actividad agricola se increment0 y el crecimiento de las plantas disminuyen los valores
de materia organica, ya que el suelo se airea y los residuos sélidos se desmenuzan, como
consecuencia de ello la descomposicion microbiana es que fue similar en el tiempo de
evaluacion (Corbella y Fernandez, 2010). Las abundantes precipitaciones apresuran el
proceso de descomposicion de la materia organica, provocando un alto rendimiento de
materia organica en los campos evaluados (Rosas et al., 2016). La presencia de bacterias
diazotréficas incrementan el contenido de N a causa de la interaccion especifica entre los
microorganismos y el suelo originando impacto en la produccion agricola, gracias a la
fijacion bioldgica de N, donde el nitrégeno atmosférico (N2) se transforma en amonio
(NHa4) y nitratos (NOs) y este ultimo se asimilado por las plantas (Ceron y Aristizébal,

2012).

Los suelos evaluados en la investigacion presentan bacterias Azotobacter sp, por
lo que los niveles de nitratos deberian de lograr suelos altamente fértiles, pero la
disminucion de N en temporada de lluvia origina procesos de lavados a causa de las
precipitaciones, en razon de que el ion nitrato no se adhiere a las particulas de arcillas por
lo que el agua lava o lixivia del suelo (Costa y Ocete, 2009). En contraste ante la presencia
de la materia organica el cual posee carga negativa, origina combinaciones complejas que
retienen iones hidroxilados, liberando iones fosfatos, incrementando la disponibilidad de

nitratos en el suelo (Rojas, 2015).

Por otro lado, los suelos de la comunidad de Silluniamaya presentaron los mayores

recuentos bacterianos de Azotobacter sp, Garrido y Licona (2017) reportan que se deberia
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probablemente a que las muestras evaluadas procedian de un suelo en estado de reposo,

que logra la regeneracién del suelo.

En los campos de Unocolla, Chafiohagua y Silluniamaya no hubo diferencia entre
meses de diciembre, enero y febrero segln las pruebas que presentaron los valores de
pruebas de Shapiro — Wilk los cuales indican que cumplen con los supuestos de
normalidad segln carga bacteriana de Azotobacter sp, que indica las concentraciones
estadisticamente similares frente a los recuentos de los suelos entre meses. Por lo tanto,
se infiere que las zonas de muestreo se encuentran en una misma region y por ende no

hubo variacion en cuanto a concentraciones mensuales.

4.2 EFECTO DE LA INOCULACION DE BACTERIAS Azotobacter sp EN LA
LONGITUD DE RAICES, ALTURA Y PESO TOTAL DE PLANTULA,
GROSOR DE TALLO Y DIAMETRO DE BULBO EN PLANTULAS DE

CEBOLLA (Allium cepa) EN CONDICIONES DE LABORATORIO

4.2.1 Longitud de raices

Las longitudes de las raices de las plantulas de cebolla (Allium cepa) fueron
mayores al inocularlas con concentraciones de Azotobacter sp de 6.0 x 10° cél./ml
(estandar McFarland 2) con un promedio de 11.78 cm, con valores que oscilaron entre
11.0 cm (R4) y 12.6 cm (R3). Seguidamente se ubicaron las inoculadas con
concentraciones de Azotobacter sp de 3.0 x 10° cél./ml (estandar McFarland 1) con un
promedio de 8.76 cm, con valores que variaron de 7.7 cm (R2) y 9.5 cm (R4). Las menores
longitudes de raices se registraron en aquellas inoculadas con concentraciones de

Azotobacter sp de 1.5 x 10° cél./ml (estandar McFarland 0.5) con un promedio de 7.24
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cm, con valores que modificaron entre 6.3 cm (R2) y 8.1 cm (R3). Todos ellos fueron
superiores a lo determinado en el tratamiento control alcanzando los 6.94 cm con una
variacion entre 6.3 cm (R5) y 7.9 cm (R2). Segun el coeficiente de variacion, los datos
presentaron una baja dispersion con respecto a su promedio con valores entre 5.4% vy

10.6%.

Con relacion al indice de evaluacion de inoculacion (IEI) de las longitudes de las
raices, el tratamiento de Azotobacter sp a una concentracion de 1.5 x 10° cél./ml tuvo un
4.322% de IEI sobre el tratamiento control; por otro lado, el tratamiento de Azotobacter
sp en la concentracion de 3.0 x 10° cél./ml tuvo un 26.22% de IEI con respecto al
tratamiento control; mientras que el tratamiento de Azotobacter sp a la concentracion de

6.0 x 10° cél./ml tuvo un 69.74% de IEI en comparacion del tratamiento control.

Tabla 2. Longitud de raices (cm) de cebolla (Allium cepa) post inoculacion con bacterias
Azotobacter sp en tres concentraciones.

Concentracién Longitud de raices (cm) — C.V.
de Azotobactersp  R1 R2 R3 R4 R5 X (%)
1.5 x 10° cél./ml 7.2 6.3 8.1 7.9 6.7 7.24 10.6
3.0 x 10° cél./ml 9.3 1.7 8.5 9.5 8.8 8.76 8.1
6.0 x 10° cél./ml 12.2 11.4 12.6 11.0 11.7 11.78 5.4

Control 6.5 7.9 7.1 6.9 6.3 6.94 9.0

Longitudes obtenidas de raices de cebolla pos inoculacion con tres
concentraciones de Azotobacter sp, presentaron valores de pruebas de Shapiro — Wilk y
Levene de 0.415 y 0.912 respectivamente (Figura 26 - Anexos) y el grafico Q-Q plot

(Figura 27 - Anexos), por tanto cumplen con los supuestos de normalidad de datos, y el
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andlisis de varianza resulté con un valor F calculado de 50.9 y un valor p de <0.001, lo
que se interpreta que las longitudes de raices presentaron diferencia estadistica entre las
concentraciones y el tratamiento control. Donde la concentracion 1.5 x 10° cél./ml (C_1),
presento diferencia estadistica con las concentraciones 3.0 x 10° cél./ml (C_2) y 6.0 x 10°
cél./ml (C_3), mas no resulto diferente estadisticamente con el tratamiento Control. Por
otro lado, la C_2 presento diferencia estadistica frente a la C_3 y el control y la C_3 fue
diferente al tratamiento control, tal como se muestra en la Figura 4 y Figura 26 - Anexos

respectivamente.

C_1 C_2 C_3 CONTROL
CONC_Azotobacter

Figura 4. Comparando la longitud de raiz (LONG_RAIZ) de cebolla pos aplicacion de
tres concentraciones de Azotobacter sp (C_1 = 1.5x10° cél./ml; C_2 = 3.0x10° cél./ml;
C_3=6.0x10° cél./ml).

