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1.

INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd) es un cultivo originario de Los Andes, que
ha sido domesticado hace miles de afios por las antiguas culturas de la Region Andina
de Sud América. Existen evidencias de que fue alimento basico para las poblaciones
pre-hispanicas hasta la época de la conquista. La quinua es un cultivo andino de alto
valor nutricional, con alta calidad proteica (ALADI, 2011) rica en aminoacidos como
lisina, fenilalanina y metionina que son deficientes en otros cereales, ademas es una
fuente natural de &cidos grasos poliinsaturados esenciales como el acido linoleico
(omega 6) y el acido linoleico (omega 3) (Patrén M. 2019). Estas propiedades
convierten a la quinua en una fuente potencial para la seguridad alimentaria, no solo
nacional sino tambien mundial.

En este sentido, estos ultimos afios el cultivo de la quinua se ha convertido en un
cultivo estratégico y de exportacion, formando parte importante del sistema
productivo. Para asegurar un buen cultivo, es imperante iniciar tomando en cuenta la
calidad de la semilla, que se considera un insumo estratégico para la agricultura,
siendo la pureza varietal, la pureza fisica, la calidad fitosanitaria, la calidad genética,
la calidad fisioldgica, el vigor y germinacion, cualidades importantes para garantizar
la viabilidad de la semilla, para que esta germine ain en condiciones adversas, y asi
asegurar emergencia rapida de tal forma que sea visible en la uniformidad de las
plantas en los suelos de cultivo.

Las caracteristicas de las semillas de quinua (Chepopodium quinoa Willd) y las
condiciones de suelo y condiciones ambientales donde esta se cultiva, hacen que la
germinacion sea la etapa maés critica en el ciclo de su desarrollo, que se indica en la
guia de cultivo de quinua (Gomez L. y Aguilar E. 2016). La germinacién es el inicio
del periodo de transformacién de los 6rganos de las plantas (fenologia) y asi pues del
cultivo; la buena o mala germinacion en consecuencia determinara una poblacién
aceptable o una baja densidad de plantas y por tanto esta a su vez determinara el
rendimiento de grano por unidad de superficie.

Entonces el proceso de germinacion es particularmente importante, atraviesa por tres
etapas sucesivas iniciadas, con la absorcion de agua por la semilla que se da por las

diferencias de potencial hidrico (Castro A. 2019); sin embargo esta depende



principalmente del factor externo que es la humedad de suelo, que esta ligada a la
cantidad de precipitacion pluvial o riego que se proporcione; de ahi la importancia ya
que muchas veces la época de siembra coincide con la escasa precipitacion pluvial,
lo que conlleva frecuentemente a una baja humedad del suelo y del ambiente mismo,
que pueden afectar la eficacia de las reacciones bioquimicas para el inicio de la
germinacion (Doria J. 2010), convirtiéndose en un factor decisivo para el
establecimiento del cultivo y consecuentemente para la produccion.

Los suelos de Bolivia son variados y muestran distinta topografia, particularmente el
suelo del altiplano boliviano, es un area con caracteristicas dificiles, con bajas
temperaturas, pocas lluvias, de terrenos fragiles en cuanto a degradacion y con pocos
nutrientes, convirtiéndose en condiciones de suelos adversos para practicas agricolas.
Los factores limitativos para el establecimiento y cultivo de la quinua, en las zonas
aridas y semiaridas son reducidos dada la adaptabilidad de este cultivo a estas
condiciones. Sin embargo, la precipitacion cada vez mas escasa (200 a 300 mm en el
Altiplano sur de Bolivia segun los datos de Canedo R., (2014), el cambio climético y
la baja fertilidad del suelo estan limitando su cultivo y su rendimiento. Por otra parte,
algunas actividades de cultivo en las que se incluye practicas tradicionales, uso de
sistemas mecanizados, monocultivos, aplicacion de pocos fertilizantes organicos,
disminucion de los periodos de descanso y ampliacion de fronteras agricolas (PIA
ACC-UMSA 02) estan generado disminucion no solo en la produccién de quinua,
sino que también estan ocasionando un deterioro serio en la composicion fisica,
quimica y bioldgica de los suelos de cultivo.

Para lograr un manejo sostenible e integral del suelo es necesario correlacionar todas
sus propiedades, siendo que las plantas toman los elementos nutritivos a través de sus
raices individualmente o en simbiosis con microorganismos; estableciendo asi una
relacion mediante la cual se benefician o afectan. Estos microorganismos (bacterias,
actinomicetos, hongos, algas y protozoarios) en los suelos son componentes
importantes de este, ya que son la parte viva 'y son responsables de la dindmica de su
transformacion y desarrollo. Un suelo es considerado fértil cuando contiene una
reserva adecuada de elementos nutritivos disponibles para las plantas, y una

poblacion microbiana que libere nutrientes que permitan un buen desarrollo vegetal.



2.

Son millones los microorganismos que se puede encontrar en una pequefia muestra
de suelo, los mas abundantes son las bacterias, hongos y virus, que generalmente se
asocian a enfermedades de los cultivos. Sin embargo, existe una simbiosis entre
plantas, suelo y organismos, con factores bidticos y abidticos que articulan el sistema
productivo y en donde con certeza son mas las bacterias, hongos y virus benéficos
que los patogenos. Por esta razon es de gran importancia el estudio de la diversidad
microbiana y los efectos que tienen sobre la actividad en las plantas, especificamente
las de quinua. Con el fin de incrementar los conocimientos acerca del potencial
benéfico de los microorganismos en el cultivo de quinua, el presente trabajo de
investigacion pretende evaluar el efecto de la adicion de bacterias tolerantes a sequia
como promotores de crecimiento durante la germinacion de semillas de quinua, para
seleccionar posibles inoculantes a ser evaluados posteriormente en plantines de
quinua cultivados en macetas. Este trabajo pretende revelar los beneficios de los
microorganismos como bacterias promotoras de crecimiento vegetal, para dar
criterios posteriores a la formulacion de bioinsumos para asi contribuir al

potenciamiento del sector agricola quinuero.

ANTECEDENTES

En Bolivia la produccion de quinua es uno de los siete cultivos prioritarios que en los
Gltimos afios tuvo un crecimiento historico, debido a sus propiedades y potencial
nutricional. Siendo que Bolivia es el segundo productor de quinua del mundo después
de Perd, con 67000 toneladas producidas en 2017 (FAO 2019). En el altiplano en la
region andina, la quinua es el principal cultivo comercial y de exportacion; de suma
importancia para pequefios agricultores que la cultivan de forma individual o
asociados en organizaciones departamentales y nacionales, en pequefias fincas o
parcelas de entre unay seis hectareas.

Los suelos de Bolivia en la regién altiplanica son fragiles debido a diferentes
condiciones naturales adversas ocasionadas ahora por el constate cambio climético;
pero también por el mismo agricultor. El altiplano boliviano esta dividido en altiplano
norte, centro y sur; esta clasificacion estd determinada por la temperatura,
precipitacion pluvial y la ubicacion geografica de las provincias y departamentos que

componen el mismo (Salamanca L. 2018).



En los dltimos afios se ha presentado un interés y creciente demanda del grano de
quinua, por ello las superficies de cultivo son ampliadas casi constantemente, al punto
incluso de reducir otras actividades, como la cria de la ganaderia camélida, pero
también al mismo tiempo se acelera la degradacion de suelos y la pérdida de fertilidad
de los mismos. El suelo es la capa superficial terrestre, es un cuerpo natural, dindmico,
trifasico (mezcla de materiales sélidos, liquidos y gaseosos), (Aguirre L. 2010)
compuesto de materiales minerales, organicos y de formas vivientes en el que crecen
las plantas, desarrollan sus raices y toman los alimentos necesarios.

