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RESUMEN

El uso de agroquimicos es un factor negativo para la calidad de los suelos,
disminuyendo su fertilidad, ante ello se plantea la alternativa del uso de bacterias
diazotroficas, que estimulan el crecimiento de las plantas. El objetivo del estudio fue
determinar la germinacién y crecimiento in vitro de alfalfa (Medicago sativa L.)
inoculadas con bacterias diazotroficas. La determinacion de la carga bacteriana
diazotrofa se determind mediante la técnica de recuento en placa, la identificacion de
bacterias diazétrofas mediante la tincion Gram, prueba de catalasa, de almidon y del
manitol. Se experiment6 la inoculacion de 1.5, 3y 6 x 108 células bacterianas/ml y un
tratamiento sin inoculacion bacteriana, para determinar la germinacion in vitro y en
plantulas de alfalfa luego de 30 dias se determind la longitud del tallo y raiz final. Los
resultados fueron: las muestras de suelo presentaron recuentos bacterianos de 5.20 x 10°
UFC/g en Nufioa y en Ayaviri 3.47 x 10 UFC/g suelo, siendo diferentes estadisticamente
(T=-3.37; P=0.0280). Las bacterias diazétrofas originaron una germinacion de semillas
de alfalfa con promedios de 83.33% inoculados con 6 x 108 células/ml, siendo mayor a
los demas tratamientos y al control con 33.33% (Fc=30.55; gl=3; P=0.0001), la misma
inoculacion origind una longitud de tallo de 4.99 cm y una longitud de raiz de 5.81 cm,
siendo superiores a los demas tratamientos inoculados y en el control fue de 1.81y 1.05
cm en tallo y raiz respectivamente (F=20.89; gl=3; P=0.0004). Se concluye que, a mayor
inoculacion bacteriana, mayor fueron los porcentajes de germinacion, la longitud de tallo

y raices, superando al tratamiento control.

Palabras clave: Chenopodium quinua, Inoculante, In vitro, Rhizobium sp, Quinua.
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ABSTRACT

The use of agrochemicals is a negative factor for the quality of the soil, reducing
its fertility. Given this, the alternative of using diazotrophic bacteria, which stimulate
plant growth, is proposed. The objective of the study was to determine the germination
and in vitro growth of alfalfa (Medicago sativa L.) inoculated with diazotrophic bacteria.
The determination of the diazotrophic bacterial load was determined by the plate count
technique, the identification of diazotrophic bacteria by Gram staining, catalase, starch
and mannitol tests. The inoculation of 1.5, 3 and 6 x 108 bacterial cells/ml and a treatment
without bacterial inoculation were experimented to determine in vitro germination and in
alfalfa seedlings after 30 days the length of the stem and final root was determined. The
results were: the soil samples presented bacterial counts of 5.20 x 10® CFU/g in Nufioa
and in Ayaviri 3.47 x 10% CFU/g soil, being statistically different (T=-3.37; P=0.0280).
Diazotrophic bacteria caused germination of alfalfa seeds with averages of 83.33%
inoculated with 6 x 108 cells/ml, being higher than the other treatments and the control
with 33.33% (F=30.55; gl=3; P=0.0001), the same inoculation caused a stem length of
4.99 cm and a root length of 5.81 cm, being superior to the other inoculated treatments
and in the control it was 1.81 and 1.05 cm in stem and root respectively (F= 20.89; df=3;
P=0.0004); It is concluded that the greater the bacterial inoculation, the greater the

germination percentages, stem and root length, surpassing the control treatment.

Keywords: Chenopodium quinoa, Inoculant, In vitro Rhizobium sp, Quinoa.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En la region Puno, sus habitantes en la gran mayoria se dedican a la crianza de
animales como son los vacunos mejorados, para la produccion de leche y carne,
principalmente al norte, en las provincias de Ayaviri, Huancané y Azangaro. La
alimentacion de estos animales influye en la ulterior produccion de leche, los cuales se
basan en la alimentacion con forraje de buena calidad nutritiva como lo es la alfalfa. Pero
en varios distritos de la provincia de Melgar, la produccién de alfalfa viene disminuyendo,
debido a la carencia de los macro y micronutrientes esenciales en el suelo para el
desarrollo vegetal, asimismo se presume de sustancias inorganicas, el pH del suelo y

principalmente la disminucidn de la diversidad bioldgica benéfica.

Las bacterias diazétrofas existen en todo campo de cultivo, pero son disminuidos
por diferentes actividades antrdpicas, principalmente por el uso de agroquimicos. Estas
bacterias poseen las siguientes bondades: permiten una produccion a bajo costo, protegen
el medio ambiente y mantienen la conservacion del suelo desde el punto de vista de su
fertilidad y biodiversidad, fijan el nitrégeno atmosférico y suministran fosforo a las
plantas, producen fitohormonas como el &cido indol acético y citoquininas, descomponen
la materia organica, son biodegradadores de sustancias organicas, crean una barrera

protectora de las raices al ataque de otros microorganismos plagas, entre otras bondades.

En tal sentido, en la presente investigacion se plante6 la evaluacion de la
germinacién y crecimiento in vitro de alfalfa (Medicago sativa L.) inoculadas con
bacterias diazotrdficas, con la finalidad que en el futuro se constituya en una alternativa

ecoldgica aplicando bacterias benefactoras en el agro de la region y el pais, parecido a lo

14
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experimentando en diversos paises vecinos.

Por tales motivos, la investigacion que se presenta, tuvo los siguientes objetivos

especificos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

- Determinar la germinacion y el crecimiento in vitro de alfalfa (Medicago sativa

L.) inoculadas con bacterias diazotréficas.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la carga de bacterias diazétrofas en suelos de cultivo de la provincia
de Melgar.
- Evaluar la inoculacién de bacterias diazotrofas en la germinacion de semillas y el

crecimiento de plantulas de alfalfa (Medicago sativa L.).
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

La gallinaza cruda tiene un efecto negativo en Azotobacter sp, al contrario sucede
con la gallinaza compostada (1.0 x 10” UFC) y en Azospirillum sp sin respuesta relevante,
sin embargo, fue méas abundante que Azotobacter sp en cada uno de los tratamientos
(Montenegro et al., 2017), la microbiota asociada con la rizosfera desempefia una funcion
importante para la nutricion y el desarrollo de la planta, los aislados originaron que las
plantas de cacao tratadas con bacterias incrementaron su crecimiento y N (%) foliar, en
comparacion con el testigo (Zula et al., 2014), las cepas de rizobacterias en semillas de
Sporobolus cryptandrus dieron un incremento de la longitud de radicula superior y una
germinacion al 100% a comparacion del 40% del tratamiento testigo (Bécquer et al.,
2013), las cepas de Azotobacter spp en el desarrollo vegetativo de Lycopersicon
esculentum Mill. “tomate”, determinaron que producen acido indolacético en cantidades
que varian de 7.10 a 57.99 mg/l, las cantidades de nitrégeno fijado como amonio oscila
entre 0.13 a 1.64 mg/l y presentan una solubilizacion de roca fosforica del 1.61 % de
eficiencia por ende incrementan el volumen radicular, la altura, la parte aérea, la materia

seca total y de la raiz en comparacion con el testigo absoluto (Escobar et al., 2011),

En plantulas de Carica papaya variedad Maradol en vivero, se les aplico tres
biofertilizantes aplicados solos o0 en combinacién (Azotobacter chroococcum,
Azospirillum brasilense y Glomus intraradices), incrementaron el porcentaje de
germinacién a 90.28 y 88.89% respectivamente (Constantino et al., 2017), las bacterias

que promueven el incremento del crecimiento en la maca, entre las poblaciones

16
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microbianas se tienen a los diazotrofos, los aerobios psicrofilos y Pseudomonas estimulan
la germinacion de semillas de maca incrementando significativamente el porcentaje de
germinacion (Zudiga, 2010), las bacterias beneficiosas de suelo donde se cultivan
platanos se consideran como posibles biofertilizantes, entre ellos Azospirillum tuvo un
mejor crecimiento inoculando 15 x 10° UFC/g de biofertilizante y Azotobacter en una
concentracion de 63 x 10* UFC/g, logrando el mayor contenido de nitrégeno en un 5.25%
(Cérdova et al., 2009). Ademas, las bacterias Azotobacter chroococcum, Azotobacter
vinelandii, y actinomicetos aislados de cultivos de papa (Solanum tuberosum), mostraron
capacidad para inhibir al hongo Fusarium solani en un 17%, y al hongo Rhizoctonia

solani en un 9% (Rico, 2009).

