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RESUMEN 

La carencia de nitrógeno en suelos de la región Puno, y el uso de agroquímicos 

trae consigo la pérdida de fertilidad, la acidificación, la salinización y la toxicidad vegetal. 

Rhizobium sp se constituye en una alternativa ecológica para incrementar la germinación 

de semillas y el crecimiento de plántulas de fabáceas debido a la fijación biológica de 

nitrógeno. Los objetivos fueron: caracterizar el crecimiento morfológico diferencial de 

Rhizobium sp a partir de nódulos de alfalfa cultivadas en las localidades de Jasa Pacsellim, 

Sacasco y Ramis del distrito de Taraco, región de Puno y determinar el efecto de tres 

concentraciones de Rhizobium sp en la germinación de semillas, el peso total de la planta, 

la longitud total de las raíces y tallos de arveja, habas y tarwi cultivadas en laboratorio. 

La metodología inició con la recolección de los nódulos de alfalfa según el manual del 

CIAT (1988), de cada nódulo se aislaron y caracterizaron las colonias de Rhizobium sp 

mediante la observación directa, luego se realizó el conteo bacteriano mediante el método 

de recuento en placa (Zúñiga, 2012) en medio agar levadura manitol (LMA). Las bacterias 

en concentraciones de 1.5 x 108 UFC/mL, 15 x 108 UFC/mL y 30 x 108 UFC/mL fueron 

inoculadas en semillas de arvejas, habas y tarwi, según la metodología de Palate (2012). 

La germinación se evaluó a los 7 días y los pesos y longitudes luego de 45 días. Las 

características de Rhizobium sp fueron colonias rosadas, textura cremosa, apariencia 

opaca semi translúcida, bordes irregulares y altura plana, presentaron recuentos 

promedios de 180 x 102 UFC/g en Jasa Pacsellin, 186.67 x 102 UFC/g en Sacasco y 231.67 

x 102 UFC/g en Ramis. La concentración de 15 x 108 UFC/mL influyó mejor en habas 

con el mayor porcentaje de germinación de semillas (60%), y en el crecimiento de 

plántulas en peso total (2.83 g), longitud de raíces (6.63 cm) y tallos (7.37 cm). Se 

concluye que los suelos del distrito de Taraco, los suelos de Ramis presentaron los 

mayores recuentos de Rhizobium sp con 231.37 x 102 UFC/g y la concentración de 15 x 

108 UFC/mL lograron la mejor influencia en la germinación y crecimiento vegetal de las 

habas. 

Palabras clave: Bacterias, cultivo in vitro, Fabaceae, Puno, Rhizobium, suelos. 
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ABSTRACT 

The lack of nitrogen in soils in the Puno region, and the use of agrochemicals 

brings with it the loss of fertility, acidification, salinization and plant toxicity. Rhizobium 

sp constitutes an ecological alternative to increase seed germination and growth of 

fabaceae seedlings due to biological nitrogen fixation. The objectives were: to 

characterize the differential morphological growth of Rhizobium sp from alfalfa nodules 

cultivated in the Jasa Pacsellim, Sacasco and Ramis localities of the Taraco district, Puno 

region and to determine the effect of three concentrations of Rhizobium sp on 

germination. of seeds, the total weight of the plant, the total length of the roots and stems 

of peas, broad beans and tarwi grown in the laboratory. The methodology began with the 

collection of alfalfa nodules according to the CIAT manual (1988), Rhizobium sp colonies 

were isolated and characterized from each nodule by direct observation, then the bacterial 

count was performed using the plate count method. (Zúñiga, 2012) in mannitol yeast agar 

(LMA) medium. Bacteria in concentrations of 1.5 x 108 CFU/mL, 15 x 108 CFU/mL and 

30 x 108 CFU/mL were inoculated into pea, broad bean and tarwi seeds, according to the 

Palate (2012) methodology. Germination was evaluated after 7 days and weights and 

lengths after 45 days. The characteristics of Rhizobium sp were pink colonies, creamy 

texture, semi-translucent opaque appearance, irregular edges and flat height, they 

presented average counts of 180 x 102 CFU/g in Jasa Pacsellin, 186.67 x 102 CFU/g in 

Sacasco and 231.67 x 102 CFU /g in Ramis. The concentration of 15 x 108 CFU/mL had 

a better influence on broad beans with the highest percentage of seed germination (60%), 

and on seedling growth in total weight (2.83 g), root length (6.63 cm) and stems (7.37 

cm). It is concluded that the soils of the Taraco district, the Ramis soils presented the 

highest counts of Rhizobium sp with 231.37 x 102 CFU/g and the concentration of 15 x 

108 CFU/mL achieved the best influence on the germination and plant growth of the broad 

beans. 

Key words: Bacteria, in vitro culture, Fabaceae, Puno, Rhizobium, soils. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Las fabáceas (chocho, haba, arvejas y fréjol), poseen un alto contenido de 

proteínas, energía (grasa) y minerales (Suquilanda, 2017), su incremento en la producción 

y posterior consumo disminuiría los altos rangos de desnutrición y anemia en nuestra 

región, su producción en los campos de cultivo de la región Puno, biofertilizarían los 

suelos incrementando los niveles de nitrógeno debido a que poseen en sus raíces la 

simbiosis con Rhizobium sp. 

Son escasos los estudios de cuantificación bacteriana de microorganismos 

benéficos para el crecimiento vegetal, en la presente investigación se eligió evaluar los 

recuentos de Rhizobium sp de nódulos radiculares de alfalfa (Medicago sativa) en tres 

comunidades del distrito de Taraco, provincia de Huancané, región Puno, el cual presentó 

una producción mayormente ecológica a base de fertilización con abonos naturales y uso 

minoritario de agroquímicos. 

La caracterización morfológica de las colonias bacterianas fue propia de la 

bacteria en estudio, sus recuentos bacterianos manifiestan que son suelos no erosionados 

por agroquímicos ya que tuvieron buenos recuentos de Rhizobium sp. La inoculación de 

tres concentraciones bacterianas a las semillas y posteriormente en el crecimiento de las 

plántulas de arvejas (Pisum sativum), habas (Vicia faba) y tarwi (Lupinus mutabilis), con 

mejores resultados en las habas, trae consigo una alternativa bacteriana aplicable en la 

región Puno, gracias a sus múltiples beneficios con los productos vegetales de consumo 

humano y la conservación de los suelos. 

Esta tecnología bacteriana, a pesar de los resultados obtenidos en condiciones de 

laboratorio como una primera etapa de investigación, requiere de realizar más 

evaluaciones en condiciones de campo, donde las condiciones no solo ambientales sino 
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también las edafológicas podrían influir en la persistencia de Rhizobium sp en los campos 

de cultivo, por otra parte, queda pendiente la investigación de las especies bacterianas 

mediante pruebas moleculares. 

En tal sentido, se plantearon los siguientes objetivos de investigación:   

1.1 OBJETIVO GENERAL 

Determinar las características culturales, los recuentos bacterianos y el efecto de 

Rhizobium sp sobre tres fabáceas cultivadas en la región Puno en condiciones de 

laboratorio. 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Caracterizar el crecimiento morfológico diferencial y recuentos de Rhizobium sp 

a partir de nódulos de alfalfa cultivadas en las localidades de Jasa Pacsellim, 

Sacasco y Ramis del distrito de Taraco, región de Puno. 

- Determinar el efecto de las concentraciones 1.5 x 108, 15 x 108 y 30 x 108 UFC/mL 

de Rhizobium sp en la germinación de semillas, el peso total de la planta, la 

longitud total de las raíces y tallos de arveja, habas y tarwi cultivadas en 

condiciones de laboratorio. 
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CAPÍTULO II 

REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 ANTECEDENTES 

Ballesteros & Lozano (2001), estudiaron cepas de Rhizobium mediante ensayos 

de invernadero en solución nutritiva, con cinco variedades de fríjol (ICA CITARA, ICA 

PIJAO, DIACOL CATIO, ANDINO y PVA 916), determinándose en floración el peso 

seco de la parte aérea, peso seco de nódulos y nitrógeno total en la planta por el método 

de Microkjeldahl, por otro lado, Arellano et al. (2005), evaluaron el efecto de 19 cepas 

de Rhizobium en la germinación y el crecimiento de plantas de tomate (Lycopersicon 

esculentum), inoculando en las semillas suspensiones densas de Rhizobium y dejándolas 

germinar en arena esterilizada, con pH 7.3 y cuatro repeticiones y Huanca (2001), 

estableció la infectividad y efectividad de las cepas de los inoculantes BIAGRO (B339) 

y RHIZOLAM (ID36) en micro parcelas y para determinar el efecto sobre el poder 

germinativo, se efectuó un recuento de plantas por m2 en dos momentos, a los 70 y 120 

días. 

Arellano et al. (2005), afirman que las cepas de Rhizobium PEVF02 y PEVF08 

tuvieron un efecto significativamente positivo en la germinación y en el crecimiento de 

las plantas de tomate, por lo cual podrían recomendarse como potenciales rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) en este cultivo, como alternativa para reducir 

el uso de fertilizantes químicos, Ballesteros & Lozano (2001), afirman que las cepas de 

mejor comportamiento en cuanto a nitrógeno fijado fueron CIAT 144, CIAT 899 y CIAT 

2, encontrándose correlación altamente significativa entre el rendimiento en peso seco y 

el nitrógeno fijado para todas las variedades de fríjol y Huanca (2001), afirman que la 

infectividad presenta diferencias altamente significativas (P<0.01) entre las plantas de 

alfalfa del testigo y las inoculadas con cepas de Rhizbium B339 y ID36, donde el 
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tratamiento que fijó la mayor cantidad de nitrógeno fue el cultivar Trinidad inoculado con 

el biofertilizante RHIZOLAM. 

Cuadrado et al. (2009), caracterizaron 52 cepas de rizobios (basados en sus 

características morfológicas, requerimientos de cultivo, metabólicas, entre otros), según 

sus propiedades de crecimiento, el 63.5% fueron de cepas de lento crecimiento, mientras 

que el 36.5%, de rápido crecimiento. De acuerdo con sus patrones de asimilación de 

carbohidratos, se identificaron a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y 

Mesorhizobium como potenciales bioinoculantes, paralelamente Pérez et al. (2008), 

caracterizaron cepas de Rhizobium aislando 19 cepas de Rhizobium a partir de los nódulos 

de las fabaceaes Canavalia ensiformis, Stylosanthes guianensis, Centrosema molle, 

Pueraria phaseoloides y Macroptilium atropurpureum, dichos aislados pertenecieron a 

los géneros Bradyrhizobium y Rhizobium y/o Sinorhizobium, asimismo, Tang (2004), 

estudió el efecto de la inoculación con Rhizobium sp sobre Leucaena leucocephala, 

mostrando buenos resultados, presentando abundante nodulación, predominante en la raíz 

principal y de coloración interna roja. 

Díaz (2010), afirma que Phaseolus vulgaris establece simbiosis con rhizobia de 

crecimiento rápido del género Rhizobium, donde las especies Rhizobium phaseoli y 

Rhizobium etli, son microsimbiontes típicos de Phaseolus vulgaris nodulandolo, la 

efectividad simbiótica de los aislados fue muy variable, alcanzando el 40 % en el más 

efectivo, por otro lado, Soriano y González (2012), evaluaron el efecto de la inoculación 

de Rhizobium etli sobre el crecimiento vegetal de páprika (Capsicum annuum L. var. 

Longum) y lechuga (Lactuca sativa) en condiciones de laboratorio y encontraron que la 

inoculación de Rhizobium etli tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de plántulas 

de páprika y lechuga a los 20 días de evaluación en condiciones de laboratorio. 
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Acuña et al. (2001), inocularon frijol con cepas de Rhizobium eficientes, los 

resultados mostraron que la respuesta del frijol a la inoculación varió de un sitio a otro, 

donde el uso del fertilizante recomendado más inoculación, fue superior al tratamiento 

con sólo inoculante, sin embargo Díaz (2010), afirma que la efectividad simbiótica es 

muy variable, el porcentaje de nitrógeno que deriva de la fijación varió entre el 73 y el 

13%, las cepas de Rhizobium OAC1020 y VRI2090 produjeron un 22% más de biomasa 

aérea y un 19% más de rendimiento de grano, asimismo Granda et al. (2014), 

determinaron que las cepas nativas de Rhizobium sobre dos variedades de fréjol en 

condiciones de campo, demostraron que la inoculación con cepas de R. etli bv. mimosae 

y R. leguminosarum incrementaron el número de nódulos totales y el peso seco y la 

biomasa para ambos genotipos. 