Las caracteristicas del suelo determinan el potencial productivo de uso agropecuario,
por esta razon su conservacion es fundamental. Es importante sefialar que los suelos
del altiplano estan siendo sobreexplotados debido al incremento de la demanda de la
quinua en los mercados nacionales e internacionales, que han obligado al agricultor
a ampliar la frontera agricola, utilizar sistemas de monocultivos, reducir los periodos
de descanso, todas estas actividades estdn provocando la disminucién de la
productividad en los cultivos y por ende estan reduciendo la fertilidad de los mismos.
(Barrientos E. 2017)

Los suelos deben fertilizarse para mantener el contenido adecuado de elementos
minerales que los cultivos necesitan; para un buen crecimiento de la quinua, esta
necesita muchos nutrientes, sobre todo macroelementos como el oxigeno, carbono,
hidrogeno, nitrogeno, fdésforo, potasio, calcio, magnesio y azufre; pero también
necesitan microelementos como el hierro, boro, zinc, cobre, sodio, molibdeno, cloro,
cobalto y silice para su correcto desarrollo a través de su absorcion en el momento

preciso y en las cantidades especificas.

Los suelos fertilizados con todos los macro y microelementos garantizan una mayor
produccion, abaratan costos y mejoran la vida del agricultor. Para tal objetivo, hoy en
dia se recurre a la aplicacién de fertilizantes quimicos como mecanismos inmediatos
y directos, para contrarrestar la baja fertilidad, sin tomar en cuenta las caracteristicas
del tipo de suelo o las necesidades del mismo. La aplicacién en dosis altas es poco
recomendable, debido a las condiciones de escasa precipitacion que es caracteristica

en el altiplano boliviano, especialmente en el sector sur. Problematica que no solo se



da en esta parte del planeta, sino que también es preocupacion a nivel mundial. Para
cambiar esta situacion desde hace varios afios se viene trabajando en investigaciones
(Medrano A., 007, Tencio R., 2.017, Wilches, A., 2017; Pefiasco F. 2021, Pognante
F., 2.022), evaluando como incrementar los rendimientos agricolas, mejorar la
calidad e inocuidad de los productos y al mismo tiempo ser amigables con el medio
ambiente. Tales investigaciones han permitido generar productos en base a recursos

naturales con alto potencial de uso agricola conocidos hoy en dia como bioinsumos.

Segun el Comité Asesor en Bioinsumos de Uso Agropecuario un bioinsumo se define
como: “Todo producto biolégico que consista o haya sido producido por
microorganismos 0 macroorganismos o extractos vegetales o compuestos bioactivos
y derivados de éste y que estén destinados a ser aplicados como insumos en la
produccion agropecuaria, agroalimentaria, agroindustrial, agrogenética e incluso en
el saneamiento ambiental agropecuario” de forma sana, segura y amigable con el

ambiente.

La presente investigacion se centrara en la evaluacion de la aplicacion de
microorganismos in vitro e in vivo para otorgar tolerancia al estrés hidrico y a su vez,
con potencial promotor de crecimiento vegetal en la fase de germinacién y en sus
diferentes etapas, en semillas de quinua. Para ello, se utilizaran indculos de cepas
bacterianas criopreservadas, seleccionadas por su tolerancia a estrés hidrico (PEG
30% equivalente a 1 MPa de presion osmotica), con caracteristicas de capacidad
solubilizadora de fosfato, capacidad fijadora de nitrogeno, productoras de la
fitohormona &cido indol acético (AlA), que fueron aisladas de suelos de cultivos de
quinua del sur del altiplano boliviano, correspondientes a las comunidades de
Soniquera-Potosi, Canquella-Potosi y Jayukota-Oruro (Proyecto PIA ACC-
UMSA.02).

Para potenciar la promocién del crecimiento de la quinua en condiciones de estrés
hidrico empleando microorganismos, es conveniente realizar una previa seleccion de
aquellas bacterias que tengan mecanismos directos e indirectos de promocion de
crecimiento vegetal que permitan estimular el desarrollo de las plantas, que puede

luego ser evidenciado por la induccién del crecimiento en etapa de germinacion,



incidiendo en el desarrollo de la longitud de raiz, el tallo, crecimiento total de la
plantula, entre otros.

El estudio de las interacciones, planta microorganismos es complejo y se basa en
mecanismos moleculares, a nivel macroscépico se pueden observar cambios
morfoldgicos en la germinacion de las semillas y o su desarrollo o el efecto que
puedan ser atribuidos a los microorganismos en beneficio del y al suelo (Cy N de la
biomasa microbiana, respiracion, contenido de humedad y temperatura, N
potencialmente mineralizable, entre otros). Por otro lado, la informacion cientifica
disponible sobre el efecto de las bacterias con actividad promotora de crecimiento
vegetal en el cultivo de quinua en zonas aridas y semidridas con escasas
precipitaciones pluviales, es limitada. También son escasas las investigaciones sobre
especies bacterianas aisladas de suelos productores de quinua del altiplano boliviano
gue se asocian de forma natural con las plantas en condiciones de humedad deficiente.
Analizando la dinAmica de la poblacién humana que afio tras afio explota los recursos
naturales, buscando satisfacer sus necesidades alimenticias y que le ha llevado
ademas a utilizar agroquimicos de alta eficiencia en el cultivo de cereales resistentes
a plagas y enfermedades, con ciclos de produccion més cortos, que provean
proteccion frente a factores biodticos adversos. Sin embargo, esta estrategia ha
generado impactos ambientales negativos, como la contaminacion de aguas,
desertificacion de suelos, aumento de gases con efecto invernadero y acumulacion de
sustancias toxicas, producto del uso indiscriminado de agroquimicos. Como
alternativa a la utilizacion de estos, se propone el uso de bacterias nativas aisladas de
lugares de cultivo de quinua, con capacidad de promocion de crecimiento vegetal,
para estimular el crecimiento de la quinua en un formulado conocido como
bioinsumo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento en la demanda de quinua en el mercado tanto interno como externo, ha
conducido al incremento sustancial del cultivo de la quinua, incluso hasta el punto de
convertir aquellas tierras que eran destinadas a pastoreo la dedican a la produccion
intensiva de la quinua, sin considerar la pérdida de la vegetacion natural, el uso de

maquinaria agricola muchas veces de forma inadecuada, la siembra del cultivo de



forma consecutiva, sin respetar periodos de descanso, todos estos aspectos sumados
al efecto del cambio climatico han permitido que surjan problemas como la baja
fertilidad de los suelos, la reducida sobrevivencia de vegetacion nativa, la erosion
edlica, cuyo efecto se ve de forma directa en los bajos niveles de produccion de este
grano tan preciado y milenario.

Una alternativa que tiene cada vez mayor participacion en el esquema de manejo de
suelos de cultivo, complementando al manejo convencional, es el uso de bioinsumos
(biofertilizantes, bioestimuladores y bioplaguicidas), ya que representan opciones
econdmicas atractivas y ecoldgicamente aceptables (Mamani A. 2018). Una manera
de recuperar los suelos consiste en aprovechar la microbiota de los mismos. Estos
microorganismos pueden facilitar de manera directa e indirecta, la disponibilidad de
determinados nutrientes para la planta tales como: el nitrogeno, el fosforo y el agua,
ademaés de producir sustancias denominadas fitohormonas que promueven y regulan
el crecimiento vegetal, adicionalmente algunas bacterias son capaces de construir
biopeliculas que pueden auxiliar a las plantas contra el estrés abidtico como la sequia,
situacion descrita por INECOL, 2021.

De alli surge la necesidad de plantear el presente trabajo, con el propdsito de
contribuir a la agricultura sostenible, evaluando microorganismos nativos,
especificamente bacterias promotoras de crecimiento vegetal en la etapa de la
germinacion de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd) para mejorar
rendimiento del cultivo en lugares aridos y mejorar la tolerancia al estrés hidrico.
JUSTIFICACION

En Bolivia, la quinua es tipicamente cultivada en zonas altas e interandinas, que
superan los 4000 metros sobre el nivel del mar, en climas extremos y adversos; pese
a estas condiciones los cultivos de la quinua (Chepopodium quinoa Willd) florecen
como principal fuente de alimentacién para los pobladores del altiplano andino, tanto
del sur como del norte.

