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I. Titulo

Efecto de Azotobacter sp en la germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas de
lechuga (Lactuca sativa) en cultivos verticales.

I1. Resumen del Proyecto de Tesis

Azotobacter sp es un género bacteriano que posee propiedades de fijar nitrégeno
atmosferico, producir fitohormonas como el acido indol acético, solubilizan fosfatos
entre otros efectos beneficiosos para las plantas, ante estas ventajas, la investigacion
consistira en evaluar el efecto de la inoculacion de Azotobacter sp en semillas y plantulas
de lechuga en cultivos verticales para disminuir la utilizacion de agroquimicos. Los
objetivos seran: a) Evaluar el efecto de Azotobacter sp aisladas de suelos del centro
poblado de Jayllihuaya en la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa) y b)
Evaluar el efecto de Azotobacter sp en el crecimiento de plantulas de lechuga en cultivos
verticales. Los métodos seran los siguientes: Azotobacter sp sera aislada a partir de
muestras de suelo y se prepararan diluciones bacterianas equivalentes al estandar 0.5 de
McFarland (1.5 x 108 células/ml); donde se sumergiran las semillas por un lapso de 30
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minutos, para determinar porcentajes de germinacién luego de dos semanas; también
seran inoculadas las raices de las plantulas de lechuga, el cual se comparara con el
tratamiento control, que serén plantulas sin inoculacion bacteriana de Azotobacter sp.
Luego se determinara los parametros biométricos vegetales como longitud de las raices,
longitud total de la planta, nimero de hojas y el peso total de las plantulas. Los
resultados biométricos seran evaluados mediante promedios, coeficiente de variacion,
supuestos y se realizara la prueba estadistica adecuada, con un margen de error del 5%
y una confiabilidad del 95%. Entre los resultados esperados se tiene que Azotobacter sp,
logre los mayores porcentajes de germinacion y los mejores crecimientos de las
plantulas de lechuga, superando a los parametros biométricos de las plantulas de lechuga
del tratamiento control que no presentaran inoculacion bacteriana.

I11. Palabras claves (Keywords)

Azotobacter sp, Lactuca sativa, biometria de plantulas, germinacion, inoculacion.

IV. Justificacion del proyecto

La lechuga (Lactuca sativa), es una planta anual de la familia Asteraceae. Se cultiva
sobre todo como verdura de hoja, pero a veces también por su tallo y sus semillas, es
una planta anual, se utiliza sobre todo para las ensaladas, aunque también se ve en otros
tipos de comida, como sopas, emparedados, sdndwiches y envoltorios, se consumen
crudos o cocidos, ademas de su uso principal como hoja verde, también ha adquirido un
significado religioso y medicinal durante siglos de consumo humano.

La aplicacion de sustancias agrogquimicas origina el desgaste y la erosion de los suelos
de cultivo de lechuga, no siendo recomendable ya que incrementa la salinidad del suelo
y la lechuga es muy sensible ante estas condiciones, en especial en la etapa de trasplante,
por otro lado, segun informaciones que se maneja se viene aplicando estiércol para
obtencion de lechugas organicas.

Ante ello, se desconoce la aplicacion de bacterias biofertilizantes capaces de fijar
bioldgicamente el nitrégeno atmosférico, elemento que se constituye en el motor del
crecimiento vegetal, constituye aminoacidos, proteinas, coenzimas, acidos nucleicos,
clorofilay el crecimiento vegetativo, asimismo posee efectos positivos en la floracion y
fructificacion y su deficiencia origina clorosis y quemaduras de hojas inferiores,
disminuyendo el crecimiento y el rendimiento, tamafio de fruto y follaje, pero que
diversos antecedentes manifiestan que Azotobacter sp se constituirian en una alternativa
al abonamiento organico con microorganismos propios del suelo. Por otra parte, se
carece de informacion si Azotobacter sp procedentes de diferentes de campos de cultivo,
que a pesar de pertenecer al mismo género poseen efectos diferentes en la estimulacion
de la germinacion y el crecimiento de plantulas de lechuga.