2.2 MARCO TEÓRICO 

2.2.1 Las fabáceas (Familia Fabaceae) 

Las fabáceas son plantas incluidas en la División Magnoliophyta, Clase 

Magnoliopsidae, y Orden Fabales y su nombre deriva del latín legumen (semillas con 

vaina), actualmente pertenecen a la familia Fabaceae, la mayoría de las especies de las 

subfamilias Faboideae y Mimosoideae en las que se ha estudiado la capacidad de 

nodulación, son capaces de establecer simbiosis con Rhizobium (Díaz, 2010), muchas 

especies de la familia Fabaceae tienen una gran importancia económica sobre todo por su 

interés en alimentación humana y animal (Alvarado & Blanco, 2008), desde el punto de 

vista agrícola, las fabáceas se cultivan bien en terrenos pobres en nitrógeno y son 

empleados como abonos verdes, así como también tiene un elevado valor alimenticio por 

su contenido proteico y glucídico (Benzing, 2001). 
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2.2.1.1 Alfalfa (Medicago sativa L.) 

a. Características botánicas 

La alfalfa es una planta que se utiliza ampliamente como forraje y se cultiva 

intensivamente en el mundo entero, tiene un ciclo vital entre cinco y doce años, 

dependiendo de la variedad y el clima, su nombre científico es Medicago sativa, es una 

planta herbácea perteneciente a la familia de la Fabaceae (INFOAGRO, 2017) y posee la 

siguiente clasificación taxonómica (Condori, 2002): 

Dominio   : Eucarya 

 Reino    : Plantae 

   División   : Magnoliophyta 

     Clase   : Magnoliopsida 

       Subclase   : Rosidae  

        Orden   : Rosales 

          Familia   : Fabaceae 

            Subfamilia  : Faboideae (Papilionoideae) 

               Tribu  : Trifolieae 

                 Género  : Medicago 

                   Especie  : Medicago sativa L. 

           Nombre vulgar : Alfalfa 

Es una fabácea (leguminosa) cultivada, perenne, forrajera de larga vida, cultivada 

extensamente en las zonas templadas, semejante al trébol.  Asimismo, posee las siguientes 

características (INFOAGRO, 2017). 

- Raíz: Posee una raíz pivotante principal, muy desarrollada y robusta, que podría 

llegar a los 5 m de longitud, asimismo presenta numerosas raíces secundarias. 

- Tallos: Son erectos y delgados, soportan el peso de hojas e inflorescencias, son muy 

consistentes, por tanto, favorables para realizar el segamiento de la planta. 

- Hojas: Son de clasificación compuestas y trifoliadas, las primeras hojas verdaderas 

son unifoliadas, sus márgenes son lisos, con bordes superiores algo dentadas. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Papilionoideae
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- Flores: Las flores por su simetría son zigomorfas y es una característica de esta 

familia, son de coloración azul o púrpura, con inflorescencias en racimos que inician 

desde las regiones axilares de las hojas. 

- Fruto: Es una legumbre de tipo espiralada helicoidal e indehiscente sin espinas, que 

contiene entre 2 y 6 semillas amarillentas, arriñonadas y de 1.5 a 2.5 mm de longitud. 

- Semillas: El fruto contiene de 2 a 6 semillas de forma arriñonada de 2 o 3 mm de 

longitud. 

b. Importancia 

La alfalfa, es un recurso fundamental por su calidad nutritiva, producción de 

forraje, hábito de crecimiento, perennidad, plasticidad y capacidad de fijación simbiótica 

de nitrógeno atmosférico, la convierten en una especie esencial para muchos sistemas de 

producción agropecuaria, que permite aumentar la carga animal, mantener el stock, 

mejorar la ganancia en peso o el rendimiento en producción individual de leche, no limita 

los sistemas de alta productividad, reduce costos variables, aumenta la estabilidad de 

producción, ya que incorpora materia orgánica y recupera fertilidad del suelo (DRA, 

2012), esta planta es un cultivo muy extendido en los países de clima templado, su interés 

se basas como fuente natural de proteínas, fibra, vitaminas y minerales, así como su 

contribución paisajística y su utilidad como cultivo conservacionista de la fauna 

(INFOAGRO, 2017). 

c. Características del crecimiento de la alfalfa 

La parte aérea vegetal fotosintetiza los componentes para el desarrollo de sus 

raíces, tallos y hojas, los cortes o pastoreos en momentos inoportunos afectan no sólo la 

producción sino también la permanencia de la alfalfa, con un adecuado manejo 

conociendo las características de su crecimiento y el mecanismo de reservas en las raíces, 

permite la presencia de plantas vivas y vigorosas durante muchos años (Romero et al., 
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1995), en la parte superior de la raíz, debajo de la superficie del suelo se desarrolla una 

estructura denominada la corona, en ella se encuentran las yemas que formarán los 

rebrotes basales, con la emisión de tallos principales, junto con los secundarios, son los 

responsables del rebrote vegetal, en plantas adultas, los rebrotes se originan a partir de la 

corona, dando lugar a tallos vigorosos, asimismo el crecimiento continúa desde las yemas 

de los tallos (Rebuffo, 2005). 

La energía que necesita la alfalfa para reiniciar el crecimiento después de la 

defoliación hasta que genere una conveniente área foliar, procede de los carbohidratos de 

reserva o no estructurales (como los azúcares, el almidón y otros compuestos orgánicos), 

almacenados en las raíces y en la corona (Romero et al., 1995), los cuales son 

redistribuidos cuando los requieran, los carbohidratos conforman reservas que son 

utilizados para iniciar el crecimiento vegetal luego de cada pastoreo y así sobrevivir a las 

condiciones de estrés, el nuevo crecimiento alcanza a los 15 y 20 cm, que es el momento 

donde se da el mínimo de reservas, en éste momento el crecimiento vigoroso de los tallos 

y hojas producen la energía para continuar con el crecimiento y comenzar nuevamente el 

almacenaje de reservas (Rebuffo, 2005). 

2.2.1.2 Arveja (Pisum sativum) 

a. Características botánicas 

Es una legumbre, herbácea, de característica rastrera o trepadora, con morfologías 

distinguibles. Posee una raíz Pivotante y numerosas raicillas secundarias y terciarias, tiene 

nódulos que contienen bacterias nitrificantes, con la función de fijar el nitrógeno 

atmosférico y servir de nutrimento para la planta; su tallo según la variedad, puede ser 

corto, mediano o largo, pero todos huecos, provistos de nudos y de color verde claro, sus 

hojas son compuestas e imparipinadas, posee foliolos elípticos, con bordes onduladas; sus 

hojas superiores poseen foliolos transformados en zarcillos, utilizados para sostenerse; 
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sus flores son de color blancas o moradas individuales o en racimos, con una o dos flores 

en las regiones axilares; el fruto es dehiscente cuyas vainas encierran a las semillas lisas 

o arrugadas que poseen dos cotiledones, sin endospermo, son harinosas y con germinación 

hipogea (INFOAGRO, 2017). 

b. Clasificación taxonómica 

Las arvejas, poseen la siguiente clasificación taxonómica (Condori, 2002) 

Dominio   : Eucarya 

 Reino    : Plantae 

   División   : Magnoliophyta 

     Clase   : Magnoliopsida 

       Orden   : Fabales 

          Familia   : Fabaceae 

             Subfamilia  : Faboideae (Papilionoideae) 

               Tribu  : Fabeae 

                 Género  : Pisum 

                   Especie  : Pisum sativum L. 

                      Nombre vulgar : Arvejas 

c. Importancia y usos 

La arveja posee múltiples usos y fines, es consumida en grano fresco, enlatado, 

congelado, grano seco entero o partidos, en harina de arveja, remojado, abono verde, entre 

otros. Constituye un excelente cultivo de rotación ya que mejora la estructura del suelo, 

agregando inmensas cantidades de nitrógeno atmosférico al suelo en forma de simbiosis 

con Rhizobium. También es utilizado como forraje para el consumo directo y luego de la 

trilla para los ensilados (muchas veces junto con avena) en fardos. Los residuos de paja 

son utilizados en la alimentación de los animales (Subía, 2001). 

d. Condiciones de cultivo 

Habita en climas templado y templado – frío, pose adaptación a períodos de bajas 

temperaturas en la germinación y en los primeros estados de la planta, favoreciendo su 

https://es.wikipedia.org/wiki/Papilionoideae
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enraizamiento y macollaje. Su temperatura óptima es entre 16 y 20 ºC, necesita 

ventilación y luminosidad para que desarrolle bien. Requiere suelos de buena estructura, 

profundos, bien drenados, ricos en nutrimentos asimilables y de reacción levemente acida 

a neutra, si presentara un drenaje deficiente y encharcamiento, puede provocar un 

reducido desarrollo y el ataque de enfermedades (Prado, 2008). 

e. Rendimiento 

FENALCE (2006), afirma que las variedades Puqinegra presenta rendimientos de 

2000 a 4500 Kg de vainas verdes y 900 a 1100 Kg de grano seco por Ha. La variedad 

Santa Isabel tuvo rendimientos de 4000 a 5600 Kg de vaina verde y 900 a 1100 Kg de 

grano seco por Ha. La variedad Guatecana Presenta rendimientos de 3000 a 5000 Kg de 

vainas verdes y 800 a 1100 Kg de grano seco, por Ha. 

2.2.1.3 Habas (Vicia faba) 

Son originarias como cultivo del Oriente Próximo, extendiéndose pronto por toda 

la cuenca mediterránea, casi desde el mismo comienzo de la agricultura. Los romanos 

fueron los que seleccionaron el tipo de haba de grano grande y aplanado que es el que 

actualmente se emplea para consumo en verde, extendiéndose a través de la Ruta de la 

Seda hasta China, e introducido en América, tras el descubrimiento del Nuevo Mundo 

(AgroEs, 2017). 

a. Características botánicas 

Las habas son plantas anuales de porte recto, poseen un sistema radicular muy 

desarrollado, sus tallos son de coloración verde, son fuertes, angulosos y huecos, 

ramificados, de hasta 1.5 m de altura, variando según el ahijamiento de la planta en el 

número de tallos.  Sus hojas, son alternas, compuestas y paripinnnadas, con foliolos 

anchos ovales y redondeados, son de color verde.  Sus flores son axilares, agrupadas en 

racimos cortos de 2 a 8 flores, presentando manchas grandes de color negro o violeta en 
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los pétalos.  Su fruto es de forma legumbre de longitud variable, logrando alcanzar valores 

superiores a los 35 cm.  Los granos que poseen de habas por legumbres oscilan entre 2 y 

9. El color de sus semillas semilla son verde amarillento, aunque hay de otras coloraciones 

más oscuras (AgroEs, 2017). 

b. Clasificación taxonómica 

Las habas, poseen la siguiente clasificación taxonómica (Condori, 2002) 

Dominio   : Eucarya 

 Reino    : Plantae 

   División   : Magnoliophyta 

     Clase   : Magnoliopsida 

       Orden   : Fabales 

          Familia   : Fabaceae 

             Subfamilia  : Faboideae (Papilionoideae) 

               Tribu  : Fabeae 

                 Género  : Vicia 

                   Especie  : Vicia faba L. 

