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Resumen

La investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del biofertilizante azotobacter-rhizobium en Lupinus mutabilis Sweet
“tarwi”, como alternativa a la fertilizacion quimica. Se aislaron cepas de Rhizobium sp y Azotobacter sp a nivel de labora-
torio e invernadero a partir de nédulos de frijol y tierras agricolas de la UNALM (Universidad Nacional Agraria La Molina).
Luego de una seleccién se formularon y aplicaron como biofertilizantes bacterianos en semillas y plantulas de tarwi. Los
resultados a nivel de laboratorio mostraron el mejor tratamiento con Azotobacter sp. con 70% de germinacion, superior
al tratamiento solo con agua (control negativo) en el cual se obtuvo 42% de germinacion. Ademas, la biomasa seca des-
pués del tratamiento con la cepa Rizo1 (Rhizobium sp. aislado) fue superior al nitrato de potasio (N+) luego de 20 dias de
evaluacién. En nivel invernadero, hubo diferencias estadisticamente significativas en el parametro longitud de raiz (LR)
entre el tratamiento Azofobacter sp y el agua; asi como entre, Azotobacter sp y N+, en el peso seco de raiz (PSR). Los
resultados permiten concluir que los biofertilizantes investigados muestran un buen efecto promotor de germinacion y
desarrollo de las plantas de tarwi, por consiguiente, se consideraria un gran potencial de aplicacion para diversos cultivos
de interés en reemplazo de la fertilizacion quimica.

Palabras clave: Rhizobium; Azotobacter; Lupinus mutabilis Sweet.; Fijacion biologica de nitrégeno (FBN).

Abstract

The objective of the research was to evaluate the effect of the azotobacter-rhizobium biofertilizer in Lupinus mutabilis
Sweet “tarwi”, as an alternative to chemical fertilization. Rhizobium sp and Azotobacter sp. strains were isolated from bean
nodules and agricultural lands of the UNALM (Universidad Nacional Agraria La Molina). After a selection, they were for-
mulated and applied as bacterial biofertilizers in seeds and seedlings of tarwi. Results at laboratory level showed the best
treatment with Azotfobacter sp. with 70% germination, superior to the water treatment (negative control) with 42% of ger-
mination. In addition, the dry biomass after treatment with Rizo 1 strain (Rhizobium sp.) was superior to potassium nitrate
(N +) after 20 days of evaluation. At the greenhouse level, there were statistically significant differences in the root length
(LR) parameter between the Azotobacter sp treatment and the water. As well as, Azotobacter sp and N +, in the root dry
weight (RDW). The results allow concluding that the investigated biofertilizers show a good promoter effect on germination
and development of tarwi plants, therefore it would be consider a great potential for application to diverse crops of interest
in replacement of chemical fertilization.
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INTRODUCCION

El tarwi (Lupinus mutabilis Sweet), originario de las zo-
nas altoandinas del Pert es considerado un cultivo de
gran valor alimenticio, debido a su importante conte-
nido de proteinas (41-51%) que supera al de la soya,
el cual posee 33,4% de proteina'. Ademds, establece
una efectiva asociacién con bacterias del género Rhizo-
bium y Azotobacter, quienes tienen la capacidad de fijar
nitrégeno atmosférico (N,) de forma simbidtica o libre
respectivamente a través de la fijacién biolégica de nitré-
geno (FBN)?. A este grupo de bacterias se les considera
también como Plant Growth promoting Rhizobacteria
(PGPR)** por su potencial de aplicacién como biofer-
tilizantes en reemplazo de la fertilizacién quimica®®. El
cultivo de tarwi puede fijar entre 60 a 120 Kg de N
por campafia, con la colaboracién de las bacterias de la
rizésfera, lo cual beneficia la fertilidad de los suelos y
como consecuencia reducir el uso de fertilizantes qui-
micos". Segtn la Agencia de Proteccién Ambiental, la
aplicacidn excesiva de fertilizantes quimicos aplicados a
los cultivos puede afectar el suelo, genera problemas de
eutrofizacién, crecimiento excesivo de algas y muerte de
peces’. Ante esta problemdtica, la biofertilizacién surge
como una alternativa biotecnolégica de interés ecoldgi-
co y ambiental. Ademds, entre los efectos positivos de
Azotobacter, se sabe que son productoras potenciales de
metabolitos benéficos para las plantas como gibereli-
nas, 4cido indolacético (AIA), tienen capacidad de ser
antagonistas es decir inhibir el crecimiento de hongos,
ademds de fijar nitrégeno atmosférico®. Los consorcios
bacterianos de Rhizobium - Azotobacter han demostrado
que incrementan significativamente el peso y el niimero
de nédulos, la fijacién de nitrégeno, asi como el conte-
nido de micronutrientes y macronutrientes, superando
a la inoculacién individual™. Por estos motivos se plan-
ted la presente investigacién sobre los efectos de la bio-
fertilizacion de bacterias Rhizobium y Azotobacter en el
cultivo de tarwi, los ensayos se realizaron en laboratorio
donde se utilizaron seis tratamientos y en invernadero
siete tratamientos.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental. El utiliz6 un disenio en bloques
completos al azar con seis grupos de tratamientos y seis
repeticiones por tratamiento, en los ensayos de germina-
cién el laboratorio, segin lo siguiente:

*  Grupo L. Rizo 1, inoculante de Rhizobium sp
aislado

*  Grupo II. Rizo E10, inoculante comercial de
Rhizobium sp

*  Grupo IIl. Azotobacter, inoculante bacteriano
aislado

*  Grupo IV. Rizo 1 + Azoto, consorcio bacteriano
de Rhizobium y Azotobacter

*  Grupo V. Agua, grupo control

*  Grupo VI. N+, solucién de nitrato de amonio
0,1%

En los ensayos en invernadero, se asignaron los mis-
mos grupos y se incluyé un grupo adicional Grupo VII,
constituido por el consorcio Rizo E10 + Azoto.

MATERIALES

En los experimentos de caracterizacién bacteriana, el
medio de cultivo que se usé para la propagacién y con-
servacién de las cepas Rhizobium fue el medio LMA
(Manitol 10g; extracto de levadura 0,5g; K HPO, 40,5g;
MgSO,.7H,0 0,10g; NaCl 0,20g; agar 15g; colorante
Rojo congo 10mL y agua 1L; pH7) incubando durante
48h a 28°C. Mientras que para cepas Azotobacter se usd
el medio Winogradsky (KH,PO, 0,25g; MgSO,.7H,O
0,125g; NaCl 0,125; Na,Mo.5H,O 0,005g; Mn-
504.4H20 0,005g; CaCO3 0,1g; glucosa 10g; agar 15g
y agua 1L; pH7) incubando durante 72h a 28°C. Para
los biofertilizantes se usé el medio C (Manitol 6g; glu-
cosa 6g; extracto de levadura 0,5g; K, HPO . 0,5g; NaCl
0,20g; Na,Mo.5H,O 0,005g; MnSO4.4HzO 0,005g;
CaCO3 0,1g; agar 15g y agua 1L, pH7). Se utilizé una
cepa control RIZO E10, (UNALM)*" Adicionalmente,

se trabajé con semillas de tarwi y suelo agricola.
Muestreo del suelo y obtencién de nédulos

Se obtuvo una muestra de 100 g de suelo agricola de la
UNALM. En el caso los nédulos fueron obtenidos de
plantas de Phaseolus vulgaris, de cultivos de la Facultad
de Agronomia de la misma universidad. Las muestras
fueron trasladadas al Laboratorio de Bioprocesos Indus-
triales de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
para los futuros ensayos (Tabla 1).

Aislamiento e identificacién bacteriana de cepas de
Azotobacter

Se utiliz6 una muestra de 100g de suelo, a partir del cual
se realizaron diluciones seriadas hasta 10. Luego se dis-
pens6 1mL de cada dilucién en el medio Winogradsky
por la técnica de incorporacién en placa. Las colonias
eran transparentes en este medio y con didmetros de 1-2
mm. Estas cepas fueron purificadas y conservadas en
agar Winogradsky inclinado para posteriores aplicacio-
nes. Adicionalmente se realizé tincién Gram.