En la investigacion se establecié que la C_3 (6.0x10° cél./ml de
Azotobacter sp) estimuld la mayor longitud de raices de cebolla, estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Escobar et al. (2011) quienes en Lambayeque (Per0), al
inocular Azotobacter spp. En Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, obtuvieron un

incremento en el volumen radicular frente al testigo, atribuyéndose a que la bacteria
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biosintetizé de 7.10 a 57.99 mg/l de acido indolacético, quien es una auxina (hormona
vegetal) el cual tiene efectos de estimular en los apices y los tejidos meristematicos a la
division celular, por otro lado, fijaron 0.13 a 1.64 mg/l de nitrégeno y 1.61% de eficiencia
en la solubilizacion de roca fosforica de Baydvar, estos ultimos (nitrdgeno y fdsforo)

importantes nutrientes para la sintesis de nitrdgeno y de ATP respectivamente.

Por otro lado, Ogata y Zufiiga (2008) en Hu&nuco (Peru) determinaron
la presencia de Azotobacter spp, Rhizobium spp, Bradyrhizobium spp, Pseudomonas spp
y actinomicetos en la rizosfera de tara (Caesalpinia spinosa), dichas bacterias sostendrian
parcialmente el crecimiento de la planta. En la rizosfera de las plantas se encuentran
diferentes géneros bacterianos entre ellos a Azotobacter sp (Selvakumar et al., 2012), este
género posee caracteristicas como fijar nitrégeno (Yasmin et al., 2010), asi como producir
indoles (Dawwam et al., 2013), solubilizar fosforo (Sashidhar y Podile, 2009) y
siderdéforos (Marquez et al., 2015), todas estas propiedades de Azotobacter sp serian las
causas de las mayores longitudes de raices inoculadas en la cebolla. Por lo tanto, las
bacterias aisladas e inoculadas en las cebollas presentaron actividad promotora del

crecimiento vegetal.

En la investigacion no se determinaron las especies de las bacterias
Azotobacter sp, al respecto Pérez y Sanchez (2017), afirman que la especie bacteriana
Azotobacter chroococcum originé un incremento del 17% en peso radicular (17%) de
plantulas de Ipomoea batatas respecto al control sin inoculacién. Ante una buena
estructura radicular Alarcon et al. (2008), lograron incrementos en el rendimiento de
tubérculos de batata. Por otro lado, Azotobacter vinelandii fue reportada como promotora

del crecimiento de las plantas, como son el girasol (Shaukat et al., 2006), tomate (Sanchez
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et al., 2012), trigo (Aly et al., 2012) e Ipomoea batatas. Asimismo, Pérez y Sanchez
(2017) lograron un incremento del 49% en el peso radicular con A. vinelandii, respecto al
control sin inoculacion, estos resultados fueron inferiores a los obtenidos en la presente
investigacion ya que se determind un incremento maximo del 69.74% con la
concentracion C_3. En tal sentido, bajo lo referido anteriormente y al analizar los
resultados existiria una diferencia fisiologica entre especies de bacterias Azotobacter sp
en la biosintesis de fitohormonas, capacidad solubilizadora de fosfatos, entre otras

bondades por lo que existe la necesidad de identificar molecularmente a las especies.

La més alta concentracién bacteriana aplicada a las plantulas de cebolla
indujo las mayores dimensiones de longitud de raices, lo cual se deberia a la actividad
metabdlica que realizan las raices y originan una influencia directa sobre la variedad de
microorganismos que lograrian establecerse en su superficie (Lozada y Rivas, 2010).
Calvo et al. (2008) reportan en la region Puno la presencia de poblaciones microbianas
en la rizosfera de papa y que estos microorganismos poseen la capacidad de adaptarse a
los cambios de temperatura muy variables, ya que poseen genes de shock térmico como
las proteinas chaperonas y proteasas y favorecen el crecimiento vegetal al solubilizar
fosfato, sintetizar fitohormonas como el &cido indol acético e impidiendo la infeccion por
hongos fitopatdgenos a nivel de las raices. De igual modo, Chacén (2004) en Cuba,
manifiestan que al inocular las bacterias Azotobacter y Azospirillum en el cultivo del frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.), logran incrementar las variables biométricas de las
plantulas en comparacion a los testigos y fertilizacion mineral. Basado en los resultados
obtenidos se determind que las bacterias que las bacterias Azotobacter sp poseen
bondades beneficiosas para el mejor crecimiento de plantas, incrementando la longitud

de sus raices.
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4.2.2 Alturade planta

La altura de las planta de cebolla (Allium cepa) fueron mayores al inocularlas con
concentraciones de Azotobacter sp de 6.0 x 10° cél./ml (estandar McFarland 2) con un
promedio de 40.2 cm, con valores que oscilaron entre 39.2 cm (R5) y 41.1 cm (R3).
Seguidamente las plantulas inoculadas con concentraciones de Azotobacter sp de 3.0 x
10° cél./ml (estandar McFarland 1) presentaron un promedio de 32.5 cm, con valores que
variaron de 30.9 cm (R3) y 34.6 cm (R1). En aquellas inoculadas con concentraciones de
Azotobacter sp de 1.5 x 10° cél./ml (estandar McFarland 0.5) mostraron un promedio de
27.5 cm, con valores que fluctuaron de 26.9 cm (R3) y 28.4 cm (R2). Todos superaron al
tratamiento control alcanzando los 26.3 cm de promedio y una variacion de 25.3 cm (R1)
y 27.0 cm (R3). Segln el coeficiente de variacion, los datos presentaron una baja

dispersion con respecto a su promedio con valores entre 2.3% y 5.1%.

Comprendiendo al indice de evaluacion de inoculacion (IEI) de la altura de las
plantas, el tratamiento de Azotobacter sp a una concentracion de 1.5 x 10° cél./ml tuvo un
4.56% de IEI sobre el tratamiento control; por otro lado, el tratamiento de Azotobacter sp
en la concentracion de 3.0 x 10° cél./ml tuvo un 22.05% de IEI con respecto al tratamiento
control; mientras que el tratamiento de Azotobacter sp a la concentracion de 6.0 x 10°

cél./ml tuvo un 52.85% de IEI en comparacidn del tratamiento control.
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Tabla 3. Alturas de planta (cm) de cebolla (Allium cepa) post inoculacion con bacterias
Azotobacter sp en tres concentraciones.