                      Nombre vulgar : Habas 

c. Importancia y usos 

En Europa cobra importancia por su uso en alimentación animal, para consumo 

humano, las habas secas se utilizan en la obtención de harina para la fabricación de pan y 

en la elaboración de aperitivos (granos tostados y salados), en la gastronomía peruana se 

consume sancochado, en sopas y segundos. El haba también se utiliza, en baja proporción, 

para la obtención de forraje y como abono verde o cultivo cobertor de suelo 

(Faiguenbaum, 2003). La producción del haba tiene un creciente interés en el 

aprovechamiento de sus granos, así como también en la medicina, la industria, y es 

utilizado como abono verde, forraje y la obtención de bioetanol y biogás (Siem et al., 

2012), asimismo como bioindicadora de agua contaminada con mercurio (Álvarez et al., 

2006). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Papilionoideae
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d. Condiciones de cultivo 

El cultivo de habas se practica con dos tipos de abonamiento, como son las 

orgánicas o minerales, mediante la aplicación de estiércol para obtener buenos 

rendimientos, se recomienda incorporar hasta los 200 quintales de estiércol por Ha, a 

pesar de incorporar nitrógeno del aire al suelo, por medio de bacterias nitrificantes 

(Nitrosomonas y Rhizobium, entre otros) que forman nódulos en las plantas, pero 

responde bien también a la fertilización mineral. Según los productores, los campos de 

cultivo se abonan con 100 Kg/Ha de fosfato diamónico (18 – 46 - 00 / abono), colocándose 

en el surco, al momento de sembrar. Sin exagerar en la fertilización, ya que nos daría 

plantas de mucha altura y susceptibles el acame o volcamiento del maíz, causando 

pérdidas a los productores (INIAF, 2017). 

e. Rendimiento 

Varía según la influencia ambiental (Allard, 1999), obedeciendo al potencial 

genético, siendo crucial en un programa de mejoramiento genético identificar las 

características de interés y de mayor heredabilidad (López et al., 2005). En España, Nadal 

et al. (2006), reporta que la variedad Retaca fue el que logró los más altos rendimientos 

con 7000 Kg/Ha, luego fue Verde Bonita con 6000 Kg/Ha y finalmente Alargá con 5000 

Kg/Ha. 

2.2.1.4 Tarwi o chocho (Lupinus mutabilis) 

a. Características botánicas 

Su raíz es de clase pivotante, presenta nudos nitrificantes para la fijación de 

nitrógeno atmosférico. El tallo es semileñoso, cilíndrico, en cuyo interior presenta un 

tejido esponjoso con abundante ramificación, cuya altura, dependiendo del ecotipo oscila 

entre 50 y 280 cm (Tapia, 1996).  Las hojas son compuestas, digitadas, con peciolos de 

cinco o más foliolos.  Las flores tienen la típica forma de papilonáceas; la corola está 
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formada por 5 pétalos y la quilla envuelve el pistilo y a los diez estambres. El tarwi es una 

especie autógama y de polinización cruzada, pudiendo alcanzar hasta el 40% de alogamia; 

según las condiciones ecológicas donde crece la planta (Caicedo & Peralta, 2001). El fruto 

es una vaina alargada de 5 a 12 cm, pubescente y contiene de 3 a 8 granos, éstos son 

ovalados, comprimidos en la superficie y con una amplia variabilidad en cuanto al color, 

el mismo que va desde blanco hasta el negro (Caicedo & Peralta, 2000). 

b. Clasificación taxonómica 

El tarwi, posee la siguiente clasificación taxonómica (Condori, 2002) 

Dominio   : Eucarya 

 Reino    : Plantae 

   División   : Magnoliophyta 

     Clase   : Magnoliopsida 

       Orden   : Fabales 

          Familia   : Fabaceae 

             Subfamilia  : Faboideae (Papilionoideae) 

               Tribu  : Genisteae 

                 Género  : Lupinus 

                   Especie  : Lupinus mutabilis Sweet. 

                      Nombre vulgar : Tarwi o chocho 

c. Importancia 

Es una fabácea con un alto contenido de alcaloides que le confieren un sabor 

amargo y afectando su biodisponibilidad de nutrientes al consumirlo directamente sin 

extraer los alcaloides. El grano de tarwi es rico en proteínas y grasa, con la presencia de 

las concentraciones de los aminoácidos azufrados (metionina + cisteína) (Brack, 1999), 

al igual que otras fabáceas, fijan nitrógeno (N), y se constituye en un abono verde 

excelente, con capacidad de fijar 400 Kg de N por Ha/ciclo de cultivo, asimismo, 

contribuye al manejo de plagas en los cultivos, como barrera ante el gusano blanco 

(Premnotrypes vorax), la plaga más dañina de la papa (Suquilanda, 2017). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Papilionoideae
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d. Usos 

El consumo de tarwi es de manera fresca en sopas, ajíes y como leche vegetal, 

sustituye fácilmente a la leche, carne y huevos, muchos no la prefieren por el contenido 

de alcaloides en los granos. En el mercado internacional se plantea expender chocho 

orgánico procesado, en tal sentido, se requiere establecer muchos estudios de mercado y 

estrategias para lograr su certificación orgánica, este producto tiene como potenciales 

compradores a España, Estados Unidos, Alemania, Italia, China, Alemania y Japón 

(Suquilanda, 2017). 

e. Condiciones de cultivo 

Es propio de suelos pobres y rurales, donde su producción depende del suelo en 

el que se cultive, si existiera una adecuada humedad, es ideal que desarrolle en suelos 

francos y francos arenosos, con valores de pH que oscila entre 5.5 a 7 unidades, no 

necesitan de mucha fertilización con nitrógeno, pero deben contar con la presencia de 

potasio y fósforo, no soportando suelos con humedad en exceso. En cuanto a su 

temperatura, son cultivados en áreas moderadamente frías (de 7 – 14 ºC). En la fase de 

formación de granos, inmediatamente después de la primera y segunda floración, tolera 

muy bien a las heladas, cuando inicia la ramificación posee alguna tolerancia, pero es 

susceptible durante la fase de formación del eje floral.  Los requerimientos de agua varían 

según las variedades cultivadas; sin embargo, y debido a que se cultiva sobre todo bajo 

secano, la precipitación debe oscilar entre 300 a 600 mm. Esta planta es susceptible a 

sequías durante la fase de floración y formación de frutos, afectando seriamente su 

producción (Suquilanda, 2017). 
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f. Rendimiento 

En cuanto a su producción, el rendimiento promedio, por un tamaño de chacra de 

0.97 Ha, es de 317 Kg/Ha, el rendimiento varía según el ataque de plagas (insectos y 

enfermedades) y la carencia de semillas de calidad (Suquilanda, 2017). 

2.2.2 Fijación biológica del nitrógeno 

a. Bacterias simbióticas  

Son las bacterias que se asocian a una planta en un nódulo de fijación del 

nitrógeno, incluyen distintos géneros de Rhizobium y otras pocas bacterias (Burkholderia 

tuberum, Methylobacterium nodulans y Ralstonia taiwanensis, entre otros) que nodulan 

con fabáceas (Carrillo, 2005), en cuyo interior se multiplican las bacterias y transforman 

el nitrógeno (N) del aire en amonio, siendo asimilado por las plantas y les permite crecer 

en suelos pobres en N, previamente las raíces excretan un exudado de flavonoides 

atrayentes de Rhizobium (quimiotactismo), que activan la expresión de genes para 

producir moléculas de reconocimiento e infección de la planta, adhiriéndose mediante 

proteínas específicas, a los pelos absorbentes, induciendo la curvatura del extremo, 

mediante la liberación de lipooligosacáridos conocidos como los factores de nodulación 

(Nod) (CIAT, 1988). 

Rhizobium sp, son Gram negativos, al microscopio se observan como bacilos 

aerobios rectos, poseen dimensiones de una longitud de 1.2 a 3 µm, un diámetro de 0.5 – 

0.9 µm, son móviles gracias al flagelo polar o subpolar que presenta, asimismo se reporta 

que posee entre 2 a 6 flagelos perítricos, carece de esporas y formación de quistes, crecen 

de manera óptima a temperaturas entre 25 y 30 °C y el coeficiente de G + C que presenta 

es del 59 – 64% (Jordan, 1984). Las células jóvenes presentan una morfología de bacilos 

cortos; mientras que los cultivos envejecidos o en condiciones adversas se visualizan 

como células pleomórficas. En medio de cultivo agar levadura manitol (LMA), se observa 
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la producción de acidez moderada, sus colonias son circulares, elevadas, convexas, 

mucilaginosas y semitranslúcidas, luego de 5 días de incubación tienen diámetros de 2 a 

4 mm, algunos aislamientos son encapsuladas y casi todos sintetizan expolisacáridos que 

se disuelven en el agua, asimismo son quimioorganotrofos donde el oxígeno es el aceptor 

final de electrones (Mora, 2005). 

La taxonomía de Rhizobium sp es la siguiente (Ramírez et al., 1988): 

Dominio  : Bacteria 

  Filo   : Proteobacteria 

    Clase  : Proteobacteria alfa 

      Orden  : Rhizobiales  

       Familia   : Rhizobiaceae 

         Género  : Rhizobium 

Especie : Rhizobium meliloti 

Las bacterias son aerobias, tienen su temperatura óptima de crecimiento entre 25 

y 30 ºC, algunas especies crecen a temperaturas de 40 ºC, el pH óptimo entre 6.0 y 7.0, 

pero pueden predominar entre 4.0 a 10.0, el tiempo de generación de cepas Rhizobium sp 

es entre 1.5 a 5.0 horas, son quimiorganoheterótrofo y utiliza un amplio rango de 

carbohidratos y sales de ácidos orgánicos como fuente de carbono, sin formar gas, no son 

capaces de metabolizar celulosa, almidón, caseína, quitina y agar, algunas cepas requieren 

de biotina, pantotenato o ácido nicotínico (Kuykendall et al., 2005). 

Los nódulos se originan a partir de la división de las células vegetales ubicadas en 

la corteza interna de las raíces, estos nódulos son órganos especializados encargados del 

intercambio metabólico entre la bacteria y las raíces, donde la simbiosis entre Rhizobium 

y las diversas fabáceas son de carácter específicos, tal como sucede con Rhizobium 
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leguminosarum bv. phaseoli quien logra la nodulación solo del frejol, pero no en alfalfa 

(Truchet, 1993), en la Tabla 1 se muestras algunas simbiosis específicas. 

Tabla 1. Plantas hospedadoras de Rhizobium. 

Rizobacteria Plantas hospedadoras 

Allorhizobium undicola Medicago sativa, Acacia spp, Lotus arabicus, 

Neptunia natans 

Azorhizobium caulinodans Sesbania spp (nódulos del tallo) 

Bradyrhizobium elkanii Glycine max, G. soja, y otras legumbres 

B. japonicum Glycine max, G. soja, y otras legumbres 

B. yuanmingense Lespedeza cuneata 

Mesorhizobium chacoense Prosopis alba 

M. ciceri Cicer arietinum 

M. huakuii Astragalus sinicus 

M. loti Lotus spp. 

Rhizobium etli Phaseolus vulgaris 

R. galegae Galega officinalis, G. orientalis 

R. leguminosarum bv. viciae Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens spp 

  bv. phaseoli Phaseolus vulgaris 

  bv. trifolii Trifolium spp. 

R. tropici Phaseolus vulgaris, Leucaena spp, Macroptilium 

spp 

Sinorhizobium sp. Acacia, Prosopis 

S. meliloti Medicago, Melilotus, Trigonella spp 

Bradyrhizobium sp. Parasponia spp (no legumbre) 

Fuente: Carrillo (2005). 

Las bacterias se mantienen confinadas en los simbiosomas (vesículas protegidas 

por membranas), que actúan como barrera y controla el flujo de ácidos carboxílicos 

(malato, succinato, fumarato), los cuales se constituyen en fuente de carbono, tales ácidos 

proceden de la oxidación de carbohidratos biosintetizados en las hojas mediante la 

fotosíntesis, a continuación las bacterias se van transformando en bacteroides, grandes e 
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irregulares, generando proteínas específicas como la nitrogenasa y algunos citocromos 

(Carrillo, 2005), para que los nódulos fijen N, deben contener leghemoglobina, que 

transporta el oxígeno a bajas concentraciones pero en forma estable, permitiendo una 

elevada actividad respiratoria sin afectar a la nitrogenasa, pues se inactiva ante la 

presencia de oxígeno, asimismo acumulan poli – β – hidroxibutirato (Madigan et al., 

2003). 