La region sur del altiplano boliviano es una gran llanura que se extiende entre los
3600 y los 4100 msnm, rodeada por las cordilleras andinas oriental y occidental,
cuyas cumbres alcanzan 5630 msnm. El salar de Uyuni, con una superficie de 12500

kilometros cuadrados SENAPI, 2009, define muchos aspectos ecolégicos de la



regién, que se caracteriza por un clima arido con temperaturas extremas que van
desde los -11°C a los 30 °C; entre 160 y 257 heladas anuales y una precipitacion de
140 a 250 milimetros por afio. Segun la guia de exhibicion de la quinua andina entre
las variedades que Bolivia produce esta la Quinua Real, la cual es rica en minerales
y nutrientes debido a que crece en las regiones cercanas a los salares de Uyuni y
Coipasa. Los suelos de estas regiones se componen principalmente de ceniza
volcanicay lava; son salinos, arenosos y tienen escasa materia organica (alrededor de
0,7%); también son pobres en nutrientes, con escasez hidrica y baja capacidad de
retencion de agua. El nivel de erosion oscila entre 4 y 30%, variando entre las distintas
regiones. A pesar de estas caracteristicas, en Bolivia se registr0 mas de 67 mil
toneladas de produccion de quinua en el 2019, habiendo mostrado un decrecimiento
del 4% comparado al 2018, dentro de una superficie de cultivo de 116 mil hectareas.
Donde casi el 85% de la produccion proviene de los departamentos de Oruro y Potosi.
Se reporta esta disminucion como una consecuencia del cambio climatico habiendo
zonas con bastante sequia, una falta de implementacion tecnificada para la siembra 'y
cosecha, y una disminucidn de los precios internacionales desincentivando esfuerzos
para incrementar la produccion, sin embargo, las principales regiones productoras
tienen a la quinua como su motor econdmico de desarrollo. Aun asi, Bolivia se
mantiene entre los lideres del mercado internacional en cuanto a produccion de
Quinua Real y productor de quinua organica, factores destacables en el mercado
internacional.

En el 2020, se logr6 el reconocimiento de declaracion de “Marca de Certificacion”
para la “Quinua Real del Altiplano Sur de Bolivia” para la proteccion de las
Denominaciones de Origen e Indicaciones Geogréaficas, designando a la quinua Real
un producto originario de Bolivia, a fin de diferenciar y promocionar a los
productores y actores involucrados de la cadena productiva, para que puedan obtener
mejores precios, ingresar a mercados internacionales. Es importante considerar la
adaptacion de las variedades de quinua a las diferentes condiciones de climay altitud;
si bien la quinua tiene amplia adaptacion como especie, muchas variedades tienen
adaptacion muy especifica a ciertos ambientes. En este estudio se planea evaluar

ecotipos locales de la comunidad de Soniquera del departamento de Potosi, dado que



esta comunidad se constituye en una de las zonas mas vulnerables a los efectos del
cambio climatico y podria albergar ecotipos de quinua, como recursos bioldgicos

resilientes importantes, cuyas caracteristicas no han sido evaluadas previamente

Por otro lado, segin informes del Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas,
se sefiala que la diversidad microbiana en los suelos empleados para el cultivo de la
quinua presenta una mayor proporcion de bacterias que hongos (2:1); sin embargo,
en regiones del altiplano sur presenta una diversidad baja en comparacién a otras
regiones. Las poblaciones de microorganismos juegan un rol fundamental en la
liberacion de nutrientes y por tanto en el establecimiento de especies vegetales en

diferentes areas.

El desarrollo del presente trabajo tiene como propoésito evaluar cepas bacterianas,
aisladas de suelos productores de quinua del Altiplano Sur de Bolivia que
corresponde a poblaciones aledafas al salar de Uyuni, para seleccionar bacterias
potenciales promotoras de crecimiento vegetal (PGPB). Dicha evaluacion sera
realizada in vitro empleando estrés hidrico como factor de seleccion en etapa
germinativa de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd). Considerando, que
la germinacion es el reinicio del crecimiento del embridn, que se ha generado durante
las fases finales de maduracion. Los procesos fisioldgicos de crecimiento de las
plantas exigen actividades metabdlicas que son aceleradas y la fase inicial de la
germinacién consiste en la activacion de dichos procesos caracterizados por el
incremento de la humedad y actividad respiratoria de la semilla, de ahi la importancia
de la evaluacion en esta primera etapa. Tomando en cuenta ademas que las
subpoblaciones localmente adaptadas que presentan grados éptimos y limites de
tolerancia a las condiciones de lugar (Gonzales R. 2014) se estudiara el efecto de

bacterias en ecotipos especificos del lugar.

OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Evaluar el efecto de la aplicacion de bacterias tolerantes a estrés hidrico por su
actividad promotora de crecimiento de la quinua (Chenopodium quinoa Willd)
Obijetivos Especificos



e Determinar parametros fisicos, de viabilidad y capacidad de germinacién de
5 ecotipos de quinua de la Comunidad de Soniquera y de la variedad Real
Noventdn en condiciones normales, estrés hidrico y estrés por frio

e Seleccionar in vitro bacterias tolerantes a estrés hidrico por su actividad
promotora de germinacién de la Variedad Real Noventon y 5 ecotipos de
quinua (Chenopodium quinoa Willd) propios de la comunidad de Soniquera
del altiplano sur de Bolivia.

e Realizar un ensayo demostrativo de la aplicacion de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal seleccionadas empleando la variedad de quinua Real

Noventon

6. DISENO TEORICO
La fertilidad del suelo es la capacidad que tiene el terreno para sustentar el
crecimiento de las plantas y optimizar el rendimiento de los cultivos. Ello puede

potenciarse por medio de fertilizantes organicos e inorganicos que nutran el suelo.

Es conocido el proceso de la erosion de la fertilidad de los suelos agricolas en el
Altiplano boliviano tanto en el Norte como en el sur del pais, llegando a grado de
desertizacidn aguda, por la aridez de los suelos y la escasa precipitacion, que generan
suelos con baja cobertura vegetal y escasa reposicion de materia organica. Estos
problemas han generado disminuciones drasticas en la produccion en los cultivos
andinos, disminuyendo asi los ingresos a los agricultores, induciendo a utilizar
agroquimicos para aumentar su produccion y asi superar sus problemas. Los
agroguimicos utilizados muchas veces no son los adecuados tanto que llegan a alterar
la calidad y fertilidad del suelo o el uso indiscriminado del mismo también provoca
la erosion. Frente a esta situacion desde hace varios afios se viene estudiando las
propiedades de abonos organicos sélidos y liquidos (bioinsumos). Son una fuente
alternativa para una agricultura sostenible, y son considerados como una herramienta
biotecnoldgica (INTA, 2014), que permitiria utilizar recursos naturales renovables en
la agricultura, orientadas a resolver diferentes problemas como el estrés hidrico
(Pérez et al 2015).



6.1. Bioinsumos
El término bioinsumos hace referencia a los productos elaborados a partir de
organismos benéficos tales como bacterias, hongos, virus, e insectos, o bien a
extractos naturales obtenidos de plantas, y que pueden ser utilizados en la
produccion agricola para controlar plagas, o promover el desarrollo de las plantas.
Son productos que no dejan residuos toxicos en el medio ambiente y cuya
utilizacion no implica riesgos para la salud de los agricultores y de los
consumidores.
Introducir este tipo de productos en semillas, en el suelo o en los sistemas de
riego, ya sea en cultivos de leguminosas, gramineas, hortalizas o frutales, depende
de diversos factores: el tipo de suelo, la temperatura, las caracteristicas climaticas
de la zona, la cantidad de luz, la interaccion con otros productos bioldgicos y
agroguimicos, entre otros. Son aspectos cuyo manejo requiere un proceso de
capacitacion y acompafiamiento por parte de las dependencias gubernamentales
y de las empresas dedicadas a fabricar este tipo de productos a fin de ayudar a
entender la mejor forma de utilizarlos para lograr mayores beneficios (Whelan A.
2013).