Aislamiento e identificacién bacteriana de cepas de
Rhizobium

Se aislaron de acuerdo a la metodologia propuesta por
el manual del CIAT™. Los nédulos tenfan un tamafio
de 4 mm y se colocaron en sobres de papel de filtro para
hidratarse en agua estéril destilada durante 30 minutos,
se desinfectaron en alcohol 70% por 1 minuto en un
frasco estéril, luego se transfirié los sobres a un frasco
con hipoclorito de sodio 3% por espacio de 3 minutos.
Se lavaron con agua estéril destilada hasta cinco veces.
A cada nédulo se agregé una gota de agua destilada es-
téril por nédulo. Luego con la ayuda de una bagueta
se aplastaron lo nédulos y el macerado se diseminé en
placas de Petri con LMA por agotamiento. Las placas
fueron llevadas a la incubadora a 28 °C de 2 a 4 dfas.
Adicionalmente se realizé tincién Gram!'l.
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Ensayo de germinacién de semillas de tarwi en el la-
boratorio

Se desinfectaron las semillas con hipoclorito de sodio
2%, por 3 min. A continuacién, se lavaron tres veces
consecutivas hasta retirar todas las impurezas. Luego se
realizé la inbibicién de las semillas en frascos de vidrio
de 250mlL, con los diferentes tratamientos menciona-
dos, por un tiempo de 35 min y luego se secaron por 40
min. Finalmente, se colocaron en bandejas de 310 mm
de largo x 210 mm de ancho, de manera que se coloca-
ron 10 semillas por fila y 5 semillas por columna, hasta
obtener 50 semillas en total. Se evalué el porcentaje de
germinacién a las 48h y biomasa seca a los 18 dias de
crecimiento en las bandejas.

Ensayo con semillas de tarwi inoculadas en el invernadero

En el ensayo en macetas se requirié de la construccién
de un invernadero de 1,4 m x 2,5 m. En este espacio se
colocaron 42 macetas de plistico de 15,8 cm altura x

15,2 cm de didmetro, con 1,100 Kg de suelo agricola
en cada maceta. En este ambiente la temperatura fue de
20 a 24 °C. Adicionalmente, se obtuvo los datos de las
caracteristicas del suelo agricola utilizado en el presente
estudio (Tabla 1). Se realizaron evaluaciones periddicas
de longitud de parte aérea en cm periédicamente. Se
realizd la evaluacién final, donde se registré el peso fres-
co y seco de la regién drea y radicular (g), el grosor del
tallo (cm) y la biomasa fresca (g).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

El resultado del andlisis fisicoquimico del suelo se apre-
cia en la Tabla 1. En el aislamiento de 48h se obtuvieron
colonias caracteristicas de Rhizobium y Azotobacter, que
presentaron tres y dos mm de didmetro, en el medio

LMA y Winogradsky respectivamente. (Figura 1).

Ademis, en ambos casos la tincién mostré bacilos Gram
negativos. Los diversos tratamientos aplicados a las

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo muestreado para la obtenciéon de las especies de Rhizobium y Azotobactery del

suelo de macetas.

Parametros Suelo del muestreo Suelo de macetas Método

pH 7,61 7,44 Potenciometro
Conductividad eléctrica ds/m 3,02 0,34 Conductimetro

CaCo, (%) 5,70 0,10 Método gaseo-volumétrico
MO (%) 2,01 0,51 Método Walkey y Black

P (ppm) 69,8 18,2 Método de Olsen

K(ppm) 658 145 Extraccion con acetato
Clase textural Franco Franco Fr: Suelo franco

CIC 14,40 20,00 Saturacion con acetato de amonio
Ca+2 8,45 16,63 Fotometria de llama