Existen dos tipos de nódulos, uno indeterminado y alargado (en arveja y alfalfa) 

y otros determinados y globosos, los indeterminados se alargan por la presencia de un 

meristemo persistente localizado en el ápice, por otra parte, los nódulos determinados son 

globosos, debido a la presencia de meristemos esféricos (Patriarca, 2002), los genes 

esenciales para la nodulación, incluyen los implicados con la formación de la pared 

celular bacteriana que expresan la síntesis de exo y lipopolisacáridos, el otro gen es de 

nodulación (nod), que reside en el plásmido Sym junto a los genes de fijación (nif), los 

genes nod son inducidos por la presencia del hospedador, su principal función es la 

biosíntesis de proteínas de reconocimiento de flavonoides (Ballati, 1996).  

2.2.3 Fijación simbiótica de nitrógeno en fabáceas 

La fijación biológica de N la llevan a cabo entre procariotas del suelo en simbiosis 

con las raíces de las plantas, fijando aproximadamente entre 140 y 175 millones de 

toneladas de N, y Rhizobium contribuye entre 35 a 75 millones de toneladas de nitrógeno 

fijado (Ferrera & Alarcón, 2010), por tanto las fabáceas aumentan la fertilidad de los 

suelos, dependiendo de la relación bacteria – planta – ambiente, asimismo, la selección 

de variedades de fabáceas con mayor capacidad para fijar nitrógeno y adaptadas a di-

versos ambientes incrementaría el aporte de nitrógeno a los cultivos (CIAT, 1988). 

Las fabáceas silvestres como cultivadas son noduladas por las cepas Rhizobium 

nativos del suelo, no siendo siempre efectivos, por lo que debe de realizarse la selección 
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de cepas sobresalientes, también cada cepa debe ser capaz de adaptarse a distintas 

condiciones de suelo y nodular efectivamente muchos cultivos de fabáceas (Soto & 

García, 2004), cuando una fabácea es introducida por primera vez, no presenta nodulación 

o es muy baja e inefectiva, porque su simbionte no se encuentra en el suelo y no tiene 

competencia de otras cepas del suelo, lo contrario sucede en fabáceas cultivadas por 

muchos años, ya que los Rhizobium nativos específicos siempre están presentes y persis-

ten en el suelo, como sucede en suelos de México, donde los Rhizobium de frijol al inicio 

en temporada de lluvias presentan un número más probable (NMP) de 1000 a 8000 células 

por g de suelo, y al cultivar la fabácea, la población bacteriana alcanza los 50000 células 

por g de suelo (Ferrera & Alarcón, 2010). 

En el cultivo de la soya, más del 40% de los suelos no presentan a Rhizobium para 

esta fabácea; sin embargo, Rhizobium en el cultivo del caupí presenta recuentos de 1000 

UFC/g. Muchas cepas de Rhizobium aislados de suelos tienen baja efectividad, pero 

abundan en los mismos con altos recuentos, a pesar de que originan nodulación, fijan 

nitrógeno en bajas cantidades; pero, la competencia es un factor crítico para llegar al éxito 

de la inoculación de fabáceas, en razón de que las poblaciones de Rhizobium sp que no 

son efectivas, se constituyen en una barrera para establecerse y nodular (Ferrera & 

Alarcón, 2010). Otro aspecto importante es que la fijación de nitrógeno inicia luego de 

los primeros 15 a 20 días, a continuación de la emergencia, al observarse los primeros 

nódulos que se vienen formando (Elkan, 1992). La sacarosa, que procede de la zona aérea 

de la fabácea es la principal fuente de carbono necesario para los nódulos; sin embargo, 

Rhizobium sp no puede utilizar mono o disacáridos ante la carencia de transportadores o 

vías glicolíticas necearias para el metabolismo de los azúcares (Ferrera & Alarcón, 2010).  
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CAPÍTULO III 

MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 ZONA DE ESTUDIO 

Las muestras de nódulos radiculares fueron recolectadas a partir de plantas de 

alfalfa procedentes de las localidades de Jasa Pacsellim (zona 1) cuyas coordenadas UTM 

fueron  -15.291485 y -69.985985, Sacasco (zona 2) en las coordenadas UTM -15.295966, 

-69.964494 y Ramis (zona 3) ubicada en las coordenadas UTM -15.290251 y -69.958789, 

todas pertenecientes al distrito de Taraco (Figura 1), según el INEI, este distrito tiene una 

superficie total de 198.02 Km2 y una población de 14657, este distrito está ubicado en la 

provincia de Huancané, región de Puno (INEI - Perú, 2011). 

 

Figura 1. Zonas de recolección de nódulos de alfalfa en tres localidades del distrito de 

Taraco. 1 = Sacasco; 2 = Jasa Pacsellim; y 3 = Ramis. 

Fuente: Google Eart (2017). 

3.2 TIPO DE ESTUDIO 

Fue un estudio de tipo descriptivo y explicativo, porque se pretendió describir y 

explicar los mecanismos que posee Rhizobium en la estimulación del crecimiento de las 

Taraco 

Río Ramis 
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fabáceas (Hernández et al., 2014); experimental de corte transversal, ya que, en base a lo 

descrito y explicado, se afirmó si la aplicación de Rhizobium sp estimuló o no el 

crecimiento de las fabáceas (Caballero, 2005), y de corte transversal, porque se realizó 

durante los meses de agosto – diciembre del año 2021. 

3.3 POBLACIÓN Y MUESTRA 

La población estuvo constituida por todas las plantas cultivadas del campo de las 

tres zonas productoras de alfalfa de la región de Puno, específicamente Jasa Pacsellim, 

Sacasco y Ramis, localidades pertenecientes al distrito de Taraco. El tamaño de la muestra 

fue calculado según la siguiente ecuación estadística:  

𝑛 =
𝑍∝ 

2 . 𝑝. 𝑞

𝑖2
 

Donde: n= tamaño muestral; Z= valor correspondiente a la distribución de Gauss, 

𝑍∝=0.05=1.96; p= prevalencia esperada de plantas con nódulos radiculares; q= 1-p; i= 

error que se prevé cometer es del 10%, i=0.1 (Murray & Larry,2005). 

Reemplazando valores se determinó: 

𝑛 =
(1.96) 

2. (0.25). (0.75)

0.052
= 288.12 

n = 288 plantas de alfalfa 

El tamaño de muestra estuvo constituido por 288 plantas, de las cuales 96 fueron 

colectadas de cada zona productora, haciendo recorridos en zigzag y aleatoriamente, 

según lo recomendado por Morales et al. (2010). 

3.4 METODOLOGÍA 

La investigación se realizó en el Laboratorio de Botánica y Biotecnología de la 

Facultad de Ciencias Biológicas de la UNA – Puno. 
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3.4.1 Caracterización del crecimiento morfológico diferencial y recuentos de Rhizobium 

sp a partir de nódulos de alfalfa 

a. Recolección de nódulos de Rhizobium sp en plantas de alfalfa 

Esta metodología se realizó de acuerdo al manual de Zúñiga (2012) y CIAT (1988). 

1) Con ayuda de una pala, se extrajeron las plantas que presentaron las mejores 

características vegetales, luego se colectaron sus nódulos desde sus raíces. 

2) Los nódulos fueron seleccionados según su color interno de cada uno de ellos, los 

elegidos fueron aquellos que presentaron una coloración entre rojo claro y rojo 

oscuro, así como una consistencia firme; en contraste los nódulos descartados 

fueron aquellos que presentaron consistencia esponjosa y coloración interna oscura 

o negra. 

3) Los nódulos seleccionados se colocaron en frascos con silica gel y algodón para su 

posterior conservación, asignándoles a cada muestra un código de acuerdo al lugar 

de muestreo y número de planta, posteriormente se trasladaron al laboratorio para 

su tratamiento y procesamiento respectivo. 

 

Figura 1. Raíces de alfalfa mostrando los nódulos (flecha roja), colectadas en el distrito 

de Taraco. 

b. Aislamiento de Rhizobium sp a partir de nódulos de alfalfa 

El aislamiento se realizó según lo recomendado por Zúñiga (2012), el cual se 

detalla a continuación: 
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1) Tratamiento de los nódulos: se seleccionaron 3 nódulos de cada frasco con silica 

gel, a continuación, se colocaron en sobres de papel de filtro estéril y se hidrataron 

en agua destilada estéril durante 30 minutos, seguidamente se desinfectaron con 

alcohol al 70% por 1 minuto en una placa Petri estéril, luego se trasladaron a otra 

placa Petri que contenía hipoclorito de sodio (lejía) al 3%, donde se dejó reposar por 

3 minutos, para finalizar esta etapa se enjuagó con agua destilada estéril durante 6 

veces, hasta no percibir el olor a lejía. 

 

Figura 2. Nódulos recolectados de las raíces de alfalfa colectadas de las localidades de 

Jasa Pacsellim (izquierda), Sacasco (centro) y Ramis (derecha). 

2) Aislamiento de Rhizobium sp a partir de nódulos: con pinzas estériles, se abrieron 

los sobres que contenían los nódulos, luego fueron colocados en placas Petri estériles 

y con una pipeta se agregó una gota de agua destilada estéril a cada uno, con ayuda 

de una bagueta de vidrio se trituraron los nódulos, de esta manera se obtuvieron los 

macerados de los nódulos, a continuación, los macerados fueron sembrados mediante 

estrías paralelas con un asa de siembra en medio Agar Levadura Manitol con rojo 

Congo (LMA – RC) y con azul de bromotimol (LMA – ABT), posteriormente, se 

incubaron las placas Petri a 28 °C por 72 horas. 
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Figura 3. Desinfección de nódulos radiculares de alfalfa. 

 

Figura 4. Medios de cultivo para el aislamiento de Rhizobium sp, LMA – RC (color rojo) 

y LMA – ABT (color azul verdoso). 

3) Caracterización de los aislamientos de Rhizobium sp: una vez observado el 

crecimiento de colonias, las que pertenecían a Rhizobium sp, fueron aquellas con un 

tiempo de crecimiento de 5 días, un diámetro de 2 y 4 mm, una textura entre ligoso 

y cremoso, una apariencia semitranslúcida u opacas, una coloración rosada en LMA 

– RC, la presencia de goma abundante y el medio de cultivo amarillo en LMA – ABT 

(indicando reacción ácida) (Zúñiga, 2012). Se descartaron a las colonias de 

coloración roja, en razón de que pertenecerían al género Agrobacterium sp. A la 

tinción Gram, Rhizobium fue una Gram negativa, con forma entre bacilar y 

pleomórficas y en una lámina portaobjetos al contacto con una solución al 1% de azul 

de bromotimol, éste cambió a color amarillo. 
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Figura 5. Frotices de Rhizobium sp. 

 

Figura 6. Recuento de colonias de Rhizobium sp en placa. 

c. Análisis estadístico 

La variable respuesta fue la caracterización de las colonias de Rhizobium sp, y 

fueron presentadas en tablas por ser descriptivas; por otro lado, los recuentos bacterianos 

evaluados entre localidades y los meses de muestreo considerados como las repeticiones, 

fueron evaluados mediante pruebas de análisis de varianza y contraste de Tukey, con un 

nivel de confianza de 95%, donde el modelo matemático fue el siguiente (Celis & 

Labrada, 2014): 

𝑌𝑖𝑗 = 𝜇 + 𝑡𝑖 + 𝜀𝑖𝑗 

Donde: Yij = observación del tratamiento (meses y localidades); µ = promedio general; ti 

= efecto de tratamiento i; Eij = Término de error aleatorio asociado a la observación Yij. 
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3.4.2 Determinación del efecto de las concentraciones 1.5 x 108, 15 x 108 y 30 x 108 UFC/mL 

de Rhizobium sp en la germinación de semillas y el crecimiento vegetal de fabáceas 

Para evaluar el efecto de la inoculación de Rhizobium sp in vitro para el 

crecimiento de fabáceas, se realizó los procedimientos recomendados por Schoebitz 

(2006) y Zúñiga (2012), los cuáles se detallan a continuación:  

a. Preparación de las concentraciones bacterianas: las colonias de Rhizobium sp 

aisladas en el agar LMA y conservadas en refrigeración (4 °C), fueron inoculadas 

mediante un asa de siembra, a tubos de ensayo de agua destilada caldo levadura 

manitol, posteriormente se incubaron a 28 °C por 7 días, con la finalidad de obtener 

poblaciones de Rhizobium sp de 1.5 x 108, 15 x 108 y 30 x 108 UFC/ml, la cual fue 

contrastada con la escala de turbidez 0.5, 5 y 10, obtenidos mezclando 0.05, 0.5 y 1 

mL de BaCl2 0.048 M y 9.95, 9.5 y 9 mL de H2SO4 0.36 M, respectivamente (Rojas, 

2011), que se constituyeron en las concentraciones bacterianas utilizadas para la 

inoculación de las semillas. Dichas diluciones fueron conservadas en fiolas de 100 

mL. 