6.2. Los Biofertilizantes y sus beneficios
Los biofertilizantes son fertilizantes organicos que proporcionan a las plantas los
nutrientes necesarios para su desarrollo, al mismo tiempo mejoran la calidad del
suelo y ayudan a conseguir un entorno microbiol6gico mas 6ptimo y natural.
Son imprescindibles para la agricultura ecoldgica, ya que ayudan a mejorar la
produccion agricolay a conseguir grandes cosechas sin dafiar en ningn momento
el medio ambiente y siguiendo directrices totalmente respetuosas con el suelo, la
naturaleza y el desarrollo sostenible. Estos biofertilizantes pueden presentar
grandes ventajas como una produccion a menor costo, proteccién del ambiente y
aumento de la fertilidad y biodiversidad del suelo.
Por su uso, los biofertilizantes se podrian dividir en 4 grandes grupos de acuerdo
a los mecanismos empleados para promover el crecimiento de las plantas (Acufia,
2003 y Kannaiyan, 2002); fijadores de nitrdgeno, solubilizadores de fosforo,

captadores de fosforo y promotores del crecimiento vegetal (INTAGRI, 2014).



6.3. La quinua
Quinua (palabra derivada de la traduccion al espafiol de la palabra quechua -
kinwa), es un grano originario de las tierras altas de la cordillera de los Andes.
Tradicionalmente crece en suelos aridos y semiaridos, tiene una gran variedad de
diversidad genética y excelente adaptabilidad para climas hostiles y diferentes
ecosistemas. Peru y Bolivia tienen la mayor variedad de quinua (Guia de
exhibicion cancilleria Bolivia).
La quinua es una planta herbacea de crecimiento anual, llegando a medir entre
0.20 a 3 metros de altura, este desarrollo va a depender de las condiciones
ambientales. Una caracteristica fundamental de la quinua es que el grano, las
hojas y las inflorescencias son fuentes de proteinas de muy buena calidad. La
calidad nutricional del grano es importante por su contenido de amino&cidos,
siendo rico en lisina y azufrados, mientras que las proteinas de los cereales son
deficientes en estos aminoacidos.
La quinua, es el Unico alimento vegetal que posee todos los aminoacidos
esenciales, oligoelementos y vitaminas y no contiene gluten (Oliva M. 2018). Los
aminodcidos esenciales se encuentran en el ntcleo del grano, a diferencia de otros
cereales que los tienen en el exosperma o cascara, como el arroz o trigo.
(Fundacién Milenio 2013).
6.4.Fases fenoldgicas de la quinua

La quinua presenta fases fenoldgicas bien marcadas y diferenciables, las cuales
permiten identificar los cambios que ocurren durante el desarrollo de la planta. Se
han determinado diez fases fenoldgicas (Mujica y Canahua, 1989):

e Emergencia: cuando la planta sale a la superficie, se produce entre los 7 y

10 dias después de la siembra.

e Dos hojas verdaderas: momento de aparicion de las dos hojas verdaderas.

e Cuatro hojas verdaderas: aparicion de cuatros hojas verdaderas.

e Seis hojas verdaderas: aparicion de seis hojas verdaderas y coloracion

amarilla de hojas cotiledonales.



e Ramificacion: apariciébn de ocho hojas verdaderas, caida de hojas
cotiledonales y crecimiento de “ramitas”. De los 31 a los 50 dias desde la
siembra.

e Panojamiento: emergencia de las primeras panojas con gran cantidad de
hojitas, para luego sobresalir por encima de estas. De los 51 a los 99 dias.

e Floracion: momento de apertura de las primeras flores en la parte apical
de la panoja. De los 100 a los 120 dias.

e Grano lechoso: el grano al ser presionado presenta un liquido lechoso.

e Grano pastoso: el grano al ser presionado presenta consistencia pastosa de
color blanco

6.5. Morfologia
6.5.1. Raiz.

La raiz de quinua es del tipo pivotante, consta de una raiz principal de la cual salen
un gran numero de raices laterales muy ramificadas. La longitud de las raices es
variable, de 0.8 a 1.5 m. Su desarrollo y crecimiento esta determinado por el

genotipo, tipo de suelos, nutricién y humedad entre otros factores.
6.5.2. El tallo.

Es la unién con el cuello de raiz es cilindrico y a medida que se aleja del suelo se
vuelve anguloso en las zonas de nacimiento de hojas y ramas. La corteza es firme
y compacta formada por tejidos fuertes y lignificados. Cuando los tallos son
jévenes la médula es suave, cuando los tallos maduran la médula es esponjosa y

seca y en la cosecha se cae y el tallo queda hueco o vacio.

6.5.3. Hojas
Las hojas tienen dos partes diferenciadas: el peciolo y la lamina. El peciolo de las
hojas es largo y acanalado, su longitud depende de su origen; son mas largos los
peciolos que se originan directamente del tallo y mas cortos los que se originan en
las ramas. El color del peciolo puede ser verde, rosado, rojo y parpura.

6.5.4. Inflorescencia



Es una panoja con una longitud variable de 15 — 70 cm. Generalmente se encuentra
en el apice de la planta y en el apice de las ramas. Tiene un eje principal, ejes
secundarios y eje terciarios. Considerando la forma y posicion de los glomérulos

(grupos de flores) se clasifican en amarantiformes, glomerulatas e intermedias.
6.5.5. Flores

Las flores son sésiles o pediceladas y estan agrupadas en glomérulos. La posicion
del glomérulo en la inflorescencia y la posicién de las flores dentro del glomérulo,

determinan el tamafio y el nimero de los granos o frutos.
6.5.6. Fruto

Es un aquenio de forma lenticular, elipsoidal, conico o esferoidal, cubierto por el
perigonio sepaloide o las envolturas florales que rodean el fruto y se desprenden
con facilidad a la madurez; sin embargo, en algunos casos puede permanecer
adherido al grano incluso después de la trilla dificultando la cosecha y el

procesamiento industrial de los granos.
6.5.7. Semilla

Presenta tres partes bien definidas que son: epispermo, embrién y polispermo. El
epispermo, es la capa que cubre la semilla y estd adherida al pericarpio. El
embrién, estd formado por dos cotiledones y la radicula y constituye,
aproximadamente, el 30% del volumen total de la semilla y envuelve al
perispermo como un anillo, con una curvatura de 320 grados. La radicula, muestra
una pigmentacion de color castafio oscuro. El perispermo es el principal tejido de
almacenamiento; reemplaza al endospermo y esta constituido mayormente por
granos de almidon, es de color blanquecino y representa practicamente el 60% de
la semilla.
6.6. Germinacion

Las semillas de quinua en condiciones adecuadas de humedad, oxigeno y
temperatura pueden germinar rapidamente. El agua es esencial para la iniciacién
del proceso y el mantenimiento de un metabolismo apropiado. Las temperaturas

del suelo son igualmente importantes para la iniciacion del proceso (Mujica, et



al., 2005). La primera estructura en emerger es la radicula la cual se alarga hacia
abajo dentro del suelo y da inicio a la formacion del sistema radicular (Gomez y
Aguilar, 2016). El hipocotilo sale de la semilla y crece hacia arriba y atraviesa el
suelo o emerge llevando los cotiledones que se abren y se tornan verdes iniciando
el proceso de fotosintesis (Gomez y Aguilar, 2016). En este estado puede haber
dafos de pajaros y podredumbre radicular. Se considera una fase critica ya que es
afectado por los estreses de agua y temperatura (Gémez y Aguilar, 2016)

6.7. Fases de la germinacién
1) Imbibicién (F1). La primera etapa de la germinacion se inicia con la entrada de
agua en la semilla desde el medio exterior, imbibicion. La hidratacion de los
tejidos de la semilla es un proceso fisico con una duracion variable segun la
especie considerada.
2) Germinacion "sensu stricto"(F2). Una vez que la semilla se ha hidratado
adecuadamente, entra en una segunda etapa del proceso de germinacion, la
denominada fase de germinacion "sensu stricto™ (en sentido estricto), que se
caracteriza, entre otros hechos, porque se produce una disminucion en la
absorcion de agua por las semillas. Durante esta etapa tiene lugar una activacion
generalizada del metabolismo de la semilla, lo cual es esencial para que se
desarrolle la ultima fase del proceso de germinacion, la fase de crecimiento.
3) Fase de crecimiento (F3). En esta Gltima fase de la germinacion, paralelamente
al incremento de la actividad metabdlica, se produce el crecimiento y emergencia
de la radicula a través de las cubiertas seminales.