V. Antecedentes del proyecto

Mautino (2017), en Ancash (Peru), al evaluar la respuesta de la mezcla de Guano
de Isla y microorganismos eficaces (EM) sobre el rendimiento del cultivo de fresa
Fragaria vesca, entre los resultados obtuvo que el tratamiento T3 (8 Tn/ha de guano de
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isla+ 2 L de EM activos /ha), arrojo el mayor rendimiento con 27,333 Kg/ha, confirmando
que la aplicacion del guano de isla y EM activos es muy favorable para la agricultura,
siendo la dosis ptima de 8 Tn/ha de guano de isla + 2 L de EM activos /ha.

En otra regiéon, Mamani (2017), en Arequipa (Pert), determiné el efecto de un
formulado biologico, que contenia cepas bacterianas de Azotobacter salinestris, Bacillus
amyloliquefaciens y el hongo formador de micorrizas arbusculares Rhizophagus
intraradices sobre el comportamiento agronémico de Allium cepa cv. ‘Century’, los
resultados mostraron que la dosis del formulado bioldgico de 4 kg/ha promovioé el mejor
comportamiento agrondmico de las plantas de cebolla amarilla con una menor incidencia
(6.71 por ciento) y area bajo la curva del progreso de la enfermedad de Fusarium
oxysporum (637.78 unidades) y un rendimiento exportable de 66.34 t/ha.

Por otro lado, Alvarez et al. (2018), en Azuay (Ecuador), evaluaron el efecto de
microorganismos benéficos (MOBs) en el desarrollo del cultivo de fresa (Fragaria sp.),
en los medios de cultivo aislaron levaduras, Bacillus spp., Lactobacillus spp. y
actinomicetos y comprobaron que, segun la procedencia, los microorganismos presentan
efectos heterogéneos en el desarrollo de las plantas, incrementando el numero de hojas,
asi como también favorece el desarrollo longitudinal, diametral y de raices, de las plantas
de fresa.

Cerna et al. (2018), en Truyjillo (Peru), evaluaron el efecto del sinergismo entre las
rizobacterias nativas como Azotobacter chroococcum y Bradyrhizobium yuanmingense
en el crecimiento de Lactuca sativa “lechuga”, los tratamientos fueron la inoculacion de
5 ml de 4. chroococcum, al otro B. yuanmingense y al Gltimo una mezcla de 2.5 ml de 4.
chroococcum 'y 2.5 ml de B. yuanmingense y un control sin, con cuatro repeticiones y 40
dias de tiempo, se evalud el numero de hojas, la longitud del tallo y la raiz, el peso seco
de la parte aérea y de la raiz, peso seco total de la planta e indice de efectividad de la
inoculacion (IEI) y se obtuvo un incremento significativo en cada una de las variables
procesadas en condiciones de laboratorio, por lo que la sinergia entre las bacterias nativas
utilizadas beneficia el crecimiento de L. sativa.

Por su parte, Mamani (2018), en Puno (Perti) aislé bacterias del género
Azotobacter en tres campos de cultivo del distrito de Huancané y evalud su efecto sobre
el porcentaje de la germinacion de semillas y la longitud total de plantulas de quinua de
la variedad Blanca de Juli en condiciones controladas, obtuvo recuentos de Azotobacter
sp en suelos fueron de 2733.33 NMP/g en Luriata, 3333.33 NMP/g en Yapupampa y
4660.00 NMP/g en Huancollusco, el mejor porcentaje de germinacion se obtuvo con
inoculaciones de 1.5 x 108 cel./ml, con el 93.33% y el mejor crecimiento de plantulas de
quinua se obtuvo con una inoculacion bacteriana de 3.0 x 10% cel./ml.