Concentracion Altura de planta (cm) Brom C. V.

de Azotobactersp  R1 R2 R3 R4 R5 (%)
1.5 x 10° cél./ml 27.0 28.4 26.9 27.2 27.9 27.5 2.3
3.0 x 10° cél./ml 34.6 33.8 30.9 31.1 32.1 32.5 5.1
6.0 X 10° cél./ml 40.9 40.2 41.1 39.5 39.2 40.2 2.1

Control 25.3 26.8 27.0 25.9 26.5 26.3 2.6

La altura del resultado de plantulas de cebolla pos inoculacion con tres
concentraciones de Azotobacter sp, exhibieron valores de pruebas de Shapiro — Wilk y
Levene de 0.926 y 0.0.18 respectivamente (Figura 28 - Anexos) y el grafico Q-Q plot
(Figura 29 - Anexos), por tanto cumplen con los supuestos de normalidad de datos, y el
andlisis de varianza result6 con un valor F calculado de 280 y un valor p de <0.001, por
tanto se afirma que los tratamientos presentaron diferencia estadistica entre las
concentraciones y el tratamiento control. Donde la C_1 presento diferencia estadistica
con las concentraciones C_2 (p < 0.001) y C_3 (p < 0.001), méas no result6 diferente
estadisticamente con el tratamiento Control (p = 0.309). Por otro lado, la C_2 presento
diferencia estadistica frente a la C_3 (p < 0.001) y el Control (p < 0.001) y la C_3 fue
diferente al tratamiento Control (p < 0.001), tal como se muestra en la Figura 5 y Figura

28 - Anexos respectivamente.
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Figura 5. Diferencia de alturas de las plantas (ALT_PLANTA) de cebolla pos
aplicacion de tres concentraciones de Azotobacter sp (C_1 = 1.5x10° cél./ml; C_2 =
3.0x10° cél./ml; C_3 = 6.0x10° cél./ml).

De las tres concentraciones bacterianas inoculadas a la cebolla, la que obtuvo los
mayores promedios con respecto a la altura de planta fue la C_3. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos por Abril et al. (2017) quienes en Colombia al inocular bacterias
Bacillus y Azotobacter en Megathyrsus maximus promovieron el crecimiento vegetal
inclusive en condiciones de sequia y riego controlado, logrando incrementar la longitud
y la altura de planta luego de 62 dias de tratamiento. La capacidad que posee Azotobacter
sp en incrementar la altura de las plantulas de cebolla se deberia a las sustancias que
liberan, tal como lo determinaron Esqueche y Quispe (2017) quienes en Lambayeque
(Peru) obtuvieron que Azotobacter aislados de la rizosfera de Asparagus officinalis L.
“esparrago”, lograron producir 3.406 a 34.527 ppm de amonio y 0.275 a 5.391 ppm de
fosforo soluble, con dichos nutrientes lograron incrementar la altura del esparrago, en
cifras de 3.519 a 38.094% respectivamente, en contraste en la investigacion se encontro
incrementos de 52.85% al inocular concentraciones bacterianas C_3 en cebollas. De

donde se infiere que la bacteria Azotobacter sp. biosintetiza metabolitos importantes para
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incrementar la altura de las plantas, tales como amonio y fésforo soluble, como fuente de

nitrégeno y fosforo para la sintesis de proteinas y energia, respectivamente.

Efectos positivos de las bacterias fertilizantes presentes en compost y
biofertilizantes en soporte orgdnico mineral, evidencian efectos en la longitud de las
plantas en comparacion con los tratamientos control (Castellano et al., 2015). Otro rasgo
de efecto del incremento de altura de las plantas lo reporta Carrillo et al. (2015) en
Santander (Colombia) quienes determinaron que Trichoderma sp, Azospirillium RzH132
y Azotobacter RzH120 lograron el acrecentamiento de las plantulas de cilantro
(Coriandrum sativum L.). También Goitia (2014) en Puno (Peru) al inocular semillas de
quinua logré incrementar los valores de germinacion y crecimiento vegetal. El analisis
realizado permite concluir que las bacterias fertilizantes, se nutren de sustancias que se
excretan por las raices de las plantas, a cambio de ello, las bacterias liberan sustancias
bioactivas capaces de estimular el crecimiento e incremento de la altura de las plantas

experimentadas.

Similares resultados registraron Aycaya (2012) en Locumba (Tacna — Per() al
inocular Azotobacter chroococcum en concentracion de 10 y 108 UFC/ml en cebolla
rosada (Allium cepa L.), logrando mejorar resultados de altura de las plantulas.
Constantino et al. (2011) en Cuernavaca (México), al aplicar Azotobacter chroococcum
y Glomus intraradices, en plantas de papaya en vivero, en 30 dias de emergencia, lograron
el mayor crecimiento y biomasa en el cultivo, en comparacién con la inoculacion simple
(solo en plantulas). Estos efectos en el crecimiento de plantas se deberian probablemente

a que las bacterias proporcionan a las raices nitrégeno, fitohormonas, fésforo, vitaminas
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y sustancias antibacterianas capaces de marginal de bacterias fitopatdgenas (Toro et al.,

1977).

Sin embargo, Escobar et al. (2011) en Lambayeque (Peru) al inocular Azotobacter
spp en Lycopersicon esculentum Mill. “tomate” produjo 7.10 a 57.99 mg/l de &cido
indolacético, 0.13 a 1.64 mg/l de nitrogeno fijado y 1.61% de eficiencia solubilizando
roca fosfdrica con ello logro el incremento de la altura frente al testigo. Al comparar con
otros estudios, se encontrd similitud con los resultados obtenidos por Chacon (2004)
quien en Cuba inocul6 el frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) con Azotobacter y
Azospirillum logrando incrementar las variables biométricas de las plantulas comparadas
con los testigos y la fertilizacion mineral. En tal sentido, las bacterias aisladas en campos
de cultivo de la region Puno poseen una carga microbiana de Azotobacter sp con

capacidad de estimular la altura y el crecimiento de las plantulas de cebolla.

4.2.3 Grosor de tallo

El grosor de los tallos de las plantulas de cebolla (Allium cepa) fueron mayores al
inocularlas con la concentracion C_3 de Azotobacter sp con un promedio de 0.9 cm, con
valores que variaron entre 0.8 cm (R2 y R5) y 1.0 cm (R3). A continuacion, se ubicaron
las inoculadas con la concentracion C_2 con un promedio de 0.7 cm, con valores que
variaron de 0.6 cm (R2 y R4) y 0.8 cm (R1). EI menor grosor de tallo se registrd en
aquellas inoculadas con la concentracion C_1 de Azotobacter sp y el tratamiento Control
con un promedio de 0.4 cm, con valores que modificaron entre 0.3 cm (R3y R4) y 0.5
cm (R2y R5)enla C_1ylas R4y R1 - R2 en el tratamiento Control respectivamente.
Segun el coeficiente de variacion, los datos presentaron una leve dispersién con respecto

a su promedio con valores entre 9.5% y 25.0%.
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Con afinidad al indice de evaluacion de inoculacién (IEI) de los grosores de tallo
de las plantas, el tratamiento de Azotobacter sp a una concentracion de 1.5 x 10° cél./ml
tuvo un 33.0% de IEI sobre el tratamiento control; por otro lado, el tratamiento de
Azotobacter sp en la concentracion de 3.0 x 10° cél./ml tuvo un 75.00% de IEI con
respecto al tratamiento control; mientras que el tratamiento de Azotobacter sp a la
concentracion de 6.0 x 10° cél./ml tuvo un 125.00% de IEI en comparacion del

tratamiento control.

Tabla 4. Tres concentraciones del grosor de tallo (cm) de cebolla (Allium cepa) post

inoculacién con bacterias Azotobacter sp.