6.8. Factores que afectan la germinacion
La germinacion es un proceso que esta influenciado por factores internos y
externos. Dentro de los factores internos esta la viabilidad, que se puede medir a
través de la prueba bioquimica de tetrazolio y la madurez fisioldgica que se
alcanza al mismo tiempo que la morfologica, como en la mayoria de las especies
cultivadas; o bien puede haber una diferencia de semanas, meses y hasta afios
entre ambas. (Universidad Politécnica de Valencia, 2003.); entre los factores
externos estan principalmente la humedad ya que la entrada de agua en el interior

de la semilla de debe exclusivamente a una diferencia de potencial hidrico entre



la semilla'y el medio que le rodea. En condiciones normales, este potencial hidrico
es menor en las semillas secas que en el medio exterior. Por ello, hasta que emerge
la radicula, el agua llega al embridn a través de las paredes celulares de la cubierta
seminal; siempre a favor de un gradiente de potencial hidrico. Aunque es
necesaria el agua para la rehidratacion de las semillas, un exceso de la misma
actuaria desfavorablemente para la germinacion, pues dificultaria la llegada de
oxigeno al embrion. (Universidad Politécnica de Valencia, 2003.), la temperatura
que influye directamente sobre las enzimas que tienen un maximo y minimo de
temperatura, existiendo un oOptimo intermedio y los gases que las semillas
requieren para su germinacion un medio suficientemente aireado que permita una
adecuada disponibilidad de O y CO>. (Aicamafia K. 2018)

DISENO METODOLOGICO
7.1.Esquema General

EVALUACION DE
BACTERIAS TOLERANTES A
ESTRES HIDRICO POR SU
ACTIVIDAD PROMOTORA DE
CRECIMIENTO

— 1

[ Evaluacion de bacterias por su capacidad promotora de ]

germinacion de semillas de guinua in vitro

Determinaciéon de
parametros:
Fisicos
Viabilidad
Capacidad de
germinacion

Seleccion de semillas de quinua de Caracterizacion morfolégica de bacterias tolerantes a
acuerdo a su capacidad germinativa sequia aisladas de suelo de cultivo de quinua

— 1

[ Seleccion in vitro de bacterias por su actividad promotora en semillas ]

de quinua (Chenopodium quinoa Willd)

a estrés hidrico con la medida de los atributos de a estrés frio con la medida de los atributos de

crecimiento crecimiento

Evaluacion de la capacidad promotora y tolerancia a
estrés hidrico y estrés frio de crecimiento con la medida

[ Evaluacion de la capacidad promotora vy tolerancia ][ Evaluacion de la capacidad promotora vy tolerancia ]

de los atributos de crecimiento in vivo en ensayo
demostrativo

7.2. Poblacion en estudio.
Cinco ecotipos locales de la comunidad de Soniquera del departamento de Potosi,
y 29 aislados bacterianos provenientes del Cepario del Instituto de



Investigaciones Farmaco Bioquimicas, de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas

y Bioquimicas, seran evaluados en el presente estudio.

Los aislados bacterianos fueron recuperados de suelos de cultivo de quinua de las
comunidades de Soniquera-Potosi, Canquella-Potosi y Jayukota-Oruro, del sur
del Altiplano de Bolivia. Estos aislados fueron recuperados en el marco del
Proyecto "ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD MICROBIANA DE SUELOS DE
CULTIVOS DE QUINUA (Chenopodium quinoa Willd) Y SU POTENCIAL
PARA MEJORAR LA RESISTENCIA AL STRESS ABIOTICO MEDIANTE
LA APLICACION DE BIOINSUMOS" COSUDE, cuyas caracteristicas se

describen en la tabla 1.

Tabla 1. Aislados bacterianos recuperados de suelos de cultivo de quinua provenientes de las
comunidades de Soniquera (Z), Canquella (C) y Jayukota (J).

CODIGO
NUMERAL OO I PE Parametros de aislamiento
4 16. 21332 S+R/SF Agar con NaCl (5 %)
12 7. (C3232-S1 Agar con NaCl (5 %)
74 1. C2232-S Agar con NaCl (5 %)
77 4. (C3232-1Suelo Agar con NaCl (5 %)
79 10. C2230 Agar con NaCl (5 %)
Agar con NacCl (5%) y Shock frio (-15°C
13 8. (C5232-S/SF durante 1 hora)
Agar con NaCl (5%) y Shock frio (-15°C
80 13. C4232-S/SF durante 1 hora)
Agar con *PEG 15% (dilucién 10 y agar con
15 86. J5230B1 NacCl 2%)
Agar con *PEG 15% (dilucién 10 y agar con
73 49. J3230 A6 NaCl 2%)
Agar con *PEG 15% (dilucién 10 y agar con
107 J1230 B2 NacCl 2%)
16 J1230B *PEG 15% (dilucion 108; NaCl 5%)
19 J2230A *PEG 15% (dilucién 108; NaCl 5%)
23 J4230A *PEG 15% (dilucion 10®; NaCl 5%)
24 J4333 SF2 B *PEG al 8%
42 C1333 SF2 *PEG al 8%
72 723333 3D *PEG al 8%
94 J4333-3 *PEG al 8%
50 C1230B *PEG 15%( dilucion 1078); NaCl (2%)
89 24230 A *PEG al 30% (dilucién 10°8)
134 Z4230 B *PEG al 30% (dilucién 10°8)

106/1 C1230 A *PEG 30%( dilucion 10€); NaCl (2%)




126 C2230A *PEG 30% y dilucion 10-%); NaCl (5%)

134 74230 B *PEG al 30% (dilucién 10°8)
165 Z 3230 A *PEG 15% (dilucion 1076)
Agar con NaCl (5%) y Shock frio (-15°C
156 C 2233 SF suelo durante 1 hora)
3Y Suelo Agar jNFb (dilucién 10°8)
QY Suelo Agar jNFb (dilucién 10°8)

* PEG: Polietilen glicol 6000

7.3. Ambito en estudio.

El &mbito de estudio se enmarcara principalmente en el desarrollo de bioinsumos
como medida de resiliencia al cambio climatico.

En estudios previos realizados de la comunidad de Soniquera del departamento
de Potosi, la comunidad fue considerada en una de las zonas méas vulnerables
frente a los efectos del cambio climético, sin embargo, pudiera albergar ecotipos
de quinua real, como recursos biolégicos resilientes importantes, cuyas
caracteristicas adaptativas no han sido evaluadas y descritas. Por esta razon es de
importancia estudiar ecotipos homogéneos adaptados a esta zona ya que la
agricultura ha estado siempre basada en el acceso y al intercambio de semillas no
en lo exclusivo, lo que considera dinamicas fuertes de experimentacion y
adaptacion (Bazile D. 2015)

7.4. Periodo de investigacion.
El tiempo estimado de investigacion es de 8 meses, de acuerdo al cronograma
detallado en la seccién 8.

7.5. Tipo de investigacion.
Los pasos a seguir en esta investigacion es en base a un disefio cuali- cuantitativo,
que permitird explorar de forma cualitativa, porque actualmente no se presentan
estudios especificos para comprender la accién de bacterias en etapa de
germinacién de semillas de quinua y cuantitativa ya que permitira establecer
orientaciones longitudinales de desarrollo de plantulas de quinua en determinados
periodos.
Por otro lado, se realizara una investigacion descriptiva para investigar con mayor

amplitud y precisién los porcentajes de germinacion de diferentes ecotipos de



quinua en cuanto a su adaptacién asociados a diferentes condiciones ambientales
de germinacion.
La investigacion serd también de tipo experimental ya que consistird en la
manipulacion de aplicaciones no comprobadas, en condiciones no controladas,
con el fin de describir el efecto que causan las bacterias en la germinacion de
ecotipos de quinua.

7.6. Elaboracion.

7.6.1. Andlisis de parametros fisicos, de viabilidad y capacidad de germinacion

de ecotipos de quinua y de la variedad Real Noventon.

Para éste analisis se trabajara con 5 ecotipos de quinua (Amarilla, Negra, Pandela
A, Pandela R y Roja rosada) provenientes de la Comunidad de Soniquera,
seleccionados por su tolerancia a la sequia y helada, de acuerdo a la descripcion

aportada por los productores de la region.
Parametros fisicos

Pureza fisica, Humedad (contenido de agua), forma, color, didmetro y tamafio

(Internacional Biodiversity et al, 2013)
Poder germinativo

Se determinara el poder germinativo y la calidad de las variedades de acuerdo al

procedimiento descrito por Arenas L. (2017).