Bioensayos en placas Petri, donde se coloco papel de filtro humedecido en la base
y sobre ella se sembraron 20 semillas por placa, reportaron porcentajes promedio de
germinacion del 96.07%, las aguas de las represas no presentaron toxicidad (Lallana et
al., 2008). En otro estudio, fue inoculado el pasto angleton (Dichantium aristatum) con
cepas nativas de Azotobacter sp, que son fijadoras de nitrogeno y secretoras de acido indol
acetico (AlA), aumentaron los promedios de la altura del tallo, peso seco y contenido de
nitrogeno (Lara & Oviedo, 2007), las bacterias aisladas de la rizésfera de las malezas,
fijaron 36.03 mg/l de nitrégeno en forma de amonio, 60.75 mg/l de &cido indol acético y
6.06 mg/l de fosforo solubilizado. Fueron antagonicas a Fusarium verticillioides, asi
como también poseen actividad proteolitica y quitinolitica (Leon & Rojas, 2015). En el
cultivo de maiz, al inocular Azotobacter chroococcum y Azotobacter chroococcum con
vermicompost mostraron mejores resultados aplicando 15 I/ha y 2 t/ha, con una

germinacion de semillas del 98.4%, altura de la planta de 1.14 m, peso fresco aéreo de
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40.7 g, peso fresco radical de 20.4 g, peso seco aéreo de 10.1 g y peso seco radical de 5.1

g (Huete et al., 2019).

El efecto del consorcio Azotobacter- Rhizobium en Lupinus mutabilis Sweet
“tarwi”, mostraron el mejor tratamiento con Azotobacter sp. con 70% de germinacion, la
biomasa seca después del tratamiento con la cepa Rizol (Rhizobium sp. aislado) fue
superior al nitrato de potasio (N+) luego de 20 dias de evaluacion (Gonzales et al., 2018),
las semillas de trigo inoculadas con Azospirillum spp. y Az. beijerinckii favoreciendo un
aumento en la absorcion de la urea en las raices, y alcanzo un peso seco similar al del
trigo fertilizado sélo con 100% de urea, sin inocular (Garcia et al., 2005), cinco géneros
bacterianos Rhizobium, Azotobacter, Stenotrophomonas, Sphingomonas y Beijerinckia,
fueron inoculadas en plantas de maiz y obtuvieron las mayores alturas de plantas con 96.3
y 189.6 cm respetivamente, mayor nimero de hojas, con una diferencia del 15.38, 23.8 y
27.92% respectivamente frente al control (Gonzalez, 2015), bacterias aerobias aisladas
de la rizésfera de Pinus patula, entre ellas Bacillus macerans (35.5%), Pseudomonas sp
(29%), Enterobacter agglomerans (22.6%) y Azotobacter chroococcum (12.9%), los
mejores promedios en casi todos los parametros vegetales se obtuvo con A. chroococcum

(Orozco & Martinez, 2009).

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Bacterias diazotréficas

Las bacterias diazotréficas, son biosintetizadores de amonio a partir del
nitrogeno atmosférico, conjuntamente con los actinomicetos y las algas verde
azules (cianoficeas) reducen el nitrégeno atmosférico a nitrogeno amoniacal

incorporandolo al suelo, entre ellos se mencionan los géneros Azotobacter,
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Azospirillum, Beijerinckia, Derxia, Azomonas y Oscillatoria (Madigan &
Matinko, 2004), cuando la humedad del suelo sea adecuada y con una fuente de
carbono accesible como el material vegetal en descomposicién (pajas o
subproductos de cosecha), por lo que siempre estan acompafiadas por bacterias
celuloliticas (Frioni, 2011), asimismo necesitan alcoholes, azucares o acidos
organicos que son suministrados por otros microorganismos degradadores, en la
rizosfera, el desarrollo de las bacterias es estimulada por las exudaciones que

emite la planta esta bien nutrida (Coyne, 2000).

El suelo es un ecosistema con una inmensa riqueza microbiana, a pesar de
que existe numerosos estudios basados en microorganismos del suelo, no se ha
determinado completamente la biodiversidad de microorganismos para que un
determinado suelo agricola se encuentre en 0ptimas condicionales para el cultivo
de plantas (Escobar et al., 2011), el grupo de rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal, también conocido como PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), colonizan la raiz y estimulan el crecimiento vegetal, los
microorganismos diazétrofos (Atlas & Bartha, 2002), capaces de fijar nitrégeno,
son objeto no solo de estudio en microbiologia de suelos, sino también en el
desarrollo de productos biolégicos comerciales, para su identificacion bacteriana,
el analisis del gen del RNA ribosomal 16S se constituye en la herramienta para
identificar bacterias diazotrdéficas asimismo permite establecer las relaciones

filogenéticas entre individuos del mismo agroecosistema (Hala & Ali, 2019).

Las bacterias Azotobacter tienen movimiento y forman quistes cuando
encuentran condiciones adversas, pueden llegar a fijar 40 kg de nitrégeno por

hectarea lo que equivale a 200 kg de sulfato de amonio, los suelos deben poseer
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pH é&cidos (5.5) y alcalinos, pero prefieren los neutros (Coyne, 2000), la carga
microbiana de los suelos tiene un efecto indispensable en el logro de cultivos de
alto rendimiento y mejora la produccion y el control ambiental; ademas permiten
el mantenimiento de la biodiversidad y la sostenibilidad de los ecosistemas
(Carvajal & Mera, 2010). Las bacterias de vida libre, 0 en simbiosis, que habitan
la riz6sfera pueden estimular el crecimiento de las plantas a través de diferentes
procesos, como la sintesis de reguladores del crecimiento vegetal, la fijacion de
nitrégeno, la solubilizacidn de nutrientes, la produccidn de sider6foros y el control

de fitopatdgenos del suelo (Torriente, 2010).

Figura l

Las bacterias biofertilizantes frecuentes en los campos de cultivo.

Rhizobium
 Bacterias que Bacterias de
fijan el nitrégeno vida libre, que
atmaosférico y viven gplfngf;aie;
en forma cualquier cultivo,
simbidtica con mejoren la
leguminosas. solubilidad y
disponibilidad
de nutrientes.

* Enriquecen el suelo en nitrogeno.

* Favorecen la reduccion de
microorganismos patogencs

* Influyen para una mejor produccion y
rendimiento de granos, forrajes, papa,
algodon,hortalizas, efc.

Fuente:http://www.cepes.org.pe/pdf/OCR/Partidos/manejo_ecologico de suelos/manejo_ecolo

gico_de_suelos-21.pdf.

Las bacterias de los géneros Azotobacter, Stenotrophomonas,

Azospirillum, Klebsiella, Beijerinckia, Pseudomonas, Bacillus entre otros,

transforman el nitrogeno atmosférico en amonio (fijacion biolégica de nitrégeno),
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representa un beneficio econdémico y reduce el impacto negativo en el ambiente,
debido al uso de insumos quimicos (Bruinsma, 2003), las especies Azotobacter
vinelandii, Stenotrophomonas maltophilia y Burkholderia cepacia, pueden ser
identificados mediante técnicas convencionales o basadas en sus propiedades
bioquimicas, como la descripcion de su morfologia celular, la tincion Gram,
crecimiento en condiciones aerobias o anaerobias, requerimientos de sustratos
especiales para su cultivo (Pefia, 2002), llegando a identificarse hasta género y
para la caracterizacion de especies, subespecies, serovariedades o cepas, se precisa
de técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que identifica

secuencias de ADN (Laura et al., 2013).

2.2.2 Azotobacter sp

Clasificacion taxonémica del género Azotobacter:

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

Azotobacter tienen un tamafio que oscila de 1.5 y 2.0 pm, son
pleomorficas, pueden variar de bacilos a forma cocoides, individuales, en pares o
formando agregados irregulares, llegando a formar cadenas de tamarfio variable.
Se reproducen mediante fision binaria y su desplazamiento es mediante flagelos

peritricos (Coyne, 2000). No producen endosporas, pueden formar quistes en
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condiciones ambientales adversas, y en el laboratorio se pueden inducir quistes

pasando el cultivo de un medio con glucosa a uno con B-hidroxibutirato como

Unica fuente de carbono (Lin & Sadoff, 1968).