 

Figura 7. Preparación de concentraciones de Rhizobium sp. 
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b. Desinfección e inoculación de las semillas de las fabáceas con Rhizobium sp:  

Las semillas fueron previamente lavadas con agua de caño, para eliminar restos 

de tierra y/o productos químicos impregnados, a continuación se lavaron diez veces con 

agua destilada y desionizada estéril para eliminar las trazas residuales del agua de caño, 

luego fueron desinfectadas por inmersión en etanol al 80% durante tres minutos, 

enjuagándose cinco veces con agua destilada y desionizada estéril, seguidamente se le 

agregó una solución de hipoclorito de sodio al 5.25% por 15 minutos, y se lavaron diez 

veces consecutivas con agua destilada y desionizada estéril, por último se dejó escurrir 

en condiciones de esterilidad sobre papel toalla en medio de mecheros de alcohol (Reyes 

et al., 2008). 

 

Figura 8. Desinfección de semillas de fabáceas. 

Las semillas desinfectadas se inocularon utilizando una solución azucarada 

(sacarosa) al 15% (INIAP – Ecuador, 2002), como adherente, es decir a cada fiola de 100 

ml el cual contenía la concentración de Rhizobium sp, se le agregó 15 g de sacarosa, la 

cual se disolvió completamente, en ella se colocaron 30 semillas previamente 

desinfectadas, agitándose vigorosamente durante una hora, a continuación, las semillas 

fueron coladas en gasa estéril y se dispusieron sobre papel toalla para el secado a 

temperatura ambiente, en un área desinfectada por mecheros de alcohol (Reyes et al., 

2008). 

c. Evaluación del efecto en la germinación de arveja, habas y tarwi: las semillas de 

las fabáceas fueron transferidas a placas Petri, conteniendo papel filtro en la base de 



41 

 

la placa, previamente embebida en solución de macronutrientes (en g/L: nitrato de 

potasio 550.0; nitrato de amonio 350.0; superfosfato triple 180.0; sulfato de magnesio 

220.0; quelato de hierro 6% 17.0) y micronutrientes (g/L: sulfato de manganeso 5.0; 

ácido bórico 3.0; sulfato de zinc 1.7; sulfato de cobre 1.0 y molibdato de amonio 0.2) 

para cultivos hidropónicos, asimismo las placas Petri fueron envueltas en papel 

aluminio, para generar oscuridad.  La manipulación de las semillas, se realizaron con 

pinzas estériles. El número de semillas inoculadas y transferidas a cada una de las 

placas Petri fue de 100 unidades por cada fabácea y cultivadas a temperatura 

ambiente (13 ± 3 °C).  Luego de 7 días de inoculadas las semillas, se cuantificó el 

número de semillas germinadas y así determinar el porcentaje de germinación. 

   

Figura 9. Germinación de semillas de fabáceas. 

d. Evaluación del efecto de la inoculación de semillas de fabáceas con Rhizobium 

sp, en el peso total de la planta y la longitud total de raíces y tallos.  

Diez de las semillas previamente germinadas, fueron elegidas al azar para ser 

trasferidas a bolsas de polietileno marca Zifloc, al transcurrir los 45 días, se determinaron 

el peso total de las plántulas en una balanza analítica de precisión, las longitudes de las 

raíces y de los tallos, se determinaron con vernieres manuales, respectivamente (Moreno 

& Galvis, 2013). 
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Figura 10. Crecimiento de raíces y tallos inoculados con Rhizobium sp. 

e. Análisis estadístico 

Se aplicó el análisis de varianza (ANVA) en arreglo factorial bajo un diseño 

completamente al azar, de 3 x 3 x 3 (3 localidades de estudio, 3 plantas inoculadas y 3 

concentraciones bacterianas). El número de repeticiones fue de tres por cada fabácea, 

dando un total de 27 unidades experimentales por Rhizobium, cada semilla inoculada 

presentó su tratamiento control (agua destilada). Se realizó pruebas de tendencia central 

y dispersión (promedio y coeficiente de variación) y el análisis factorial se desarrolló con 

el siguiente modelo estadístico: 

𝛾𝑖𝑗𝑘𝑙 = 𝜇 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗 + 𝛾𝑘 + (𝛼𝛽)𝑖𝑗 + (𝛼𝛾)𝑖𝑘 + (𝛽𝛾)𝑗𝑘 + (𝛼𝛽𝛾)𝑖𝑗𝑘 + 𝜀𝑖𝑗𝑘𝑙 

Donde: Yijkl = fue la variable respuesta de la i-ésima observación bajo el k–ésimo nivel 

de factor C, en el j-ésimo nivel del factor B, sujeto al i-ésimo nivel del tratamiento A; µ 

= constante, media de la población a la cual pertenece las observaciones; αi = efecto del 

i-ésimo nivel del factor A (zonas de estudio); Βj = efecto del j-ésimo nivel del factor B 

(plantas inoculadas); Yk = Efecto del k-ésimo nivel del factor C (diluciones inoculadas); 

(αβ)ij = Efecto de la interacción del i-ésimo nivel del factor A, con el j-ésimo nivel del 

factor B; (αγ)ik = Efecto de la interacción del i-ésimo nivel del factor A, en el k-ésimo 

nivel del factor C; (βγ)jk = Efecto de la interacción del j-ésimo nivel del factor B, en el k-

ésimo nivel del factor C; (αβγ)ijk = Efecto de la interacción del i-ésimo nivel del factor A, 
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en el j-ésimo nivel del factor B, sujeto al k-ésimo nivel del factor C; 𝜀𝑖𝑗𝑘𝑙 = Efecto del 

error experimental (Ibáñez, 2009). 

Antes de realizar el análisis estadístico, los datos fueron evaluados mediante 

pruebas de normalidad de Shapiro – Wilks y si en caso no hubiera normalidad fueron 

transformados a Log10.  Asimismo, se realizaron pruebas de Dunnett, con la finalidad de 

realizar las comparaciones de los porcentajes de germinación de las semillas, el peso total 

de las plantas y las longitudes de tallos y raíces con sus correspondientes tratamientos 

controles.  Todos los análisis estadísticos se realizaron en el software estadístico 

INFOSTAT versión estudiantil. 

  



44 

 

CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 CARACTERIZACIÓN DEL CRECIMIENTO MORFOLÓGICO DIFERENCIAL Y 

RECUENTOS DE Rhizobium sp A PARTIR DE NÓDULOS DE ALFALFA 

Tabla 2. Características morfológicas diferenciales de colonias de Rhizobium sp sobre 

medios de cultivo LMA – RC y LMA – ABT. 

Zona Aislamiento Diámetro Goma 
Color 

LMA-RC 

Color LMA-

ABT 

Jasa 

Pacsellin 

1 <2 mm Regular Rosadas Amarillo verdosas 

2 ≤ 2mm Regular Rosadas Amarillas 

3 <2 mm Poco regular Rosadas Amarillo verdosas 

Sacasco 

1 <2 mm Poco regular Rosadas Verdosas 

2 <2 mm Regular Rosadas Amarillo verdosas 

3 <2 mm Regular Rosadas Amarillo verdosas 

Ramis 

1 <2 mm Abundante Rosadas Verdosas 

2 <3 mm Abundante Rosadas Amarillo verdosas 

3 <2 mm Regular Rosadas Verdosas 

Donde: LMA-RC = medio levadura manitol con rojo Congo; LMA-ABT = medio 

levadura manitol con azul de bromo timol. 

El crecimiento de colonias de Rhizobium sp, luego de siete días de cultivo, en el 

medio LMA – RC, se caracterizaron presentando colonias rosadas, su textura fue 

cremosa, una apariencia opaca semi translúcida, bordes irregulares y altura plana; 

mientras que en el medio LMA – ABT (Figura 11), las colonias variaban de coloración 

entre amarillas, amarillo verdosas y verdosas, en ambos medios los diámetros de las 

colonias fueron inferiores a 3 mm (Tabla 2), asimismo todas las bacterias resultaron Gram 

negativas a la visualización en el microscopio óptico compuesto (Figura 12). 
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Figura 11. Crecimiento de colonias de Rhizobium sp en LMA – RC (izquierda) y LMA 

– ABT (derecha). 

 

Figura 12. Coloración Gram de Rhizobium sp, observada en el microscopio óptico 

compuesto a 1000X. 

El recuento de Rhizobium sp, presente en los nódulos de plantas de alfalfa en las 

tres localidades del distrito de Taraco, oscilaron entre los promedios de 180 x 102 y 231.67 

x 102 UFC/g; los mayores recuentos se determinaron en la localidad de Ramis, los cuales 

variaron entre 225 y 238 UFC/g, seguido de la localidad de Sacasco entre 183 y 193 

UFC/g, mientras que en la localidad de Jasa Pacsellin osciló entre 172 y 189 UFC/g, estos 

datos presentaron bajos índices de dispersión, con coeficientes de variabilidad que 

fluctuaron entre 2.81% en la comunidad de Ramis y el mayor con 4.75% en la comunidad 

de Jasa Pacsellin (Tabla 3), entre las localidades, los recuentos de Rhizobium sp 



46 

 

presentaron diferencia estadística significativa (Fc=48.80; gl=2; P=0.0002) (Anexo 1), 

más no entre meses de muestreo (Fc=0.02; gl=2; P=0.9774), siendo mayor en Ramis y 

menor en Sacasco y Jasa Pacsellin, entre éstos últimos no existió diferencia significativa 

(Figura 13). 

Tabla 3. Recuento de Rhizobium sp (x102 UFC/g) en muestras de suelo de las localidades 

de Jasa Pacsellin, Sacasco y Ramis. 

Localidad 

productora de 

alfalfa 

Meses de evaluación 

Prom 
CV 

(%) Rep 1 Rep 2 Rep 3 

Jasa Pacsellin 189 172 179 180.00 4.75 

Sacasco 193 183 184 186.67 2.95 

Ramis 225 238 232 231.67 2.81 

Donde: Rep = repetición; Prom = promedio; CV = coeficiente de variabilidad. 

 

Figura 13. Prueba de Tukey para los recuentos de Rhizobium sp (x102 UFC/g) en nódulos 

de alfalfa, procedentes del distrito de Taraco. 

 

Los recuentos de Rhizobium sp, oscilaron entre 180 x 102 y 231.67 x 102 UFC/g, 

estos resultados fueron inferiores a los reportados por Pérez et al. (2011), quienes reportan 

una densidad poblacional de Rhizobium entre 15 x 108 UFC/g y 22 x 108 UFC/g en las 



47 

 

zonas de Santa Lucía y Pita Abajo, departamento de Sucre (Colombia), esto se debería 

probablemente a que los suelos colombianos presentaron niveles de acidez moderada lo 

que permitiría el desarrollo de Rhizobium, ya que los suelos muy ácidos originan 

problemas de nutrición mineral como la deficiencia de calcio (Ca), magnesio (Mg) y 

potasio (K), tanto para Rhizobium como para la fabácea hospedante (Jiménez & Lamo, 

1998). 