7.6.2. Ensayo de promocion de crecimiento vegetal por bacterizacion

(Promocion de la germinacion de semillas de quinua in vitro)

a) Ensayo en agar agua (WA)
Este ensayo permitird evaluar bacterias y su potencial de promocion de
crecimiento vegetal en semillas de quinua, bajo condiciones de estrés abidtico.
Para ello, se utilizara el medio sélido Agar Agua (15¢/L de agar agar), se
evaluara la capacidad de las cepas seleccionadas para promover el desarrollo
de la germinacion en condiciones limitadas de nutrientes. Para ello, se

empleara placas de agar nutritivo como control de referencia. Ambos medios



b)

d)

de cultivo seran preparados y esterilizados por calor himedo a 121 °C durante
15min. 100uL de un cultivo activo de cada cepa bacteriana sera inoculado por
agotamiento empleando un asa de drigalsky. Se realizard un recuento de

colonias a las 48hrs de incubacién a 22 °C.
Preparacion de las semillas

Para este ensayo se emplearan semillas seleccionadas, para la evaluacion de
germinacién por bacterizacion de acuerdo a protocolo descrito por Yafiez —
Yazlle M.F., (2021). Para ello, se realizara la desinfeccion de semillas con
solucion de hipoclorito de sodio de concentracion (0,2% en v/v) por 5 minutos
con agitacion constante de 150 rpm, seguidamente se eliminara la fraccion
liquida y se adicionara etanol (70°GL) agitando 5 minutos a 150 rpm, a
continuacién, se procedera al lavado de las semillas con agua potable estéril

por 3 veces.
Preparacion del indculo bacteriano

Para la preparacion del indculo, se activaran las cepas bacterianas
criopreservadas en caldo nutritivo y después de un segundo sub-cultivo en el
mismo medio se ajustara la densidad celular al tubo n°1 de la escala de
MacFarland (3*102 ufc/mL) resuspendiendo las colonias en tubos con agua

destilada estéril.
Bacterizacion de semillas de quinua desinfectadas

Con las semillas previamente desinfectadas y el indculo preparado se
procederd a la bacterizacion de las semillas por un tiempo de 20 minutos en
agitacion constante de 150 rpm, se empleara una proporcion
160semillas:100mL de suspension bacteriana para luego proceder a la
recuperacion de semillas a través de filtracion, empleando papel filtro
whatman n°1. Todo el procedimiento se realizara en condiciones estériles. 40
semillas bacterizadas seran depositadas en la superficie de cuatro placas de
agar agua para germinacion, en numero de 10 semillas por cada placa. La

germinacion seré efectiva en camara de cultivo a temperatura ambiente en



9)

condiciones de fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad, la cual se
evaluara diariamente hasta completar los 7 dias. Para este ensayo ademas se
emplearan semillas bacterizadas con cepas de referencia con capacidad
promotora de crecimiento como control (+) y semillas sin bacterizar como

control abiotico (-)
Medidas fenotipicas

De todos los ensayos realizados se registrara indicadores de crecimiento
vegetal: porcentaje de germinacion (G) por dia y los atributos de crecimiento:
longitud total de la plantula (PT), longitud de la raiz primaria (LR) para cada

plantula, longitud de tallo (LT) y peso seco (PS) para cada repeticion.
Determinacion del indice de Crecimiento Relativo

Todos los datos colectados serdn combinados y ponderados de acuerdo a los
datos obtenidos con el control abiético. Luego se aplicara la siguiente formula
para la determinacion del indice de Crecimiento Relativo (RGI) para cada uno

de los ensayos, de acuerdo a lo descrito por Yafiez — Yazlle M.F., (2021).

G TLy . RLy A PWE;
t
RGI — * TLc RLc PWc

Gc a

Donde: Gt: Numero de germinados test, G¢c: NUmero de germinados del
control. TLt: longitud de tallo test, TLc: longitud de tallo control, RLt:
longitud de raiz test, RLc: longitud de raiz control, PWEt: peso seco de
plantula test, PWc: peso seco plantula control, a: nimero de atributos
evaluados.

Analisis estadistico

Todos los datos seran analizados empleando Anova de dos vias (p<0.05) y
analisis de comparaciéon maultiple mediante Test de Dunnet (p<0.05)

empleando el paquete estadistico Prism 6 GraphPad.



7.6.3. Ensayo de promocién de crecimiento vegetal por bacterizacion en

condiciones normales, de estrés hidrico y estrés por frio (Promocién de la

germinacion de semillas de quinua in vitro)

a)

b)

Ensayo en agar agua (WA) en condiciones de estrés hidrico

Para este ensayo se empleard el procedimiento descrito previamente en la
seccion 7.6.2. con la siguiente modificacién: en la preparacion del medio se
utilizara agar agua (15g/L de agar agar), el que sera esterilizado por calor
himedo a 121 °C durante 15min. Seguidamente se procedera a la preparacion
de Polietilen Glicol 6000 (20%, p/v) en agua destilada estéril, esta solucion
sera esterilizada por filtracion al vacié empleando una membrana de 0,22 pm.
La solucion estéril de PEG al 20% se depositara en placas de agar agua en
relacion 1:1 (v/v) permaneciendo durante 24 horas, para luego ser retirado el
exceso hasta sequedad completa de superficie. Todo el procedimiento sera

realizado en condiciones estériles.
Preparacion de las semillas

Se trabajara de acuerdo a lo mencionado previamente en el inciso b de 7.6.2.
De las semillas de quinua a utilizarse, cinco son ecotipos locales y utilizados
como semilla de productores (Comunidad Soniquera — Villa Alota) y una
variedad certificada (INIAF) (Tabla 2).

Tabla 2. Procedencia de ecotipos y variedad de semillas de quinua en estudio

NOBRE DE
CODIGO | ECOTIPO | VARIEDAD PROCEDENCIA
PRODUCTOR
AM Amarilla Soniquera — Potosi | Sonia Bautista
NE Negra Soniquera — Potosi | Sergio Lopez
PA Pandela Villa Alota Sergio Huanca
_ ) Roberta
PR Pandela Soniquera — Potosi
Huanca
Roja . ,
RoR Soniquera — Potosi | Tomas Bernal
Rosada




Irpani Salinas de
Real ] _
RN Garci Mendoza - Panfilo Perez
Noventon
Oruro

Cada uno de los ecotipos y la variedad mencionada seran analizados y
germinadas por separado, con cada una de las bacterias seleccionadas en

estudio.
c) Preparacion del inéculo bacteriano

Se trabajara de acuerdo a la descripcion del inciso ¢ de 7.6.2
d) Bacterizacion de semillas de quinua desinfectadas

En esta seccion se trabajara de acuerdo a protocolo descrito en el inciso d de
la seccion 7.6.2, y para la prueba de estrés frio, las condiciones de germinacion

seran en camara frigorifica (5.5 °C) en completa oscuridad.

7.6.4. Caracterizacion de bacterias seleccionadas como promotoras de
crecimiento vegetal, tolerantes a estrés hidrico y frio.
Las cepas bacterianas en estudio se seleccionaran en funcion a su capacidad
promotora de crecimiento en condiciones normales, estrés hidrico y estrés por frio.
Asi mismo, las bacterias seleccionadas seran caracterizadas de acuerdo a su
morfologia macroscopica y microscopica en agar nutritivo incubandolas a 20°C
durante 48 horas, se determinara su apetencia tintorial a Gram y se caracterizaran
por reacciones bioquimicas que serviran, para su posterior clasificacion.
La respuesta fisiologica a las siguientes caracteristicas bioquimicas se llevara a
cabo mediante pruebas bioquimicas para fermentacion de azucares en medio TSI
(Hierro triple azlcar), catalasa, motilidad, Indol, Citrato y Rojo de metilo.

