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RESUMEN

Con el proposito de identificar y determinar la presencia de la poblacion nativa de
Azospirillum spp. En la zona maicera de Chilcapite - Pomacocha de la Provincia de
Acobamba — Huancavelica, durante la campafia agricola 2017 — 2018, se evalu6 en la
Endorizosfera (ER), Suelo Rizosferico (SR) y Suelo no Rizosferico (SNR) del maiz
amilaceo al 50% de floracion de plantas. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de
Interacciones Beneficiosas Planta Microorganismo (IBPM) de la Escuela Profesional de
Agronomia, Universidad Nacional de Huancavelica. Se encontr6 para la zona maicera de
Chilcapite, Pomacocha, una poblacién nativa de 180 x 106 ufc/g de raiz de Azospirillum
spp en la ER, 17,5 x 10° ufc/g de suelo en el SR y 13 x 10° ufc/g de suelo en el SNR.
Asimismo, en el bioensayo establecido con siembras de maiz amilaceo en Jarras Leonard
con tratamientos TO (sin inoculacion con Azospirillum spp), y T1 (ER), T2 (SR) y T3
(SNR) con inoculacidn de aislados de Azospirillum spp, evaluado a los 60 dias después de
la siembra, muestran diferencias estadisticas significativas para altura de planta, materia
seca, peso seco de raiz y longitud de radicular. Asimismo, al realizar la secuenciacion
masiva de ADN procedente de los medios de cultivo de la dilucion 10 en la plataforma
de IHllumina miseq, el namero de secuencias correspondientes al género Azospirillun,

fueron muy escasos.

Palabras claves: Azospirillum. Rizosfera, Maiz amilaceo, Secuenciacion Masiva
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ABSTRACT

With the purpose of identifying and determining the presence of the native population of
Azospirillum spp. The Chilcapite - Pomacocha maize area of the Province of Acobamba -
Huancavelica, during the 2017-2018 agricultural campaign, was evaluated in the
Endorizosphere (ER), Rhizospheric Soil (SR) and Non-Rhizospheric Soil (SNR) of 50%
starch corn of flowering plants. The samples were processed in the Laboratory of
Beneficial Interactions Plant Microorganism (IBPM) of the Professional School of
Agronomy, National University of Huancavelica. A native population of 180 x 10° cfu /
g root of Azospirillum spp in the ER, 17.5 x 10° cfu / g of soil in the SR and 13 x 108 cfu
/ g was found for the corn zone of Chilcapite, Pomacocha of soil in the SNR. Likewise, in
the established bioassay with silage corn crops in Jarras Leonard with TO treatments
(without inoculation with Azospirillum spp), and T1 (ER), T2 (SR) and T3 (SNR) with
inoculation of Azospirillum spp isolates, evaluated a 60 days after sowing, they show
significant statistical differences for plant height, dry matter, dry root weight and root
length. Also, when carrying out the massive sequencing of DNA from the culture media
of dilution 10 on the Ilumina miseq platform, the number of sequences corresponding

to the genus Azospirillun were very scarce.

Keywords: Azospirillum. Rhizosphere, Starchy Corn, Mass Sequencing.

XV



INTRODUCCION

La agricultura actual se caracteriza por la obtencion de altos rendimientos mediante el
empleo desmedido de agroquimicos que, en muchos casos se emplea de manera
indiscriminada, causando en el mediano plazo el deterioro del medio ambiente. Sin
embargo, en la zona alto andina de la sierra peruana, aun es posible encontrar reductos
donde se practica una agricultura de bajos insumos; ciertamente con rendimientos
sostenidos. Donde la presencia dindmica del microorganismo bioldgico estaria
contribuyendo a conservar la fertilidad natural del suelo en especial de las chacras
maiceras de Chilcapite - Pomacocha y permite producir cosechas sin acceder a los
agroquimicos. De acuerdo a las investigaciones, la fijacion biologica del nitrogeno (FBN)
por bacterias diazotroficas tendria un rol importante al contribuir en el rendimiento de las
cosechas, que reduce la necesidad de los fertilizantes nitrogenados y la emision de gases

toxicos como el N2O, obteniendo beneficios economicos y ambientales.

Actualmente, en comunidades aledafias a Chilcapite, Pomacocha, Provincia de
Acobamba, ya se utiliza fertilizantes sintéticos para compensar la baja fertilidad de los
suelos y asi obtener mayores rendimientos. Pero, cabe aclarar, en estas zonas maiceras la
siembra se realiza solo en presencia de la lluvia y muchas veces, por la ausencia de lluvias,
las cosechas no cubren los gastos generados por los fertilizantes y ademas, los suelos son
superficiales, posiblemente en el futuro se aprecie eutrofizacion de aguas en los manantes

gue consumen los mismos agricultores.

El monocultivo tradicional del maiz amilaceo en las zonas maiceras de Chilcapite, en
condiciones de secano, sin el empleo de fertilizantes sintéticos, pero con buenos
rendimientos sostenidos, ofrecen condiciones para conocer la presencia de Azospirillum

spp, en relacién a la produccion del cultivo de maiz.

XVI
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CAPITULOI:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El maiz se cultiva desde el nivel del mar hasta los 3,900 metros sobre el nivel del
mar a orillas del lago Titicaca, Manrique (1997). La propuesta de siembras del maiz
amilaceo en la campafia agricola 2016-2017 en nuestro pais fue de 209,972 ha, de
los cuales 18,976 ha corresponden a la region de Huancavelica, MINAG (2016).
Actualmente, los maices amilaceos son sembrados por pequefios agricultores en sus
pequefas y dispersas chacras, quienes guiados por su propia cosmovision andina de
siempre conservan diversidad de maices.

La provincia de Acobamba cuenta con diversas zonas maiceras, una de ellas son las
chacras maiceras de Pomacocha, distribuidas en diferentes zonas maiceras como
Choclococha, Chilcapite y Pomacancha, en donde se produce maiz amilaceo en
monocultivo en condiciones de secano. En estas condiciones los microorganismos
del suelo como las Micorriza Vesicular-Arbuscular (MVVA) y las bacterias
Azotobacter spp., Azospirillum spp. y otras, tendrian un rol importante en su
produccion. Un caso especial el Azospirillum una bacteria gram negativa que vive
en vida libre asociada a las raices del maiz, que tendria un rol importante como
Rizobacteria Promotora de Crecimiento de Plantas (PGPR), por lo que es necesario

conocer su presencia.
Formulacion del Problema

¢ Qué especies de Azospirillum spp. se hallan asociadas a las raices del maiz

amilaceo cultivadas en Chilcapite - Pomacocha?



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

« Evaluar la presencia de Azospirillum spp. asociada a las raices del maiz
amilaceo cultivadas en Chilcapite - Pomacocha.
1.3.2. Objetivos Especificos

++ Aislar y cuantificar poblacion de Azospirillum spp. de la endorizosfera y
rizosfera del maiz amildceo y, suelo no rizosférico de Chilcapite -
Pomacocha

+¢ Identificar poblacion de Azospirillum spp. aislada de la endorizosfera y
rizosfera del maiz amilaceo y, suelo no rizosférico de Chilcapite -
Pomacocha.

+ Determinar los efectos de los aislados en el crecimiento del maiz amilaceo

1.4. Justificacion
El departamento de Huancavelica siembra anualmente 18,976 ha de maiz
amilaceo, con un rendimiento promedio de 2300 kg/ha™; de los cuales, la provincia
de Acobamba siembra en promedio 2,544 ha* con un rendimiento promedio de 2300
kg/ha?, cuyas cosechas son logradas en condiciones de secano (MINAG, 2016), en
este escenario, el rol de las rizobacterias tendria un rol importante en la produccion
de cosechas. Por otro lado, los campesinos de Pomacocha han integrado los
animales y otras practicas que armonizan con la chacra y la produccién sostenida
del maiz. Pero, esta cultura de convivir con la naturaleza viene en deterioro debido
a la implantacion de tecnologias foraneas de alto costo, que rompen toda relacion
armoniosa que existe entre plantas, suelos, microorganismos, el hombre y la salud
de la naturaleza.
Desde el punto de vista ecoldgico, la vigorizacion de las chacras con practicas de

biofertilizacion permite reducir el uso de energia fosil, degradacion del
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agroecosistema y pérdida de nutrientes (lzaguirre y Mayoral, 2014). Por otro lado,

en la Agenda 21 de la Conferencia sobre Medio Ambiente y Desarrollo firmada en

Rio de Janeiro en junio de 1992, pide en su capitulo 3:

a. Encontrar sustitutos o mejoras ecoldgicamente racionales de los procesos de
produccion que son nocivos para el medio ambiente.

b. Elaborar aplicaciones para reducir al minimo la necesidad de insumos quimicos
sintéticos insostenibles y para utilizar al maximo productos ecologicamente
adecuados incluidos los naturales.

c. Elaborar nuevas tecnologias para la seleccion rapida de organismos que puedan
tener propiedades biol6gicamente Utiles.

En este contexto, apremia conocer la poblacion nativa de Azospirillum spp asociadas

a las raices del maiz en las chacras maiceras de Chilcapite - Pomacocha, los que

estarian favoreciendo la produccidon natural de cosechas, generar recursos VY,

contribuye al bienestar familiar dotando seguridad alimentaria.

Asimismo, una vez realizada los bioensayos, las cepas promisorias serviran de

materia prima para la produccién futura de biofertilizantes y proveerlos a los

agricultores de la provincia y la regién y, con ello contribuir a reducir el empleo de

los agroquimicos y la contaminacion del medio ambiente.
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CAPITULO II:

MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Numerosas investigaciones indican que el uso indiscriminado de fertilizantes
quimicos altera el ecosistema ejerciendo presion negativa sobre los
microorganismos del suelo, asi como sobre la capa de ozono (Tanu y Adholeya,
2015). Por otro lado, a los microorganismos del suelo se les ha catalogado como los
mejores aliados para lograr adecuado crecimiento y nutricién de las plantas,
formando una serie de asociaciones simbioticas y no simbioticas y, que mejoran de
fertilidad natural del suelo. Entre estas asociaciones se encuentran los
microorganismos que ayudan a la degradacion de la materia organica, fijacion de
nitrogeno, produccion vy liberacion de sustancias reguladoras del crecimiento
vegetal, solubilizacion de elementos minerales y proteccion frente a fitopatdgenos,
entre otros. Existiendo en la actualidad creciente interés en el uso de estos
microorganismos, para lo cual son indispensables los estudios basicos y aplicados
gue generen tecnologias que permiten su utilizacion masiva de biopreparados
microbianos, enmarcados dentro del concepto de una agricultura sostenible (\Valero,
2016).

Los microorganismos de los géneros Azospirillum, Herbaspirillum,

Gluconacetobacter y Burkholderia presentan potencial para la fijacion biolédgica del
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nitrogeno, FBN y produccion de reguladores del crecimiento en diferentes cultivos
agricolas. En este contexto, se cuantificaron y aislaron bacterias diazotréficas de
nueve cultivares de arroz irrigado. Utilizando los medios FBN (Azospirillum
brasilense/ lipoferum), JNFb (Herbaspirillum), JMV (Burkholderia), LGI
(Azospirillum amazonense) y LGI-P (Gluconacetobacter), se obtuvieron 58
aislados. De éstos, diez obtenidos en el medio NFb, A. brasilense y A. lipoferum
fueron evaluados. En la FBN, A. brasilense y A. lipoferum presentaron los mayores
valores (41,08 y 46,8 ugN mL-1, respectivamente). En cuanto a la sintesis de acido
indolécetico, el aislado 1-31 fue el mayor productor (13,47 ugmL-1). Se concluy6
que bacterias diazotroficas endofiticas aisladas de cultivares de la region tienen
potencial como inoculante para el cultivo de arroz (Vicentini, 2016).

La aplicacion de las PGPR en el campo agricola requiere estudios previos que
garanticen su establecimiento y efectividad. Con este prop6sito se aislo Azospirillum
sp. de raices de maiz y plantas relacionadas. Las raices se fragmentaron, se
esterilizaron con etanol 70%, cloramina 1% y se enjuagaron con agua destilada.
Después, se sembraron en medio de cultivo semigelificado y las bacterias se aislaron
en medio sélido. La caracterizacion de Azospirillum sp. se hizo con base a la
morfologia colonial y microscopica y la seleccién por la actividad de la enzima
N’asa, mediante la reduccion de acetileno. El valor maximo de la N’asa fue 281,5
nmol C,H4 plantadia®. Las bacterias con los mayores valores se inocularon en
plantulas de 13 dias en hidroponia, determinandose la mayor infeccion (91%) en la
zona basal de la raiz, disminuyendo con la profundidad radicular media (86%) y
apical (84%). Se concluy6 que la dinamica poblacional de Azospirillum spp. estuvo
relacionada con la concentracion de oxigeno y nitrégeno en el sustrato hidroponico
(Rangel y Rodriguez, 2011).

Igualmente, con el objetivo de aislar bacterias fijadoras de nitrogeno del género
Azospirillum se procesaron nuestras de rizosféra de maiz y se sembraron en medio
semisolido sin nitrogeno. La caracterizacién morfoldgica y bioquimica identifico

Azospirillum sp; sin embargo, la caracterizacion filogenética demostré 94,4 % de

21



identidad en Enterobacter asburiae. Esta bacteria sintetizé celulasas, pectinasas y
acido indolacético (20 pg mL-1) y fijé nitrégeno, por lo que fue inoculada en
semillas de maiz y arroz para investigar su actividad como PGPR, y se determind
entre 100 y 90 % de germinacion en las semillas de maiz y arroz, en comparacion
con 80 a 70 % de los testigos, respectivamente. Asimismo, se alcanz6 43 % de
incremento en el peso de las raices de maiz y 37 % en arroz. En invernadero, las
plantas provenientes de semillas inoculadas y cultivadas por 45 dias alcanzaron
diferencias significativas en el peso foliar, con 0,818 g, en comparacion con 0,56 ¢
en los testigos; no obstante, las diferencias fueron no significativas en el peso
radicular, obteniéndose 1,34 y 1,03 g, respectivamente, (Ogho y Okokwo, 2012).
Azospirillum brasilense es una de las bacterias empleadas para la formulacion de
uno de los biofertilizantes (Azofer) de Bio-fabrica; es una bacteria con capacidad de
fijacion de nitrdgeno, coloniza la superficie de las raices de las plantas y la rizésfera
de diversos cultivos de importancia agricola tales como trigo, maiz, sorgo, arroz,
cebada o avena. Otra caracteristica de esta bacteria es su capacidad para producir
reguladores del crecimiento vegetal (principalmente acido indol acético, 1AA),
favoreciendo el crecimiento radicular, lo que permite mayor capacidad de absorcién
de agua y nutrientes disponibles en el suelo, incluyendo nutrientes o fertilizantes
aplicados. En un ensayo realizado en México, en el cultivo de maiz; cuando se aplicd
Micorriza se obtuvo 3.1 t/ha; con Azospirillum brasilense rindi6 3.3 t/ha; y cuando
se aplicd Micorriza + Azospirillum brasilense el rendimiento fue 3.4 t/ha; mientras
que el promedio general fue 1.9 t/ha (Masagro, 2012).