Sanchez et al. (2019), en Sucre (Colombia), investigaron la incorporacion de cepas
bacterianas de Azotobacter chroococcum IBCR19 y Azospirillum lipoferum IBSC7 en la
fertilizacién nitrogenada y evaluaron su efecto en el rendimiento y composicion
bromatologica de las raices tuberosas de batata (Ipomoea batatas Lam), donde la
aplicacion de A. chroococcum IBCR19 y un 75% de fertilizacion nitrogenada alcanzo los
mayores valores medios de rendimiento (12.18 t/ha) y materia seca radicular (2.92 t/ha),
por tanto 4. chroococcum IBCR19 logré reducir en un 25% los niveles de fertilizacion
nitrogenada y constituye una cepa promisoria como bioestimulante.

Por otro lado, Huete et al. (2019), en Pinar del Rio (Cuba), evaluaron la respuesta
del maiz (Zea mays) a la inoculacion con Azotobacter chroococcum empleando diferentes
dosis y aplicando el 50% del fertilizante nitrogenado, asi como una combinacion de 4.
chroococcum y vermicompost, logrando respuestas positivas del cultivo del maiz a la
inoculacién con A. chroococcum y de A. chroococcum con vermicompost. El mejor
resultado se obtuvo con la aplicacién combinada de A. chroococcum y vermicompost a
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dosis de 15 I/ha y 2 t/ha respectivamente, la germinacion de semillas se dio en el 98.4%,
se logrd una altura de la planta de 1.14 m, un peso fresco aéreo de 40.7 g, un peso fresco
radical de 20.4 g, un peso seco aéreo de 10.1 g y un peso seco radical de 5.1 g.

V1. Hipdtesis del trabajo

- Azotobacter sp posee un efecto estimulante en la germinacion de semillas y el
crecimiento de plantulas de lechuga (Lactuca sativa) en cultivos verticales.

V1. Objetivo general

Determinar el efecto de Azotobacter sp en la germinacion de semillas y el crecimiento de
plantulas de lechuga (Lactuca sativa) en cultivos verticales.

VII1. Objetivos especificos

a. Evaluar el efecto de Azotobacter sp aisladas de suelos del centro poblado de
Jayllihuaya en la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca sativa) y

b. Evaluar el efecto de Azotobacter sp en el crecimiento de plantulas de lechuga en
cultivos verticales.

IX. Metodologia de investigacion

Aislamiento de Azotobacter sp a partir de muestras de suelo del centro poblado de
Jayllihuya

El medio de cultivo que se utilizara para el aislamiento de Azotobacter sp serd el medio
de cultivo Ashby que se preparara con 5 g manitol, 5 g KaHPO4, 0.2 g MgS0O4.7H20, 0.5
g NaCl, 0.1 g K2SO4, 5 g CaCO3, 15 g de agar y 1 litro de agua destilada, pH 7.0 (Rao et
al., 1998). Asimismo, para la identificaciéon de Azotobacter sp, se realizaran la tincion
Gram para determinar morfologias celulares, y entre las pruebas bioquimicas se
realizardn la catalasa, oxidasa, fermentacioén de sacarosa y manitol.

Inoculacion de Azotobacter sp en semillas de lechuga

Método. Germinacion in vitro.

Procedimientos. En cada una de las placas Petri, se colocaran secciones circulares de
papel filtro Whatman exento de cenizas, las cuales seran humedecidas con agua destilada
estéril. A continuacion, se colocaran 20 semillas de lechuga previamente desinfectadas
con soluciones de hipoclorito de sodio al 5% y alcohol de 70%, intercaladas con
enjuagues con aguas destilada estéril, luego serdn embebidas e inoculadas con soluciones
de suero fisioldgico con Azotobacter sp en una dilucién de 1.5 x 10% células/ml (Estandar
McFarland 0.5) predeterminada, las cuales fueron previamente transferidas desde
colonias bacterianas crecidas en medio mineral sin nitrégeno, y con un asa de siembra
estéril se colectaron porciones de colonias hasta la solucion de suero fisiologico estéril,
hasta que el tubo conteniendo la dilucién bacteriana sea visualmente equivalente al
estandar 0.5 de McFarland (Mamani, 2018).