Mg+2 3,55 2,58 Fotometria de llama

K+ 1,50 0,32 Fotometria de llama

Na+ 0,90 0,46 Fotometria de llama

Al+3 0,00 0,00 Método de Yuan

N% 0,17 0,05 Método Micro-Kjeldahl

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 1. (a) Cepas de Azotobacter, (b) Rhizobium aislados de suelos de la UNALM cédigo: Rizo 1. (c) Cepa control Rizo E10
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semillas y plantas se resumen en la Tabla 2. La germi-
nacién de las semillas se evalué a las 48 h y 72 h de
colocarlas en las bandejas. La temperatura del ambiente
tuvo variaciones entre 20 -21 °C durante la noche y
18-19 °C durante el dia. Se realizaron riegos con agua
destilada cada 3 dias, en condiciones de esterilidad. Al
finalizar el experimento se evalué la materia fresca y seca
después cada tratamiento. El resultado mds importante
fue el de la cepa Azotobacter (Figura 2a), la cual obtuvo
un 70% de germinacién a los 2 dias de sembrado mayor
al porcentaje de germinacién (42%) con agua, todo se
contrastd con los resultados estadisticos y grificas com-
parativas (Tabla 2 y Figura 2). Rubio, en el ano 2012,
también tuvo un resultado similar en un experimento en
bandejas con trigo al aplicar Azotobacter®.

En el experimento en macetas, las semillas inoculadas
con Azotobacter tuvieron un mayor longitud de la parte
aérea (LPA), 27,42 cm y longitud de raiz (LR) fue 15,11
cm, en comparacién con el agua, cuya LPA fue de 22,73
cm y LR fue de 8,63 cm (Tablas 3 y 4). Al realizar el
andlisis comparativo de los rangos multiples de los tra-
tamientos, procedimiento de diferencia minima signifi-
cativa de Fisher (LSD) y en andlisis de rangos multiples
de Duncan, para el pardmetro LR (longitud de raiz) se
observé diferencias significativas entre diferentes trata-
mientos (Tabla 4). Asi, se apreciaron diferencias signifi-

cativas de la longitud de la raiz entre el tratamiento solo
con Rizol y con el tratamiento solo con Azoro; entre el
tratamiento solo con Rizo E10 y solo con Azoto., entre
tratamiento solo con Azoto y el consorcio Rizo 1 +Azoto
y finalmente entre tratamiento solo con Azoro y el tra-
tamiento con agua (Figura 3). Las bacterias Rhizobium
y Azotobacter pueden mejorar la germinacién de las se-
millas a través de la produccién y liberacién de algunas
sustancias reguladoras del crecimiento vegetal como la
auxina, las citoquininas o giberelinas en medios quimi-
camente definidos y en asociacién con plantas®. En re-
lacién a los biofertilizantes mixtos, las cepas promotoras
de crecimiento vegetal (PGPR) mejoran la biomasa de
las plantas, la toma de nutrientes y el rendimiento, espe-
cialmente cuando son aplicados en combinacién'. En el
caso de plantas no leguminosas, es necesario modular los
procesos de colonizacién y supervivencia, como ocurre a
menudo con las cepas Rhizobium y Bradyrhizobium en la
rizésfera, en los cuales es necesaria la incorporacién de
cepas adicionales, como PGPR; tales como Azotobacter,
debido a que, éstas incrementan el crecimiento de brotes
y raices, el crecimiento de la rafz, regulacién hormonal
del ejemplar, fijacién de nitrégeno, solubilizacién de
minerales y la supresién de patdgenos, la colonizacion
de la raiz, los cuales son pasos importantes en la asocia-
cién microbiana con las plantas.

Tabla 2. Resultados de la evaluacion de las semillas de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet.), en la prueba de germinacion alas 48y 72 h

y la evaluacion a los 20 dias en laboratorio.