Concentracién Grosor de tallo (cm) Prom C.V.

de Azotobactersp  R1 R2 R3 R4 R5 (%)
1.5 x 10° cél./ml 0.4 0.5 0.3 0.3 0.5 0.4 25.0
3.0 x 10° cél./ml 0.8 0.6 0.7 0.6 0.7 0.7 12.3
6.0 x 10° cél./ml 0.9 0.8 1.0 0.9 0.8 0.9 9.5

Control 0.5 0.5 0.4 0.3 0.4 0.3 19.9

La pos inoculacion con tres concentraciones de Azotobacter sp, sobre los tallos de
cebolla presentaron valores de pruebas de Shapiro — Wilk y Levene de 0.071 y 0.917
respectivamente (Figura 30 - Anexos) Y el grafico Q-Q plot (Figura 31 - Anexos), por
tanto, cumplen con los supuestos de normalidad de datos, y el andlisis de varianza resulto
con un valor F calculado de 30.0 y un valor p de <0.001, lo que indica que los valores de
grosor de tallo presentaron diferencia estadistica entre las concentraciones y el
tratamiento control. Donde la concentracion C_1 presento diferencia estadistica con las

concentraciones C 2 (p < 0.001) y C 3 (p < 0.001), mas no resultdé diferente
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estadisticamente con el tratamiento Control (p = 0.984). Por otro lado, la concentracién
C_2 present0 diferencia estadistica frente a la concentracion C_3 (p = 0.012) y el Control
(p = 0.001) y la concentracion C_3 fue diferente al tratamiento Control (p < 0.001), tal

como se muestra en la Figura 6 y Figura 30 - Anexos respectivamente.

1.0

o
s =]

GROS_TALLO

0.4 1

C_1 c2 C_3 CONTROL
CONC_Azotobacter

Figura 6. Grosor de los tallo (GROS_TALLO) de cebolla pos aplicacion de tres
concentraciones de Azotobacter sp (C_1 = 1.5x10° cél./ml; C_2 = 3.0x10° cél./ml; C_3
= 6.0x10° cél./ml).

Al igual que anteriores resultados, la concentracion mas alta experimentada C_3
de Azotobacter sp origind estadisticamente los mayores grosores en los tallos, estos
resultados concuerdan con lo obtenido por Aycaya (2012) en Locumba (Tacna — Per0) al
inocular Azotobacter chroococcum en concentraciones de 107 y 108 UFC/ml en el cultivo
de cebolla rosada (Allium cepa L.), donde logré elevados resultados en el didmetro
ecuatorial de las plantulas, por otro lado, Escobar et al. (2011) en Lambayeque (Pert),
inocularon Azotobacter spp. en Lycopersicon esculentum Mill. “tomate”, donde la
produccion bacteriana de acido indolaceético, nitrégeno fijado y eficiencia solubilizando
roca fosforica lograron el incremento de la parte aérea frente al testigo. Los resultados
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tienen correspondencia con lo obtenido por Moreno y Galvis (2013) quienes de 32 cepas
nativas de bacterias diazotroficas, la especie Stenotrophomonas maltophilia es la que
origind las mayores eficiencias en la emergencia, el didmetro de tallo, la longitud de hojas,
tallos y el crecimiento de plantas de maiz. De todo lo analizado, las bacterias aisladas de
la riz6sfera de las plantas poseerian propiedades biofertilizantes nutriendo a las plantas y
protegiendo de los microorganismos patogenos, la cual se refleja en la el crecimiento de

didmetro (grosor) de la cebolla.

Sobre el incremento de diametro (grosor) de los tallos de las cebollas, ademas
poseer efectos en las raices, la inoculacion con bacterias diazotréficas puede atribuirse
directamente a la absorcion de minerales por parte de la planta (Montenegro et al., 2017),
donde la absorcion de nutrientes incrementada de NOs", NH4*, HPO4%, K*, Rb*, y Fe*? es
inducida por bacterias diazétrofas, siendo este el factor causante del aumento de la
materia seca foliar y el dep6sito de minerales en tallos y hojas durante su crecimiento
(Garcia et al., 2010). Por otro lado, Vessey (2003) manifiesta que los microorganismos
pueden tener una respuesta sinérgica con el hospedero (plantas de cebolla) produciendo
principalmente reguladores de crecimiento o fitohormonas que los elevados incrementos

en la disponibilidad de nitrégeno y fdsforo.

Todos los autores revisados en los antecedentes y al marco teérico manifiestan
como la causa principal por el cual las bacterias Azotobacter sp estimulan el crecimiento
vegetal es la produccién de auxinas acido indol acético (AlA) y que a las 24 horas de
evaluacion las mencionadas bacterias producen hasta 137.49 ug/ml (Gonzélez, 2015). De
igual forma, Rodriguez (2015) manifiesta que aislé bacterias de los géneros Enterobacter,

Pseudomonas, Raoultella y Ochrobactrum, y todo ellos produjeron AlA, las cuales
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provocan la elongacion celular y se sintetizan en los tejidos meristeméticas del apice de
los tallos, de esta manera se logra acelerar el crecimiento vegetal, causando el crecimiento
de las raices adventicias. A pesar de que en el mercado externo a la regién Puno se cuenta
con numerosos preparados comerciales aplicados en fruticultura, enraizamiento de de
esquejes de los tallos, estimulan la floracion y el cuajado de frutos, por més raro que
parezca en tiendas agroquimicas de las ciudades de Puno y Juliaca no cuentan con este
tipo de preparados comerciales bacterianos y son generalmente son productos quimicos,

los cuales no son amigables con el medio ambiente.

Por su parte, Ledn et al. (2012) corrobora sus resultados en plantas de tabaco con
lo obtenido en las cebollas, en razon de que luego de la inoculacion de las plantas tuvieron
un grosor o didmetro del tallo y valores de masa fresca y seca adecuados. En otro estudio
con nueces de cocotero, la inoculacién con A. chroococcum, obtuvieron diferencias
significativas en el crecimiento y desarrollo de sus plantulas en comparacion con el
tratamiento testigo (Alvarado et al., 2004). Ampliamente se dedujo que las bacterias que
habitan en la rizésfera de las plantas en los campos de cultivo poseen efectos beneficiosos

para el incremento del didmetro (grosor) de las plantas de cebolla.

4.2.4 Diametro de bulbo

La medida de los diametros de bulbos de las plantulas de cebolla (Allium cepa)
fueron mayores al inocularlas con concentraciones C_3 con un promedio de 2.8 cm, con
valores que oscilaron entre 2.5 cm (R5) y 3.1 cm (R1). Seguidamente se ubicaron las
inoculadas con concentraciones C_2 con un promedio de 2.2 cm, con valores que variaron
de 2.0 cm (R3) y 2.4 cm (R4). Los menores diametros de bulbo se registraron en aquellas

inoculadas con concentraciones C_1 con un promedio de 1.7 cm, con valores que
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modificaron entre 1.6 cm (R3) y 1.9 cm (R2). Todos ellos fueron superiores a lo
determinado en el tratamiento Control alcanzando los 1.6 cm con una variacion entre 1.5
cm (R2y R4) y 1.7 cm (R3). Segun el coeficiente de variacion, los datos presentaron una

baja dispersion con respecto a su promedio con valores entre 5.3% y 8.5%.