Segun su metabolismo, son catalasa positivas y aerobias, se consideran
quimioheterétrofas, por utilizar azlcares, alcoholes y sales inorganicas para su
crecimiento. Pueden desarrollarse en condiciones de baja concentracion de
oxigeno, y su pH 6ptimo esta de 7.0 a 7.5. Son mesofilas y su temperatura dptima
de crecimiento es de 30 °C (Zufiga, 2010). Fijan hasta 10 mg de nitrégeno por
cada g de glucosa metabolizado, y para este proceso requieren molibdeno. Utilizan
nitrato, sales de amonio y ciertos aminoacidos como fuentes de nitrégeno.
Algunas especies también son capaces de producir alginatos, poli-a-
hidroxibutirato (Horan et al., 1983), pigmentos y hormonas vegetales como

auxinas, citoquininas y giberelinas (Coyne, 2000).

Las bacterias fijadoras de nitrdgeno o diazotrofas fueron las primeras en
ser producidas comercialmente para la biofertilizacidn de suelos, las especies que
corresponden al género Azotobacter, son Azotobacter chroococcum, Azotobacter
vinelandii, Azotobacter beijerinckii, Azotobacter paspali, Azotobacter salinestris,
Azotobacter nigricans y Azotobacter armeniacus (Page & Shivprasad, 1991), fijan
asimbidticamente nitrdgeno y solubilizan fosfato, ademas biodegradan
agroquimicos como el endosulfan (Balandreau, 1986), el medio selectivo ademéas
de poseer microelementos para la fijacion del nitrégeno debe poseer FeSQOas, los
aislamientos poseen dos morfologias diferentes de colonia, de color crema,
medianas, irregulares y brillantes y colonias pequefias, traslicidas y brillantes

(Coyne 2000), algunas cepas Azotobacter presentan formacién de quistes, al
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proceder del suelo quienes se encuentran en fase de resistencia ante las
condiciones ambientales (Vela, 1974), en un cultivo de laboratorio, también
pueden formarse quistes ante condiciones adversas, como la carencia de nutrientes
como el B- hidroxibutirato (Hitchins & Sadoff, 1973), debido a la accion de los
iones de calcio en el medio (Hitchins & Sadoff, 1970), pero no son formadas
exclusivamente por Azotobacter y si lo forman se agrupan en pares, ya que
también lo forman las bacterias del género Beijerinckia, al microscopio

Azotobacter sp son bacilos Gram negativos, grandes y cortos (Holt, 2000).

La identificacion bioquimica de bacterias del género Azobacrer se realiza
empleando técnicas convencionales basandose en la utilizacion de cuatro
azucares, benzoato y fenol como fuente de carbono, prueba de la catalasa, prueba
de Nessler, hidrolisis de almidon y produccion de &cido 3- indolacético (Tejera et
al., 2005), se toman en cuenta también las observaciones macro y microscopicas
(morfologia celular y de la colonia) asi como la pigmentacion en medio Ashby-
benzoato para la identificacion preliminar (Frioni, 2011), la identificacion
molecular se realiza en base en el ADNr 16S, mediante la amplificacion con los
iniciadores FGPL y FGPS los cuales han sido utilizados en la amplificacion del
ADNTr 16S de bacterias diazétrofas (Nour et al., 1994), sin embargo, no son
especificos para bacterias del género Azotobacter, ante ello se obtuvo un
fragmento de 2000 pb aproximadamente, que corresponderia al gen 16Sy los IGS

16-23S, tal como los reporta Hala & Ali (2019).

La secuenciacion de ADN se realizan empleando la herramienta CAP
contig del software Bioedit, luego de obtener la secuencia, se compara con las

secuencias registradas en la base de datos GenBank utilizando el programa
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BLAST 2.2.20 (Basic Local Aligment Search Tool) (Zhang et al., 2000), de esta
manera se logra identidad definitiva de especies Azotobacter vinelandii,
obteniendo asi su filogenética agrupados en el mismo clado que Azotobacter
vinelandii, teniendo como vecino a A. chrococcum y A. salinestris, guardando una

estrecha relacion con Pseudomonas alcaligenes (Fialho et al., 1990).
2.2.3 Efectos de la inoculacion sobre el desarrollo de las raices

Los efectos de la inoculacién vegetal con bacterias originan cambios
morfoldgicos en el sistema radicular, estando directamente relacionados con la
concentracion del indculo y cuando es superior a los niveles 6ptimos origina
efectos inhibitorios, sin embargo, a dosis bajas no causan efecto (Madigan et al.,
2004), la concentracion bacteriana 6ptima es alrededor de 10° — 108 unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), mientras que para el maiz es de
10" UFC/ml, una elevada concentracion de 10% — 10'® UFC/ml generalmente
inhibe el desarrollo radicular, estos datos no han revelado cuéntas células
bacterianas por semilla o plantula se requieren para obtener una respuesta vegetal

positiva (Bashan et al., 2004).

Los efectos positivos de la inoculacion se reflejan en diversos parametros
morfoldgicos de la raiz, incremento en la longitud (particularmente en la zona de
elongacion), en el namero y longitud de las raices laterales, lo cual incrementa el
volumen radicular, incremento en el peso seco de la raiz, en el nimero, densidad
y aparicion temprana de pelos radiculares (Ledn & Rojas, 2015), en el area de
superficie radicular, promocién de la division celular en el meristemo radicular,
cambios en los arreglos celulares de la corteza, estimulacion de la exudacion

radicular y cambios en la morfologia externa de las raices (Gonzales et al., 2018),

24

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

estas observaciones se fundamentaron en estudios microscopicos, pero no
pudieron ser confirmadas en un estudio posterior donde se utilizé la misma cepa

de A. brasilense (Perrig et al., 2007).

En otros cultivos ocurre una disminucion en la longitud radicular, masa y
volumen, a pesar de que se observa un incremento de los brotes (Huete et al.,
2019), serian a consecuencia de la inoculacion de plantas con cepas de
Azospirillum, dichos pardmetros morfoldgicos pueden ser medidos con precision
y se analizaron mediante métodos (Hartmann & Zimmer, 1993), ademas de afectar
positiva 0 negativamente muchos parametros en raices (Montenegro et al., 2017),
la inoculacion de plantas con bacterias puede afectar parametros con el follaje,
debido a los efectos positivos en la absorcion de minerales por la planta como
NOs,, NH4*, HPO4%, K*, Rb* y Fe*? inducida por Azospirillum es el factor
responsable en incrementar la materia seca foliar y la acumulacion de minerales

en tallos y hojas (Garcia et al., 2010).

El incremento en la absorcién de minerales se debe a un incremento
general en el volumen del sistema de raices y no a un mecanismo de absorcion de
iones mas eficaz (Zufiga, 2010), la inoculacién con Azospirillum puede provocar
que la absorcion de iones en el suelo sea més eficiente, explicando asi la
acumulacion de compuestos de nitrogeno en la planta sin existir una aparente
biotransformacion de nitrégeno (Orozco & Martinez, 2009), la planta puede
asimilar el nitrdgeno del suelo de manera mas eficiente, requiriendo menos
fertilizacion con nitrégeno, la inoculacion de frijol yorimén y frijol de soya con

A. brasilense (Cd) incrementd el flujo de protones de sus raices y redujo el
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potencial de membrana, por lo que se propuso que la membrana celular funciona

como un sensor sobre el efecto de Azospirillum (Bashan et al., 2004).

2.2.4 Alfalfa (Medicago sativa)

Clasificacion taxondmica de la alfalfa:

Dominio : Eucarya.
Reino : Plantae.
Division : Magnoliophyta.
Clase : Magnoliopsida.
Subclase : Rosidae.
Orden : Fabales
Familia : Fabaceae.
Subfamilia : Faboideae.
Tribu : Trifolieae
Género : Medicago
Especie : Medicago sativa L. 1753.