Asimismo, se contard con una placa Petri dispuestas de similar forma indicada en el
parrafo anterior, pero seran embebidas y sumergidas en suero fisioldgico estéril sin
Azotobacter sp a una temperatura ambiente (tratamiento control). Tal como se presenta
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en el cuadro siguiente:

Porcentaje de germinacion
R1 R2 R3 R4 RS

Tratamientos Prom

Con bacteria
Sin bacteria

Calculo del porcentaje de germinacion (% G) de las semillas de lechuga. Se calculara
mediante la siguiente ecuacion de acuerdo a lo recomendado por Gonzélez & Orozco
(1996):

Semillas germinadas

0 = 1
G Numero total de semillas en pruebax 00

Variables
Variable independiente: Azotobacter sp aislada de suelos en concentracion conocida.
Variable dependiente: Porcentajes de germinacion de semillas de lechuga.

Analisis estadistico

Los porcentajes de germinacion de semillas de lechuga con respecto al control, seran
tabulados y previamente analizados mediante promedios, desviacion estandar y
coeficiente de variacion, a continuacion, se aplicaran pruebas de analisis de varianza y
de Tukey, con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis estadisticos se realizaran en
el software Infostat de libre acceso.

Evaluacion del efecto de Azotobacter sp aislada de suelos del centro poblado de
Jayllihuaya en el crecimiento de plantulas de lechuga (Lactuca sativa).

Preparacion de indculo de Azotobacter sp para las plantulas de lechuga. A partir de
las placas de medio mineral sin nitrogeno, donde se presento el crecimiento microbiano
de Azotobacter sp, éstas seran repicadas o subcultivadas en agar TSA a 28 °C por 48
horas. Con la biomasa desarrollada se obtendrad suspensiones en solucion salina estéril
cuya concentracion se estandarizard a 1.5 x 108 células/ml el cual fue contrastado con la
turbidez de la escala de McFarland 0.5.

Inoculacion de las raices de lechuga. Las plantulas de lechuga, seran adquiridas en el
mercado Union Dignidad de la ciudad de Puno, a comerciantes de flores ornamentales y
plantas cultivadas, ellas tendran una longitud entre 4 y 6 cm.

(=]

Figura 1. Cultivos verticales de lechuga.
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La inoculacion con Azotobacter sp de las plantulas de lechuga se realizara sumergiendo
sus raices de cada plantula, anteriormente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 5%
y alcohol al 70% intercaladas con agua estéril. En una solucion salina estéril que posee
un numero de células equivalentes al estandar 0.5 de McFarland, su concentracion de 1.5
x 108 células/ml, se realizara la sumersion de sus raices de las plantulas, por un tiempo
de 30 minutos. La inoculaciéon del tratamiento control se realizard empleando como
inoculo solucion de suero fisiologico (0.85%) y sacarosa al 10% sin Azotobacter sp. Las
plantulas seran traspasadas a frascos de plastico, conteniendo arena fina previamente
esterilizada en autoclave. Las raices seran cultivadas en sistemas de cultivo vertical
(Figura 1), el cual se armaré con botellas descartables de plastico de 2.5 litros con arena
esterilizada y humedecida en forma interdiaria con solucion hidropdénica de macro y
micronutrientes de la Universidad Nacional Agraria La Molina, el cual sera adquirido de
la Red de Hidroponia de la Universidad Agraria La Molina de Lima. Tal como se muestra
en el siguiente cuadro:

Biometria de pléntulas de lechuga
R1 R2 R3 R4 R5

Tratamientos Prom

Con bacteria
Sin bacteria

Calculo del indice de evaluacion de inoculacion (IEI).

Transcurridos 60 dias después del trasplante de plantulas a los frascos con algodon estéril,
se extraerdn las plantas, en ellas se determinaran los siguientes pardmetros biométricos:
longitud de las raices, longitud total de la planta, nimero de hojas y el peso total de las
plantulas. Para calcular el IEI se aplicara la siguiente ecuacion:

IEI(%) Tratamiento con inoculacion — control sin inoculacion 100
- x
’ Control sin inoculacion

Variables

Variable independiente: Azotobacter sp en concentracion conocida.