Con respecto al indice de evaluacion de inoculacion (IEI) de los didmetros del
bulbo de las plantas, el tratamiento de Azotobacter sp a una concentracion de 1.5 x 10°
cél./ml tuvo un 6.25% de IEI sobre el tratamiento control; por otro lado, el tratamiento de
Azotobacter sp en la concentracion de 3.0 x 10° cél./ml tuvo un 35.50% de IEI con
respecto al tratamiento control; mientras que el tratamiento de Azotobacter sp a la
concentracion de 6.0 x 10° cél./ml tuvo un 75.00% de IEI en comparacion del tratamiento

control.

Tabla 5. Didametro de bulbo (cm) de cebolla (Allium cepa) post inoculacién con bacterias

Azotobacter sp en tres concentraciones.

Concentracién Diametro de bulbo (cm) 5 C. V.
rom
de Azotobactersp  R1 R2 R3 R4 R5 (%)
1.5 x 10° cél./ml 1.6 1.9 1.6 1.7 1.8 1.7 7.6

3.0 x 10° cél./ml 2.3 2.1 2.0 2.4 2.2 2.2 7.2
6.0 x 10° cél./ml 3.1 29 3.0 2.7 25 2.8 8.5
Control 1.6 1.5 1.7 15 1.6 1.6 5.3

La pos inoculacion con tres concentraciones de Azotobacter sp, en el resultado de
los didmetros de bulbo de cebolla, presentaron valores de pruebas de Shapiro — Wilk y
Levene de 0.955 y 0.110 respectivamente (Figura 32 - Anexos) y el grafico Q-Q plot
(Figura 33 - Anexos), por tanto, cumplen con los supuestos de normalidad de datos, y el

analisis de varianza resulté con un valor F calculado de 46.5 y un valor p de <0.001, lo
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que se interpreta que los diametros de bulbo raices presentaron diferencia estadistica entre
las concentraciones y el tratamiento Control. Donde la concentracién C_1 presentd
diferencia estadistica con las concentraciones C_2 (p = 0.001) y C_3 (p < 0.001), mas no
result6 diferente estadisticamente con el tratamiento Control (p = 0544). Por otro lado, la
C_2 present0 diferencia estadistica frente ala C_3 (p < 0.001) y el Control (p < 0.001) y
la C_3 fue diferente estadisticamente al tratamiento Control (p < 0.001), tal como se

muestra en la Figura 7 y Figura 32 - Anexos respectivamente.

C_1 Cc2 C_3 CONTROL
COMNC_Azotobacter

Figura 7. Comparacion de los diametro de bulbo (DIAM_BULBO) de cebolla pos
aplicacion de tres concentraciones de Azotobacter sp (C_1 = 1.5x10° cél./ml; C_2 =
3.0x10° cél./ml; C_3 = 6.0x10° cél./ml).

En la anterior figura, se observa que el tratamiento C_3 que posee la mayor
concentracion de Azotobacter sp dio origen a la formacion de los mayores promedios de
diametro de bulbos de cebolla, estos resultados fueron similares a los obtenidos por
Aycaya (2012) quien en Locumba (Tacna — Per(), inocul6 entre 107 y 108 UFC/ml de la
bacteria Azotobacter chroococcum en el cultivo de cebolla rosada (Allium cepa L.),
posteriormente se logré el incremento del diametro ecuatorial de las plantulas con

respecto al tratamiento control. Al comparar con otros estudios, Quille (2015) determind
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que a aplicar diferentes factores como Azotobacter sp y nitrogeno, el anlisis de varianza
de los didmetros del bulbo de la cebolla, resultaron con diferencias significativas entre
blogues de bacterias Azotobacter y nitrogeno, se encontraron diferencias altamente

significativas.

En contraposicion a los resultados de la presente investigacion, Mamani (2017)
encontrd que el diametro ecuatorial de los bulbos de cebolla fue mayor al inocular con
dosis més altas de la bacteria en referencia a los deméas tratamientos, no resultando
estadisticamente diferentes, por lo tanto, se infiere indicando que el formulado
bacterioldgico no poseeria ejercer una influencia marcada sobre el diametro de bulbos.
Asimismo, Méndez y Viteri (2007) experimentaron el efecto de los biofertilizantes
bocashi, caldo rizosfera y caldo super cuatro, logrando que los diametros de los bulbos
de cebolla se diferencien en 1% con respecto al testigo, por lo que no se logré diferencias
estadisticas significativas. Como se observa el formulado bioldgico no super6 estadistica
al tratamiento bioldgico, pero se deberia a que los microorganismos administrados no
producirian fitohormonas ni favorecen el incremento de los rendimientos del cultivo, sino
mas bien cumplen una labor mé&s importante como contribuir activamente en la
recuperacion de las propiedades bioldgicas, fisicas y quimicas de los suelos (Viteri, 2002)
y a su sostenibilidad a través del tiempo. Por lo analizado se puede inferir de que no todas
las bacterias aisladas de la rizdsfera estimulan o promueven el crecimiento vegetal, sino

mas bien mejoran las caracteristicas edafolégicas de un campo de cultivo.

A pesar de ello, en la investigacion los mayores promedios de diametros de bulbo
se deberian a que ejercen un efecto estimulante en la activacion de los diferentes procesos

fisiolégicos como el aumento de la fotosintesis y la produccidn de hormonas actla sobre
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la elongacion de las células de la planta (Montano et al., 2007). Por otra parte,
investigaciones ejecutadas por Yamaguchi et al. (2008) determinaron que el proceso de
formacion y crecimiento de bulbos de cebolla estan controladas por los niveles de las
fitohormonas giberelinas y por el fotoperiodo, quien coincide con los afirmados por
Izquierdo y Gémez (2007) al reportar pesos del bulbo entre 25,9 - 30,9 g con el clon
utilizado en este experimento. Simultdneamente, esta investigacion demuestra que al
aplicar 9 L ha-1 de humus de lombriz liquido los bulbos poseen mayor didmetro por el
efecto positivo que ejerce el producto sobre el cultivo. Hernandez (2010) expresa que el
humus liquido benecia el grosor y peso de los rdbanos (Raphanus sativum L.) y los
componentes del rendimiento en dicho cultivo. Segun Sidoti y Caucota (2010), resultados

similares pueden conseguirse con la aplicacion de fertilizantes nitrogenados.