La alfalfa (Medicago sativa) es una planta herb&cea perenne posee

pequefas flores purpura creciendo en racimo, posee uso tradicional, medicinal

como alimentario, es una plantas comestible nutritiva y se consume los brotes de

alfalfa o germinados de alfalfa, las semillas y sus hojas, es una especie de planta

herbacea perteneciente a la familia de las Fabaceas (Mostacero et al., 2009), es

utilizada ampliamente como pasto o forrajey con este propdsito se cultiva

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

dependiendo de la variedad utilizada, asi como del clima (Atlas & Bartha, 2002),
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en condiciones benignas puede llegar a veinte afios, llega a alcanzar una altura de
un m, desarrollando agrupaciones de pequefias flores purpuras, sus raices suelen
ser muy profundas, pudiendo medir hasta 4.5 metros. De esta manera, la planta es

especialmente resistente a la sequia (Guanopatin, 2012).

Tiene un genoma tetraploide, es una especie que muestra autotoxicidad,
por lo que es dificil para su semilla crezca, por lo tanto se deben rotar su cultivo
con otras especies como maiz o trigo, antes de resembrar, en Persia tenia el uso
para alimentar a los caballos de guerra (Flores et al., 2012), contiene minerales
como el calcio, potasio, hierroy fdsforo, gran cantidad de aminoacidos,
betacaroteno y vitaminas C, D, E y K, mientras que los brotes jovenes contienen

vitamina A, complejo B12, C, D, E, G, K, P y Fe (Brack, 1999).

La alfalfa posee buenos rendimientos y habita suelos de profundidad
media a profundos (60 centimetros 0 mas), con un buen drenaje y un rango de pH
de 6.5 a 8.5, no debe sembrarse en suelos salinos o sédicos, delgados y con napas
fredticas altas, esta planta usa grandes cantidades de nitrégeno (Ballesta, 2007),
normalmente fijan desde la atmdsfera por las bacterias Rhizobium meliloti,
localizadas en las raices formando los nodulos, en tal sentido la inoculacion
consiste en la implantacidn de la bacteria en la semilla, luego de que la semilla
germina, la bacteria posee la capacidad de infectar las raices de la plantula, no
todos los Rhizobium son iguales, existen especificos para arvejas, frejoles, trébol

y otras fabaceas (Madigan et al., 2012).
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2.2.5 Germinacion y crecimiento vegetal

Para que la semilla germine es necesario que el embrion origine una
plantula capaz de valerse por si misma, por medio de los mecanismos metabdlicos
y morfogenéticos, conocidos dentro del proceso de germinacion (Azcon & Talon,
1993), el cual posee varias fases: i) absorcién de agua por la semilla o imbibicion;
ii) la activacion del metabolismo y proceso de respiracion, sintesis de proteinas y
movilizacidn de sustancias de reserva y iii) la elongacion del embrién y ruptura
de la testa a través de la cual se observa salida de la radicula (Suarez & Melgarejo,
2010), dicho proceso esta influenciado por factores internos como externos, entre
los factores internos se encuentran la viabilidad del embrién, la cantidad y calidad
del tejido de reserva y los diferentes tipos de dormancia; mientras que entre los
factores externos se mencionan el grosor de la testa, disponibilidad de agua,

temperatura y tipos de luz (Abril et al., 2017).

La germinacion es el inicio del crecimiento del embrion, el cual estuvo
paralizado a finales de la maduracién, dichos procesos fisiologicos exigen
actividades metabdlicas apresuradas y la fase inicial consiste en la activacién de
los procesos por aumentos en la humedad y actividad respiratoria de la semilla
(Obregdn, 2007), la absorcién de agua por la semilla libera una secuencia de
cambios metabdlicos entre los que se incluye la respiracion, sintesis proteica y
movilizacion de reservas, por otro lado, la division y el alargamiento celular en el
embridn provocan la rotura de las cubiertas seminales, que generalmente se

produce por la emergencia de la radicula (Chong et al., 2002).

En la fase de hidratacion, la absorcion de agua es el primer paso para la

germinacion, caso contrario no se puede realizar dicho proceso fisioldgico, en esta
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fase se produce la absorcion de agua por los tejidos que forman la semilla, a ello
se une el aumento proporcional en la actividad respiratoria, la germinacion es un
proceso en el que se llevan a cabo las transformaciones metabdlicas necesarias
para desarrollar completamente la plantula (Azcon & Talon, 1993), en esta fase la
absorcion de agua se reduce considerablemente, llegando incluso a detenerse, el
crecimiento es la Gltima fase de la germinacion y se asocia con la emergencia de
la radicula (cambio morfoldgico visible), se caracteriza porque la absorcion de
agua vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria (Koornneef et al.,

2002).

Desde el punto de vista fisiobioquimico, la germinacion posee las
siguientes fases: la rehidratacion, el aumento de respiracion, la formacion de
enzimas, la digestion enzimatica de reservas, la movilizacion y transporte de
reservas, la asimilacion metabolica y el crecimiento y diferenciacion de tejidos
(Doria, 2010), las condiciones que satisface la germinacién son (Baskin & Baskin,
2001): la semilla debe ser viable, las condiciones ambientales para la semilla
deben ser favorables: agua, temperatura, oxigeno y luz, las condiciones de la
semilla deben ser favorables para la germinacién (libre de dormancia) y las
condiciones de sanidad deben ser satisfactorias (ausencia de agentes patdgenos)

(Montenegro et al., 2017).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONADE ESTUDIO

El muestreo de suelo se realiz6 en los campos de cultivo de alfalfa en las
localidades de Ayaviri y Nufioa, un total de 6 campos de cultivo, tres en cada localidad.
Los campos de cultivo de la localidad de Ayaviri (Z1) se encuentran localizados entre las
coordenadas UTM -14.911718 y -70.596735, -14.912125 y -70.601198, y -14.913597 y
-70.595051 (Figura 2); mientras que en la localidad de Nufioa (Z2) los puntos de muestreo
estuvieron ubicados en las coordenadas UTM 323099 y 8390320, 323065 y 8390329, y

323115y 8390171 (Figura 3).

Figura 2

Ubicacion de la zona de muestreo en el distrito de Ayaviri (circulo rojo), agosto —octubre
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Fuente: Googlemap (2016).

30

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



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Figura 3

Ubicacion de zonas de muestreo en el distrito de Nufioa, agosto — octubre 2017.
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Fuente: Googlemap (2016).

3.2 DETERMINACION DEL RECUENTO DE BACTERIAS DIAZOTROFAS

EN SUELOS DE LA PROVINCIA DE MELGAR
3.2.1 Frecuencia de muestreo

Se desarrollé la metodologia desarrollada por Jiménez (2007), el cual
consistié en colectar tres muestras de 500 g (Figura 4) a una profundidad entre 10
a 15 cm, en forma orma de zig — zag a lo largo del campo de cultivo (Tejeraet al.,
2005), las muestras se empacaron en bolsas de papel y luego se pusieron en bolsas
de plastico herméticas, posteriormente fueron transportadas en cajas de tecnopor
a temperatura ambiente al laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la

FCCBB UNA - Puno.
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Figura 4

Recoleccion y transporte de muestras de suelo, en el distrito de Ayaviri, agosto —

octubre 2017.

Fuente: Elaboracién propia.

3.2.2

Recuento de bacterias diazotroéficas en suelos

Los procedimientos se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de

los Alimentos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNA — Puno.

En un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de agua destilada, se afiadié 1 g de

muestra de suelo, asi se obtuvo la dilucién 107,

Se transfirié 1 ml de la dilucién 10 a otro tubo que contenga 9 ml de agua
destilada, obteniéndose asi la dilucion 102, asi sucesivamente se llegé a la

dilucién 10°°.

Se traspasé 1 ml a dos placas Petri conteniendo agar mineral sin nitrogeno,

con las diluciones 103, 10, 10°, se incubd a 28 °C por 10 dias.

El método de cultivo en las placas fue por extension, utilizando el aza de
Digralky, el cual previamente fue esterilizado sumergiendo en alcohol y

flameando la zona que entrara en contacto con el medio de cultivo.

El recuento bacteriano se realiz6 en aquellas placas que contengan entre
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30y 300 colonias, las cuales se multiplican por la dilucién, los resultados

fueron emitidos en UFC/g de suelo (Figura 5).