7.6.5. Evaluacion de mecanismos directos de promocion de crecimiento vegetal
de cepas tolerantes a estrés hidrico
a) Evaluacion de bacterias fijadoras de nitrogeno atmosférico

Para la evaluacion de cepas bacteriana, se empleara medio de cultivo Ashby

Manitol, agar (15 g/L) (Avellana, 2007), el cual sera esterilizado por calor



himedo a 121 °C por 15 min., como prueba cualitativa que permite identificar
bacterias en medio carente de nitrogeno.
b) Evaluacion de bacterias solubilizadoras de fosfato
Prueba cualitativa que permitira identificar la conversién de fosfato insoluble
en formas solubles y asimilables, para la evaluacién se trabajara con el medio
NBRIP y agar bacteriologico (15¢/L) (Nautiy, 1999), el cual sera esterilizado
en mismas condiciones descritas en el anterior procedimiento.
c) Evaluacion para la determinacién de la produccion de &cido acetico indol
(AIA)
Para la evaluacion de este mecanismo se utilizara el medio JNFB
suplementado con triptéfano 0,2% (W/V), como precursor de la fitohormona
(Ortufio et all, 2013), el cual sera esterilizado seguin descripcion de anteriores
evaluaciones, mismo que permitira determinar la produccién de acido 3-indol
acético (AlA)
7.6.6. Promocion de la germinacion y crecimiento de semillas de quinua in vivo
(Ensayo en macetas demostrativas)
Ensayos in vivo seran realizados con las cepas bacterianas seleccionadas en
anteriores experimentos como las mejores promotoras de crecimiento y las
mejores tolerantes a estrés hidrico de forma axénica. Para ello se trabajara tomando
en cuenta como variables: cepa promotora P y cepa tolerante T. Se tomara en
cuenta dos niveles de riego: riego normal (condiciones normales, 100 % de riego
de acuerdo a capacidad de campo) y riego deficitario (estrés hidrico, 50 % de riego
de acuerdo a capacidad de campo).
El total de experimentos a realizar serd tomando en cuenta tres variables y dos
niveles para la elaboracion de la matriz 2° = 8, Las variables son: cepa promotora
P, cepa tolerante T y abidtico A (sin bacterizacion); los niveles son: riego
deficitario y riego normal (50% y 100% de capacidad de campo y 50% de
capacidad de campo). Para cada experimento se trabajard con 10 repeticiones
haciendo un total de 80 unidades muestrales. La densidad de siembra contemplada

en cada maceta sera de 10 semillas por maceta,



Todo el desarrollo del experimento se realizara en instalaciones del Instituto de
Investigaciones Farmaco Bioquimicas.

a) Ensayo en macetas, preparacion y tratamiento del sustrato

Este ensayo permitird comprobar la eficacia de las cepas seleccionadas como
promotoras de crecimiento, tolerantes a estres hidrico y estrés por frio, en
ambos casos la mejora en el crecimiento de una plantula de quinua. Para el
ensayo se utilizardn macetas, bolsas de polietileno de baja densidad de 8,8 cm
de ancho por 22,5 cm de largo, con capacidad para 1,5 Kg de suelo como

sustrato, a las cuales se les realizara un corte en la parte inferior para drenaje.

Para la preparacion del sustrato se trabajara con suelo no estéril al que se
adicionara agua potable hasta su capacidad de campo requerida, de acuerdo a
calculo de humedad relativa especifica; con el sustrato preparado se rellenara
cada una de las macetas con un kilogramo de sustrato un dia previo a la
siembra de semillas.

b) Preparacion de las semillas antes de la siembra e in6culo promotor de
crecimiento
Para este ensayo se empleara semillas de quinua de la variedad Real
Noventon, semilla certificada tipo 2 por sus caracteristicas.
Para la preparacion del inéculo se activaran las cepas bacterianas
criopreservadas seleccionadas en caldo nutritivo y después de un segundo
sub-cultivo en caldo papa, para luego ajustar la densidad celular al tubo n°3
de la escala de MacFarland (9*108 ufc/mL), el cultivo permanecera entre 18
a 24 horas en incubacion a temperaturas entre 20 a 25°C. Pasado el tiempo de
incubacidén se tomara 3% como indculo para su aplicacion en un volumen de
40 mL de caldo papa y se llevara a incubacidn en constante agitacion a una
temperatura de 18 a 24°C por un tiempo minimo de 48 horas.

c) Preparacion del in6culo bacteriano por encapsulamiento

Para la preparacion de encapsulados bacterianos se empleara un formulado
que contiene un protector celular a base a carragenina (Gutierrez C., 2019),
para ello se procederd a preparar perlas de carragenina con el indculo



previamente preparado de acuerdo a la descripcion del inciso ¢ de 7.6.2, en
principio se preparara una disolucion de 2,44 gramos de carragenina con 40
mL de agua destilada estéril por calor himedo a 121 °C durante 15min.
Seguidamente se llevara a incubacion por un tiempo de 20 minutos a 40°C la
disolucién de carragenina e inéculo bacteriano con la cepa seleccionada, a
continuacién, se procedera a mezclar el indculo con disolucion de carragenina
1:1 en (V/V) para proceder a encapsulamiento y posterior almacenamiento
antes de su aplicacion.

d) Meétodo de siembra de semillas de quinua.
Se empleara el método de siembra localizado, para lo cual en la parte central
se emplearad una densidad de siembra de 10 semillas por maceta, las cuales
seran cubiertas con 280 a 300 gramos de sustrato preparado que dejen a las
semillas a una profundidad de 2 centimetros por debajo de la superficie.
En las macetas con tratamiento de cepa promotora de crecimiento, en
principio se adicionarda 3 gramos de perlas de in6culo bacteriano, a
continuacién, las semillas y por ultimo la cubierta con el sustrato preparado
en las mismas condiciones que la anterior siembra, se colocard una capa de
paja delgada para reducir la perdida de humedad y proteger la emergencia de
la plantula y crecimiento en todos los casos de siembra.
EL disefio experimental se realizara de acuerdo a esquema 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7y 8 (Tabla N°3).

Tabla N°3: Disefio experimental con 10 réplicas para esquema de trabajo en

macetas.
1) Esquema: Estrés Hidrico - 2) Esquema: Promotora con estrés
Control hidrico

Semilla Semilla + Cepa P

v v

Hojas verdaderas (20 — 25 dias) Hojas verdaderas (20 — 25 dias)

v v

Riego deficitario Riego deficitario
3) Esquema: Evaluacion cepa 4) Esquema: Sinergismo cepa
tolerante promotora y tolerante en estrés

hidrico




Semilla Semilla + Cepa P

v v

Hojas verdaderas (20 — 25 dias) + Hojas verdaderas (20 — 25 dias) +

CepaT CepaT
Riego deficitario Riego deficitario
5) Esquema: Control sin estrés 6) Esquema: Accion cepa promotora en
hidrico condicién normal
Semilla Semilla + Cepa P

v

Hojas verdaderas (20 — 25 dias) Hojas verdaderas (20 — 25 dias)

Riego normal Riego normal

7) Esquema: Posible patogenicidad 8) Esquema: Sinergismo cepa
promotora y tolerante en condicién
normal

Semilla Semilla + Cepa P

v v

Hojas verdaderas (20 — 25 dias) + Hojas verdaderas (20 — 25 dias) +

CepaT CepaT
Riego normal Riego normal

Cepa P: cepa seleccionada como promotora de crecimiento vegetal; Cepa T: cepa

seleccionada como tolerante a estrés hidrico

e) Preparacion del indculo de cepa tolerante a estrés hidrico y aplicacion

A partir de un criovial se activara cepa tolerante a estrés hidrico y se procedera
de acuerdo al inciso c de la seccion 6.7.3 descrito anteriormente.

Para la formulacion del in6culo bacteriano se trabajara en base a grano partido
de quinua, con ajuste de pH, tomando en cuenta la siguiente distribucion 25%
de grano partido de quinua, 6% de solucion buffer, 39% de agua y 30% de
indculo bacteriano. Para la aplicacion con el in6culo preparado, se adicionara
a los tratamientos designados como 3, 4, 7 y 8 con 3 gramos de indculo de

cepa tolerante (3g/maceta) alrededor del pseudotallo con aporque de 200



gramos de sustrato, las plantas permaneceran en crecimiento hasta completar
inicio de inflorescencia.

f) Evaluacion del estrés hidrico.