Segun Bashan (2010), quienes evaluaron el efecto de Azospirillum brasilense en el
rendimiento del maiz (Zea mays L.), empleando cuatro tratamientos: (TO) = Testigo
(no inoculado con A. brasilense ni fertilizado quimicamente); (T1) = inoculado/no
fertilizado quimicamente; (T2) = inoculado/fertilizado con media dosis del N total

recomendado para el maiz en la region de estudio (60 kg/ha); (T3)

inoculado/fertilizado con la dosis completa de N recomendada (120 kg/ha) y (T4)

no inoculado/fertilizado con la dosis completa del N recomendado. Cabe destacar
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los incrementos en el rendimiento de la ganancia neta por hectarea, asi como de la
relacion beneficio/costo promedio en los dos experimentos. La aplicacion del
fertilizante quimico incremento sustantivamente los costos de produccidn, pero no
se incrementd significativamente el rendimiento de grano respecto al testigo
absoluto o el tratamiento que incluyd a A. brasilense, de modo que la relacion
beneficio/costo fue cercana a cero e incluso en el tratamiento inoculado con la
bacteria mas la mitad del nitrégeno. Esto indica que la inoculacion con A. brasilense
podria ser una alternativa econdémica viable para la produccion de maiz.

El Azospirillum brasilense es un microorganismo fijador de nitrégeno no
simbidtico, que vive en las zonas de las raices de las plantas y muy asociados a las
mismas. Ejercen efectos beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas en una
amplia variedad de condiciones ambientales y de suelos. Estudios profundos
demostraron que los efectos positivos del A. brasilense se debe a que la bacteria
produce auxina que a su vez modifica el contenido de las diferentes fitohormonas
de la planta, promoviendo la elongacion de la raiz, aumentando la densidad y
longitud de los pelos radiculares (Masagro, 2012).

La capacidad de Azospirillum para colonizar la rizosfera puede depender de algunas
propiedades de la bacteria, como la quimiotaxis hacia los exudados de la raiz, un
metabolismo versatil que incluye la fijacion de nitrégeno, el antagonismo y la
competencia con los microorganismos. En tal sentido, resulta importante su
habilidad para unir las raices de las plantas y las particulas del suelo, lo que sugiere
que la union de Azospirillum a las raices involucra dos fases distintas: adsorcion y
anclaje (Bashan, 2010).

Las bacterias del género Azospirillum hacen posible que se mantengan altos los
niveles de fijacion de nitrégeno a bajas tensiones de oxigeno, ain en condiciones
anaerdbicas, ademas estas bacterias pueden mantener su poblacion en condiciones
de estrés por diferentes mecanismos fisioldgicos (Cardenas y Garrido, 2010).

Otros de los efectos de la inoculacion de Azospirillum en plantas estan dados por el

desarrollo radicular al colonizar tanto la parte interna como la externa de la raiz.
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Algunos de los cambios morfologicos que sufre el sistema radicular se encuentra
relacionado directamente con la concentracion del inoculo, lo cual aumenta el
volumen, hay un incremento en el area de la superficie, estimulacion de la
exudacion; asi como en la morfologia externa de las raices (Vital y Mendoza, 2014).
Las cepas de Azospirillum son bien conocidas como Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (PGPR, conocidas asi por sus siglas en inglés) debido a su
capacidad para estimular directamente el crecimiento de las plantas, a través de
diversos mecanismos (Vital y Mendoza, 2014).

Segun Caballero (2010) afirma que a partir de investigaciones realizadas en México
se han empleado cepas de Azospirillum brasilense seleccionadas para promover el
rendimiento de los cultivos de cereales y maiz, como una alternativa tecnologica
para aquellas regiones donde no se aplicaban fertilizantes minerales, o bien, para
disminuir su uso en otras regiones. En este sentido Manuel — Lobbit et al. (2013),
exponen que la integracién de fijacion bioldgica de nitrégeno a cultivos mejora la
sustentabilidad de sistemas agricolas como maiz, sorgo y trigo, demandantes de N>
0 de leguminosas. Asimismo, se ha podido comprobar que Azospirillum tanto en
condiciones de invernadero y a nivel de campo desempefia un rol muy importante
en las poaceas y leguminosas, provocando el aumento de peso seco total, tamafio de
la hoja, brotes, aparicién temprana de la espiga, nUmero y granos en estas, peso y
tamafo del grano, altura de la planta, indice de area foliar y tasa de germinacion,
cambios en el sistema radicular; igualmente, influye en la tolerancia a la sequia en
maiz. Se ha utilizado, ademas, como alternativa tecnoldgica para aquellas regiones
donde no se aplicaba fertilizantes minerales, o bien, para disminuir su uso en
cultivos como el maiz y los cereales de modo que la integracion de fijacion bioldgica
de nitrogeno a cultivos puede mejorar la sustentabilidad de sistemas agricolas como
maiz, sorgo Yy trigo, cultivos que demandan grandes cantidades de Na.

Azospirillum tiene la capacidad de promover el crecimiento vegetal a través de la
produccién de fitohormonas, la induccion de resistencia sistémica, y la resistencia a

diferentes condiciones de estrés medioambiental. Este género es uno de los mejores
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candidatos para formular biofertilizantes para incrementar el rendimiento de
cultivos de importancia econémica. La coinoculacion con otras PGPR y micorrizas
es otra opcion para incrementar los efectos benéficos inducidos por Azospirillum.
Estudios adicionales son necesarios para conocer los mecanismos moleculares
implicados durante la interaccion con la planta, sobre la fisiologia de las bacterias
durante condiciones de estrés y la coinoculacion con otros microorganismos para la

generacion de mejores biofertilizantes (Mortimer, 1981).
Bases Teoricas

2.2.1. El género Azospirillum

Azospirillum es un género de las proteobacterias gram negativas, de vida
libre que taxondémicamente pertenecen a la familia Azotobacteraceae
(Caballero, 2015). En el afio 1978, se propone la creacion del género
Azospirillum y actualmente son reconocidas once especies. Las dos primeras
en ser descritas y las mas estudiadas son A. lipoferum y A. brasilense.
Posteriormente fueron descritas las especies A. amazonense, A.
halopraeferans, A. irakense, A. largimobile y otros. Pocos afios antes ésta
especie fue considerada como un sindénimo de la especie A. lipoferum, pero
recientemente, en honor de quien impulsara los estudios con este género
bacteriano y descubriera otros diazétrofos, se ha propuesto la especie
candidata A. doebereinerae (Novo, 2002).

Azospirillum no solo fija nitrégeno, produce ademas auxinas, sustancias
promotoras del crecimiento vegetal, como el &cido indol acético (IAA), el
cual induce la deformacion y el aumento de pelos radiculares, logrando en
la planta una mayor absorcion de nutrientes. Otra auxina que se ha
relacionado con Azospirillum brasilense es el acido indol butirico (IBA)
encontrado en plantulas de maiz inoculadas con este microorganismo. Otros
posibles mecanismos que benefician el crecimiento de las plantas son la
produccion de sideroforos, activacion de mecanismos de mineralizacion y

solubilizacion, por produccion de antibioticos y por induccion de la
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2.2.4.

expresion de factores de resistencia por las plantas (Philippot et al. 2005;
Raaijmakers et al. 2013).
Metabolismo de Azospirillum spp.
Las especies de Azospirillum spp., difieren en su capacidad para usar
compuestos como fuentes de Carbono y Nitrogeno. Usando para su
crecimiento unos pocos monosacéridos, disacéridos, alcoholes
polihidroxilados, y principalmente acidos organicos como malico y
succinico y algunos aminoacidos Tiene un metabolismo carbonado y
nitrogenado muy versatil adaptandose mejor en el entorno rizosférico. Como
fuentes nitrogenadas, Azospirillum spp., puede utilizar un amplio rango de
sustratos como: amonio, nitrato, nitrito, aminoacidos y nitrégeno molecular.
En condiciones de estrés se puede enquistar, recubriéndose de una capa de
polisacéridos y produciendo granulos de R-hidroxibutirato como reserva de
fuente carbonada (lzaguirre y Moyaral, 2014).
Requerimientos nutricionales de Azospirillum spp.
Estan determinados por el tipo de metabolismo celular y condiciones del
cultivo. Para la produccion de células bacterianas de Azospirillum spp. se
debe tener una relacion C/N minima para que pueda iniciar su metabolismo
(\Valero, 2016).
Efectos de factores fisico-quimicos sobre Azospirillum spp.
Cuando las bacterias se siembran en un medio 6ptimo y en condiciones
adecuadas, sucede un incremento en el nimero de celulas en cortos periodos.
Puede alcanzarse la poblacién méaxima en 24 h; para determinar el desarrollo
se debe medir cuantitativamente la poblacion de células al tiempo de sembrar
y nuevamente después de la incubacion.
% pH: Azospirillum spp., tiene un crecimiento 6ptimo en un rango de pH
de 6,5-7,0.
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2.2.5.

% Temperatura: la 6ptima de crecimiento cercana a los 30 °C, excepto
para Azospirillum largimobile que presenta una temperatura de 28 °C y
Azospirillum halopraeferens 41° C.

% Aireacion: Crece mejor en medios microaerofilicos. El oxigeno afecta
la nitrogenasa (Elbeltagy — Suzuki et al., 2001).

Metabolismo del Nitrégeno
La fijacion de nitrogeno es el principal mecanismo por el cual Azospirillum
afecta el crecimiento de las plantas. En los Gltimos afios, pocos estudios han
focalizado el ciclo del nitrégeno dentro de las células, y los genes
involucrados. Aparentemente, la habilidad de las cepas de Azospirillum
suelen mantenerse en forma natural, mejorando su capacidad para expresar
una actividad excepcional de la nitrogenasa. La eficiencia de la fijacion de
nitrogeno y la desnitrificacion puede ser regulada a través de la
concentracion de oxigeno, nitratos y molibdeno.

Sin embargo, bajo condiciones de fijacion de nitrégeno, la tasa de

respiracion no parecia ser un limitante para el crecimiento vegetal. Ademas,

posee la capacidad de adaptarse a bajas temperaturas y a concentraciones
bajas de oxigeno, dependiendo de la capacidad de la bacteria para usar

eficientemente los nitritos y nitratos (Tsgou, 2003).

La fijacion de nitrégeno por Azospirillum, fue el primer mecanismo sugerido

para promover el crecimiento de las plantas. La mayoria de las evidencias

registradas durante las tres décadas anteriores sobre este mecanismo de

accion ha generado controversia. Algunos experimentos en invernadero y

campo han de mostrado repetidamente que es minima la transferencia de

nitroégeno fijado por Azospirillum; sin embargo, no se descarta su capacidad
de fijar nitrogeno (Tsgou, 2003). Asimismo, se conoce que todas las cepas
colonizan la superficie y la parte interna de la raiz, estimulando el
crecimiento vegetal, incrementando en un 80% del nitrégeno fijado en el

suelo y la planta (Pérez, 2011).
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2.2.6.

2.2.7.

Habitat del género Azospirillum

Las especies de Azospirillum son habitantes de la rizosfera y de la
phyllosphera, existiendo como flora epifita no patdgena. Algunas especies
existen en grandes cantidades en la rizésfera de las plantas superiores, en
crecimiento asociativo con estas, beneficidndolas con el nitrogeno fijado
(Garcia y Olivares, 2012).

Cabe indicar que Azospirillum muestra una amplia distribucion geogréafica
alrededor del mundo. Son mas abundantes en las regiones tropicales, pero
también se les encuentra en las regiones templadas, frias y deserticas. El pH
del suelo juega un papel importante en la presencia de las especies del género
Azospirillum. Las especies de A. brasilense y A. lipoferum se encuentran en
mayor abundancia en suelos con valores de pH cercanos a la neutralidad. A
pH por debajo de 5 se les encuentra en forma esporédica, y su aislamiento
no se logra de suelos con pH menor a 4.5. Algunos factores abioticos tales
como porcentaje de arcilla, contenido de materia organica, capacidad de
retencion de agua y contenido de nitrégeno afectan positivamente la
sobrevivencia de A. brasilense, en tanto que el tamafio de las particulas de
arena y especialmente la alta concentracion de carbonato de calcio afectan
negativamente la sobrevivencia de esta especie en ausencia de plantas
(Masagro, 2012).

Aislamiento

El aislamiento de la bacteria Azospirillum resulta por lo general muy simple,
ya sea a partir de suelo rizosférico o de la superficie de las raices (rizoplano)
de numerosas plantas hospederas. También se le aisla del interior de las
raices o tallos de algunas plantas (Dobereineret al., 1976; Novo, 2002). El
medio de cultivo usado para el aislamiento de las especies de Azospirillum
es el NFB (nitrogen fixation biological) semigelificado, libre de nitrégeno y
con malato como fuente de carbono. En este medio de cultivo son aisladas

predominantemente cepas de las especies A. lipoferum y A. brasilense. El
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2.2.8.

medio NFB con algunas modificaciones en su composicion y pH, que
permiten el aislamiento predominante de otras especies de Azospirillum.
Estos medios modificados son usados frecuentemente para evaluar la
actividad reductora de acetileno, como indicativo de la fijacion de nitrégeno
(Mortimer — Balows et al., 1981). En tubos, el crecimiento bacteriano en
forma de sombrilla, transformado en una pelicula blanca y densa a 2-3 mm
por debajo de la superficie del medio de cultivo y el cambio de color del
indicador azul de bromotimol son considerados tentativamente como
positivos para el aislamiento de la bacteria (Novo, 2002).