Figura 5

Procedimientos de recuento bacteriano en UFC/g de suelo.

1ml iml 1ml 1mi 1mi
¥ Y ¥ 3
9 mi de caldj
Muestra para 1/10 1/100 1/10° 110° 110° 1/10°
contar Dilucion—>» (1073 (1079 (107 (10°%) (109
Muestras de 1 mi l l l 1 l l
L ! 159 2 0

T
Demasiadas colonias colonias  colonias  colonias  colonias

159 x 10° = 159 x 10°
Contaje Factor Células (unidades
de formadoras de colonias)
dilucién por mililitro de la

muestra original
Fuente: Madigan et al. (2012).

A partir de las colonias formadas en el agar mineral sin nitrégeno, se
realizaron pruebas bioguimicas para su identificacion, entre ellas la coloracién
Gram, para observar morfologia y tincion, asimismo se realiz6 la prueba de la

catalasa, el metabolismo del manitol, la prueba del almidén.

3.2.3 Variables analizadas

- Variable independiente: suelos de 2 campos de cultivo.

- Variable dependiente: recuento de bacterias diazétrofas.
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3.3

3.2.4 Analisis estadistico de datos

Los recuentos de bacterias diazétrofas en suelos, se distribuyeron en un
disefio completamente aleatorio, el estudio estuvo conformado por tres
tratamientos y sus respectivas tres repeticiones. Los datos fueron analizados
mediante la prueba T y medias de Tukey (P>0.05), utilizando el software

estadistico Infostat version estudiantil.

EVALUACION DEL EFECTO BACTERIANO EN LA GERMINACION

INVITRO Y EL CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE ALFALFA
3.3.1 Frecuencia de muestreo

Para la inoculacion de semillas con bacterias diazotrofas, se preparo suero
fisioldgico que contenian diluciones de 1.5 x 108 3 x 108, 6 x 10® células/ml
(estandares 0.5, 1y 2 de McFarland). La preparacion de las diluciones fue: con un
asa de siembra se colectd una colonia de bacteria diazétrofa de la placa de agar
mineral sin nitrogeno, que fue transferida a un tubo de ensayo con 10 ml de suero
fisioldgico, esta dilucion fue comparada con la escala McFarland correspondiente
(estandares 0.5, 1 y 2), en algunas oportunidades se colectaron 2 o 3 colonias,

hasta que se logre la misma transparencia (Figura 6).

A continuacion, se tomaron 20 semillas de alfalfa, las cuales fueron
previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio diluido al 3% y se enjuagaron
con 25 ml de agua destilada por cinco ocasiones; asimismo se tuvo un tratamiento
control en el que se trabajaron con semillas humedecidas o tratada solo en agua

destilada (Lara & Oviedo, 2007) (Garcia de Salomone, y otros, 2010).
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3.3.2 Evaluacion del efecto de las bacterias diazotréficas en el porcentaje de

germinacién de semillas de alfalfa

En una placa Petri, previamente se coloco un segmento de gasa en la base
de la placa, posteriormente fue humedecida con agua destilada estéril. A
continuacion, se depositaron 20 semillas de alfalfa, previamente inoculadas con

las bacterias diazétrofas (Hala & Ali, 2019), tal como se observa en la Figura 6.

Figura 6

Germinacion de semillas de alfalfa en placas Petri con gasa.

Fuente: Elaboracion propia.

El porcentaje de germinacion (PG) (Gonzalez & Orozco, 1996) se

determind luego de 7 dias y se calcul6 mediante la siguiente ecuacion matematica:

PG = (Semillas germinadas) / (Numero total de semillas de prueba) x 100

3.3.3 Evaluacion del efecto de las bacterias diazotréficas en el crecimiento

de las plantulas de alfalfa

Los procedimientos fueron los siguientes:

- Primeramente, se disminuy la carga microbiana de la muestra de suelo
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exponiéndolas a la radiacion solar por un tiempo de 4 horas entre las 10
am y las 2 pm, exponiéndose las muestras de suelo durante 7 dias, sin
presencia de nubosidad y durante sol radiante.

- Seguidamente las 20 semillas inoculadas y las semillas control fueron
colocadas en frascos de plastico, luego fueron colocadas en andamios
metalicos en condiciones ambientales promedio de la ciudad de Puno entre
11 °Cy 18 °C y un fotoperiodo de 12 horas de luz solar.

- Los pardmetros biométricos, se realizaron a los 30 dias de evaluacion, en
ellos se determinaron las longitudes de tallo y raiz utilizando un vernier,

en un total de 5 plantulas colectadas al azar, por cada repeticion.

3.3.4 Variables analizadas

- Variable independiente: bacterias diazotrofas.

- Variable dependiente: Porcentaje de germinacion y longitud de plantulas.

3.3.5 Analisis estadistico de datos

Los porcentajes de germinacion y el crecimiento de plantulas, se
distribuyeron en un disefio completamente aleatorio, el estudio estuvo
conformado por tres tratamientos y sus respectivas tres repeticiones. Los datos
fueron analizados mediante la prueba T y medias de Tukey (P>0.05), utilizando

el software estadistico Infostat version estudiantil.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41 CARGABACTERIANADIAZOTROFAEN SUELOS DE LAPROVINCIA

DE MELGAR

Las bacterias diaz6trofas presentaron un mayor recuento en los suelos procedentes
de la localidad de Nufioa con 5.20 x 10® UFC/g suelo, mientras que, en los suelos
procedentes de la localidad de Ayaviri, los recuentos tuvieron un promedio de 3.47 x 10°
UFC/g suelo. El aislamiento de microorganismos en medios libres en nitrégeno,
constituye un primer paso hacia la identificacion de bacterias con capacidad para fijar
nitrogeno, aunque esta actividad esta en proceso de ser comprobada mediante el ensayo
de reduccion de acetileno (Ballesta, 2007) en el laboratorio, el anélisis del nimero y tipo
de microorganismos identificados en estos medios brinda informacion valiosa acerca de
la distribucion de microorganismos potencialmente fijadores de nitrégeno en los
diferentes sitios muestreados (Madigan et al., 2012). La mayor dispersion de recuentos
bacterianos se presentd en suelos de la localidad de Ayaviri con 15.32% superior a la

dispersion presentada en Nufioa (Tabla 1).

Luego de realizar la prueba estadistica, se obtuvo una T de Student igual a -3.37,
y una probabilidad igual a 0.0280, éste ltimo como es menor a 0.05 (nivel de confianza)
(Tabla 1), la cual nos induce a afirmar que existe diferencia estadistica significativa entre
los recuentos de Azotobacter sp en suelos de las dos localidades de la provincia de Melgar

(Figura 7).
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Tabla 1
Recuento de bacterias Azotobacter sp en dos campos de cultivo de la provincia de Melgar

(UFC/qg suelo), agosto — octubre, 2017.

Suelos evaluados (x 108 UFC/g suelo)
Repeticiones

Ayaviri Nufioa
Rep 1 2.8 4.8
Rep 2 3.5 5.9
Rep 3 4.1 4.9
Promedio 3.47 5.20
D. E. 0.53 0.50
C. V. (%) 15.32 9.55

T=-3.37; P =0.0280

Fuente: Elaboracion propia.

En este trabajo se realizé el aislamiento de bacterias en medios libres de nitrogeno
como un primer paso para la identificacion y posterior andlisis de bacterias
potencialmente fijadoras de nitrégeno y concuerda con hallazgos anteriores de bacterias
diazotrofas en el interior y en la superficie de las raices de varias gramineas tropicales
como es el caso de bacterias del género Azospirillum (Madigan et al., 2012). Es ese
sentido existe la posibilidad que la permuta de vegetacion, de manera especifica la
permanencia de gramineas (Brachiaria sp), puede lograr favorecer la presencia de
bacterias microaerdfilas y aerobias. Las gramineas mantienen un buen crecimiento
radical a expensas del crecimiento de la parte aérea, puede adquirir nitrégeno mediante

fijacion asociativa (Torres et al., 2000), éstas usan ambas formas de nitrégeno (nitrato y
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amonio) y, al igual que en otros suelos, toma fosforo y calcio mediante sistemas radicales

extensos y asociaciones con micorrizas arbusculares (Ballesta, 2007).