48 h 72h Biomasa Biomasa

Fresca (g) Seca (g)

Grupos NSG* %Gt NSG* %Gt 20 dias 20 dias
Rizo1 12 24 25 50 87,16 9,0860
Rizo E10 12 24 16 32 80,50 8,5500
Azotobacter 26 52 35 70 72,58 8,0685
Rizo1+ Azoto 20 40 27 54 84,68 7,3346
Agua 18 36 21 42 7418 7,4808
N* 17 34 24 48 83,30 4,2973

*NSG: Numero de Semillas Germinadas, T %G: Porcentaje de germinacion (%), se resaltaron los mayores valores con respecto a los controles agua y control N+
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Figura 2. a) Semillas de tarwi con tratamientos de Azotobacter, N+ y agua (20 dias de crecimiento en bandejas). b) Grafico compara-
tivo de la biomasa fresca y seca, nimero de semillas germinadas y el porcentaje de germinacion (%) del experimento en bandejas.
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Tabla 3. Longitud de la parte aérea de las plantulas de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet.) en macetas.

Grupos Evaluacion periddica de la longitud de la parte aérea (cm)
5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
Rizo1 717 11,15 13,86 15,676 18,886 20,44
Rizo E10 9,04 13,49 18,22 20,919 23,201 24,88
Azotobacter 10,83 15,03 19,59 23,104 24,742 27,43
Rizo E10+azo* 9,83 13,09 17,77 21,543 23,276 25,83
Rizo1+ azoto 8,06 11,73 15,59 18,057 19,803 22,44
Agua 8,50 12,60 16,51 19,024 20,849 22,73
N* 8,85 14,72 16,18 18,429 21,033 22,90
*Se incluyd el grupo adicional Grupo VIl (Rizo E10+Azo)
Tabla 4. Evaluacion a los 30 dias de evaluacion del cultivo de tarwi (Lupinus mutabilis Sweet.) en macetas
Grupos Loa = Prew’ PR ppa eSO REsoa
(cm) (9)
Rizo1 20,44 8,59 2,13 0,36 0,18 0,03 2,05 2,41
Rizo E10 24,88 9,23 2,31 0,39 0,19 0,03 2 2,70
Azotobacter 27,44 15,11 2,3 0,54 0,20 0,06 2,10 2,84
Rizo1+Azoto 22,44 8,07 2,32 0,38 0,19 0,04 2,23 2,70
RizoE10+Azoto 25,83 11,32 2,36 0,42 0,21 0,07 2,31 2,64
Agua 22,73 8,63 2,25 0,32 0,20 0,03 2,15 2,56
N* 22,9 11,74 2,01 0,41 0,18 0,02 2,03 2,42

*LPA: Longitud de parte aérea, LR: Longitud de raiz, PFSA: Peso fresco de parte aérea, PFR: peso fresco de raiz, PSPA: peso seco de parte aérea, PSR:

peso seco de raiz

Figura 3. Grafico comparativo de las plantas de las plantulas de tarwi a los 17 dias de evaluacién (a) plantas inoculadas con Rizo

E10 y el control agua y en (b) plantas inoculadas con Azotobacter y el control agua. Plantulas de tarwi a los 30 dias de evaluacion a
partir de las macetas, en (c) cepas de Rizo E10, N+ y agua, (d) Azotobacter y agua.
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Se considera a Rhizobium como un promotor de creci-
miento vegetal, tal como ha sido demostrado en diversos
estudios en la India’. Los resultados obtenidos son una
evidencia cientifica de interés para futuros ensayos de
aplicacién en campo, para mejorar la productividad del
cultivo. Asi como, para la recuperacién de suelos agri-
colas impactados por contaminantes y abren un futuro
prometedor para la aplicacién de biofertilizantes a gran
escala para este y diversos cultivos de importancia am-
biental y agroindustrial.

CONCLUSIONES

* Los biofertilizantes investigados en Lupinus mu-
tabilis Sweet “tarwi”, muestran efecto promotor
en la germinacién y en el crecimiento.

*  El mayor porcentaje de germinacién de las semi-
llas de lupinos se obtuvo con el tratamiento con
el grupo III (Azotobacter) alas 72 h, en compara-
cién grupo V (solo con agua). El tratamiento con
el grupo I (cepa Rizol) presenté mayor peso seco
en comparacién con el tratamiento con el grupo

V(agua).

* Enel experimento en macetas, el tratamiento con
el grupo III (Azorobacter) tuvo una mayor dife-
rencia estadisticamente significativa con respecto
al grupo V (solo con agua) en el pardmetro lon-
gitud de raiz.
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