La rizosfera

La rizosfera es la zona comprendida entre las raices y el suelo donde se
producen un gran numero de interacciones entre microorganismos e
invertebrados que afectan a los ciclos biogeoquimicos, al crecimiento y a la
tolerancia de las plantas frente al estrés (bidtico y abiotico) (Hinsinger —
Bengaough, 2009). La combinacion de varios factores tales como la
arquitectura fisica de la matriz del suelo, la distribucion espacial y temporal
de los rizodep6sitos y el rol de las raices como sumideros de agua y
nutrientes determinan la ecologia de esta area (Bais—Vivanco 2007).

El microbiota presente en la rizosfera estd compuesto por bacterias, hongos,
oomicetos, virus y arqueas. Estos microorganismos pueden ser atraidos (o
no) por los rizodepositos (nutrientes, exudados, células y mucilago liberado
por las raices) (Hinsinger-Bengaough, 2009). La liberacién de estos
compuestos organicos por las raices, ademas de suponer una fuente de
energia necesaria para el desarrollo de comunidades activas de
microorganismos, actian como sefiales quimicas (a nivel raiz-raiz o raiz-
microorganismos) con diferentes respuestas para la misma sefial (p. ej.
pueden alejar a un organismo al mismo tiempo que atraen a otro o atraer a
organismos muy diferentes con consecuencias distintas para la planta),
(Arone, 2007).
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La rizosfera es el area influenciada por el sistema radicular donde viven
grandes concentraciones de microorganismos. Este volumen interfacial entre
las raicillas y el espesor del suelo no tiene limites exactos, donde parte de la
poblacién rizosférica esta en contacto directo con la raiz y hasta puede
penetrar en la capa superficial de las raicillas (rizoplano) y en parte
extenderse en el suelo préximo, su caracteristica fundamental es que cobija

una poblacion alta de microorganismos (Curl, 1986).

La rizosfera se divide en tres areas: (Curl, 1986).

1. La rizésfera en sentido estricto (rizésfera externa), comprende la region
del suelo alrededor de las raices de las plantas y las poblaciones de los
microorganismos habitandolas.

2. ElI Rizoplano (o la superficie radicular) formado por la superficie
radicular y los microorganismos viviendo en él.

3. La Endorizosfera (o rizésfera interna) formado por la corteza radical de
la raiz invadido y colonizado por microorganismos saprofitos del suelo
(infeccidn del hospedero no patogénica).

Las Rizobacterias (Bacterias Libres Asimiladoras de N2- BLAN?2)

Las rizobacterias benéficas que promueven el desarrollo vegetal se

designaron como promotoras del crecimiento vegetal (PGPR- RPCV) y son

extensamente estudiadas por sus efectos benéficos en rendimientos de
importantes cultivos. Se conoce que algunos géneros entre ellos Azospirillum

y Azotobacter, se concentran en el rizoplano y su poblacién varia de acuerdo

a los cultivos; asimismo, puede penetrar dentro de la corteza de la raiz y

producen fitohormonas como giberelinas, auxinas (&cido indolacético),

citoquininas, &cido absicico y asimilan N2 e incrementan el rendimiento en

gramineas (Bashan, 1999).

Las bacterias diazotroficas como Azospirillum y Azotobacter son capaces de

ejercer efectos positivos en las plantas por producir y secretar reguladores

del crecimiento vegetal como: auxinas, giberelinas y citoquininas. Por lo
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tanto, la germinacion, el desarrollo radicular, nutricion mineral y la
utilizacion del agua son mejoradas (Huauya, 2001).

Factores que determinan el desarrollo de las Rizobacterias

Segun Curl (1986), la presencia de las rhizobacterias en las chacras estaria
influenciados entre otros por:

a. Ladisposicion de fuentes de carbono

b. Etapa fenoldgica de la planta

c. Fertilidad del suelo,

d. pH del suelo

e. Contenido de humedad del suelo,

f. Sistemas de cultivo

g. Factores ambientales

El Azospirillum spp., son bacterias microaerofilicas de vida libre
asimiladoras de N». Su presencia natural en la rizésfera del cultivo de maiz
fue reportada por Dobereiner (1990), en las chacras maiceras de los ayllus
Oyolo-Ayacucho. Existiendo también otras especies como reporta, Arone
(2007) la existencia de otros géneros de bacterias que tiene una similitud de
comportamiento al Azospirillum lipoferum, estos microorganismos son:
Azospirillum  brasiliense,  Azospirillumam azonense,  Azospirillum
halopraeferan y otros. Al respecto, Dobereiner et al. (1994), manifiestan,
que Azospirillum spp. han sido frecuentemente aislados del interior de raices
y partes aéreas de muchas plantas. Asimismo, se ha demostrado que los
componentes especificos de los exopolisacaridos del Azospirillum
brasiliense Sp7 determinan el grado de penetracion a las raices, Will (1992)
y Dobereiner (1990). Las especies del género Azospirillum aunque son
capaces de crecer adecuadamente con aireacion completa en presencia de
nitrdgeno combinado, pueden asimilar N2 solamente cuando se reduce
drasticamente la tension de O2 pero no se elimina totalmente, este modo de

vida se denomina “microaerofilia” (Rodelas, 2001).
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La aplicacion préctica de la inoculacion con diazétrofos ha sido positiva,
observandose notables incrementos en los rendimientos en diferentes
cultivos, principalmente en cereales. Estos resultados obtenidos,
especialmente con la inoculacion de Azotobacter chroococcum y
Azospirillum brasilense, no deben atribuirse exclusivamente a la ganancia
de N2 por las plantas, ya que el efecto beneficioso de estos microorganismos
en determinadas condiciones se debe fundamentalmente a la capacidad de
solubilizar fosfatos y sintetizar sustancias estimuladoras del crecimiento
vegetal, tales como, vitaminas y hormonas vegetales que intervienen
directamente sobre el desarrollo de las plantas, donde A. chroococcum
sintetiza tiamina de 50—-100 mg g de sustancia celular seca; acido nicotinico
de 200-600 mg g™ de sustancia celular seca y acido pantoténico y biotina;
acido indolacético (AlA); acido giberélico y citoquininas (Sambrook, 1989).
En el Peru se han realizados algunos estudios sobre el efecto que ejerce los
microorganismos en la rizosfera, estos autores encontraron a nivel de la
rizosfera una poblaciébn mucho mayor de bacterias asimiladoras de N
(Azotobacter spp, Azospirillum spp) con respecto al suelo libre de la
influencia de las raices, relacion que es establecida por el coeficiente
Rizésfera/Suelo (R/S). Asimismo, Sambrook (1989). Al evaluar la variacion
poblacional de Azospirillum spp y Azotobacter spp durante el desarrollo del
maiz, establecié que durante la floracion ocurrié la mayor poblacion
endorizosférica del Azospirillum spp, mientras que, en el siguiente estado de
Ilenado de grano del maiz, ocurrié un aumento de la poblacién rizosférica
tanto de Azospirillum spp. como de Azotobacter spp.

Los diazotrofos son capaces de sintetizar sustancias fungistaticas que, al
inhibir el crecimiento de los hongos fitopatogenos del suelo, promueven
indirectamente el desarrollo de las plantas, especialmente en las etapas
tempranas del cultivo. Estos compuestos tienen accion sobre hongos

pertenecientes a los géneros Fusarium, Alternaria, Penicillium vy
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Rhizoctonia, variando su accidn antagonica con la cepa bacteriana utilizada
(Sambrook, 1989).

2.3. Definiciéon de términos

» ldentificacion.- La identificacion esta vinculada a la identidad, que es el
conjunto de los rasgos propios de un sujeto o de una comunidad. Dichos rasgos
caracterizan al individuo o al grupo frente a los demas. La identidad es, por otra
parte, la conciencia que un ser humano tiene respecto a si mismo.

» Asociacion de microorganismos.- es la simbiosis lato sensuse define como
cualquier interaccion bioldgica entre especies, ya sea que estas incidan positiva
0 negativamente entre ellas, como por ejemplo el mutualismo, comensalismo y
parasitismo.

» Endorizosfera.-Consiste en el tejido de la raiz e incluye la endodermis y las
capas corticales.

» Inocular. -Introducir en el organismo por medios artificiales el virus o la
bacteria de una enfermedad contagiosa.

» Cepas. - Cepa es, en microbiologia, poblacion de células de una sola especie
descendientes de una Unica célula, usualmente propagada clonalmente, debido
al interés en la conservacion de sus cualidades definitorias. De una manera mas
béasica puede definirse como un conjunto de especies bacterianas que comparten,
al menos, una caracteristica

> Bioensayo. Utilizacion de organismos vivos para medir el efecto de una
sustancia, factor o condicion, comparando la situacion antes y después del
experimento.

» Diazotrdficas.- Los diazotrofos son bacterias que hacen fijacion de nitrogeno
atmosferico en una forma mas disponible como es el amonio (Postgate, 1998).
Un diazétrofo es un organismo que es capaz de crecer sin fuentes externas de
nitrégeno fijado.

» Rizobacterias.- Bacterias que habitan dentro de la rizésfera de la planta
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2.4. Hipdotesis

2.4.1. Hipdtesis general(HQg)
Existencia de Azospirillum spp. asociada a las raices del maiz amilaceo

cultivadas en Chilcapite - Pomacocha
2.5. Variables de estudio

s Se evalu6 presencia de poblacion nativa de Azospirillum spp. en la
Endorizosfera, Rizosfera y Suelo no Rizoferico del maiz amilaceo crecida en
Chilcapite - Pomacocha mediante del nimero mas probable.

% Se evalu6 presencia de poblacion nativa de Azospirillum spp. en la
Endorizosfera, Rizosferay Suelo no Rizoferico del maiz amilaceo en la dilucion

10 mediante secuenciacion masiva Illumina miseq del gen 16S rRNA.
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CAPITULO IILI.
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Ambito temporal y espacial
El presente trabajo de investigacion se realizd durante la campafia agricola 2017 -
2018, en la comunidad de Chilcapite, Distrito Pomacocha y Provincia de Acobamba,

departamento de Huancavelica-Perd.

Acobamba J

L

llustracidn 1. Localizacion del experimento en Chilcapite, Pomacocha, Acobamba.

35



3.1.1. Ubicacién politica:

Regidn : Huancavelica
Provincia : Acobamba
Distrito : Pomacocha
Zona maicera : Chilcapite

3.1.2.Ubicacién Geogréfica:

Altitud : 3557 m.s.n.m.

Latitud sur : 12°15'24"

Latitud Oeste : 74°30'43" Meridiano de Greenwich
3.1.3. Factores climaticos:

Temperatura promedio ] 2N

Humedad relativa : 70%

Precipitacion promedio anual : 600 — 800 mm.

Fuente SENAMHI. Estacion Meteoroldgica Acobamba

36



3.1.4. AnAlisis de suelo

T LT &

AN

1965

PREDIO: CHILCAPITE
MATRIZ:SUELO AGRICOLA
ANALISIS N° 501-01S -2018

SOLICITANTE: RUBEN CRISTIAN CCENTE LUGAR: ACOBAMBA
PSHAR FECHA DE RECEP: 03/05/2018
INFORME DE ANALISIS DE SUELO CARACTERIZACION
MUESTRA: PREDIO CHILCAPITE: CULTIVO DE MAIZ
PARAMETRO RESULTADO UNIDAD METODO TECNICA
Textura
Arena
19.76 %
Limo 40.72 %
Arcilla 39.52 MES - 001 Bouyoucos
FRANCO
Clase Textural ARCILLO
LIMOSA
Porcentaje de Saturacién de Agua % MES - 002 Gravimétrico
Carbonato de Calcio Total 431 % MES - 003 Gravimétrico
G ; <0.0
Conductividad Eléctrica (E.S) a 25 °C. 004 dS/m MES - 004 Electrométrico
pH (1/1) a Temp = 24.1 °C 0.57 MES - 005 Electrométrico
Fésforo Disponible 949 ppm MES - 006 Olsen
Materia Orgénica o % VES - 007 Waldey y:Black
G " 2.90 Acetato de Amanio
Potasio Disponible ppm MES - 009
Cationes Cambiables 103.20 Extractante: Ac. Amonlo
& F
Calcio mEq/100g MES - 010 AAS
; 17.87 FAAS
Magnesio mEq/100 g MES - 011
¥ 1.16 FAAS
Sodio mEq/100g MES - 012
ot 0.06 FAAS
otasio 3
it 0,26 mESiie IS0l KCI / Volumétrico
ummnie e Hicingent <0.01 mEq/100 g MES =Bl Calculo Matematico
P.A <0.06 % mggg:? Célculo Matemético
CICE mEq/100g
19.36
DONDE:
ES ! Extract de Saturacion, % . Masa / Masa.
( 1/ 1) Relacién Masa del Suelo / Volumen del Agua ppm  mg / Kg.
PAIF \je de Acldez MES : Método Propio del Laboratorio.

CI.C.E. : Capacidad de Intercambio Catiénico Efectivo.

NOTA

FAAS : Espectrometria de Absorcion Atémica por
Liama.

1: 1 a8 resuliades presantados serrespondan sok ala miestra indicada
2: Seprehbala roproduccion pareial o ‘ol dol presente informc ain la autonizacidn de! Laboraiorio de Quimica Agricola

AN A»\LA e
( by

MSc. Quim. Alexis Saucedo Chacén
JEFE DEL LABORATORIO

T D ity
B mar Sulie Seewo e
st ST

a «
T T o 1o s SRR 0 St ' ) Wi P A T e o v

Fuente: Laboratorio quimica agricola Valle Grande, 2018.
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3.2.

"8,

3.4.

3.5.

Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion es descriptivo.

Nivel de investigacion

El presente trabajo de investigacion es basica.

Poblacién, muestra y muestreo

Poblacion: Estaba conformada por 300 plantas.

Muestra: Se tomd 90 plantas al azar al estado de 50% de floracion de plantas.