Los microorganismos del suelo se constituyen en un componente importante y
constituyen la parte viva y vienen a ser los responsables de la dinamica de transformacién
y desarrollo. Al igual que un autor anteriormente citado, los microorganismos eficientes
(EM) son utilizados en calidad de inoculantes del suelo para lograr un equilibrio
bioldgico, mejorando asi la asimilacion de nutrientes disponibles, por otro lado, suprime
microorganismos patdgenos perjudiciales mediante exclusion competitiva o0 dominacion
absoluta, llegando a favorecer el crecimiento, proteccién y rendimiento de las plantas de
cultivo, y que al aplicar como aspersiones foliares, estos mejoran el crecimiento del follaje
en un 22% aumentando asi el area fotosintética, lo que se traduce en la mayor elaboracién
de nutrientes para la planta y finalmente el incremento de su productividad, llegando
inclusive a proteger a las plantas del ataque de determinados patdgenos (Pefafiel y
Donosso, 2004). Se infiere que las bacterias Azotobacter sp tienen un efecto muy

interesante no solo en la estimulacion del crecimiento de las plantas, sino también mejorar
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los suelos y protegerlos de los microorganismos patdgenos, por lo que se convierte en una

alternativa ecoldgica.

4.2.5 Peso total de la planta

Las plantulas de cebolla (Allium cepa) con pesos totales fueron mayores al
inocularlas con concentraciones C_3 con un promedio de 19.0 cm, con valores que
oscilaron entre 17.3 cm (R5) y 20.9 cm (R3). A continuacion, se ubicaron las inoculadas
con concentraciones C_2 con un promedio de 13.9 cm, con valores que variaron de 12.8
cm (R3) y 15.8 cm (R1). Los menores pesos totales estuvieron en aquellas inoculadas con
la concentracién C_1 con un promedio de 10.5 cm, con valores que modificaron entre 9.9
cm (R3) y 11.7 cm (R2). Todos superaron a lo determinado en el tratamiento control
quien alcanzo6 un promedio de 9.9 cm con una variacion entre 9.3 cm (R5) y 10.5 cm (R3).
Segun el coeficiente de variacion, los datos presentaron una baja dispersion con respecto

a su promedio con valores entre 4.7% y 8.6%.

Con relacion al indice de evaluacién de inoculacion (IEI) de los grosores de tallo
de las plantas, el tratamiento de Azotobacter sp a una concentracion de 1.5 x 10° cél./ml
tuvo un 6.06% de IEI sobre el tratamiento control; por otro lado, el tratamiento de
Azotobacter sp en la concentracion de 3.0 x 10° cél./ml tuvo un 40.40% de IEI con
respecto al tratamiento control; mientras que el tratamiento de Azotobacter sp a la
concentracion de 6.0 x 10° cél./ml tuvo un 91.91% de IEI en comparacion del tratamiento

control.
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Tabla 6. Cebolla (Allium cepa) con su peso total de plantas (g) post inoculacion con
bacterias Azotobacter sp en tres concentraciones.

Concentracion Peso total de plantas (g) Brom C.V.

de Azotobactersp  R1 R2 R3 R4 R5 (%)
1.5 x 10° cél./ml 10.0 11.7 9.9 10.2 10.9 10.5 7.2
3.0 x 10° cél./ml 15.8 14.3 12.8 131 13.5 13.9 8.6
6.0 X 10° cél./ml 19.7 18.8 20.9 18.1 17.3 19.0 7.4

Control 9.6 10.1 10.5 9.9 9.3 9.9 4.7

Resultados de los pesos totales de las plantulas pos inoculacion con tres
concentraciones de Azotobacter sp, presentaron valores de pruebas de Shapiro — Wilk y
Levene de 0.472 y 0.162 respectivamente (Figura 34 - Anexos) y el grafico Q-Q plot
(Figura 35 - Anexos), en tal sentido cumplen con los supuestos de normalidad de datos,
y el analisis de varianza result6 con un valor F calculado de 63.7 y un valor p de <0.001,
indicando que los pesos totales presentaron diferencia estadistica entre las
concentraciones y el tratamiento Control. Donde la concentracion C_1 (p < 0.001)
presento diferencia estadistica con las concentraciones C_2 (p <0.001) y C_3 (p < 0.001),
mas no resulto diferente estadisticamente con el tratamiento Control (p = 0.740). Por otro
lado, la C_2 presento diferencia estadistica frente a la C_3 (p < 0.001) y el Control (p <
0.001) y la C_3 fue diferente al tratamiento Control (p < 0.001), tal como se muestra en

la Figura 8 y Figura 34 - Anexos respectivamente.
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PESO_TOTAL

C_1 Cc2 C_3 CONTROL
CONC_Azotobacter

Figura 8. Contrastando el peso total (CONC_Azotobacter) de cebolla pos aplicacién de
tres concentraciones de Azotobacter sp (C_1 = 1.5x10° cél./ml; C_2 = 3.0x10° cél./ml;
C_3=16.0x10° cél./ml).

Como se ha observado en toda la investigacion la concentracion C_3 de 6.0x10°
cél./ml de Azotobacter sp, fue la que origind los mayores promedios en las
determinaciones biométricas. Resultados similares fueron obtenidos por Castellano et al.
(2015) quienes en Bogota (Colombia) en un cultivo de lechuga aplicaron un
biofertilizante donde el tratamiento compost + biofertilizante y biofertilizante lograron
los mayores efectos en el peso fresco y seco en comparacién con los demas tratamientos.
Por otro lado, Constantino et al. (2011) en Cuernavaca (México), aplicaron Azotobacter
chroococcum y Glomus intraradices, en plantas de papaya y luego de 30 dias lograron el
mayor crecimiento y biomasa vegetal. Mientras tanto que Chacén (2004) en Cuba,
inocularon Azotobacter y Azospirillum en el cultivo del frijol comin y logré incrementar
variables biométricas de las plantulas las cuales fueron diferentes a los resultados del

tratamiento control.
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Azotobacter sp es considerado un bioinoculantes en razén de que es una bacteria
PGPRs su aplicacion en los cultivos andinos se constituye en una herramienta
prometedora en los campos de cultivo (Di-Benedetto et al., 2017), en razén de que
brindan los siguientes beneficios como la fijacion bioldgica de nitrogeno, la coadyuvacion
con la absorcion de nutrientes, la estimulacion del crecimiento de ramas y raices, el
control o supresién de agentes infecciosos y mejorando la calidad fisicoquimica y
bioldgica de los suelos (Altaf y Ahmad, 2017). Azotobacter sp fue aisladas en los suelos
de los tres campos de cultivo, esto se debe a que estas bacterias son bacterias de vida libre
comunes del suelo y no requieren necesariamente realizar simbiosis como las plantas

Fabaceas (Sanchez y Pérez, 2018).