Por otro lado, la deficiencia de fósforo (P) y nitrógeno (N), causa la reducción de 

la fijación de nitrógeno, por efectos específicos en la iniciación y crecimiento del nódulo 

y la enzima nitrogenasa, presente en la célula de especies de Rhizobium (Montes, 1999), 

así como por la reducida absorción de molibdeno (Mo) que disminuye el crecimiento de 

las fabáceas, sin embargo, la presencia de nódulos con pigmentación interna roja, se debe 

por la abundancia de cationes divalentes (Ca++ y Mg++), quienes se encuentran en niveles 

altos y no permiten una mala viabilidad nodular (Mayea et al., 1998). 

Los nódulos de las localidades de Jasa Pacselli y Sacasco, presentaron planas de 

alfalfa con menores nódulos y reducidos recuentos de Rhizobium sp, debiéndose 

probablemente a que las plantas controlan principalmente el número de nódulos, mediante 

mecanismos de autorregulación, controlados por factores externos como la presencia de 

nitratos en sus suelos, las raíces de fabáceas poco noduladas pueden deberse a la 

abundancia de nitrógeno en el suelo, inhibiendo la nodulación (Caba et al., 2001), 

asimismo Coyne (2000) indica que el número de nódulos dependerá de la presencia de 

fósforo, potasio, magnesio y calcio, presentes en el suelo, adicionalmente, los niveles 

altos de fósforo (P), incrementa la absorción de manganeso (Mn), induciendo al descenso 

en el número y el volumen de nódulos, contrarrestado por la presencia de calcio (Pérez & 

Torralba, 1997). 
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Las colonias de Rhizobium sp presentaron una textura cremosa, lo cual concuerdan 

con los reportados por Spaink (2000) y Coyne (2000), ya que afirman que las colonias de 

Rhizobium presentan una consistencia mucosa por los lipopolisacáridos y las formas 

bacterianas variaron desde esferoidales a bacilares alargadas, incluyendo irregulares. 

 Las características de las colonias obtenidas en el medio LMA - ABT fueron 

similares a los reportados por Carranza (2004), quien también reporta que colonias 

amarillas y mucosas, Gram negativas móviles, todo bacilos y 2 cepas aisladas con 

morfología de cocobacilo; mientras tanto, fueron diferentes ya que obtuvo colonias 

mayores a 3 mm de diámetro, los bordes regulares y elevadas, indicando compatibilidad 

con Rhizobium.  Por otro lado, Morales (1992) reporta similares resultados de aislamiento 

de Rhizobium en LMA – ABT, obteniendo colonias convexas – cónicas, algunas más 

aplanadas, textura húmeda y elástica, Gram negativos, y produciendo notable acidez, 

cambiando el medio de verde a amarillo en 48 horas; asimismo difiere, ya que las colonias 

fueron de color blanco lechoso de aspecto brillante y el tamaño de colonias fueron 

mayores a 4 mm. 

 En la investigación se utilizó los medios de cultivo Agar Levadura Manitol con 

Roja Congo (LMA – RC) y Agar Levadura Manitol con Azul de Bromotimol (LMA – 

ABT) para el aislamiento de Rhizobium sp, esta afirmación coincide con Hernández et al. 

(2012), quienes recomiendan que para lograr el aislamiento efectivo de Rhizobium nativo 

de la zona, realizar la extracción directa de los nódulos de las plantas en estudio, 

utilizando medios de cultivo específicos para la diferenciación bioquímica de las especies, 

entre los más conocidos y utilizados se mencionan al medio Levadura Manitol Agar 

(YMA), la cual obtuvieron en siete días (Vásquez & Guevara, 2015), agar XLD y 

Hektoen, específicos para determinar el crecimiento de bacterias Gram negativas, además 
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de evaluar su crecimiento en Levadura Lactosa Agar (LLA), con producción de 

cetolactosa. 

 Los nódulos de las raíces de la alfalfa, variaron según la localidad de procedencia, 

lo cual concuerda con lo manifestado por Somasegaran & Hoben (1994), quienes afirman 

haber encontrado los mayores porcentajes de Rhizobium en los Municipios de Santa Rosa 

y Villanueva en Colombia, y podría deberse a la mayor actividad de siembra de fabáceas, 

en especial la planta de donde se aisló la bacteria (fríjol caupí) y por la ausencia de iones 

de Al3+ reprimiendo la expresión del gen nod (Richardson et al., 1988), y Co+2, que son 

metales perjudiciales para el crecimiento de las plantas.  

Las colonias de Rhizobium presentaron una coloración translúcida y rosada, lo 

cual coincide con los reportado por Sosa et al. (2004), quienes establecen que, para 

seleccionar colonias típicas de estas bacterias, el elemento esencial es la falta de absorción 

del colorante Rojo Congo, visualizándolas como colonias blancas o ligeramente rosadas, 

debido a que no absorben este colorante; a su vez concuerdan con Pérez et al. (2008), 

quienes manifiestan que las colonias de Rhizobium, son de blanco o rosado, debido a que 

no absorben el colorante (Rojo Congo); por otro lado, Rojas et al. (2009) señalan que se 

tornan de color rojo intenso, luego de 8 días de incubación, en tiempos breves de cultivo, 

la absorción de Rojo Congo es característico del género Agrobacterium sp a diferencia de 

Rhizobium sp, que no absorbe. 

Al finalizar el análisis del crecimiento in vitro de Rhizobium, se acepta la hipótesis 

planteada, ya que Rhizobium aisladas de las tres localidades del distrito de Taraco, 

presentaron diferentes crecimientos en el medio de cultivo agar LM con rojo Congo, 

siendo mayor en nódulos de la localidad de Ramis y menores en Sacasco y Jasa Pacsellin. 

Después de haber realizado el análisis y la interpretación de la caracterización 

morfológico diferencial y los recuentos de Rhizobium sp, los medios LMA – RC y LMA 
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– ABT son apropiados para el crecimiento microbiano, siendo más uniforme en el medio 

de cultivo LMA – RC con el crecimiento de colonias rosadas. Por otro lado, los recuentos 

de Rhizobium sp variaron entre zonas, siendo mayor en Ramis, la mayor persistencia de 

la bacteria en estudio se debería a la baja disponibilidad de agroquímicos usados en el 

proceso de cultivo, así como un mayor contenido de materia orgánica, entre otras 

características edafológicas.  

4.2 EFECTO DE LAS CONCENTRACIONES DE Rhizobium sp SOBRE LA 

GERMINACIÓN DE SEMILLAS, EL PESO TOTAL DE LAS PLÁNTULAS, 

LA LONGITUD DE RAÍCES Y TALLOS DE LAS FABÁCEAS 

4.2.1 Porcentaje de germinación 

Los mayores porcentajes de germinación se determinó en arvejas con un promedio 

del 47% y en habas con el 67%, en ambos al inocular una concentración de Rhizobium de 

15 x 108 UFC/mL; mientras que la mayor germinación en tarwi se obtuvo el 25% al 

inocular una concentración bacteriana de 1.5 x 108 UFC/mL (Tabla 4), siendo ésta la 

germinación menor, entre las tres fabáceas. 
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Tabla 4. Germinación de semillas (%) de fabáceas inoculadas con Rhizobium sp. 

Semillas 

inoculadas 

Concentración 

bacteriana 

(UFC/mL) 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Prom CV (%) 

Arveja 

Control 11 9 12 10.67 14.32 

30 x 108 23 28 30 27.00 13.35 

15 x 108 53 46 42 47.00 11.85 

1.5 x 108 23 26 28 25.67 9.80 

Habas 

Control 20 18 23 20.33 12.38 

30 x 108 38 28 31 32.33 15.87 

15 x 108 74 65 62 67.00 9.32 

1.5 x 108 42 44 35 40.33 11.72 

Tarwi 

Control 24 25 19 22.67 14.18 

30 x 108 18 24 19 20.33 15.81 

15 x 108 23 24 18 21.67 14.84 

1.5 x 108 20 26 29 25.00 18.33 

Donde: Rep = repetición; Prom = promedio; CV = coeficiente de variabilidad. 

 

Las semillas de habas presentaron los mejores promedios de germinación 

(67.00%), seguidos de arveja (47.00%) y tarwi (25.00%), con inoculaciones de 15 x 108 

UFC/mL, 15 x 108 UFC/mL y 1.5 x 108 UFC/mL respectivamente en cada fabacea, 

presentando diferencia significativa entre los porcentajes de germinación (Fc=4.49; gl=2; 

P=0.0188) (Figura 14), así como también la concentración bacteriana de 15 x 108 

UFC/mL, fue la que generó los mayores promedios de porcentajes de germinación 

(45.22%), seguido de las concentraciones 1.5 x 108 UFC/mL (30.33%) y  30 x 108 

UFC/mL (26.56%) (Fc=8.51; gl=2; P=0.0003), todos los tratamientos superaron 

estadísticamente a la germinación con el tratamiento control (17.89%) (Figura 15).  Por 

otro lado, la germinación de semillas del tratamiento control y la concentración bacteriana 

de 1.5 x 108 UFC/mL, no presentaron diferencia estadística significativa (P = 0.082); 
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mientras tanto, si presentaron diferencia estadística significativa entre las concentraciones 

de Rhizobium sp de 15 x 108 UFC/mL (P = 0.002) y 30 x 108 UFC/mL (P = 0.029) con 

respecto a los tratamientos controles (Tabla 5). 

Tabla 5. Prueba de Dunnett comparando el efecto de las concentraciones de Rhizobium 

sp y el tratamiento control en la germinación de semillas (%) de tres fabáceas (datos 

transformados a Log10). 

Comparaciones Error estándar Significancia 

1.5 x 108 – Control 16.87074 0.082 

15 x 108 – Control 16.87074 0.002 

30 x 108 – Control 16.87074 0.029 

Rhizobium sp presentó un efecto estimulador de la germinación de semillas 

principalmente de habas, logrando hasta el 47%, lo cual concuerda con lo reportado por 

Dey et al. (2004), quienes indican que el 47% de las cepas de Rhizobium presentaron 

efecto estimulante sobre las semillas de tomate, pero diferentes a los registrados por 

Santillana et al. (2005), quienes obtuvieron el 100% de germinación en semillas de tomate 

con respecto al 80% en el tratamiento control, pudiendo estimular la germinación de 

semillas de tomate y promover su crecimiento, en la Universidad Nacional Agraria La 

Molina (Lima – Perú). 
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Figura 14. Prueba de Tukey de la germinación de semillas (%) de tres fabáceas. 

 

Figura 15. Prueba de Tukey de la germinación de semillas (%) inoculadas con tres 

concentraciones bacterianas. 

La germinación de semillas de habas (67%) inoculadas con Rhizobium sp, fueron 

mayores a los investigados en Phaseolus vulgaris var. canario camanejo, quienes 

incrementaron su germinación en un 33.3% con respecto al control.  En la investigación 

no se logró el 100% de germinación, debido a que probablemente no sea la dosis 

bacteriana ni de metabolitos secundarios suficientes para la estimulación del proceso de 
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la germinación de sus semillas (Díaz et al., 2001), ya que los reguladores del crecimiento 

vegetal, tienen una influencia importante en el crecimiento de la planta (Simpson, 1986), 

los efectos en el proceso fisiológico de la germinación en semillas, se debería 

probablemente a que las bacterias son atraídas por las plantas mediante el exudado 

radicular con flavonoides (quimiotactismo), activando la expresión de ciertos genes para 

el reconocimiento y la infección de la planta, adhiriéndose mediante proteínas específicas, 

a los pelos absorbentes, induciendo a la curvatura de su extremo mediante la liberación 

de lipooligosacáridos como factores de nodulación (nod) (Carrillo, 2005). 

Rhizobium sp aisladas en la investigación, estimularon la germinación en habas, 

esto se debería probablemente a que los géneros Rhizobium y Azospirillum son cepas 

capaces de afectar a la germinación, produciendo giberelinas (Bottini et al., 1989), la 

producción de giberelinas establece una relación causa – efecto muy directo, sin embargo, 

también pueden afectar otros metabolitos como agentes quelantes, otras hormonas, entre 

otros (Glick, 1995). 