Muestreo: Se empled muestreo simple - aleatorio.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.5.1.Para Azospirillum spp.
Se emple6 el método del Numero Més Probable (NMP), con 5 repeticiones,
utilizando la técnica de las diluciones sucesivas, segun Alexander (1965),
adaptadas para Azospirillum por Dobereiner (1980) y aplicado por Julca

(1991); cuyo medio especifico es:

Tabla N° 3.1. Medios especificos de reactivos de Azospirillum spp

REACTIVOS CANTIDAD UNIDAD
Acido Mélico 5.00 G
KoHPO, 0.50 G
KH2PO4 0.50 G
MgS0,.7H,0 0.20 G

CaCl 0.02 G

NaCl 0.10 G
FeCl»(0.1% en solucion) 0.01 G
NaMo0,.2H,0 0.01 G
EDTA(Fe)(1% p/v en agua) 4.00 Ml
Glucosa 2.50 G

Agar 1.75 G

KOH 4.00 G
Extracto de levadura 0.02 G

Azul de Bromotimol 3.00 Ml
(Solucidn al 5% en etanol y 50% de agua de cafio)

pH* | 6.6 - 6.8 |(verde Claro)
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| Completar con agua destilada | hasta 1000 | MI |

Durante el proceso de preparacion del medio libre de nitrégeno para
Azospirillum spp., para llegar al pH 6.7 se agrego pizcas de KOH puro hasta
que el medio vird de amarillo intenso a verde claro, como se puede apreciar en

la ilustracion 2.

(d)

llustracion 2. Proceso de preparacion del medio del cultivo para Azospirillum spp. (a) Pesado

de reactivos sélidos, (b) Cambio de pH del medio de cultivo liquido con KOH, (c) Medio de
cultivo con pH 6.7, (d) Proceso de pipeteo de Medios de cultivo, solucidn salina y tapado de
los tubos.
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Todo este medio mineral carente de nitrogeno y especifico para Azospirillum,

y todo el material que se ha requerido fueron auto clavadas por 15 minutos a

una presion de 15 — 20 atmosferas (llustracion 3).

lHustracion 3. Proceso de preparacion de solucion salina para siembra de Azospirillum spp.

3.5.2.Recoleccion de muestras para Azospirillum spp.
Las muestras de raices sirvieron para el aislamiento de Azospirillum spp. Se
selecciond de las raices de 90 plantas de maiz amiléaceo, de las cuales se tomd
3 g de suelo rizésferico, 3 g se suelo no rizosferico y 3 g de raices, segun la
metodologia descrita por Areche y Mauri (2009).

’ W A ¢ \
" 7 (B A‘_‘Nn,
[ , it
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(d)
lHustracion 4. Procesos previos para siembra de Azospirillum spp. (a) Oreado de raiz del maiz
muestreado, (b) Extraccion de suelo rizésferico en placas, (c) Corte de raices finas, (d) Pesado

de suelo rizosferico, no rizdsferico y raices cortadas.

3.5.3. Esterilizacion superficial de las raices de maiz amilaceo

Una vez lavado las raices con agua de cafio y agua destilada se procedieron a
cortas las raices mas finas de cada planta (hasta 2 mm de diametro) a una
longitud de 5 cm, posteriormente se mezcld y pesé 3 g de raices finas. Estas
raices se sumergieron a un falcon con etanol al 96% por un periodo de 1
minuto, se tapo herméticamente el falcon para agitar manualmente, luego de
eliminar el alcohol se adiciono lejia al 4% por 15 minutos, se agito cada cierto
tiempo y finalmente se elimind la lejia y, nuevamente se adiciono etanol al
96% por 30 segundos, y posteriormente se lavo con H2O destilada estéril por
5 veces a mas. Una vez esterilizada superficialmente las raices se colocaron
en un mortero estéril con adicion de solucion salina al 0,85% para proceder a
triturar, el liquido obtenido se sembr6 en cada tubo de ensayo conteniendo
medio (NFB) libre de nitrégeno (Areche y Mauri, 2009).
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llustracion 5. Procesos de esterilizacion superficial de muestras de raices de maiz para
siembra de Azospirillum spp. (a) Lavado de raiz con agua destilada b) Cortado de raices a 2
mm, (c) Triturado de raices finas de maiz en el mortero estéril, (d) Liquido obtenido del
mortero en solucidn salina al 0.85 % e) Siembra del liquido obtenido en cada tubo de ensayo

conteniendo medio (NFB) libre de nitrégeno.
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3.5.4.Siembra de suelo rizosferico y no rizésferico en medio NFB
Se pesd 3 g de suelo y se adicionaron a la solucion salina (0,85%) de 27 ml, a
partir de la cual se procedid la dilucion respectiva hasta 108 en 9ml de solucion
salina. En cada dilucion se empled 1 ml de la solucion y posteriormente de
cada dilucion se utiliz6 1 ml para inocular el medio cultivo liquido NFB
(medio libre de nitrogeno), segin Dobereiner (1990). Finalmente, fueron
incubados por 15 dias a una temperatura de 28 °C y las lecturas fueron

evaluadas diariamente.
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llustracién 6. Procesos de siembra de suelo rizdsferico y suelo no rizésferico (a) Pesado de
suelo rizosferico de 3 g, b) Adicion de solucion salina al erlenmeyer, (c) Preparado de suelo
rizésfericocon solucidn salina, (d) Siembra en tubos de ensayo, €) incubacién por 15 dias a

una temperatura de 28 °C.

Para la siembra en medio solido se utilizo de la dilucion 10* y se incubaron a
28 °C durante 8 dias. Las unidades formadoras de colonias (UFCs) con
diferente morfologia se seleccionaron mediante inspeccién de una lupa de
aumento de 10X y cada una de ellas se resembrd en placas petri hasta la
obtencion de colonias morfoldégicamente uniformes. No se observo la
aparicion de nuevas UFCs después de 72 horas de incubacion (Areche y
Mauri, 2009).




(©
llustracion 7. Procesos de siembra (a) Siembra de Azospirillum spp. del medio liquido a solido

en placas, b) Incubacion de placas, ¢) Obtencion de colonias morfolégicamente uniformes.

3.5.5. Cuantificacion
La poblacion de Azospirillum spp. fueron cuantificadas mediante la aplicacion
del NMP (Tabla estadistica de Cochran, 1950).

3.5.6.Purificacion
La purificacion de la cepa aislada de Azospirillum spp, se prepararon en el
medio NFB (medio libre de nitrogeno), solido, a partir de los tubos de ensayo
positivos, las muestras de Azospirillum spp, se tomaron con un ansa
(previamente esterilizada) y fueron sembradas mediante estrias, para que las
colonias queden uniformemente distribuidas. Las placas de Petri se incubaron
a 28°C por 24 - 48 horas (Dobereiner,1976).
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(d)

llustracion 8. Proceso de purificacion de aislados de Azospirillum spp. (a) Placas preparadas
con medio sélido, (b) Aislamiento de Azospirillum de tubos positivos de 10%, (c) Siembra de
bacteria (Azospirillum spp.) en placa como se muestra, (d) Placas Petri fueron incubadas a

28°C por 24 - 48 h, dependiendo del crecimiento de Azospirillum spp.
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9 ml de solucién salina CINa al 0,85%

[ [\
/ 11\
9 ml de solucién R ol |
. g f T e
p= - salinaCINaal 0.85% | = | | ||
% ¥ |
3 gdesuelo

~
10 ml de medio de

cultivo

Rizosfera Testigo Endorizosfera No rizosfera

Incubacion a 28 *C por 10 dias

lustracion 9. Resumen del proceso de aislamiento y cuantificacion de Azospirillum spp. en la zona
maicera de Chilcapite - Pomacocha — Acobamba — Huancavelica
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3.5.7.0btencion de ADN Metagenomico de los tubos positivos de la dilucion

10 de las muestras de suelo endorizosférico, rizosférico y no rizosférico

Para la obtencion de ADN metagenémico se utilizé el producto PowerSoil®

DNA Isolation Kit Mo Bio, siguiendo el protocolo establecido por el

fabricante.

Protocolo de extraccion de ADN metagendmico

1) Obtencion de pellet de los tubos positivos de la dilucion 10

2) Mezclar la muestra, resuspender el pellet con ligero vortex, y adicionar la
solucién C, 60 ul (si este precipitado es de color blanco lechoso, calentar
a 60 °C hasta disolver).

3) Invertir manualmente varias veces los microtubos para mezclar.

4) Utilizar el homogenizador por 90 segundos a 1600 rpm.

5) Centrifugar en una microfuga a 12200 rpm por 30 segundos (no exceder
los 10000xg los tubos se pueden romper).

6) Retirar el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml aprox. de 400 a 500 pl.

7) Adicionar la solucion C2, 250 ul y dar vortex por 5 segundos.

8) Incubar a4 °C por 5 minutos.

9) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

10) Retirar el sobrenadante, aprox. 600 ul a un nuevo tubo de 2 ml.

11) Adicionar la solucion C3, de 200 pul y dar vortex ligero.

12) Incubar a 4 °C por 5 minutos.

13) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

14) Retirar el sobrenadante hasta 750 pl a un nuevo microtubo de 2 ml.

15) Adicionar solucion C4 (mezclar bien antes de utilizar), 1200 ul y dar
vortex por 5 segundos.

16) Cargar dentro del SPIN FILTER aproximadamente 650 pl.

17) Centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto, volver a cargar 650 pl, centrifugar
y cargar otra vez; realizar solo 3 cargadas y desechar el eluido.

18) Lavar con la solucion C5, adicionar 500 ul, al SPIN FILTER.
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19) Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos. Desechar el eluido.
20) Volver a centrifugar a 12200 rpm por 1 minuto.

21) Retirar el filtro y colocar en un nuevo tubo eppendorf.

22) Adicionar 50 pl de agua MLQ estéril a la membrana.

23) La membrana se debe rehidratar por mas de un minuto.

24) Centrifugar a 12200 rpm por 30 segundos.

25) El ADN esta listo en el eluido.

26) Almacenar el ADN a -20 °C hasta su uso.

lustracion 10. Muestra de ADN en Ependorff de 1.5 ml

Preparado de geles de agarosa para la comprobacion de ADN
proveniente de la dilucion 10 de las muestras de suelo endorizosférico,
rizosférico y no rizosférico

Es necesario comprobar la presencia y la calidad de ADN extraido mediante
la técnica de electroforesis.

Protocolo para preparar tampoén buffer para electroforesis de ADN.
Tenemos el tampén TBE 10x (0,5x), para saber las cantidades a emplear
realizamos la siguiente ecuacion de calculo de dilucion en una concentracion

esta planteada por la siguiente formula:
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C1.

V1=C2.V2 C1: concentracion inicial

10x . V1=0,5x . 500 ml

V1

oS00 C2: concentracion final

10x

=25ml
V1: volumen inicial

1. Para preparar 500 ml de tampon

buffer necesitamos 25 ml de tampdon TBE 10x (0,5x) y 475 ml de agua ultra

pura. (Los 475 ml de agua ultra pura se complementan con los 25 ml de

tampén TBE 10x lo que corresponde a 500 ml de solucién).

Protocolo para el preparado de geles de agarosa al 1%
il

Preparar la cama de electroforesis con cinta masking tape para evitar
derrames de la solucion.
Para el tamafio de la cama que se empled, se uso6 0,6 g de agarosa la que
se adiciond a un frasco de 250 ml de tapa color azul con rosca.
Medir 40 ml de tampdn TBE en una probeta de 100 ml que esta en el
ambiente oscuro.
Una vez medida los 40 ml de tampon TBE adicionar al frasco que
contiene 0,6 g de agarosa.
Llevar la solucién al microondas por un tiempo de 120 segundos para
disolver la agarosa, en caso que no se disolviera bien la agarosa, aumentar
por un tiempo de 20 segundos en el microondas, hasta que la solucion se
muestre claro sin grumos.
Una vez retirada la solucion del microondas vaciar a la cama de
electroforesis, previamente preparada.
Colocar los peines en la cama y dejar que solidifique por un tiempo de 40
minutos.
a. Preparado de marcador de DNA 300 pl.

DNA marcador 1 ul x 50= 50 pl

Loading dye 6x 1 ul x 50= 50 pl

Agua ultra pura 4 ul x 50= 200 pl

300 pl
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b. Preparado de Gel Red para 1mi
Gel Red (1000x) 3 pl
Loading buffer 997 pul, por 1000 ul.

llustracién 11. Gel de agarosa dentro de la cubeta de electroforesis.

Comprobacion de las muestras de ADN

Para comprobar la presencia y calidad del ADN después de su extraccion y
purificacion, se tomd 5 pl de muestra de ADN, 4 pl de Marcador y 2 pl de
tampén de carga, estd mezcla se empled para cargar en geles de agarosa
preparados al 1% en solucion tampon TBE. La electroforesis se realizd
empleando una corriente continua de 80 V , que una vez corrido en el gel se
fotografiaron bajo luz UV. Como marcador de tamafio molecular se utilizo el
denominado Molecular DNA Marker. En los geles debe comprobarse una
banda superior a 20 kpb, a veces se nota presencia ADN degradado con

valores inferiores.

Tabla N° 3.2. Mezcla de reaccion para electroforesis de ADN

Productos Cantidad (pl)

ADN 5ul
Marcador DNA 4 ul
Loading buffer 2 ul
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Protocolo para cargar las muestras ADN en gel de agarosa

1. Retiramos las cintas maskin de las camas de electroforesis.

2. Poner la cama con gel en la cubeta de electroforesis con tampon TBE
0,5x.

3. Retirar los peines de la cama de electroforesis cuidadosamente sin
danar el gel.

4. Centrifugar con un mini spin el marcador y loading buffer para poder
juntar y deshielar.

5. Extraer 5 pul de ADN a un parafilm (para cada muestra), y adicionar 2
ul de loading buffer que contiene gel red, juntar y cargar la muestra en
el gel.

6. Extraer 4 ul de marcadory adicionar 2 ul de loading buffer que también
contiene gel red, y se carga en los pocillos extremos del gel.