Figura 7
Prueba de T para la comparacion de recuentos de bacterias Azotobacter en suelos de la

provincia de Melgar, durante los meses agosto — octubre del 2017.
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Fuente: Elaboracion propia.

Los suelos cultivados mostraron recuentos disminuidos de bacterias
microaerdfilas y aerobias que posean capacidad de fijar nitrogeno, lo que esta relacionado
con el cambio de cobertura natural. Para el establecimiento de un suelo para cultivo, se
tala y quema los vegetales y este incremento de la temperatura elimina indistintamente
muchos de los microorganismos del suelo (Fialho et al., 1990). Segun Ogata et al. (Ogata
et al., 2008) obtuvieron recuentos de bacterias presuntivas de Azotobacter spp. llegando
a 70 NMP/g y 102 NMP/g en suelos de olivo, dichas bacterias diazotroficas se aislaron
en suelos con pH de 5.76-7.45, un contenido de materia organica de 0.2 — 1.2%, una
concentracion de fosfato entre 13.59 a 107.53 ppm, en tal sentido se afirma que existe

una relacion directa de los recuentos bacterianos con la cantidad de bacterias ubicadas en
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el suelo, asi como la profundidad que llegan las raices y la aplicacion del tipo de riego,
logrdndose mayores recuentos bacterianos a mayor profundidad; por otro lado, en
relacién al pH, las bacterias tienen preferencia por pH neutros hacia ligeramente alcalinos,
frente al fosfato resultaron con una correlacion positiva, debido a que usan la sal en su
metabolismo, lo cual concuerda con Madigan et al. (2012) quienes afirman que la fijacion
bioldgica de nitrogeno requiere de una gran cantidad de energia y lo obtienen de la

cantidad de materia organica presente en la rizésfera.

Azotobacter sp. fue la bacteria aislada y se caracteriza por ser de alta motilidad y
poseer metabolismo versatil para la obtencion de fuentes de C y N, contribuyéndole
adaptacion para establecerse en el entorno competitivo de la rizosfera y cambios rapidos
en las condiciones ambientales (Hartmann & Zimmer, 1993), sus recuentos en el
tratamiento T2 (gallinaza compostada, fertilizante foliar liquido quelatado y complejo de
aminodcidos) con 1.0 x10” UFC y la densidad mas baja 2.0 x 10° en T4 (fertilizante de
sintesis quimica), siendo alta segun Cordova et al. (Cordova et al., 2009), quienes indican
que este género rara vez excede varios miles de céelulas por g de suelo, principalmente en
suelos de regiones tropicales donde no es comdn encontrar cifras mayores de 102 UFC,
por tanto son consideradas como bioindicadoras en alteraciones ambientales (Cassetari et

al., 2016).

Los suelos colectados en la localidad de Ayaviri presentaron los menores
recuentos de Azotobacter sp., este resultado se deberia a que Cu, elemento téxico para
estas bacterias incluso en muy bajas concentraciones (Gul, 2003). El tratamiento de
semillas con inoculantes microbianos o biofertilizantes también ha sido empleado para
promover y acelerar la germinacion de semillas. Para obtener una alta produccién y

homogeneidad de plantulas de papaya en vivero es importante incrementar y acelerar el
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proceso de la germinacion de semillas y el establecimiento de las plantulas (Constantino

etal., 2017).

El mecanismo intimo que explica la actividad antibacteriana del cobre no esta
totalmente dilucidado, un elemento crucial en la actividad antibacteriana es la capacidad
del cobre para ceder y aceptar electrones en un proceso continuo, algunos estudios
sugieren que el cobre, en concentraciones elevadas, tiene un efecto toxico sobre las
bacterias debido a la liberacion de radicales de hidroperdxido, los iones de cobre
potencialmente podrian sustituir iones esenciales para el metabolismo bacteriano como el
hierro, interfiriendo inicialmente con la funcion de la membrana celular y luego a nivel
del citoplasma alterando la sintesis proteica, ya sea inhibiendo la formacion de proteinas
0 provocando la sintesis de proteinas disfuncionales, alterando la actividad de enzimas

esenciales para el metabolismo bacteriano (Gordon et al., 1994) (Prado et al., 2012).

En la presente investigacion se logré aislar microorganismos en medios de cultivo
carentes de nitrégeno, este fue el primer paso para identificar a las bacterias fijadoras de
nitrogeno. Este resultado es interesante porque contrasta con la mayor riqueza en
vegetacion que se encuentra en los bosques, y concuerda con hallazgos anteriores de
bacterias diazotrofas en el interior y en la superficie de las raices de varias gramineas
tropicales como es el caso de bacterias del género Azospirillum (Dobbelaere et al., 1999).
Es posible, por consiguiente, que el cambio de vegetacion, y en especial la presencia de
gramineas (Brachiaria sp.), pueda favorecer el establecimiento de bacterias aerobias y
microaerodfilas (Hala & Ali, 2019). Las gramineas mantienen un buen crecimiento radical
a expensas del crecimiento de la parte aérea, puede adquirir nitrdgeno mediante fijacion

asociativa, éstas usan ambas formas de nitrogeno (nitrato y amonio) y, al igual que en
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otros suelos, toma fosforo y calcio mediante sistemas radicales extensos y asociaciones

con micorrizas arbusculares (Flores et al., 2012).

Para el establecimiento de un suelo para cultivo, se tala y quema los vegetales y
este incremento de la temperatura elimina indistintamente muchos de los
microorganismos del suelo (Guanopatin, 2012). Este proceso de sucesion microbiana es
seguido por actinomicetos, los cuales se han reportado como productores de sustancias
antimicrobianas (Garcia et al., 2010) que podrian inhibir el crecimiento de bacterias, entre
éstas las fijadoras de nitrogeno. Finalmente, llegan otras bacterias a terminar de
transformar bioquimicamente las moléculas residuales (Gonzalez & Orozco, 1996). Con
base en esto, es posible que el proceso de establecimiento de las poblaciones bacterianas
en estos suelos tome mas tiempo y solamente se establezca eficazmente en cultivos de

mayor edad, en los cuales la oferta de nutrientes sea més alta (Martinez et al., 1988).

42 EFECTO DE LAS BACTERIAS EN LA GERMINACION Y EL

CRECIMIENTO DE PLANTULAS DE ALFALFA

Los méas altos porcentajes de germinacion se determinaron al inocular una
concentracion bacteriana diazotrofa de 6 x 108 células/ml con promedios de 83.33%, a
continuacion, se ubica la concentracion de 3 x 108 células/ml con 53.33%, mientras tanto
que con concentracion de 1.5 x 108 células/ml se logro el 43.33%, todos fueron superiores
al tratamiento control. Los porcentajes de germinacion presentaron valores entre 6.66%
en semillas inoculadas con una concentracion bacteriana de 1.5 x 108 células/ml'y 22.91%
en el tratamiento control (semillas sin inoculacion bacteriana), los cuales sugieren una

dispersion leve (Tabla 2).
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Tabla 2

Germinacion (%) de semillas de alfalfa pos inoculacion de bacterias diazétrofas.

Concentracion

bacteriana R1 R2 R3 Promedio C. V. (%)
(células/ml)

1.5x 108 40 45 45 43.33 6.66
3x108 55 60 45 53.33 14.32
6 x 108 90 75 85 83.33 9.16

Control 35 40 25 33.33 22.91

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 8

Prueba de Tukey para los porcentajes de germinacion, en semillas de alfalfa inoculadas,

Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos, julio — octubre 2017.
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Fuente: Elaboracion propia.
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La germinacidn (%) de las semillas de alfalfa, resultaron con diferencia estadistica
significativa segun la concentracién bacteriana inoculada (F=30.55; gl=3; P=0.0001), y
segun la prueba de contraste de Tukey, el mayor promedio de germinacion (83.33%) se
presentd al inocular 6 x 108 células/ml, seguido de las semillas inoculadas con 3 x 108
células/ml con el 53.33% de germinacion, a continuacion, con la concentracion 1.5 x 108
células/ml con el 43.33% de germinacion y el tratamiento control (semillas no

inoculadas), con una germinacion del 33.33%.