4.2.2 Peso total de la plántula 

Los mayores pesos de las plántulas en arvejas y habas se obtuvieron al inocular 

sus semillas con Rhizobium sp en concentraciones de 15 x 108 UFC/mL con 2.33 y 2.83 

g respectivamente; mientras tanto en plántulas de tarwi, el mayor peso se obtuvo con una 

inoculación de 1.5 x 108 UFC/mL, con 1.47 g, todos los tratamientos con inoculación 

bacteriana fueron superiores numéricamente frente al tratamiento control (Tabla 5). 
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Tabla 6. Pesos totales (g) de plántulas de arveja, habas y tarwi inoculados con Rhizobium 

sp. 

Semillas 

inoculadas 
Concentración Rep 1 Rep 2 Rep 3 Prom 

CV 

(%) 

Arveja 

Control 0.8 0.9 0.8 0.83 6.93 

30 x 108 1.2 1.3 1.5 1.33 11.46 

15 x 108 2.2 2.4 2.4 2.33 4.95 

1.5 x 108 2.1 1.8 1.9 1.93 7.90 

Habas 

Control 1.4 1.6 1.4 1.47 7.87 

30 x 108 2.3 2.6 2.4 2.43 6.28 

15 x 108 2.9 2.8 2.8 2.83 2.04 

1.5 x 108 1.8 1.9 2.1 1.93 7.90 

Tarwi 

Control 0.8 0.9 0.8 0.83 6.93 

30 x 108 1.5 1.3 1.1 1.30 15.38 

15 x 108 1.4 1.2 1.3 1.30 7.69 

1.5 x 108 1.7 1.5 1.2 1.47 17.16 

 

Las plántulas de habas presentaron los mejores promedios de peso total, seguidos 

de arveja y tarwi, existiendo diferencia significativa entre las plántulas (Fc=10.75; gl=2; 

P=0.0003) (Figura 16).  La concentración bacteriana de 15 x 108 UFC/mL de Rhizobium 

sp, fue la que originaron los más altos promedios de pesos de las plántulas, superando al 

tratamiento control (1.04 cm) (Figura 17).  Por otro lado, el peso total de las plántulas de 

las tres fabáceas inoculadas con Rhizobium sp, presentaron diferencia estadística 

significativa con respecto al tratamiento control, vale decir que el peso total de las 

plántulas inoculadas 1.5 x 108, 15 x 108 y 30 x 108 UFC/mL, presentaron diferencia 

estadística con respecto a los tratamientos controles con valores de P = 0.010, P < 0.001 

y P = 0.026 respectivamente (Tabla 7).   
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Tabla 7. Prueba de Dunnett comparando el efecto de las concentraciones de Rhizobium 

sp y el tratamiento control en el peso total de las plantas fabáceas. 

Comparaciones Error estándar Significancia 

1.5 x 108 – Control 2.34060 0.010 

15 x 108 – Control 2.34060 <0.001 

30 x 108 – Control 2.34060 0.026 

 

Figura 16. Prueba de Tukey de los pesos totales de las plántulas (g) de fabáceas 

inoculadas con Rhizobium sp. 

 

Figura 17. Prueba de Tukey de los pesos totales de las plántulas (g) de fabáceas según 

las concentraciones de Rhizobium sp. 
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Rhizobium sp, estimuló los mejores pesos totales de las plántulas de habas, esto se 

debería que está considerado dentro de las bacterias promotoras de crecimiento en la 

producción de cultivos, siendo aplicado a semillas, tubérculos o raíces, ya que poseen la 

capacidad de colonizar raíces de las plantas y así lograr estimular el crecimiento y 

rendimiento del cultivo (Soriano & Gonzáles, 2012). 

Los mecanismos que poseen estas bacterias, como promotoras del crecimiento no 

están bien comprendidos; por lo que se sugiere un amplio rango de posibilidades directos 

o indirectos (Díaz et al., 2001), tales como su participación directa en la fijación de 

nitrógeno (Rojas et al., 2009), la producción de enzimas de sideróforos (Santillana et al., 

2005), la solubilización del fósforo (Loredo et al., 2004), la síntesis y producción de 

fitohormonas como las auxinas, citoquininas y giberelinas, la capacidad de producir 

ácidos orgánicos (ácidos oxálico, fumárico y cítrico) (Lloret et al., 2005) y disminuir la 

concentración del etileno (Karnwal, 2009); entre los efectos indirectos incluyen el 

incremento de fijación de nitrógeno, al aumentar el número de nódulos de la raíz y el 

aumento de la actividad nitrogenasa, induciendo resistencia sistémica a la planta 

(Ardakani et al., 2010). 

El más bajo promedio del peso total de las plántulas se determinó en tarwi, en la 

actualidad no existen trabajos previos que aborden a la diversidad bacteriana en las etapas 

vegetativa y reproductiva de la rizósfera de Lupinus sp, probablemente debido a que se 

encuentra en diferentes altitudes, y crece en suelos pobres de sustancias nutrientes; esta 

capacidad de tolerancia a las adversidades, se confieren a las rizósferas, por lo que resulta 

importante conocer la diversidad de bacterias rizosféricas de esta especie. 

 Nogales (2005), afirma que las rizobacterias tienen un rol importante en los ciclos 

biogeoquímicos, incrementando la descomposición de materia orgánica que también sirve 

de alimento para las plantas, así como la producción de fitohormonas (Ferrera & Alarcón, 
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2001), como el ácido indol acético capaz de acelerar y potenciar el crecimiento, mejoran 

la fertilidad de los suelos fijando nitrógeno libre y podrían ser utilizadas como potencial 

benéfico contra plagas y enfermedades (Franco, 2009); sin embargo, la densidad de la 

población de bacterias es afectada por la profundidad de suelo (Toro, 2004), debido a que 

a mayor profundidad la concentración de materia orgánica disminuye y la concentración 

de oxígeno se encuentra ilimitada, por lo que las bacterias a mayores profundidades son 

anaerobias. 

En esta investigación el efecto ejercido por Rhizobium en el peso total de tarwi y 

arveja fue baja, lo que hace suponer que no habría estímulo en el crecimiento de las 

plantas; pero las referencias científicas afirman que las plantas del género Lupinus se 

asocian con Rhizobium y Bradyrhizobium, las cuales poseen capacidad de fijar nitrógeno, 

por lo que son sugeridas para ser usadas en la rotación de cultivos y así mantener la 

fertilidad de los suelos (Stepkowski et al., 2011), también están relacionadas con la 

restauración de suelos forestales, después de incendios.  Por otro lado, las plantas 

silvestres del género Lupinus fueron utilizados como abono verde, incrementando la 

fertilidad del suelo, acidificando el suelo y solubilizando nutrientes. 

Estas asociaciones bacterianas le permite a las plantas de Lupinus adaptarse a 

suelos pobres de nutrientes o suelos ácidos (Zamora & Terrazas, 2012); sin embargo, 

Lupinus angustifolius viendo siendo utilizado en remediación de suelos contaminados de 

metales pesados, incrementando su efecto cuando se co-inocula con Bradyrhizobium 

(Dary et al., 2010), por otro lado,  Lupinus montanus fue utilizado como planta nodriza 

para la reforestación con Pinus hartwegii (Ramírez & Rodríguez, 2009), en tal sentido 

queda abierta la posibilidad de realizar investigaciones en bacterias rizosféricas que 

promuevan el crecimiento vegetal en tarwi. 
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Las habas fueron las plantas más estimuladas por Rhizobium sp, debiendo 

probablemente a su habilidad de facilitar directa o indirectamente el desarrollo de sus 

raíces y del follaje de las mismas, la estimulación indirecta incluye los mecanismos por 

los cuales la bacteria inhiben la acción fúngica sobre el crecimiento y desarrollo de la 

planta (Essalmani & Lahlou, 2003), la estimulación directa incluye la fijación de 

nitrógeno (Sessitsch et al., 2002), la producción de fitohormonas (Perrine et al., 2004), 

de enzimas (Mayak et al., 2004) de sideróforos (Carson et al., 2000) y la capacidad de 

solubilización de fosfatos (Rodríguez & Fraga, 1999). 

La estimulación directa podría varias de planta a planta, según sus condiciones 

ambientales en el que se encuentran afectando el metabolismo bacteriano, tales como el 

tipo de sustrato orgánico, la textura del suelo y la distribución de nutrientes y oxígeno, la 

competencia con otros organismos, entre otros (Lucas, 1998). 

4.2.3 Longitud de raíces 

El mayor promedio de las longitudes de raíces de arveja fue de 3.43 cm con 

concentraciones bacteriana de 1.5 x 108 UFC/mL; en habas el más alto promedio fue de 

6.63 cm con concentraciones de 15 x 108 UFC/mL; y en tarwi el más alto promedio de 

longitudes de raíces se obtuvo con concentraciones de 15 x 108 UFC/mL con 3.27 cm 

(Tabla 8). 
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Tabla 8. Longitud de raíces (cm) de plántulas de arveja, habas y tarwi inoculados con 

Rhizobium spa. 

Semillas 

inoculadas 
Concentración Rep 1 Rep 2 Rep 3 Promedio 

CV 

(%) 

Arveja 

Control 2.7 2.6 2.3 2.53 8.22 

30 x 108 2.9 3.1 3.2 3.07 4.98 

15 x 108 3.4 3.5 3.2 3.37 4.54 

1.5 x 108 3.2 3.4 3.7 3.43 7.33 

Habas 

Control 2.4 2.8 2.5 2.57 8.11 

30 x 108 3.7 3.8 3.4 3.63 5.73 

15 x 108 6.5 6.8 6.6 6.63 2.30 

1.5 x 108 3.1 3.4 3.3 3.27 4.68 

Tarwi 

Control 2.3 2.8 2.5 2.53 9.93 

30 x 108 2.9 2.6 2.8 2.77 5.52 

15 x 108 3.1 3.4 3.3 3.27 4.68 

1.5 x 108 2.9 3.4 3.1 3.13 8.03 

 

Las plántulas de habas presentaron los mayores promedios de longitudes de raíces, 

seguidos de arveja y tarwi con 4.03, 3.10 y 2.93 cm (Tabla 9), presentando diferencia 

significativa entre las semillas (Fc=4.27; gl=2; P=0.0225) (Figura 18).  La concentración 

bacteriana de 15 x 108 UFC/mL, fue la que estimuló el mejor crecimiento de las raíces 

(4.42 cm), siendo superior a los tratamientos de 30 x 108 y 1.5 x 108 UFC/mL (Fc=7.29; 

gl=2; P=0.0007), con promedios de 3.28 y 3.16 cm (Figura 19). 
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Tabla 9. Prueba de Dunnett comparando el efecto de las concentraciones de Rhizobium 

sp y el tratamiento control en las longitudes de las raíces de fabáceas (datos transformados 

a Log10). 

Comparaciones Error estándar Significancia 

1.5 x 108 – Control 4.10247 0.198 

15 x 108 – Control 4.10247 <0.001 

30 x 108 – Control 4.10247 0.327 

 

 

Figura 18. Prueba de Tukey de las longitudes de las raíces de las plántulas inoculadas 

con Rhizobium sp. 
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Figura 19. Prueba de Tukey de las longitudes de las raíces de las plántulas inoculadas 

con Rhizobium sp. 