7. Una vez cargada las muestras de ADN se corre el gel a 80 V por un

tiempo de 45 minutos.

lustracion 12. Cargando de muestras de ADN en gel de agarosa y colocado en
camas de electroforesis.
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8. Transcurrido el tiempo, se tomaron fotos al gel empleando un

fotodocumentador y con la ayuda de una laptop y el programa
SMARTVIEW PRO 2100, se aprecia las bandas del ADN en la parte

superior del gel.

llustracion 13. ElI ADN se visualiza en la parte superior del gel de agarosa y se tiene de

referencia un marcador.
Amplificacion y Secuenciacion del gen 16S rRNA
Mediante un servicio de la Fundacion para el Fomento de la Investigacion
Sanitaria y Biomédica (Fisabio) Valencia, Espafia, se realiz6 la
amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA en la plataforma de
[llumina Miseq.
Procesamiento de secuencias a través de programas bioinformaticas.
e Unidn de secuencias
Las secuencias fueron entregadas por parte de la empresa Fisabio en
formatos fasq y para la unién de Forward y Reverse de nucleétidos de
estas secuencias de cada una de las muestras (suelo rizosférico, no
rizosférico y endorizosferico), se llevo a cabo en el programa SEED
2.1
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Tabla N° 3.3. Secuencias unidas de la muestra nimero 1 suelo rizosférico.

Secuencias unidas muestra N° 1

CCTACGGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
CCTAGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
TACGGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATCC
TAGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCTA
CGGGAGGCATGGGCGCAAGCCTGATCCTAGGTGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCTACGGGAGGCATGGGCGCAAGCCTG
ATCCTAGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA

e Remocion de secuencias con bases ambiguas

En la plataforma del SEED2.1 es posible realizar la remocion de

secuencias de bases ambiguas a un valor Q30.

m— £t soquences Sbe Tongiy TRat SOSSCR HISE g 3 oo P N

3 : [ c l
Sasn 3 s by macecsde o < 3 B < cd
5 3

]

UNHBIRIRAT LR MRy

TRSRARON RO EERAREALBYNHRNNEHNBURLRNY
yaannnnaaAnNANRNANARAANARAANNN
ARRANARANANARANAANAAAARANAAA

llustracion 14. Remocion de secuencias ambiguas en la plataforma de SEED 2.1.

e Clasificacién de secuencias
Una vez normalizada las secuencias a 67235, estas fueron clasificadas
en la plataforma del RDP 11: Esta plataforma clasifica e identifica

secuencias de ADN a nivel de género, familia, orden, clase y phylum
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y ademds agrupa secuencias no clasificadas como unclassified. Las
secuencias clasificadas se ordenaron empleando Excel para cada orden
taxonomico.
e Alineamiento de secuencias

Para realizar el analisis de diversidad se requiere secuencias alineadas,
el mismo que se realizd en la plataforma del RDP 11 mediante el
comando Aligner. Las secuencias normalizadas se cargaron en formato
fasta a la plataforma, el tiempo empleado fue de 12 horas, los resultados

envian a tu correo electrénico.

File  Titles Sequences Quality  display sort  Alignments Chimers-clean Extraction Clustering Identification Phylogeny

No. HEAD length hits tagsM1 2 3 4 6 B 7 8 9 101112121415 1E171E1S20 21 22 2524 20 26 27 2025 30 3132 32 34 3E3E 37 3230 40 414247 4440 4E 47 4E 455051 52 525455
>SNRF1IBK3VE: 211036 0 1 cc C

3]

2 »SNRF1BK3VE:1:211036 0 1 CC
3 »SNRFTBR3VE1:111036 0 1
4 »SNRFIBR3VE1 211036 0 1
5 »SNRFIBR3VED 211036 0 1
B 3SNRFIBK3VED 211036 0 1
7 >SNRFIEK3VE:2TN03E 0 1
g >SNRFIEK3VE111036 0 1
q »SNRF1IBK3VE:: 211036 0 1
10 >SMRFIBKIVE1:21N03E 0 1
11 >SNRFIBK3VE1:211036 0 1
12 >SNRFIBK3VET:211036 0 1
13 >SNRFIBK3VET211036 0 1
14 >SNRFIBK3VET211036 0 1
15 >SNRFIBK3VET:211036 0 1
16 >SMRFIBKIVET:Z11036 0 1
17 >SNRFIBK3VE11103E 0 1
18 »SNRFIBK3VE:1:211036 0 1
19 >SMRFIBK3VET:21N03E 0 1
20 >SNRFI1BK3VE1:21M1036 0 1
21 »SNRFIBK3VET:211036 0 1
22 >SNRFIBK3VETIIN036 0 1
23 »SNRFIBK3VET21NM036 0 1
24 >SNRFIBKIVET:211036 0 1
25 »SNRFIBKIVET:Z1103E 0 1
28 >SNRFIBK3VET:ZIN0Z:E 0 1 cc
27 »SNRFIBKIVET:21N036 0 1
28 »SMRFIBK3VE1:21N03E 0 1
29 »SNRF1BK3VE1:21N036 0 1
30 >SNRFIBK3VETI11036 0 1
31 >SNRFIBK3VET:211036 0 1
32 >SNRFIBK3VET21NM036 0 1
33 3SNRFIBK3VET21N03E 0 1
34 >SNRFIBKIVETIINOZE 0 1
35 SNRFIBKIVETIN0ZE 0 1
36 »SNRFIBKIVET:21N03E 0 1
37 »SNRFIBK3VE1:211036 0 1
38 >SNRFIBK3VET:111036 0 1
33 >SNRFIBK3VETIIN03E 0 1
40 >SNRFIBK3VE1:211036 0 1
41 >SNRFIBK3VETIIN03E 0 1
42 >SNRFIBK3VET:211036 0 1
43 >SNRFIBKIVET:Z1103E 0 1
44 >SNRFIBK3VETT1103E 0 1
45 »SNRFIBK3VE1:21N036 0 1
46 >SNRFIBK3VETTIN0ZE 0 1
47 >SNRFIBK3VE1:211036 0 1
48 >SNRFIBK3VETI11036 0 1

D303 01 00 00 600 03 0hEH 03 00 03 0300 600 03 03 Ch Eh 0 £ 03 03 00 03 03 03 03 0 60 £ 03 01 03 03 03 03 0 6 £ 63 01 03 03 00 £

llustracion 15. Alineamiento de secuencias de ADN en la plataforma de RDP 1
e Esterilizacion de semillas
1) Las semillas de maiz (Zea mays L.) se esterilizaron siguiendo el
protocolo descrito por Arone (2012). Se sumergid las semillas en
una solucion de HgCl; al 2,5% durante 10 minutos en agitacion.
2) Se enjuagd por 10 veces con abundante con agua destilada estéril.

55



3) Se embebié en agua destilada estéril durante 1-2 horas a
temperatura ambiente, en agitacion.

4) Se procedi6 a sembrar

llustracién 16. Semillas de maiz en una solucion de HgCl, al 2,5% durante 10 minutos
en agitacion

e Solucidén nutritiva para el cultivo de plantas
Se empled la solucion mineral segin Rigaud y Puppo (1975), cuya

composicion se describe a continuacion:

Macro elementos (por litro de agua)

* KH,PO 68 mg
* K:HPO, 44 mg
» SO4Mg x 7H.0 123 mg
» K;SO, 174 mg
» SO4Ca 173 mg
« EDTA férrico (forma comercial) 25 mg

Micro elementos (por litro de agua):

* MoO4Naz x 2H,0 0,11 mg
* BO3H3 2,85 mg
* SO4Mn x 4H,0 3,07 mg
* SO4Zn x 7TH,0 0,55 mg
* SO4Cu x 5H,0 0,2 mg

La solucion se esterilizo en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.
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lustracion 17. Solucién nutritiva esterilizando en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

Preparacion de inéculos bacterianos

Todos los in6culos bacterianos proceden a partir de cultivos frescos de los

correspondientes medios liquido, hasta obtener una suspension bacteriana

de, aproximadamente de 102 células viables por ml. Cada semilla se inoculo

con 1 ml de la correspondiente suspension bacteriana citado por Vincent

(1970).

Inoculacion de cepas

e Bacteria END: 2ml inoculo x 4 macetas x 2 semillas = 8ml inoculo

e Bacteria SR: 2ml inoculo x 4 macetas x 2 semillas = 8ml inoculo

e Bacteria SNR: 2ml inoculo x 4 macetas x2 semillas = 8ml inoculo

e Testigo sin inoculo

e Unavez sembradas las semillas se taparon con el suelo adyacente y con
la perlita estéril la parte superior.

Riego:

e Se reg6 empleando una probeta para distribuir el mismo volumen por
maceta en funcion a las necesidades del cultivo.

Cultivo de plantas en jarra Leonard

El cultivo se llevo a cabo utilizando la jarra Leonard (Leonard 1943). Este

sistema consta de dos recipientes independientes, de manera que el

superior se rellena con vermiculita y el inferior con solucidn nutritiva. El

57



conjunto se esterilizo mediante autoclave a 120 °C durante 20 minutos. En
cada jarra se sembrd las semillas pre-germinadas y se inoculo con 1 ml de
la suspension bacteriana. La capa superficial de vermiculita se cubri6 con
una capa de perlita estéril, que evita la posible contaminacion ambiental y
refleja la luz por lo que previene el calentamiento excesivo de las semillas.
Cada jarra se envuelve en papel opaco a la luz para evitar que ésta alcance

las raices.

lHustracion 18. Proceso de siembra en jarra Leonard (a) Llenado del sistema consta de

dos recipientes independientes, de manera que la superior se rellena con vermiculita y el
inferior con solucién nutritiva, (b) Se cubrié con papel platina para evitar la

contaminacion, (c) Esterilizando solucion nutritiva en autoclave a 120 °C durante 20
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minutos, (d) En cada jarra se sembré las semillas pre-germinadas y se inoculo con 1 ml

de la suspension bacteriana.
Biomasa foliar de maiz amilaceo inoculado con Azospirillum spp.

Con los datos para altura de planta, materia seca de tallo, tamafio de raiz y
materia seca radicular, se elabor6 el analisis de Varianza (ANVA), y
coeficiente de variabilidad (CV) y se presenté mediante los histogramas de

frecuencia para cada tratamiento.
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CAPITULO IV.
PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1. Analisis de informacion

4.1.1. Crecimiento de Azospirillum
La presencia de Azospirillum spp. se aprecio por el viraje del color que se
presentd en el medio de cultivo liquido selectivo, que cambio desde una
tonalidad verde (pH: 6.6 A 6.7) hacia amarilla (pH: 5.4). El azul de
bromotimol a pH: 6.7 indica el color verde oscuro y se torna a amarillo
cuando el pH se hace mas &cido. Asimismo, se visualizé la formacién de
anillo blanquecino de 2mm de espesor localizado en la zona sub — superficial
(zona microaerofilica), el cual segun la literatura es la zona preferida para el
crecimiento de Azospirillum spp, debido a la baja presion parcial del oxigeno
requerido para su crecimiento.
El cambio de viraje de color en el medio de cultivo se registrd diariamente.
Luego de los 7 a 15 dias de incubacién y evaluacion se aprecid una
alcalinizacion del medio liquido, empezando por la superficie y
extendiéndose en todo el volumen. Durante los 15 dias de incubacion a 28
°C, se observo el crecimiento caracteristico de las BLAN3, cuyos datos se
registraron diariamente, con los cuales se determin6 el numero caracteristico

(ver anexo N° 8) para cada muestra, la misma que consta de tres digitos y
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mediante la aplicacion de la tabla NMP (Tabla estadistica de Cochran, 1950),
se determinG en ndmero mas probable de la poblacion de Azospirillum spp.
para cada muestra y se reportaron en ufc/g de suelo. Resultados obtenidos

son similares a los reportados por Dobereiner (1979), Wild (1992), Huauya
(2001), Arone (2007).

llustracién 19. Observacion de anillos en la zona superior del tubo de ensayo con medio de

cultivo.
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ENDORIZOSFERA (ENDR)
Crecimiento de Azospirillum spp. procedente
de la raiz de Zea mays L. a los 10 dias de

TESTIGO
A 10 dias de incubado a 28°C

SUELO RIZOSFERICO (SR)

Crecimiento de  Azospirillum  spp.
Procedente de la rizosféra de Zea mays
L. alos 10 dias de inoculacion

SUELO NO RIZOSFERICO (SNR)
Crecimiento  de  Azospirillum  spp.
Procedente del suelo no rizosférico de Zea
mays L. a los 10 dias de inoculacion

llustracién 20. Crecimiento de Azospirillum spp. En la endorizosfera (raiz), SR, SNR y

testigo

Cabe resaltar que conforme transcurrié el periodo de incubacion se aprecio
una alcalinizacion del medio de cultivo, iniciandose en la zona superior del
medio de cultivo para posteriormente extenderse a todo el medio de cultivo
como se muestra en la figura (19), esta alcalinizacién segun los autores se
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debe a la oxidacion del acido mélico, la cual puede estar relacionada con el
desarrollo pleomorfico del Azospirillum lipoferum (Tarrant et al., 1978 y
New y Kennedy, 1989). Ademas, la acidificacion del medio de cultivo
conteniendo glucosa es otra caracteristica del desarrollo de Azospirillum
(Dobereiner, 1995; Huauya, 2001).

o, SR SR
[
-
L B

(b)

llustracién 21. Crecimiento de Azospirillum spp. (a) Testigo, (b) Crecimiento al primer dia
de incubacién de suelo rizosferico, (c) Crecimiento a los 10 dias de incubacion de suelo

rizésferico.

Al realizar el aislamiento de Azospirillum spp del medio de cultivo liquido
hacia el medio sélido mediante la técnica de estriado en la placa Petri, se
observo el desarrollo de colonias liza brillantes; al principio de una tonalidad
transparente, que con el paso de dias de incubacion de 15 dias a 28 °C
presentan un color crema amarillento con una tendencia a hacia el color azul,
debido a la alcalinizacion del medio causado por la oxidacion del malato
(New y Kennedy, 1989).

(a) Crecimiento de Azospirillum spp. en

medio solido procedente de la
[ TESTIGO } endorizosfera de maiz de la zona maicera
de Chilcapite.
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4.1.2.