Los mejores promedios de crecimientos de tallo se lograron al inocular 6 x 108
células/ml de bacterias llegando a promedios de longitud de 4.99 c¢cm, con 3 x 108
células/ml se obtuvo 4.28 cm, con 1.5 x 108 células/ml una longitud de 2.55 cm; mientras
tanto, en el tratamiento control (sin inoculacion bacteriana) fue de 1.81 cm; de similar
forma sucedi6 con las longitudes de las raices, con longitudes de 5.81 cm, 3.07 cm, 1.48
cmy 1.05 cm con 6, 3, 1.5 x 108 células/ml y el tratamiento control respectivamente. Los
coeficientes de variacion también estuvieron por debajo del 39.42%, indicando una

dispersion de datos leve (Tabla 3).

Las longitudes de tallo en las plantulas de alfalfa, presentaron diferencia
estadistica significativa seguin la concentracion bacteriana inoculada (F=20.89; gl=3;
P=0.0004), y segun la prueba de contraste de Tukey, la mayor longitudes de tallo (4.99 y
4.28 cm) se presentaron al inocular 6 y 3 x 10® células/ml, entre ambas no presento
diferencia estadistica significativa, sequido de las semillas inoculadas con 1.5 x 108
células/ml y el tratamiento control con 2.55 y 1.81 cm, entre estos dos tratamientos

también no existié diferencia estadistica (Figura 9).
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Tabla 3
Mediciones de la longitud de tallos y raices post inoculacion de plantulas de alfalfa con

bacterias diaz6trofas.

Concentracion

: C. V.
bacteriana Parametro R1 R2 R3 Promedio
(%)
(células/ml)
Longitud de tallo 3.46 199 221 2.55 31.05
1.5x 108
Longitud de raiz 1.72 1.12 1.60 1.48 21.45
Longitud de tallo 4.64 430 3.89 4.28 8.78
3 x 108
Longitud de raiz 2.94 312 315 3.07 3.70
Longitud de tallo 4.45 484 5.68 4.99 12.60
6 x 108
Longitud de raiz 5.96 6.89 457 5.81 20.11
Longitud de tallo 2.14 156 1.72 1.81 16.58
Control
Longitud de raiz 1.52 089 0.74 1.05 39.42

Fuente: Elaboracion propia.

Las longitudes de las raices en las plantulas de alfalfa, presentaron diferencia
estadistica significativa seguin la concentracion bacteriana inoculada (F=33.75; gl=3;
P=0.0001), y segun la prueba de contraste de Tukey, la mayor longitudes de raiz (5.81
cm) se presentd al inocular 6 x 108 células/ml, luego se obtuvo una longitud de raiz de
3.07 cm, 1.48 cm'y 10.5 cm con inoculaciones bacterianas de 3, 1.5 x 10® células/ml y el
tratamiento control respectivamente, existiendo diferencia estadistica significativa entre

todos los tratamientos (Figura 10).
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Figura 9

Prueba de Tukey para las longitudes de tallos, en plantulas de alfalfa inoculadas,

Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos, julio — octubre 2017.
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Fuente: Elaboracidn propia.

Figura 10

Prueba de Tukey para las longitudes de raices, en plantulas de alfalfa inoculadas,

Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos, julio — octubre 2017.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Los tratamientos bacterianos, originaron los mejores resultados en la emergencia
de las plantas, en la longitud y diametro de los tallos y hojas, presentando diferencia
estadistica con las semillas testigo. El efecto beneficioso de las rizobacterias radica en
diferentes mecanismos, tales como: la produccion de sustancias estimuladoras del
crecimiento, sider6foros y antibidticos; asi como la induccion de resistencia en la planta
y la fijacion del nitrégeno (Torriente, 2010). El aislamiento de bacterias diazétrofas, su
identificacion a través de métodos confiables y la evaluacion de la capacidad de promover
del crecimiento vegetal representan una excelente opcion en investigaciones agricolas, ya
que contribuye a mejorar la nutricion y la calidad de los cultivos, beneficiando el sistema
planta — suelo — microorganismo. La elongacién de las raices esta influenciada por el
genotipo bacteriano y el genotipo de la planta; sin embargo, para confirmar esta hipotesis,
se necesitarian mas repeticiones de los ensayos. El crecimiento de la raiz principal y de
las raices laterales conlleva un incremento en la superficie de absorcién de las plantas, lo

que favorece el intercambio de nutrientes.

El crecimiento de las raices se atribuye a la produccion bacteriana del &cido indol
acetico (AlA). En las condiciones experimentadas, la inoculaciéon bacteriana no logro
provocar un crecimiento significativo en la longitud de la radicula en referencia a las
semillas que no fueron inoculadas. Las bacterias inoculadas si deberian tener la capacidad
de producir AIA, pero por algun efecto desconocido no estaria siendo expresada. La
capacidad de producir fitohormonas como auxinas es una caracteristica deseable de un
PGPR (Vessey, 2003), un 58.65% de las 104 cepas aisladas produjo AIA, de las 20 cepas
seleccionadas produjeron AlA entre 2.42 hasta 46.47 ug/ml, estos resultados concuerdan
con Celis & Gallardo (Celis & Gallardo, 2008), que obtuvieron en el medio BT a los 6

dias un maximo de 60 pg/ml de AIA con una cepa de Azotobacter vinelandii. Se han
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reportado bacterias Azotobacter como productoras de AlA, una de las auxinas mas
estudiadas hasta el momento (Tsavkelova et al., 2006). Las bacterias evaluadas con
caracteristicas presuntivas para Azotobacter no produjeron AlA, este grupo de bacterias
estarian dentro del 44% de cepas de Azotobacter evaluadas por Rico (2009) que no dieron
una reaccién positiva para la produccién de AlIA. Obando et al. (2010) en un trabajo sobre
bacterias diazotréficas del eucalipto, encontraron un maximo 49.57 pg/ml de AlA, valor

que es similar al obtenido en esta investigacion.

Las bacterias rizosféricas también pueden solubilizar fosfato, que estimula el
crecimiento vegetal. De 104 aislamientos, el 25.96% logro solubilizar fosfato tricalcico;
donde 20 bacterias solubilizaron entre 0.31 cm? y 5.84 cm?. Similares resultados fueron
obtenidos por Rico (2009) donde las cepas de Azotobacter originaron halos solubilizacién
entre 0.11 cm? y 5.43 cm?. En nuestra investigacion el género Azotobacter no solubilizd
el fosfato tricalcico, mientras que los géneros que si solubilizaron fueron: Burkholderia,

Erwinia, Raoultella y Klebsiella (Clavijon, 2012).

El efecto bacteriano en la germinacion de semillas de alfalfa se determiné en una
cepa que no produce AIA, como la cepa Novosphingobium sp, quien origind una
germinacién méxima de 45.83%, razén por la cual se presume que existiria otras
hormonas que estarian afectando la germinacion. Ademas, se registrd que el 45.2% de los
aislamientos de las bacterias diazotroficas, incrementaron significativamente la
germinacion respecto del control llegando al 129%. En contraste a los resultados
reportados por Ogata et al. (Ogata et al., 2008) que evaluaron el efecto de diferentes
bacterias diazotroficas aisladas de la rizosfera de &rboles de Tara y evaluadas a las 24
horas en semillas de alfalfa, mostraron que el 50% de los tratamientos incrementaron

significativamente la germinacion de estas semillas, obteniendo hasta un incremento del
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porcentaje de germinacion de 214% con respecto al control. Esto es mayor a los resultados

del presente trabajo.

Para evaluar el crecimiento en el MMSN se design6 un valor a partir de 0 a 3 de
acuerdo a las equivalencias con los tubos de la escala de Mc Farland, de las 104 cepas
aisladas solo el 12.5% obtuvo crecimientos equivalentes a 6 x 108 UFC/ml. No obstante,
el 40% de las 20 cepas seleccionadas presentd un crecimiento equivalente a la escala 3.
Esta variable fue importante para estimar la capacidad de cepas con potencial para la

produccion de inoculantes.