En la investigación, Rhizobium sp estimuló el mayor crecimiento de raíces en 

habas, dichos resultados concuerdan con Mayak et al. (2004) quienes mencionan la 

habilidad de las cepas de Rhizobium para producir ACC (ácido 1 – aminociclopropano – 

1 – carboxílico) diaminasa, compuesto enzimático que reduce los niveles de etileno en las 

raíces de las plantas, incrementándose así la longitud y el crecimiento de las raíces de las 

plantas; mientras que Chabot et al. (1996), Yanni et al. (2001) y Perrine et al. (2004), 

sostienen que las moléculas promotoras del crecimiento vegetal como el ácido indol 

acético, las giberelinas y las citoquininas son producidas por bacterias del género 

Rhizobium, y se ubican en la rizósfera o en tejidos vegetales, estimulando el mayor 

desarrollo de sus raíces y de esta manera realizan la absorción de nutrientes de la raíz en 

beneficio de la planta no leguminosa, asimismo concuerda con Gutiérrez & Martínez 

(2001), quienes encontraron incrementos hasta un 42% de materia seca de la parte aérea 

y del 49% de materia seca de las raíces en plantas de maíz que fueron inoculadas con 

Rhizobium etli. 
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En esta investigación se observó que la inoculación de Rhizobium sp resultó con 

el mejor crecimiento de raíces de habas, seguido de arveja y tarwi, estos resultados 

concuerdan con lo mencionado por Soriano & Gonzáles (2012), quienes determinaron 

que las plántulas de Capsicum annuum L. var. Longum “páprika” y Lactuca sativa 

“lechuga” inoculadas con Rhizobium etli incrementaron significativamente la altura de 

las plántulas y las longitudes de sus hojas, y por ende de su peso total, debido a que son 

los parámetros morfológicos que se visualizan con mayor claridad del efecto del 

tratamiento bacteriano; sin embargo, Schloter et al. (1997), observaron que Rhizobium, 

no sólo colonizan las superficies de la raíz, sino también las células lisadas de la corteza 

radicular y en el espacio intracelular del centro de células de la raíz del cilindro. 

La promoción del crecimiento de las raíces de las plántulas de fabáceas inoculadas 

con Rhizobium sp, se debería probablemente a la interacción de los simbiontes y el 

hospedante, así como posiblemente la mayor fijación de nitrógeno, que asegura el mayor 

desarrollo radicular de las plantas, mejorando así la respuesta vegetal ante el estrés o 

sequía, estimulando el crecimiento general de las plántulas (Domit et al., 1990), 

evidenciando la altura y el peso total de las plántulas, por otro lado, se menciona la 

producción de sideróforos microbianos, que juegan un rol importante en el biocontrol de 

algunas enfermedades vegetales transmitidas por el suelo y en nutrición de las plantas de 

hierro (Loper & Buyer, 1991). 

Una carencia de hierro, puede originar la falta de estimulación de la bacteria en el 

crecimiento de las raíces de las plantas, para superar esta necesidad, las bacterias de la 

especie Bradyrhizobium japonicum, utilizan sus propios sideróforos y los que son 

producidos por otros organismos (Plessner et al., 1993) y gracias a ello sobreviven en 

plantas no leguminosas (Antoun et al., 1998), también se debería posiblemente a la 

capacidad de solubilización del fosfato (Halder & Chakrabartty, 1993), en donde un gran 
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número de cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium son capaces de solubilizar fosfatos y la 

producción de fitohormonas como el ácido indol acético (AIA) (Wang et al., 1982).  

4.2.4 Longitud de tallos 

El mayor promedio de las longitudes de tallos de arveja (4.57 cm) se obtuvieron 

al inocular una concentración de 1.5 x 108 UFC/mL, por otro lado, los tallos de las habas 

presentaron el mejor crecimiento (7.37 cm) al inocularles concentraciones de 15 x 108 

UFC/mL, mientras tanto que en tarwi, el mejor crecimiento (4.13 cm) se obtuvo luego de 

la inoculación de una concentración bacteriana de 1.5 x 108 UFC/mL (Tabla 10).  Todos 

los tratamientos aplicando bacterias fueron superiores a los tratamientos controles. 

Tabla 10. Longitudes de tallos (cm) de plántulas de arveja, habas y tarwi inoculadas con 

Rhizobium sp. 

Semillas 

inoculadas 
Concentración Rep 1 Rep 2 Rep 3 Promedio 

CV 

(%) 

Arveja 

Control 3.6 3.5 3.2 3.43 6.06 

30 x 108 4.3 4.7 4.5 4.50 4.44 

15 x 108 4.3 4.1 4.8 4.40 8.19 

1.5 x 108 4.3 4.6 4.8 4.57 5.51 

Habas 

Control 3 2.9 3.4 3.10 8.53 

30 x 108 3.4 3.6 3.1 3.37 7.48 

15 x 108 7.4 7.2 7.5 7.37 2.07 

1.5 x 108 4.5 4.7 4.8 4.67 3.27 

Tarwi 

Control 2.8 2.3 2.6 2.57 9.80 

30 x 108 3.4 3.8 3.7 3.63 5.73 

15 x 108 3.8 3.6 3.9 3.77 4.06 

1.5 x 108 3.9 4.1 4.4 4.13 6.09 

 

Las plántulas de habas presentaron los mejores promedios en longitudes de tallos 

post inoculación bacteriana, seguidos de arveja y tarwi, no presentando diferencia 

significativa entre las semillas (Fc = 2.91; gl = 2; P = 0.06.36) (Figura 20).  La 
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concentración bacteriana que mejor influyó en el crecimiento de los tallos fue 15 x 108 

UFC/mL, con un promedio de 5.18 cm, no presentando diferencia estadística con la 

concentración 1.5 x 108 UFC/mL (Fc=2.91; gl=2; P=0.0636) (Figura 21).  Según la 

prueba de Dunnett, los crecimientos de los tallos no presentaron diferencia estadística 

significativa frente a los tratamientos controles. 

 

Figura 20. Prueba de Tukey de las longitudes de los tallos de las plántulas inoculadas 

con Rhizobium sp. 
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Figura 21. Prueba de Tukey de las longitudes de tallos de las plántulas inoculadas con 

Rhizobium sp. 

Rhizobium sp, fue aislada de la rizósfera de la alfalfa, esto se debería a que ésta es 

cepa nativa de zonas tropicales, está adaptada a las condiciones adversas de temperatura 

ambiental y la presencia de los exudados diferentes liberados por las plantas, su 

establecimiento eficiente de la bacteria en la rizósfera vegetal, puede variar debido al daño 

foliar, producto de la toxicidad por microelementos causado en las plántulas, 

convirtiéndolos en más susceptibles a los factores climáticos, motivo por el cual el 

porcentaje de sobrevivencia es muy bajo en algunas plantas, disminuyendo su 

crecimiento, siendo uno de los factores que afecta a los microorganismos rizosféricos el 

estadio fisiológico de las hojas de la planta, debido a que las hojas sintetizan aminoácidos, 

azúcares y flavonoides que se movilizan a la raíz, siendo excretados por ésta, 

promoviendo el desarrollo microbiano rizosférico (Cleveland et al., 2004). 

El aumento en altura y la longitud del tallo, se debería probablemente a la mayor 

producción de auxinas, lo cual coincide con lo indicado por Perrine et al. (2004), quienes 

afirman que los rizobios poseen un metabolismo que favorece la síntesis de moléculas 

promotoras del crecimiento como el ácido indol acético, las giberelinas y las citoquininas, 

que son secretadas en la rizósfera o en los tejidos de las plantas, estimulando el desarrollo 

de la raíz y la absorción de nutrientes en beneficio de la planta.  Adriano et al. (2011), 

consideran que la inoculación microbiana necesita de condiciones apropiadas para el 

establecimiento e interacción que conduzca a la efectividad de la simbiosis bacteriana, a 

su vez ésta garantice la absorción de nutrientes para satisfacer las exigencias de la 

estimulación, estas condiciones pueden derivarse del microhábitat que implica tipo de 

suelo, influido por la especie y variedad del cultivo. 
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 Cortes et al., (2009) en el estudio de los microorganismos de la rizósfera de ilama 

(Annona diversifolia Saff.), encontraron que las unidades formadoras de colonia de las 

bacterias totales, solubilizadoras de fosfatos y las fijadoras de nitrógeno de vida libre 

fueron más abundantes en las rizósferas de plantas con hojas completas y no en 

defoliadas, por tanto se afirman que la colonización microbiana son influenciadas por 

diversos factores como las condiciones ambientales (humedad y temperatura del suelo), 

la fenología, el estadio fisiológico de las plantas hospederas y la tasa de crecimiento 

radical (Brundrett, 2002), asimismo Cortes et al. (2009), aseveran que las poblaciones 

microbianas rizosféricas varían la estacionalidad y la edad de las plantas. 

Con los resultados obtenidos en la presente investigación, se rechaza la hipótesis 

planteada en el proyecto de investigación, en razón de que afirmaba que “Rhizobium sp a 

una concentración de 30 x 108 UFC/ml, estimula mejor la germinación de semillas e 

incrementa el peso total de la planta, la longitud total de las raíces y la longitud de tallos 

de fabáceas (arveja, habas y tarwi) cultivadas en condiciones de laboratorio”, pero en la 

investigación se determinó que la concentración de Rhizobium sp que mejor estimuló la 

germinación, el peso y las longitudes de raíces y tallos fue 15 x 108 UFC/ml. 

En la presente investigación se puede afirmar que los aislamientos de Rhizobium 

sp aislados en los suelos del distrito de Taraco, provincia de Huancané, región Puno, 

presentaron mejores efectos en las habas (Vicia faba), esto probablemente a que 

genéticamente tendría mayor afinidad entre ellos, logrando una simbiosis óptima, por lo 

que sería apropiado recomendarlo como inoculante. Por otro lado, los mejores efectos en 

los procesos de germinación, el peso de las plántulas y longitudes de raíces y tallos, se 

obtuvieron inoculando plántulas de fabáceas con concentraciones de Rhizobium sp de 15 

x 108 UFC/ml, esto se debería probablemente a que un mayor número de bacterias no 

generaría metabolitos secundarios suficientes para la estimulación de la germinación de 
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sus semillas, ya que los reguladores del crecimiento vegetal, tienen una influencia 

importante en el crecimiento de la planta. 
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V. CONCLUSIONES 

- Las colonias de Rhizobium sp, fueron de color rosadas, textura cremosa, apariencia 

translúcida, bordes irregulares y altura plana en LMA – RC y colonias amarillas, 

amarillas verdosas y verdosas, con diámetros menores a 3 mm en LMA - ABT, todas 

fueron Gram negativas, los recuentos de Rhizobium sp fueron mayores en la localidad 

de Ramis, los que oscilaron entre 225 x 102 y 238 x 102 UFC/g, seguido de Sacasco 

con recuentos bacterianos de 183 x 102 y 193 x 102 UFC/g. 

- Rhizobium sp, aislado a partir de nódulos de alfalfa, estimularon el mejor porcentaje 

de germinación, el peso total de las plántulas, el crecimiento de raíces y tallos en 

semillas de arvejas y en habas mayoritariamente, las concentraciones de 1.5 x 108 

UFC/mL y 15 x 108 UFC/mL fueron las que resultaron mejor en la estimulación e 

incrementos de sus longitudes y pesos. 
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VI. RECOMENDACIONES 

-  A los investigadores y egresados de la Facultad de Ciencias Biológicas y ramas afines, 

realizar la identificación molecular de las especies de Rhizobium sp aisladas en suelos 

del Altiplano Peruano. 

- A los investigadores de pre y posgrado, realizar inoculaciones experimentales en 

diferentes concentraciones y diversas semillas de fabáceass con la finalidad de obtener 

bioinoculantes propios del Altiplano Peruano. 
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ANEXOS 

Tabla 11. Análisis de varianza y prueba de Tukey de los recuentos de Rhizobium en 

nódulos procedentes de las localidades de muestreo. 

 

Tabla 12. Análisis de varianza y prueba de Tukey de la germinación según las plantas 

inoculadas. 

 

Tabla 13. Análisis de varianza y prueba de Tukey de la germinación según la 

concentración de bacterias inoculadas. 
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Tabla 14. Análisis de varianza y prueba de Tukey del peso total de la plántula según la 

planta inoculada. 

 

Tabla 15. Análisis de varianza y prueba de Tukey de la longitud de la raíz según la planta 

inoculada. 

 

Tabla 16. Análisis de varianza y prueba de Tukey de la longitud de la raíz según la 

concentración bacteriana inoculada. 
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Tabla 17. Análisis de varianza y prueba de Tukey de los tallos según la planta inoculada. 

 

Tabla 18. Análisis de varianza y prueba de Tukey de los tallos según la concentración 

bacteriana inoculada. 

 

Fotografías de los campos de cultivo de alfalfa 

 

Figura 22. Zona de muestreo de nódulos, comunidad de Sacasco. 
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Figura 23. Zona de muestreo de nódulos, zona Ramis. 

 

 

Figura 24. Toma de muestra y almacenamiento de nódulos. 
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