(d)

Crecimiento de Azospirillum spp. en Crecimiento de Azospirillum spp. en
medio solido procedente de la medio solido procedente del suelo
rizosfera de maiz de la zona maicera no rizosférico de maiz de la zona
de Chilcapite. maicera de Chilcapite

llustracién 22. Crecimiento de Azospirillum spp. en medio solido procedente de la zona
maicera de Chilcapite — Pomacocha— Acobamba — Huancavelica (a) Testigo, (b)

Endorizosfera, (c) Rizésfera, (d) Suelo no rizésferico.

Bioensayos Inoculados de maiz amilaceo con Azospirillum spp

Al realizar los bioensayos empleando el cultivo de maiz amilaceo en jarra
Leonard de; 1 kg de vermiculita, perlita (10 g) y solucion nutritiva de 650 ml
previamente esterilizado en autoclave por 15 minutos a una presién de 15 —
20 atmosferas, empleando los aislados procedentes de la zona maicera de
Chilcapite — Pomacocha — Acobamba, bajo el disefio completamente al azar,

con tres repeticiones (DCA).
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4.1.3.

" SUELONO
"*| RIZOSFERICO
g
L (S\R)

| ENDORIZOSFERA
(END)

RIZOSFERICO
(SR)

llustracién 23. Crecimiento de plantas de maiz amilaceo después de 25 dias de la siembra

Evaluacion de los bioensayos
Se evalud a los 60 dias después de la siembra el efecto de las cepas de

Azospirillum spp, como se observa en las siguientes figuras.
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TESTIGO CULTIVO DE MAIZ (Zea mays L.) A LOS 60 DIAS INOCULADO CON
azospirillum spp. DE LA ENDORIZOSFERA DE CHILCAPITE

CULTIVO DE MAIZ (Zea mays L) A LOS 60 DIAS
TESTIGO INOCULADO CON azospirillum spp. DE SUELO NO
RIZOSFERICO DE CHILCAPITE

llustracién 24. Comparacion del volumen radicular de maiz inoculada y sin inocular (T).
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Se aprecio heterogeneidad en el volumen radicular de las plantas con
respecto al testigo. Al respecto varios autores sostienen que los cambios en
la morfologia de las raices, en especial el incremento de la masa radicular es
debido a la produccion de la auxina, fitohormona producida y secretada por
Azospirillum spp. la misma que contribuye a la mejor nutricion mineral y
utilizacion del agua por las plantas al explorar un mayor volumen de suelo
(Abbas y Okon, 1993; Lynch,1990; Bashan y Holguin, 1993; Bowen y
Rovira, 1999, Okon 2000; Rodelas et al.,1999).

CULTIVO DE MAIZ (Zea maysL.) A
LOS 60 DIAS INOCULADO CON
azospirillum spp. DE SUELO NO
RIZOSFERICO DE CHILCAPITE

CULTIVO DE MAIZ (Zea maysL.) A
LOS 60 DIAS INOCULADO CON
azospirillum  spp. DE LA
ENDORIZOSFERADE CHILCAPITE

2N 2N \ o/

CULTIVO DE MAIZ (Zea maysL.) ALOS
60 DIAS INOCULADOQ CON azospirillum
spp. DE LA RIZOSFERA DE CHILCAPITE

TESTIGO

llustracion 25. Comparacion entre el testigo y los tratamientos

4.1.4. Presencia de Azospirillum spp en la zona maicera de Chilcapite -
Pomacocha — Acobamba — Huancavelica
La presencia de Azospirillum spp se determiné por los signos o propiedades
caracteristicas de género Azospirillum spp (Tarrand et al, 1979; Pakitrin et
al.,1983 reportado por Huauya, 2001), ademas se observo al microscopio
(Figura 24), cuyos signos inducen a sostener la presencia de Azospirillum
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4.1.5.

spp tanto en la endorizosfera como en el suelo rizdsferico en el cultivo de

maiz evaluado.

100 x 100 x
llustracién 26. Azospirillum spp, aislado de la endorizosfera y suelo rizésferico del maiz al

50 % de floracion de plantas de la chacra maicera de Chilcapite

Por otro lado, las condiciones edafoldgicas de pH y la humedad, fueron
favorables para su normal crecimiento (Hamdi, 1985 y Zufiiga, 1980).
Poblacion del Azospirillum spp en la zona maicera de Chilcapite -
Pomacocha — Acobamba — Huancavelica

La presencia de Azospirillum spp en la zona andina del Perd, fue referido por
Rivas, (1993), en los suelos del valle del Mantaro y Yanamarca de la region
central del Per(, donde encontré cepas nativas de Azospirillum spp. en
asociacion al cultivo de haba. Igualmente, Huauya, 2001, cita la presencia de
Azospirillum spp. nativo en el nicho maicero de los Oylo ayllus de Oyolo,
Paucar del Sara sara, Ayacucho.

Para las muestras en la zona maicera Chilcapite, Pomacocha, evaluado los
valores poblacionales de Azospirillum spp. fluctiian en ufc/g de 180x10° para
la Endorizosfera, 17x10° en la Rizosfera y 13x10° para Suelo no rizosferico.
Estos valores concuerdan con lo reportado por Huauya (2001), quien hallé
poblaciones similares de Azospirillum spp. al estado de floracion de plantas
de maiz amiléceo en las chacras de los Oylo ayllus — Ayacucho, siendo para
la endorizosfera de 9.2x10° ufc/g de raiz y 5.4x10° ufc/g en suelo rizosferico.

Igualmente, Julca (1991), al evaluar la poblacion bacteriana de la

68



4.1.6.

endorizosfera y rizosfera de camote bajo condiciones de maceta y campo,
encontro valores promedios de 10° y 108 células/gramo de peso. De la misma
forma manera Arone (2007), al evaluar la poblacion bacteriana de
Azospirillum spp. al 50 % de floracidén de plantas de haba hallo valores
0.54x10® ufc/g de raizen la endorizosfera y 3.1x10° ufc/g de suelo en la
rizosfera.

Altura de planta de maiz amilaceo

El analisis de varianza para altura de planta (cm) del maiz amilaceo en las
zonas maiceras de Chilcapite Pomacocha - Acobamba, presenta diferencias

estadisticas entre tratamientos.
Cuadro N° 4.1. Analisis de Varianza de altura de planta (cm) de maiz amilaceo inoculada

con Azospirillum spp. a los dos meses de siembra, al 99 % de confianza (o= 0.01).

F.V. G.¥ S.C C.M. F.C. SIG.

5456.0037 | 1818.6679| 18.7652 *x

Tratamientos 3
Error g| 775.3346 96.9168
Total 11 |6231.3383

S=9.84 X=28.58CV. =34.43%

En el Cuadro N° 4.1, Se observa el Anélisis de Varianza para atura de planta
de maiz amilaceo inoculada con Azospirillum spp. presentan diferencias
altamente significativas (a = 0.01) para altura de planta a los dos meses de

siembra.
Cuadro N° 4.2. Comparacién de medias mediante la prueba de Duncan (o = 0.01) para

altura de planta inoculada con Azospirillum spp.

Orden mérito Tratamiento Altura(cfini)planta Sig.
1 T2 (Rizosfera) 52.67 A
2 T1 (Endorizosfera) 45.33 B
3 T3 (Suelo no rizosferico) 30.33 C
4 TO (Testigo) 16.00 D
Promedio 36.08
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En el Cuadro N° 4.2, Se observa, el T2 alcanz6 mayor altura (52.67 cm),

seguido por T1 con 45.33 cm. EI T3 presentd la menor altura de plantas con

0.30 cm

4.1.7. Peso seco foliar del maiz amilaceo

El analisis de varianza para peso seco foliar de maiz amiléceo, dentro de la

fuente de variabilidad para los tratamientos presentaron diferencias

estadisticas.

Cuadro N° 4.3. Analisis de Varianza del peso seco foliar del maiz amilaceo a los dos meses

de siembra, al 99 % de confianza (o= 0.01).

F.V. G.L. S.C C.M. F.C. SIG.
Tratamientos 3 0.3555 0.1185 | 7.1853 e
Error 0.1319 0.0165
Total 11 0.4874

S$=0.13X=0.41CV.=31.70%
En el Cuadro N° 4.3, se puede observar el Analisis de Varianza del peso seco
foliar de plantas de maiz amilaceo, del cual se desprende que existe
diferencias altamente significativas para altura planta a los dos meses de
siembra (a=0.01).
Cuadro N° 4.4. Comparacion de promedios de Duncan (a = 0.01) para peso seco foliar del
maiz amilaceo. PONER DATOS ORIGINALES

Orden mérito Tratamiento | Peso seco de tallo (g) Sig.
1 T2 0.68 A
2 il 0.40 B
3 T3 0.37 B
4 TO 0.20 C
Promedio 041

En el Cuadro N° 4.4, se observa el comparativo de promedios para peso seco

foliar del maiz amilaceo, que en promedio general obtuvo 0.41 g. El
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4.1.8.

Tratamiento T2 (suelo rizosférico) presentd el mayor peso seco foliar del
maiz amilaceo con 0.68 g. En cambio, el Tratamiento Testigo, presento el
menor peso seco foliar de plantas de maiz con 0.20 g. El resto de tratamientos
estan comprendidos entre esto valores.

Peso seco de raiz de maiz amilaceo

El andlisis de varianza para el peso seco de raiz de maiz amilaceo, dentro de

la fuente de variabilidad para tratamientos muestran diferencias estadisticas.
Cuadro N° 4.5. Andlisis de Varianza del peso seco de raices (g) de plantas de maiz amilaceo
inoculada con aislados con Azospirillum spp., a dos meses de siembra, con un 99 % de

confianza (o= 0.01).

F.V. e [ S.C C.M. F.C. SIG.
Tratamientos | 3 0.4744 0.1581 10.7518 s
Error 8 0.1177 0.0147

Total 11 0.5921

S=0.12X=0.54CV.=22.22 %
En el Cuadro N° 4.5, se observa el Andlisis de Varianza del peso seco de
raiz de plantas de maiz amilaceo en la cual existe diferencias altamente

significativas para la altura de planta a los dos meses de la siembra (a = 0.01).

Cuadro N° 4.6. Comparacion de promedios de Duncan (o = 0.01) de peso seco de raiz de

maiz amilaceo.

Orden mérito | Tratamiento Olreso,seco Sig.
e raiz (g)
1 T2 0.77 A
2 1K 0.70 A
3 T3 0.37 B
4 T0 0.31 B
Promedio 0.54

En el Cuadro N° 4.6. El Tratamiento T2 presentd el mayor peso seco de raiz
con 0.77 g. En cambio, el Testigo, presentd el menor peso seco de raices con

0.31 g. El resto de tratamientos estd comprendido entre esto valores.
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4.1.9. Longitud de raiz de maiz amilaceo
El analisis de varianza para longitud de raices de maiz amil&ceo, dentro de
la fuente de variabilidad para tratamientos muestra diferencias estadisticas.

Cuadro N° 4.7. Analisis de Varianza de longitud de raices (m) de plantas de maiz amilaceo,

a los dos meses de siembra, con un 99 % de confianza (o = 0.01).

F.V. G.L. S.C C.M. F.C. SIG.
Tratamientos 3 0.6779 0.2260 18.6887 o
Error 8 0.0967 0.0121
Total 11 0.7747

$=0.11 X=0.57CV.=19.30 %
En el Cuadro N° 4.7, se observa el Andlisis de Varianza (a. = 0.01) de
longitud de raices de plantas de maiz amilaceo donde muestra diferencias

altamente significativas para longitud de raices a los dos meses.

Cuadro N° 4.8. Comparacién de promedios de Duncan (o = 0.01) de longitud de raices de

maiz amilaceo a los dos meses de siembra,

Orden mérito | Tratamiento | Longitud de raices (m) Sig.
1 T2 0.80 A
2 Tl 0.79 A
3 T3 0.41 B
4 TO 0.26 =
Promedio 0.57

En el Cuadro N° 4.8, se observa el comparativo de promedios de longitud de
raices de maiz amilaceo, en orden decreciente el Tratamiento T2 (suelo
rizosferico) alcanzo la mayor longitud (0.80 m), seguido del Tratamiento T1
(suelo endorizosférico) con 0.79 m., entre ellos no hubo diferencias
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4.1.10.

estadisticas significativas. El Tratamiento TO (testigo) presentd la menor
longitud de raices con 0.26 m.

Secuenciacion de ADN en la plataforma de Illumina - Miseq procedente
de la Endorizosfera, rizosfera y suelo no rizosferico del maiz amilaceo
El ADN obtenido del pellet del medio liquido de la dilucion 10 de la
Endorizosfera, rizosféra y suelo no rizosférico del cultivo de maiz, se
amplifico utilizando la plataforma de Illumina-Miseq. Las secuencias
tuvieron mayor a 400 pb y fueron normalizadas 61688, que fue el valor

minimo obtenido correspondiente a la muestra END.SR Y SNR.
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Tabla N° 4.1. Obtencion de secuencias de ADN normalizadas de muestras de la Endorizosfera, suelo rizésferico y no rizdsferico de las chacras
maiceras de Chilcapite, Acobamba.

N° Al retirar Al retirar o retlr'a ' : .
. ] 1 i secuenclas Al retirar ) . Secuencias

Tipo de muestra | Secuencias Secuencias Secuencias< . Sumatoria | Promedio .
L ; menores a 400 | quimera Normalizadas
inicial ambiguas a Q30 s
70608 70579 70357 70328 63368

END 60782 60770 60583 60563 57163 185066 61688 61688
71495 71477 71242 71199 64535
65600 65585 65380 65334 59611

SR 86006 85989 85775 85741 77327 215967 71989 61688
86793 86771 86530 86493 79029
72836 72820 72629 72599 68569

SNR 65018 65008 64872 64846 59253 197157 65719 61688
75690 75674 75482 75458 69335
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Tabla N°4.2. Nimero de OTUs de Azospirillum spp en la Endorizosfera, Suelo Rizosférico y

Suelo No Rizosférico del maiz amilaceo empleando secuenciacion masiva Illumina - Miseq.

OTUs de Azospirillum spp en la Endorizosfera, Rizosfera y Suelo no

Rizosférico

OTUS

END. RS SNR

0 87 0

En las secuencias procesadas, se hallé para la Endorizosfera (END) y SNR 0

secuencias de Azospirillum spp., en cambio en la rizésfera se hall6 solamente

37 secuencias de Azospirillum spp.