Azotobacter sp habitan cerca de las raices de las plantas, en este caso la mayor
concentracion bacteriana (C_3) se nutririan a partir de los exudados de las raices y en
contraposicion las bacterias le proporcionan nitrégeno compuesto a las plantas (Monib et
al., 1979), los exudados liberadas por las raices contienen aminoacidos, azucares,
compuestos fendlicos, acidos organicos, acidos grasos y vitaminas (Prashar et al., 2014),
estos se constituyen en su fuente de energia, originando el vigor y el aumento de la
ganancia de nitrogeno. Los resultados son tan alentadores que se inocularon Azotobacter
sp en cultivos de papa, acelerando la formacion de tubérculos y acrecentando el
almacenamiento de almidon y por lo tanto el rendimiento en el cultivo (Shikina, 1961),
en tal sentido, la rizosfera es un ambiente dindmico, donde las bacterias poseen un
crecimiento activo y en equilibrio (Pedraza et al., 2010). Por lo tanto, Azotobacter no solo
tiene capacidad bioestimulante, sino también gracias a su accion nitrofijadora y
excreciones proteicas y de enzimas, lograrian producir modificaciones fisiologicas y

metabolicas en las plantas (Mezei et al., 1997).
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Las bacterias del género Azotobacter, lograron incrementar el peso total de las
plantas de cebolla ya que protegen contra los fitopatdgenos y producen metabolitos como

las fitohormonas y la deaminasa que modula el nivel de hormonas en plantas.
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V. CONCLUSIONES

La carga bacteriana de Azotobacter sp presentes en las comunidades de Juliaca
(Unocolla), Lampa (Chafiohagua) y Puno (Silluniamaya) los meses de diciembre,
enero y febrero del 2019 al 2020, Unocolla presentd un promedio de 53 x 10° UFC/g
el mes de diciembre, y los meses de enero y febrero 43 x 10® UFC/g, Chafiohagua
los meses de diciembre y febrero obtuvo un recuento de 45 x 10° UFC/g, y 48 x 10°
UFC/g el mes de enero, seguidamente Silluniamaya mostr6 su mayor recuento en
febrero con 63 x 10° UFC/g y el menor recuento con 46 x 10° UFC/g el mes de enero,
esto nos indicd que los recuentos de Azotobacter sp presentaron diferencia estadistica

entre las zonas de muestreo pero no entre meses de muestreo.

- La inoculacién de bacterias Azotobacter sp, presentaron efectos estimulantes en las
plantulas de cebolla (Allium cepa), con relacion al indice de evaluacion de
inoculacion (IEI). la raiz tuvo un 69.74%, en la altura de la planta el IEI fue del
52.85%, en el grosor de tallo el IEI tuvo un valor de 125%, el didmetro del bulbo
indicd un IEI de 75% y el peso total de la planta el 1EI fue del 91.91%, por tanto, la
bacteria Azotobacter sp con mejor concentracion bacteriana fué 6.0 x 10° cél./ml

presentando los mejores efectos en el crecimiento de las plantulas de cebolla.
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V1. RECOMENDACIONES

- Realizar més estudios de cuantificacion de la bacteria Azotobacter sp en suelos
de distinta altitud y caracteristicas climaticas en la region Puno asi como su
influencia en los cultivos agricolas que predominan, como son los tubérculos,

gramineas, hortalizas café etc.

- La bacteria Azotobacter sp al ser un microorganismo fijador de nitrégeno
atmosférico presenta potencial y beneficios como fertilizante natural de los suelos
que se podrian aplicar en otras regiones del Per(, tomando en cuenta el clima,
temperatura, tiempo, y tipo de cosecha de cada zona realizando aislamientos de

suelo, diferenciando las temporadas del mes.

- De los resultados se espera que se constituya en una alternativa organica de
biofertilizacion de cultivos vegetales de consumo humano y una biotecnologia

econdmica al alcance de los agricultores en la region Puno.

- Se sugiere que mediante estudios moleculares identifiquen a las especies
predominantes y sus caracteristicas particulares de cada género bacteriano de

Azotobacter sp en la regién Puno.
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ANEXOS

Figura 9. Comunidades de muestreo Unocolla (a), Chafiohagua (b) y Silluniamaya (c)

de suelos para recuento y aislamiento de Azotobacter sp.

Figura 10. Muestras de suelo colectadas en tres campos de cultivo de las comunidades
de Unocolla, Chafiohagua y Silluniamaya.

Figura 11. Compuestos quimicos utilizados para preparar el medio mineral sin

nitrégeno para el aislamiento de bacterias Azotobacter sp.

88

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



g UNIVERSIDAD

hﬂ NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Figura 12. Preparacion de diluciones 1072, a partir del cual se realizaron las diluciones

de 102 hasta 10 para recuento de Azotobacter sp.

3

Figura 13. Placas Petri con medio mineral sin nitrégeno pre cultivados (a) y pos

cultivados con muestras de suelo (b).
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Figura 14. Observacion de la tincion de Gram de colonias de Azotobacter sp.

89

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



alee

g UNIVERSIDAD

= ﬂ NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Figura 15. Recuento de colonias de Azotobacter sp en placas Petri aislados de campos

de cultivo de tres comunidades de la region Puno.

Figura 16. Preparacion de las diluciones (10 a 10°®) de muestras de suelo de tres

comunidades de la regién Puno.

Figura 17. Preparacion de soluciones inoculantes de bacterias Azotobacter sp mediante
la técnica de McFarland.
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Figura 19. Plantulas de cebolla (Allium cepa) pos inoculacion con tres diluciones de

Azotobacter sp y su tratamiento control.

Figura 20. Mediciones biométricas de las plantulas de cebolla (Allium cepa) al finalizar
el tiempo de tratamiento con Azotobacter sp.
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Recoleccién de muestras de suelos de Unocolla,
Charfiohagua y Silluniamaya

l

Recuento de colonias de Azotobacter sp en
muestras de tierra de las tres comunidades

$==

Identificacion de Azotobacter sp

==

Preparacion de diluciones de Azotobacter sp
McFarland 0.5, 1.0y 2.0

$==

Aplicacién de Azotobacter sp en cebolla (Allium
cepa)

$==

Tabulacion y analisis estadistico de datos

$==

Resultados y discusion

==

Conclusiones segun objetivos

Figura 21. Flujograma del trabajo de investigacion
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One-Way ANCOVA (Welch's)

F dfl dfd 4]

RECUENTOS (x10 e6) 4.07 2 15.0 0.039

Assumption Checks

Mormality Test (Shapirc-Wilk)
w P

RECUENTOS (x10 e8) 0.946 0.170

MNote. A low p-valus suggests a violation of
the assurnption of normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)

F df1 df2 p

RECUENTOS (x10 eg) 3.09 2 24 0.064

Post Hoc Tests

Tukey Post-Hoc Test — RECUENTOS (x10 =6)

Unacolla  Chanohagua  Silluniamaya

Unocolla Mean difference — 0111 -11.4
p-value — 1.000 0.044
Chanohagua  Mean difference — -11.6
p-value — 0.042

Silluniamaya  Mean difference —

p-value —

Figura 22. Andlisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) y

prueba de Tukey para recuentos de Azotobacter sp en suelos de tres comunidades de la

regiéon Puno.