La capacidad de estos microorganismos para estimular la germinacion y mejorar
el desarrollo de las plantas se ha adaptado desde condiciones in vitro hasta in vivo en
plantas de importancia agricola y ornamental (Tsavkelova et al., 2007). Los
microorganismos Utiles, entre los que se incluyen las bacterias rizosféricas, promueven el
crecimiento vegetal, ya que poseen un nimero determinado de propiedades fisioldgicas
que resultan importantes para la colonizacion de la superficie radical y el mejoramiento
del crecimiento y la salud de las plantas (Cassan et al., 2009). Entre estas propiedades, la
produccion de &cido indolacético se considera el mecanismo principal relacionado con la

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

En ninguna de las cepas aplicadas, que tuvieron efecto altamente positivo en la
germinacion de Sporobolus cryptandrus, se descarta que la produccion de giberelina sea
una de las causas mas probables en este resultado. Cassan et al. (2009) consideraron esta
premisa como tipica para explicar el incremento de la germinacion de soya y maiz
inoculados con A. brasilense y B. japonicum. La baja respuesta de las semillas en la
germinacion en el resto de los tratamientos inoculados se pudiera atribuir a la competencia

por el oxigeno por parte de las células bacterianas y las semillas (Harper & Lynch, 1979).
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Esto puede estar determinado por la concentracion celular que se utilizd. Kurdish et al.
(2008) plantearon que la respuesta de las semillas a la bacterizacion con A. vinelandii

depende también de la especie vegetal utilizada.

La hormona giberelina (&cido giberélico) es la responsable de la elongacion del
tallo en las plantas (Davies, 1995). Precisamente algunas de las cepas que se destacaron
en su efecto en esta variable pertenecen al grupo de microorganismos que la producen,
como Azotobacter spp. (Martinez et al., 1988) y Azospirillium brasilense (Janzen et al.,
1992). La elongacion del tallo en semillas de arroz, al ser inoculadas con diferentes cepas
de rizobios y bacterias dinitrofijadoras de vida libre, se debe a la produccion de giberelina
por parte de las bacterias de ambos grupos (Mia et al., 2012). Al igual que en la variable
anterior, la influencia de hormonas especificas que se producen por las bacterias
inoculadas puede ser el mecanismo principal de estimulacion radicular, y no la fijacion
del nitrégeno atmosférico. El efecto de la fijacion de nitrégeno de Azospirillum en la
planta se realiza solo cuando esta alcanza estadios fenologicos mas avanzados (Bashan et
al., 2004). El efecto hormonal de Azospirillum, y no el nitrogeno fijado mejoro la

eficiencia de absorcion de N en arroz (Garcia et al., 2010).

Los valores inferiores del tratamiento inoculado con A. chroococcum fueron
inferiores al de otros tratamientos inoculados, como del testigo. En un experimento con
A. chroococcum inoculado en semillas de Panicum maximum y Cenchrus ciliaris, se
determiné que la germinacion y altura de las plantulas decrecieron con la aplicacion de
esta bacteria (Tang, 1995). Este resultado pudiera indicar una deficiente produccion de
hormonas estimuladoras por parte de la bacteria. También se pudiera atribuir a la
regulacion de la morfogénesis radicular por el AIA bacteriano (Dobbelaere et al., 1999).

En la cepa ATCC9039 (B. indica), los altos valores obtenidos en los tratamientos
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inoculados con esta cepa en las variables longitud de la radicula y longitud de la plimula
se pudieran deber, no solo a las hormonas que también produce esta especie, sino a la alta
produccion de aminodcidos, como glutamina y alanina (Thuler et al., 2003). Estos
compuestos, ademas de mantener bajos los niveles de N intracelular en la bacteria para

una mejor fijacion del N2, quedan a disposicion de la planta para su desarrollo vegetativo.

El tratamiento con Azotobacter chroococcum registré el mayor porcentaje de
germinacién (90.28%), pero resulto significativamente diferente (p < 0.05) al tratamiento
control (15.28%) en semillas de papaya (Constantino et al., 2017), este autor indica que
la alternancia de la temperatura fue el principal factor que influyo en la superacion de la
dormanciay en la promocion de la germinacion, mas que la aplicacion de biofertilizantes
y el AGs. Asimismo, la aplicacion de Azotobacter a semillas antes de la siembra, mejora
los porcentajes de germinacion y el crecimiento de las plantas, debido a que las bacterias,
no solo fijan nitrogeno atmosférico, también sintetizan sustancias biolégicamente activas
entre ellos aminoacidos, vitaminas, acido indol acético (AlA) y giberelinas en cultivos
puros (Perrig et al., 2007), al aplicar un consorcio de rizobacterias entre ellas
Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Pseudomonas putida y Psedumonas
fluorescens a semillas de maiz, se logrd incrementar el porcentaje de germinacion

(Nezarat & Gholami, 2009).

La doble inoculacién en semillas y a nivel foliar con bacterias Azotobacter
chroococcum y Azospirillium brasilense, y la aplicacion de G. intraradices solos o en
combinacidn, estimulan la produccién de valores de biomasa fresca y seca mayores con
respecto al tratamiento testigo (Constantino et al., 2017). Por otra parte, no se encontraron
diferencias significativas cuando se aplicd A. chroococcum simple, por lo que al parecer

sus efectos serian mejores con combinacion con otros microorganismos. Por otro lado, la
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biofertilizacion foliar con Azotobacter en cultivos como el arroz, han sido reportados con

incrementos en el rendimiento en grano (Kannaiyan et al., 1980).
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V. CONCLUSIONES

- Las bacterias diazétrofas en la provincia de Melgar (Ayaviri — Nufioa),
presentaron los mayores recuentos bacterianos con un promedio de 5.20 x 10°
UFC/g en suelos de la localidad de Nufioa, mientras que en los suelos de la
localidad de Ayaviri los recuentos tuvieron un promedio de 3.47 x 10® UFC/g

suelo presentando diferencia estadistica significativa (T=-3.37; P=0.0280).

- Las bacterias diazotrofas estimularon el proceso de germinacion de semillas de
alfalfa obteniéndose promedios de germinacion del 83.33% al inocular una
concentracion de 6 x 10® células/ml, siendo superior al tratamiento control
(33.33%) (F=30.55; gl=3; P=0.0001); y los mejores crecimientos de tallo y raices
se obtuvieron con una inoculacion de 6 x 108 células/ml con un promedio de
longitud de 4.99 cm, siendo superiores al tratamiento control (1.81 cm) (F=20.89;

gl=3; P=0.0004).
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VI. RECOMENDACIONES

- A los investigadores, realizar recuentos de bacterias diazétrofas en diferentes
provincias de la region Puno, posteriormente lograr la identificacion molecular de

las especies de bacterias diazotrofas.

- A los futuros tesitas de pre y postgrado, realizar inoculaciones experimentales en
diferentes concentraciones y durante todo el proceso de cultivo de la alfalfa hasta

la produccion de semilla.

- A los futuros tesitas de pre y postgrado, realizar experimentos de doble
inoculacion en semillas a nivel foliar de Azotobacter sp y otras bacterias y/o

micorrizas, o en combinacién y asi evaluar los valores de biomasa fresca y seca.
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ANEXOS

Figura 11

Reactivos utilizados para aislar bacterias diazétrofas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 12

Vista de costa de las plantulas de alfalfa inoculadas con bacterias diazotrofas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 13

Vista aérea de las plantulas inoculadas con bacterias diazétrofas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14

Kit de reactivos para tincion Gram.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 15

Procedimiento de tincién de las bacterias diazo6trofas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 16
Preparacion de soluciones inoculantes de bacterias diazétrofas mediante la técnica de

McFarland.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 17

Soluciones bacterianas estandarizadas para inoculas a las semillas y plantulas de alfalfa.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 18
Mediciones finales de las plantulas luego de 40 dias inoculadas con bacterias

diazétrofas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 19

Resultado final del tamafio de las plantulas inoculadas con bacterias diazétrofas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 20

Flujograma del trabajo de investigacion realizada.

Recuento de bacterias diazo6trofas en dos suelos de la Prov. Melgar

!

Identificacion de bacterias diaz6trofas

|

Preparacion de diluciones bacterianes 0.5, 1y 2 (McFarland)

l

Inoculaciéon de bacterias en semillas

Tabulacion y analisis estadistico de datos

!

Resultados y discusion

|

Conclusiones segun objetivos

Fuente: Elaboracion propia.
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