Tabla N° 4.3. Namero de secuencias asignadas a los diferentes Dominios en la endorizosfera,

suelo rizosferico y suelo no rizosferico del maiz amilaceo.

MUESTRA DE SUELO ENDORISFERA,RIZOSFERA' Y
SUELO NO RIZOSFERICO

Dominio
END. SR SNR
Bacteria 61677 61674 61685
Archea 0 1 0
Secuencias no 11 13 3
clasificadas
Total 61688 61688 61688

Significativamente diferente a 0.01
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Tabla N° 4.4. Secuencias bacterianas en la endorizosfera, suelo rizosferico y suelo no

rizosferico del maiz amiléaceo.

GENERO END SR SNR
Stenotrophomonas 19101 19615 18230
Buttiauxella 6117 739 89
Achromobacter 4061 6183 201
Pelosinus 2263 12 2
Pseudomonas 1917 2549 18388
Sphingobacterium 999 474 70
Serratia 575 393 130
Clostridium XlVa 253 57 9
Ochrobactrum 91 0 0
Rhizobium 22 511 284
Acidovorax 14 14 0
Flavobacterium 13 429 439
Arthrobacter 10 128
Rahnella 9 0
Lactobacillus 8 1
Janthinobacterium 6 57 0
Propionibacterium 6 1 3
Rhodococcus 5 380 1
Streptophyta 5 5 0
Staphylococcus 3 1 0
Luteibacter 3 0 0
Romboutsia 3 0 0
Sphingobium 3 0 0
Chryseobacterium 2 4277 766
Paenibacillus 2 1248 6228
Acinetobacter 2 54 3866
Streptococcus 2 2 1
Brevundimonas 1 2789 34
Bosea 1 30 0
Variovorax 1 17 4725
Brachybacterium 1 0 0
Brucella 1 0
Gardnerella 1 0
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FAMILIA END SR SNR
Bradyrhizobiaceae 3 36 0
Brucellaceae 114 0 0
Burkholderiaceae 0 1 0
Dietziaceae 0 0 1
Enterobacteriaceae 28848 7177 910
Flavobacteriaceae 15 4761 1220
Lactobacillaceae 8 3 1
Microbacteriaceae 2 45 0
Micrococcaceae 15 2 213
Nocardiaceae 5 405 1
Oxalobacteraceae 9 85 0
Paenibacillaceae 1 2 1361 7210
Pseudomonadaceae 2053 2798 19250
Rhizobiaceae 125 4841 2012
Rhodobacteraceae 0 0 1
Xanthomonadaceae 19269 21265 18680

ORDEN END SR SNR
Acidimicrobiales 29 1 660
Actinomycetales 0 743 0
Bacillales 8 1364 7213
Bacteroidales 0 0 1
Clostridiales 270 73 2069
Enterobacteriales 28848 7177 910
Flavobacteriales 15 4761 1220
Lactobacillales 12 4 4
Pasteurellales 0 0 1
Pseudomonadales 2056 2852 23202
Rhizobiales 3354 9867 2110
Rhodobacterales 0 0 1
Rhodospirillales 0 37 0
Sphingobacteriales 1002 867 71
Xanthomonadales 19270 21256 18682
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CLASE END SR SNR
Actinobacteria 30 744 660
Alphaproteobacteria 3363 13854 2152
Bacilli 20 1368 1
Bacteroidia 0 0 1
Betaproteobacteria 4410 8575 5292
Chloroplast 5 5 0
Clostridia 270 73 2069
Flavobacteriia 15 4761 1220
PHYLA END SR SNR
Actinobacteria 30 744 660
Bacteroidetes 1019 5629 1292
Firmicutes 2553 1454 9288
Proteobacteria 58055 53828 50433

Tabla N° 4.5. Géneros bacterianos involucrados como solubilizadores de fosforo

GENERG SUELO DE CHILCAPITE

END. SR SNR
Acinetobacter 2 54 3866
Arthrobacter 10 1 128
Azospirillum 0 37
Bacillus 0 0
Burkholderia 0 1
Delftia 0 1819 252
Flavobacterium 13 429 439
Herbaspirillum 1 0 0
Mesorhizobium 0 3 0
Paenibacillus 2 1248 6228
Pantoea 0 1 0
Phyllobacterium 0 22 0
Pseudomonas 1917 2549 18388
Rhizobium 22 511 284
Rhodococcus 5 380 1
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Streptomyces

25

238

76

Variovorax

86

0

102

Tabla N° 4.6. Géneros bacterianos y secuencias con actividad para control de enfermedades en

el cultivo de maiz

. SUELO DE CHILCAPITE

GENERD END. SR SNR
Arthrobacter 10 1 128
Bacillus 0 0 2
Delftia 0 1819 252
Flavobacterium 13 429 439
Mesorhizobium 0 1 0
Pantoea 0 0 2
Pseudomonas 1917 2549 18388
Rhizobium 22 511 284
Rhodococcus 5 380 1
Variovorax 1 17 4725

Tabla N° 4.7. Géneros bacterianos y secuencias implicados en Biorremediacion

GENERO SUELO DE CHILCAPITE

END SR SNR
Arthrobacter 10 1 128
Bacillus 0 0 2
Burkholderia 0 1 1
Rhodococcus 5 380 1
Rhodopseudomonas 0 0 0
Stenotrophomonas 19101 19615 18230

Tabla 4.8. Géneros bacterianos y sec

uencias implicadas en biocontrol

SUELO DE CHILCAPITE

CIENIERD) END. SR SNR
Arthrobacter 10 1 128
Flavobacterium 13 429 439
Bacillus 0 0 2
Rhizobium 22 511 284
Pseudomonas 1917 2549 18388
Rhodococcus 5 380 1
Phyllobacterium 0 22 0
Stenotrophomonas 19101 19615 18230
Azospirillum 0 37 0
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Pantoea 0 1 0
Lactobacillus 8 3 1
Herbaspirillum i 0 0

Tabla N° 4.9. Géneros bacterianos y sus secuencias con actividad nitrificante en el cultivo de

maiz.

SUELO DE CHILCAPITE

T END SR SNR
Acinetobacter 2 54 3866
Arthrobacter 10 1 128
Azospirillum 0 37 0
Bacillus 0 0 2
Burkholderia 0 1 0
Cellulomonas 0 74 353
Clostridium XIVa 253 57 9
Delftia 0 1819 252
Ensifer 0 1 0
Flavobacterium 13 429 439
Herbaspirillum 1 0 0
Mesorhizobium 0 3 0
Novosphingobium 0 1031 4
Paenibacillus 2 1248 6228
Pantoea 0 1 0
Phyllobacterium 0 22 0
Propionibacterium 6 1 3
Pseudomonas 1917 2549 18388
Rhizobium 22 511 284

Tabla N° 4.10. Géneros bacterianos y sus secuencias como productoras de fitohormonas en el

cultivo de Maiz.

SUELO DE CHILCAPITE

RN END. SR SNR
Acinetobacter 2 54 3866
Arthrobacter 10 1 128
Flavobacterium 13 429 439
Pedobacter 0 388 1
Bacillus 0 0 2
Rhizobium 22 511 284
Pseudomonas 1917 2549 18388
Mesorhizobium 0 3 0
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Rhodococcus 5 511 284
Microbacterium 0 9 0
Chryseobacterium 2 4277 766
Stenotrophomonas 19101 19615 18230
Variovorax 1 17 4725
Burkholderia 0 1 0
Azospirillum 0 37 0
Pantoea 0 1 0

Tabla N° 4.11. Géneros bacterianos y sus secuencias como productores de sideréforos en el

cultivo de maiz.

3 SUELO DE CHILCAPITE
GENERO

END. SR SNR
Acinetobacter 2 54 3866
Arthrobacter 2 54 3866
Azospirillum 0 37 0
Bacillus 0 0 2
Burkholderia 0 1 0
Chryseobacterium 2 4277 766
Ensifer 0 1 0
Flavobacterium 13 429 439
Mesorhizobium 0 3 0
Novosphingobium 0 1031 4
Paenibacillus 2 1248 6228
Pantoea 0 1 0
Pseudomonas 1917 2549 18388
Rhizobium 22 511 284
Rhodococcus 5 380 1
Variovorax 1 17 4725
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Tabla N° 12. Géneros bacterianos y sus secuencias como productores de ACC — deaminasa en

el cultivo de maiz

SUELO DE CHILCAPITE

ey e END. SR SNR
Pseudomonas 1917 2549 18388
Rhodococcus 5 380 1
Variovorax 1 17 4725
Bacillus 0 0 2
Acinetobacter 2 54 3866
Rhizobium 22 511 284
Acidovorax 14 14 0
Mesorhizobium 0 3 0
Phyllobacterium 0 22 0
Pantoea 0 1 0
Azospirillum 0 37 0
Burkholderia 0 il 0
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4.2. PRUEBA DE HIPOTESIS

4.2.1. Hipotesis general(Hg)
Existencia de Azospirillum spp. asociada a las raices del maiz amilaceo
cultivadas en Chilcapite — Pomacocha
4.3. DISCUSION
4.3.1. Altura de planta del cultivo de maiz amilaceo

Los resultados de altura de planta del maiz amiladceo a 60 dias, presentan

diferencias estadisticas entre tratamientos en el Cuadro N° 4.2.

ALTURA DE PLANTTA

E T2=5R

& 883

B T1=END

H T3=5NR

®|TO0=TESTIGO

llustracién 197. Altura de planta de maiz amilaceo a 60 dias, en los bioensayos Acobamba -
Huancavelica. 2017.

A los 60 dias, los valores mas altos de altura de planta de maiz amilaceo se
lograron en T2 (52.67 cm) y el valor mas bajo en T3 (0,30 cm) (Figura N° 25),
estos valores son inferiores a los reportados por Ogho y Okokwo (2012), quién
encontrd para este periodo de crecimiento en las condiciones de invernadero,
alturas de planta de maiz de 87, 78 cmen T1y 67,95 cm en TO. Esta diferencia
sebe a la influencia de la temperatura y las cepas de Azospirillum spp.

inoculadas a la semilla de maiz.
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4.3.2. Peso seco foliar del cultivo del maiz amilaceo
Los resultados de peso seco foliar del maiz amilaceo a 60 dias, presentan
diferencias estadisticas altamente significativas entre tratamientos. En el
Cuadro N° 4,4, se observa el comparativo de promedios del peso seco de tallos
de plantas de maiz amilaceo, que en promedio general obtuvo 0.41 g. El
Tratamiento T2 (suelo rizosférico) present6 el mayor peso seco de tallos con
0.68 g. Contrariamente, el Tratamiento Testigo, presentd el menor peso seco
de tallos de plantas de maiz con 0.20 g. Todos los tratamientos recibieron la

misma dosis de cepas de Azospirillum spp. aislados de las tres chacras.

PESO SECO FOLIAR DEL MAizZ AMILACEO
0.68
0.7 -
|V
el
e (I T2=SR
03 VB | B L LM PE m T1=END
0.2 - _— .
i3 A 1 . T3=SNR
7 /. : . /I ‘ /. B TO=TESTIGO
r O & o
L «,é" (,;f’ ! q‘é\
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llustracidn 20. Peso seco foliar del maiz amilaceo a los 60 dias de bioensayos Acobamba —

Huancavelica 2017.

A los 60 dias, los valores mas altos de peso seco foliar del maiz amilaceo se
lograron en T2 (0.68 g) y el valor mas bajo en TO (0,20 g) (Figura N° 26),
estos valores son inferiores a los reportados por Ogho y Okokwo (2012), quién
encontro para este periodo de crecimiento en las condiciones de invernadero,
peso seco foliar de plantas de maiz fue de 0,818 gen T2y 0, 56 g en T1. Esta
diferencia debe a la influencia de la temperatura y las cepas de Azospirillum

spp. inoculadas a la semilla de maiz.
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4.3.3. Peso seco de raiz del cultivo de maiz amilaceo
Los resultados de peso seco de planta del maiz amilaceo a 60 dias, presentan
diferencias estadisticas altamente significativas. En el Cuadro N° 4.6, se
observa el comparativo de promedios del peso seco de raiz de plantas de maiz
amilaceo, que en promedio general obtuvo 0.54 g. El Tratamiento T2 (suelo
rizosférico) presentd el mayor peso seco de tallos con 0.77 g. Contrariamente,
el Tratamiento Testigo, presento el menor peso seco de tallos de plantas de
maiz con 0.31 g. Todos los tratamientos recibieron la misma dosis de cepas de

Azospirillum spp. aislados de las tres chacras.

PESO SECO DE RAIZ DEL MAiZ AMILACEO
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llustracion 29. Peso seco de raiz del cultivo de maiz amiléceo a 60 dias, en los bioensayos

Acobamba - Huancavelica. 2017

A los 60 dias, los valores mas altos de peso seco de raiz de planta de maiz
amiléaceo se lograron en T2 (0, 77 g) y el valor mas bajo en TO (0,31 g) (Figura
N° 27), estos valores son inferiores a los reportados por Ogho y Okokwo
(2012), quién encontré para este periodo de crecimiento en las condiciones de
invernadero, peso seco de raiz de planta de maiz fue de 1,34 genT1y 1,03 g
en TO. Esta diferencia sebe a la influencia de la temperatura y las cepas de

Azospirillum spp. inoculadas a la semilla de maiz.
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4.3.4. Tamafio de Raiz de plantas de maiz amilaceo
Los resultados de tamafio de raiz de la planta del maiz amilaceo a 60 dias,
presentan diferencias estadisticas altamente significativas. En el Cuadro N°
4.8, se observa el comparativo de promedios en tamario de raiz de plantas, en
orden decreciente el Tratamiento T2 (suelo rizosférico) alcanz6 la mayor
altura (0.80 cm), seguido del Tratamiento T1 (suelo endorizosférico) con 0.79
cm., entre ellos no hubo diferencias estadisticas significativas. EI Tratamiento
TO (testigo) presentd la menor altura de plantas con 0.26 cm en promedio.
Todos los tratamientos recibieron la misma dosis de cepas de Azospirillum

spp. aislados de las tres chacras.