Variable dependiente: crecimiento de plantulas (longitud de las raices, longitud total de
la planta, nimero de hojas y el peso total de las plantulas) de lechuga.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los pardmetros biométricos de las plantulas (longitud de las
raices, longitud total de la planta, nimero de hojas y el peso total) con respecto al control,
seran tabulados y previamente analizados mediante promedios, desviacion estandar y
coeficiente de variacidn, a continuacion, se aplicaran pruebas de analisis de varianza y de
Tukey, con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis estadisticos se realizardn en el
software Infostat de libre acceso.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

Los resultados de esta investigacion, reportaran si las bacterias Azotobacter sp aisladas
de suelos de los campos de cultivo del centro poblado de Jayllihuaya, distrito, provincia
y regiéon Puno poseen el potencial de estimular la germinacion y el crecimiento de
plantulas de lechuga.

XIl.Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Se conoce que Azotobacter sp son parte de las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal, pero son pocos los reportes de estudios realizados en el Altiplano Peruano sobre
los 3800 msnm, por lo que al realizar el aislamiento de la bacteria desde suelos proximos
a las riberas del lago Titicaca, se indicard si Azotobacter sp a pesar de ser del mismo
género pero de diferentes zonas de muestreo, posean o no el mismo efecto en la
germinacion de semillas y el crecimiento de plantulas de lechuga y si hubiera diferencias
se deberia de interpretar a que se debe dichas diferencias fisiologicas entre las bacterias.

ii. Impactos econdémicos

La aplicacion de productos agrarios ecoldgicos y naturales libre de agroquimicos, genera
el incremento de ingresos econdmicos en los agricultores, asimismo al reducir o no
utilizar fertilizantes quimicos se protege a los suelos de su erosién y el incremento de
bacterias benéficas en los suelos logrard un mejor crecimiento en tiempo precoz de la
lechuga y otros cultivos andinos.

iii. Impactos sociales

‘ Ninguno, ya que se realizard la investigacion en condiciones experimentales.

iv. Impactos ambientales

\ Ninguno.

XI11. Recursos necesarios

- Laboratorio de Microbiologia (ambiente donde se realizara los analisis microbidlogico).
- Autoclave (equipo de esterilizacion de material de laboratorio y muestras).

- Refrigeradora (equipo de mantenimiento en refrigeracion de materiales y reactivos).

- Balanza analitica de precision (equipo de pesado de reactivos y muestras).

- Diversos reactivos para analisis de Azotobacter sp.

XIV. Localizacion del proyecto



El trabajo de investigacion se llevara a cabo en el laboratorio de Microbiologia del
Programa de Microbiologia y Laboratorio Clinico de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Universidad Nacional del

Altiplano — Puno.

XV. Cronograma de actividades

Actividad A A A O E
Elaboracion del proyecto X
Desarrollo de proyecto X X X X[ X[ X[ X X] X X
Captacion de datos X X X| X| X] X]| X] X] X]| X
Procesamiento y analisis X X X X X
Elaboracion del informe X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo
(S/) total (S/.)
Agar Azotobacter Frasco de 500 g 500.00 1 500.00
Bateria de coloracion Gram Frascos de 500 ml 250.00 1 250.00
Pruebas diferenciales Varios 250.00 1 250.00
Sub total medios de cultivo 1,000.00
Pro pipetas Unidad 50.00 1 50.00
Tamices Unidad 40.00 2 80.00
Material de vidrio Varios 500.00 1 500.00
Anaqueles Unidad 150.00 1 150.00
Vernier Unidad 25.00 2 50.00
Sub total materiales 830.00
Servicios de terceros (impresion Varios 500.00 1 500.00
y fotocopias)
Gastos de recoleccion y traslado Varios 200.00 1 200.00
de muestras de suelos.
Sub total 700.00
Sub total general 2,530.00
Imprevistos (10%) 253.00
Total general 2,783.00