Standardized Residuals

2 0 1 2
) . ) Theoretic_al Quaniiles
Figura 23. Gréafico Q-Q plot de independencia de datos para recuentos de Azotobacter

sp en suelos de tres comunidades de la region Puno.
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One-Way ANOVA (Welch's)

RECUENTOS (x10 e6) 1.79 2 144 0.202

Assumption Checks

Normality Test (Shapiro-Wilk)
w P

RECUENTOS (x10 €6) 0.984 0.939

Note. A low p-value suggests a violation of
the assumption of normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)

F dfl df2 p

RECUENTOS (x10 €6) 246 2 24 0.107

Figura 24. Analisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) para

recuentos de Azotobacter sp en tres meses de muestreo en la region Puno.

Standardized Residuals

"
(%)
i

A 0 : 2
Thearetical Quantiles
Figura 25. Gréfico Q-Q plot de independencia de datos para recuentos de Azotobacter

]
S

sp en tres meses de muestreo en la region Puno.
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Cne-Way ANCOVA (Welch's)
F dfl df2 p

LONG_RAIZ 509 3 B.86 <.,001

Assumption Checks

MNormality Test (Shapire-Wilk)
w P

LONG_RAIZ 0953 0413

Nofe. A low p-value suggests a
violation of the assumption of
normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)

F dfl df2 p

LONG_RAIZ 0175 3 16 0912

Post Hoc Tests

Tukey Post-Hoc Test — LONG_RAIZ

C1 c2 C_3 CONTROL
C Mean difference — -1.52 -4.54 0.300
p-value —_ 0.014 < .001 0.899
cz2 Mean difference — -3.02 1.820
p-value — < .001 0.003
Cc3 Mean difference — 4.840
p-value — <001

COMTROL  Mean difference —

p-value —

Figura 26. Andlisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) y
prueba de Tukey para longitud de raices (LONG_RAIZ) en cebolla (Allium cepa)

inoculadas con tres concentraciones de Azotobacter sp.

Standardized Residuals

2 4 0 1 2
Theoretical Quaniles
Figura 27. Gréfico Q-Q plot de independencia de datos para longitud de raices
(LONG_RAIZ) en cebolla (Allium cepa) inoculadas con tres concentraciones de

Azotobacter sp.
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One-Way ANOVA (Welch's)
F dfl df2 p

ALT_PLANTA 280 3 8.66 <.001

Assumption Checks

Normality Test (Shapiro-Wilk)

W p

ALT_PLANTA 0979 0.926

Note. A low p-value suggests a
violation of the assumption of
normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)

F dfl df2 p

ALT_PLANTA 449 3 16 0.018

Post Hoc Tests

Tukey Post-Hoc Test — ALT_PLANTA

C_1 c2 C3 CONTROL
C1 Mean difference — -5.02 -12.70 118
p-value — <001 <.001 0.309
cz Mean difference — -7.68 6.20
p-value — <.001 <.001
Cc3 Mean difference — 13.88
p-value — <001

CONTROL  Mean difference —

p-value —

Figura 28. Andlisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) y
prueba de Tukey para altura de planta (ALT_PLANTA) en cebolla (Allium cepa)

inoculadas con tres concentraciones de Azotobacter sp.

(8

Standardized Residuals
o

2

157
N
o 4
-

Theoretical Quantiles
Figura 29. Grafico Q-Q plot de independencia de datos para altura de planta

(ALT_PLANTA) en cebolla (Allium cepa) inoculadas con tres concentraciones de

Azotobacter sp.
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One-Way ANOVA (Welch's)
F df1 df2 P

GROS_TALLO 300 3 8.87 <.001

Assumption Checks

Normality Test (Shapiro-Wilk)
w p

GROS_TALLO 0912 0.071

Note. A low p-value suggests a
violation of the assumption of
normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)

F dfl df2 p

GROS_TALLO 0.168 3 16 0917

Post Hoc Tests

Tukey Post-Hoc Test - GROS_TALLO

C c2 C3 CONTROL

C1 Mean difference — -0.280 -0480 -0.0200
p-value — <.001 <.001 0.984

c_2 Mean difference — -0.200 0.2600
p-value — 0.012 0.001

c3 Mean difference — 0.4600
p-value — <.001

CONTRCL  Mean difference —
p-value —

Figura 30. Andlisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) y
prueba de Tukey para grosor de tallo (GROS_TALLO) en cebolla (Allium cepa)

inoculadas con tres concentraciones de Azotobacter sp.

Standardized Residuals

2 A 0 % 2
Theoretical Quantiles
Figura 31. Gréfico Q-Q plot de independencia de datos para grosor de tallo
(GROS_TALLO) en cebolla (Allium cepa) inoculadas con tres concentraciones de

Azotobacter sp.
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One-Way ANOVA (Welch's)
F df1 df2 P

DIAM_BULBO 46.5 3 8.39 <.001

Assumption Checks

Normality Test (Shapiro-Wilk)
w p

DIAM_BULBO 0.982 0.955

Note. A low p-value suggests a
violation of the assumption of
normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)

F df1 df2 p

DIAM_BULBO 2.35 3 16 0.110

Post Hoc Tests

Tukey Post-Hoc Test - DIAM_BULBO

c_1 c.2 Cc3 CONTROL
C_1 Mean difference -_ -0.480 -1.120 0.140
p-value — 0.001 <001 0.544
c2 Mean difference —_ -0.640 0.620
p-value — <.,001 <.001
c3 Mean difference — 1.260
p-value — <.001

CONTROL  Mean difference —
p-value —_

Figura 32. Analisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) y
prueba de Tukey para diametro de bulbo (DIAM_BULBO) en cebolla (Allium cepa)

inoculadas con tres concentraciones de Azotobacter sp.

Standardized Residuals

T v 1
2 -1 0 1 2

Theoretical Quantiles

Figura 33. Grafico Q-Q plot de independencia de datos para diametro de bulbo
(DIAM_BULBO) en cebolla (Allium cepa) inoculadas con tres concentraciones de

Azotobacter sp.
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One-Way ANOVA (Welch's)
F df1 df2 p

PESO_TOTAL 63.7 3 819 <.001

Assumption Checks

Normality Test (Shapiro-Wilk)

W P

PESO_TOTAL 0.956 0472

Note. A low p-value suggests a
violation of the assumption of
normality

Homogeneity of Variances Test (Levene's)
F dft df2 p

PESO_TOTAL 1.95 3 16 0.162

Post Hoc Tests

Tukey Post-Hoc Test - PESO_TOTAL

c c2 C_3 CONTROL
Cc Mean difference — -3.36 -842 0.660
p-value - <.001 <.001 0.740
c2 Mean difference — -5.08 4,020
p-value — <.001 <.001
c3 Mean difference — 9.080
p-value - <.001

CONTROL  Mean difference —_

p-value —

Figura 34. Andlisis de varianza, pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk y Levene) y
prueba de Tukey para peso total (PESO_TOTAL) en cebolla (Allium cepa) inoculadas

con tres concentraciones de Azotobacter sp.

Standardized Residuals

2 -1 0 1 2
Theoretical Quantiles

Figura 35. Gréfico Q-Q plot de independencia de datos para peso total
(PESO_TOTAL) en cebolla (Allium cepa) inoculadas con tres concentraciones de

Azotobacter sp.
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