TAMANO DE RAIZ DEL MAiZ AMILACEO

1 0.80  g79

B T2=SR
T1=END
B T3=SNR

TO=TESTIGO

llustracion 30. Tamafio de raiz del cultivo de maiz amilaceo a 60 dias, en los bioensayos

Acobamba - Huancavelica. 2017

A los 60 dias, los valores més altos de tamafio de raiz de planta de maiz
amiléaceo se lograron en T2 (0, 80 g) y el valor mas bajo en TO (0, 26 g) (Figura
N° 28), estos valores son inferiores a los reportados por Ogho y Okokwo
(2012), quién encontré para este periodo de crecimiento en las condiciones de
invernadero, tamafio de raiz de planta de maiz fue de 0,90 gen T1y 0,80 g en
TO. Esta diferencia sebe a la influencia de la temperatura y las cepas de

Azospirillum spp. inoculadas a la semilla de maiz.
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4.3.5. ldentificacion de Azospirillum spp.

En este trabajo se llevo a cabo la identificacion de Azospirillum spp. del suelo
de Chilcapite la Endorizosfera, suelo rizésferico y suelo no rizosferico del
cultivo de maiz de la zona maicera de Pomacocha — Acobamba —
Huancavelica, donde a partir de las muestras purificadas en el laboratorio se
extrajo del gen 16S rRNA empleando la técnica de huella genética Illumina
Miseq donde se proceso los datos empleando la bioinformatica para llegar a
conocer los 69 géneros que se llego a identificar, los suelos END. SR Y SNR,
llegan a cumplir diversas funciones en el suelo y el medio ambiente ya que lo
conforman la biodiversidad mas grande del suelo con diversos géneros
bacterianos como Azospirillum sppcuya funcion mas agua y nutrientes dando
de esta manera un mayor crecimiento y desarrollo del cultivo, situacion que
muchas veces produce un aumento del rendimiento a su vez, esta bacteria
puede fijar nitrgeno en forma libre y suministrar este nutriente al cultivo de
maiz, asimismo produciendo fitohormonas, (Dobereiner et al. 1990).
Rhodococcus (Ramaprasad, et al 2018), es una de las bacterias que también
Ilega a metabolizar contaminantes ambientales nocivos, incluyendo tolueno,
naftaleno, herbicidas y PCB, ademaés, cataboliza una amplia gama de
compuestos y producir esteroides bioactivos, acrilamida y acido acrilico y su
participacion en la biodesulfuracion de combustibles fosiles, como también
otros contaminantes, como los colorantes azoicos, pesticidas y bifenilos
policlorados, invezstigaciones recientes demuestran que este genero no solo
participa como biorremediador de suelos, también dio resultados dentro de la
industria farmacéutica.

Demuestra que Variovorax en la agricultura degrada una amplia gama de
contaminantes organicos recalcitrantes que incluyen 2,4-dinitrotolueno,
policarbonatos  alifaticos y bifenilos policlorados, catabdlizando,
neutralizando los contaminantes por metales pesados, ademas proporciona el

crecimiento que incluye reducir el estrés de las plantas, aumentando la
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disponibilidad de nutrientes e inhibiendo el crecimiento de patégenos que
puedan causar dafios en la raiz de las plantas, (DMSMI, 2018).Flavobacterium
(Hernandez, et al 2016), fueron aislados de suelos, plantas que forman
nodulos, algas marinas y suelos arenosos donde describen los autores que estas
bacterias des nitrificantes estan asociadas a la raiz de las plantas como también
suele estar fuera de la rizosfera de las plantas principalmente para fijar el
nitrégeno atmosférico a través de la simbiosis de las leguminosas que llegan
formar los nodulos. la nitrificacion, mineralizacion de la materia organica
nitrogenada ocurre principalmente con la oxidacion bioldgica del amoniaco
(NHs3) a nitrato (NOgspara luego ser reducido a nitrito, las actividades
enzimaticas estan relacionadas con el ciclo del fosforo, la fosfatasa &cida,
alcalina y fosfodiesterasa haciéndola asimilable para las plantas, con las
actividades enzimaticas relacionadas con el ciclo del carbono y azufre: b-
glucosidasa y arilsulfatasa respectivamente para la nutricion de estas ya que
estas bacterias estan en la rizésfera de las plantas y suelos no rizosféricos.
Stenotrophomonas (Hogg, et al 2019), quien también describe que tiene la
funcion fermentar, degradar restos de cosechas o material organico a base de
celulosa. (Héctor, et al 2016) describe como uno de los organismos que
comunmente se encuentra en el suelo y restos de materia organica como
Sphingobacteria que degrada residuos organicos a partir de estiércol de ovinos
transformando en materia organica, ademas cumple un rol importante en la
biorremediacion de suelos contaminados por aceites automotrices.

Painebacillus (Padda, et al 2017), Pseudomonas (Paulsson, et al 2017),
Lactobacillus (Jorge P 2019),Pseudonocardia (Chanama, et al 2018), Bacillus
(William R. 2015), han demostrado las funciones que desarrollan
especificamente en el suelo como las enzimas que degradan el polisacarido y
las proteasas, que pueden catalizar una amplia variedad de reacciones
sintéticas en campos que van desde la produccién de cosméticos hasta la

produccién de biocombustibles, también producen sustancias antimicrobianas
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que afectan a un amplio espectro de microorganismos tales como hongos,
bacterias del suelo, bacterias patogenas de plantas e incluso patgenos
anaerobicos importantes como Clostridium botulinum, ademéas promueve el
crecimiento de plantas (PGPR), que colonizan de forma competitiva las raices
de las plantas y pueden actuar simultaneamente como biofertilizantes y como

bioplaguicidas para el control de las enfermedades.
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES

Segun la metodologia sugerida para estudios de Azospirillum se encontr6 alta
poblacion en la endorizosfera (18x10° ufc/g), Rizosfera (17,5x10° ufc/g), y suelo no
rizésferico (13x10° ufc/g de suelo) en la chacra maicera de Chilcapite.

A nivel de bioensayos el aislado de T2 (SR) presentd mejores resultados para altura
de planta, materia seca, peso seco radicular y longitud de raices.

En la secuenciacion masiva empleando ADN procedente del medio liquido de la
dilucion 10 del suelo rizdsferico (SR) sélo se identificaron 37 secuencias de
Azospirillum spp, ninguna para la endorizosfera (END.) y suelo no rizosferico (SNR),
poniendo en duda al medio empleado.
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CAPITULO VI.
RECOMENDACIONES

Replicar el trabajo de investigacion empleando la metodologia descrita para
Azospirillum spp. y evaluar su presencia asociada al maiz y otros cultivos mediante
secuenciacion masiva.

Realizar busqueda a la dinamica poblacional durante el ciclo productivo de los

cultivos de importancia en la region.
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APENDICE

Anexo 1. Esquema de del procedimiento de siembra de Azospirillum spp.
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Anexo 2. Comparacion de tratamientos en bioensayo inoculadas con Azospirillum spp.

CULTIVO DE MAIZ (Zea mays L) A

LOS 60 DIAS INOCULADO CON
TESTIGO azospirillum  spp. DE LA

ENDORIZOSFERA DE CHILCAPITE

CULTIVO DE MAIZ (Zea maysL.) A
CULTIVO DE MAIZ (Zea mays L) ALOS | ‘O< 60 DIAS IN(OCULADyO c)ou
60 DIAS INOCULADO CON azospirillum

azospirillum spp. DE SUELO NO
spp- DE LA RIZOSFERA DE CHILCAPITE RIZOSFERICO DE CHILCAPITE
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Anexo 3. Datos originales de altura de planta de maiz amilaceo en (cm)

CHILCAPITE CHILCAPITE
REP TESTIGO ENCI;%IIF;IC;AO\PSI;-EERA SUELO SUELO NO
: (M) (END) RIZOSFERICO RIZOSFERICO
(SR) (SNR)
1 16 37 40 33
2 18 64 60 28
3 14 35 58 30
Anexo 4. Datos originales de peso seco de tallo de planta de maiz amilaceo en (g)
CHILCAPITE CHILCAPITE CHILCAPITE
REP TESTIGO | ENDORIZOSFERA SUELO SUELO NO
' (M RIZOSFERICO RIZOSFERICO
(END) (SR) (SNR)
1 30 35 69 35
2 14 48 90 34
3 16 36 45 43
Anexo 5. Datos originales de peso seco de raiz de planta de maiz amilaceo en (g)
CHILCAPITE CHILCAPITE CHILCAPITE
REP TESTIGO | ENDORIZOSEERA SUELO SUELO NO
i (M) RIZOSFERICO RIZOSFERICO
(END) (SR) (SNR)
1 52 80 80 34
2 22 69 88 36
3 20 60 64 42
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Anexo 6. Datos originales de longitud de raices de planta de maiz amilaceo en (cm)

’ TESTIG | ENDORIZOSFERA SUELO SUELO NO
REPETICION. |~ RIZOSFERICO | RIZOSFERICO
(END) (SR) (SNR)
1 29 80 58 45
2 26 88 94 40
3 23 70 89 38

Anexo 7. Datos de hoja de lectura de la evaluacién de desarrollo de Azospirillum spp. provenientes de la
Endorizosfera, rizosfera y suelo no Rizosferico de la zona maicera de Chilcapite -Pomacocha — Acobamba —
Huancavelica.

CRECIMIENTO DE Azospirillum spp. EN LA ENDORIZOSFERA DE MAIZ AMILACEO
AL 50 % DE FLORACION DE PLANTAS EN CHILCAPITE -2017
DILUCION
DIAS 10! 102 10° 10* 10° 10° 107 108

1D 02/07/17 5+ 5+ 4+ 3+ 1+ 0 0 0
2 D 03/07/17 5+ 5+ il 5+ il 5+ 5+ il
3 D 04/07/17 5+ b+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
4 D 05/07/17 ¥ 5+ 5+ 5+ 54 5+ 5+ 5+
5 D 06/07/17 o 5iF 5+ Ol Sk 5+ 5+ 5+
6 D 07/07/17 oy g5 5+ 5+ 5% 5+ 5+ 5+
7 D 08/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ S 5+ 5+ o
8 D 09/07/17 5+ 5+ o] 5+ 5+ 5+ 5+ 54
9 D 10/07/17 b+ 5+ 5 5+ 5% 5+ bih 5+
10 D 11/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ Ol o+ 5+ it
11 D 12/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ o+ 5+ o+
12 D 13/07/17 5+ 5+ 5 5+ b i 5+ 5+
13 D 14/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ Oit: o+ 5+ o+
14 D 15/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ it o5+ 5+ o+
15 D 16/07/17 5+ 5+ Bis bl D3 5+ 5+ 5+

NUmero Caracteristico: 555 Numero de ufc/g de suelo: 180 x 10°

Total, de tubos evaluados por dilucion: 5 8 Tubos positivos de: 5

Presencia de Azospirillum spp.: Ausencia de Azospirillum spp.
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Intervalo de confianza:
= 180x 10° =180.000.000 Organismos/g de Raiz

Anexo 8. Crecimiento de Azospirillum spp. en la rizosfera de maiz amilaceo al 50% de floracion en chacra de
Chilcapite -2017

CRECIMIENTO DE Azospirillum spp. EN LA RIZOSFERA DE MAIZ AMILACEO AL
50 % DE FLORACION DE PLANTAS EN CHILCAPITE -2017

DILUCION

DIAS 10! 102 10° 10* 10° 106 10’ 108
1D 02/07/17 5+ 1+ 0 0 0 0 0 0
2 D03/07/17 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0 0 0
3 D04/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 0 0 0 0
4 D05/07/17 by 5+ 5+ 5+ 2+ 0 0 0
5 D06/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 3+ 0 0 0
6 D07/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0 0
7 D08/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 1+ 0 0
8 D09/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 2+ 0 0
9 D10/07/17 5+ 5+ 5+ Bt 5+ 2+ 0 0
10 D11/07/17 55 5+ 5+ 5+ 5+ 3+ 0 0
11 D12/07/17 5 5+ 5+ 5+ 5+ 3+ 0 0
12 D13/07/17 5+ 5+ 5+ o+ 5+ 3+ 0 0
13 D14/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 3+ 3+
14 D15/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 3+ 3+
15 D16/07/17 5iF 5+ 5+ 5+ o 5+ 3 3*

NUmero Caracteristico: 533 Numero de ufc/g de suelo:17,5 x 108

Total, de tubos evaluados por dilucién: 5 6 Tubos positivos de:5

Presencia de Azospirillum spp.: Ausencia de Azospirillum spp:

Intervalo de confianza:

= 17,5x10% =17500.000 Organismos/g de suelo
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Anexo 9. Crecimiento de Azospirillum spp. en el Suelo no rizosférico del maiz amilaceo al 50 % de floracion
en la chacra de Chilcapite -2017

CRECIMIENTO DE Azospirillum spp. EN EL SUELO NO RIZOSFERICO DEL MAIZ
AMILACEO AL 50 % DE FLORACION DE PLANTAS EN CHILCAPITE -2017

DILUCION

DIAS 10! 10? 10° 10* 10° 108 107 108
1 D 02/07/17 4+ 0 0 0 0 0 0 0
2 D 03/07/17 5+ 5+ 3+ 0 0 0 0 0
3 D 04/07/17 5+ 5+ 4+ 1+ 0 0 0 0
4 D 05/07/17 5+ 5+ 5+ 3+ 0 0 0 0
5 D 06/07/17 5+ 5+ 5+ 4+ 1+ 0 0 0
6 D 07/07/17 5+ 5+ ois 5+ 2+ 0 0 0
7 D 08/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 3+ 0 0 0
8 D 09/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0 0
9 D 10/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0 0
10 D 11/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0 0
11 D 12/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0 0
12 D 13/07/17 5+ 5+ O 5+ 4+ 1+ 0 0
13 D 14/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 3+ 0 0
14 D 15/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0
15 D 16/07/17 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 4+ 0 0

NUmero Caracteristico: 540 Numero de ufc/g de suelo: 13 x 10°

Total, de tubos evaluados por dilucion: 5 5 Tubos positivos de: 5

Presencia de Azospirillum spp.: Ausencia de Azospirillum spp:
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