A partir de la inoculacion de cepa tolerante el riego sera suprimido en los
tratamientos designados con los numeros 1, 2, 3 y 4 hasta el 50% del total de
capacidad de campo y en los tratamientos designados con los numeros 5, 6, 7

y 8 continuaran con el riego normal del 100% de la capacidad total de campo.

g) Evaluacion de fases del ciclo fenoldgico de la etapa vegetativa.
Para evaluar las etapas del ciclo fenoldgico de la etapa vegetativa se
registraran los cambios externos visibles del proceso de desarrollo de la
plantula. La quinua presenta fases fenoldgicas bien marcadas y diferenciables,
las cuales permiten identificar los cambios que ocurren durante el desarrollo
de la planta, de la que se evaluara dias a germinacion-emergencia, aparicion
de primera hoja verdadera, dias a formacion de 4 hojas verdaderas, dias a
formacién de 6 hojas verdaderas y aparicion de inflorescencia
A todos los ensayos realizados se registrara indicadores de crecimiento
vegetal: porcentaje de germinacion y emergencia (GE) por dia a partir del
tercer dia y los atributos de crecimiento: longitud total de la plantula (PL),
longitud de la raiz primaria (LR), peso de la raiz (PR), Ndmero de hojas (NH)
para cada plantula, longitud de tallo (LT) y peso seco (PW) para cada
repeticion.

h) Labores culturales de mantenimiento y cuidado

Se realizard mullido, raleo o desahije y aporque, con el fin de permitir el

desarrollo 6ptimo de las plantas y evitar estrés por competencia de nutrientes.

Las labores de mantenimiento de mullido sera para romper la corteza que se
forma en el suelo y facilitar asi la aireacion de la plantula, el apoque permitira
el anclaje de las plantas y el suministro de nutrientes; el raleo, se realizara para
controlar la densidad de siembra determinada en el ensayo y de acuerdo a la
emergencia de las plantulas. Todas las labores culturales y control de

crecimiento seran evaluados por dia de crecimiento detallado en el cuadro 2.



Cuadro N°2: Disefio central de actividades culturales segiin esquema de trabajo en
macetas experimentales de siembra de semillas de quinua por etapa fenoldgica.

DIAS ANTES
v DESPUES ETAPA ACTIVIDADES A
FECHA |
DELA FENOLOGICA REALIZARSE
SIEMBRA
-3 - Control condiciones ambientales
-2 _ Preparacion de inoculos
-1 - Preparacion de suelos para macetas
0 Siembra Siembra directa y localizada
1 Verificacion estado de macetas,
control condiciones ambientales
4 Control de emergencia, aplicacion
de riego normal
5 Control de emergencia y presencia
de hojas falsas
6 Control de emergencia y presencia
de hojas falsas
7 . Control de emergencia y presencia
Emergencia de hojas falsas
Control de emergencia y presencia
8 Emergencia de hojas falsas, aplicacion de riego
normal
9 Emeraencia Control de  emergencia vy
g determinacién de % Germinacion
10 . Control de emergencia y presencia
Emergencia de hojas falsas
11 Emergencia Control de emergencia
Control de emergencia y
12 Emergencia determinacion de % Total de
Germinacion, aplicacion de riego
15 Dos hojas Primera evaluacion de
verdaderas observaciones fenoldgicas
; Aplicacién de bioinsumo (cepa
18 Dods f;jOJas tolerante), aporque, aplicacién de
verdaderas riego normal
20 Dos hojas Segunda evaluacion de
verdaderas observaciones fenoldgicas
. Labores culturales de Raleo o
22 Dog ZOJas desahije, aplicacion de riego
verdaderas deficitario
: Tercera evaluacion de observaciones
25 Cu?tjrodh(r)jas fenoldgicas y aplicacion de Riego
verdaderas diferenciado.




. Aplicacion de bioinsumo (cepa
26 Cuatro hojas to?erante) y aplicacién de (riego
verdaderas diferenciado.
: Cuarta evaluacién de observaciones
30 Cuatro hojas fenologicas Aplicacion de riego
verdaderas diferenciado.
34 Cuatro hojas | Aplicacion de riego diferenciado.
verdaderas
35 Seis hojas Quinta evaluacion de observaciones
verdaderas fenoldgicas
38 Seis hojas Aplicacion de riego diferenciado.
verdaderas
42 Seis hojas Aplicacion de riego diferenciado.
verdaderas
45 Seis hojas Sexta evaluacion de observaciones
verdaderas fenoldgicas
46 Ramificacion | Aplicacion de riego diferenciado.
50 Ramificacion | Aplicacion de riego diferenciado.
S Séptima evaluacién de
> Panojamiento obgervaciones fenoldgicas
56 Panojamiento Muestreo destructivo
Octava evaluacion de observaciones
100 Trasplante fenoldgicas

i) Determinacion del indice de Crecimiento Relativo

Todos los datos colectados seran combinados y ponderados de acuerdo a los

datos obtenidos con el control abiotico. Luego se aplicaré la siguiente férmula

para la determinacion del indice de Crecimiento Relativo (RGI) para cada uno

de los ensayos, de acuerdo a lo descrito por Yafez — Yazlle M.F., (2021).

RGI = ZEt

PL¢ . LRg
PLc ' LRc

PRy  NHy PRy, LTy, PWg

PRc ' NH¢ ' PRc LTc' PWc

a

Donde: GEt: Namero de germinados y emergidos test, GEc: Numero de

germinados y emergidos control. LTt: longitud de tallo test, LTc: longitud

de tallo control, RLt: longitud de raiz test, RLc: longitud de raiz control,

PWETL: peso seco de plantula test, PWc: peso seco plantula control, PRt:

peso de la raiz test, PRc: peso de la raiz control a: nimero de atributos

evaluados.




j) Analisis estadisticos

7.6.7.

b)

Todos los datos de referencia seran introducidos y determinados por analisis
estadistico de varianza para cada uno de los atributos y su respectivo indice
de crecimiento, empleando Anova de dos vias (p<0.05) y analisis de
comparacion multiple mediante Test de Dunnet (p<0.05) empleando el
paquete estadistico Prism 6 GraphPad

Evaluacion de la morfologia y rendimiento

Trasplante de plantulas

Las plantulas producidas en recipientes son mas precoces y mas uniformes
que las producidas en el campo. Su crecimiento puede controlarse facilmente
a través del manejo de la luz, los riegos y nutrientes (Cerny et al., 2004). Para
continuar con el estudio de los estados fenologicos de la variedad Real
Noventon, después de cuantificar los dias de hojas verdaderas, dias a
ramificacion (DR), dias a Panojamiento (DP), se procedera al trasplante de
plantulas de maceta a suelo para determinar las variables de respuesta
agrondmica: dias a floracion (DF), dias a grano lechoso (DGL), dias a grano
pastoso (DGP), dias a madures fisiologica (MF); cada una de las fases, se
tomaré desde la siembra.

Para el trasplante a lugar definitivo, se realizard una remocion de suelo de
cultivo de papa de campafa anterior, labor que sera realizada de forma
manual, para permitir el desarrollo normal de las raices de las plantulas
trasplantadas. El trasplante se realizara cuando las plantulas completen la edad
respectiva en maceta y estas estaran sometidas a condiciones ambientales
naturales hasta completar todo su ciclo fenologico.

Cosecha, secado y trillado

Para ello se observara el momento 6ptimo de cosecha (Rodas V. 2018) de
acuerdo a el color de la panoja, el color de las hojas, maduracion del grano y
desprendimiento de grano de panoja.

El corte de los tallos se realizara de forma manual a una altura de entre 5a 10

cm por encima del cuello de la planta, para luego llevar a secado por un tiempo



7.

de 10 dias, para luego proceder al trillado de tal forma que los granos queden
separados de los restos de las plantas, actividad que sera realizada de forma
manual.

Variables agrondmicas de respuesta

En cuanto a las variables de respuesta agronémica se tomara en cuenta: altura
de la planta (AP), diametro del tallo principal (DT), longitud de panoja (LPa),
Diametro de la panoja (DPa), Longitud de la hoja basal (LHb), ancho de hoja

basal (AHD), rendimiento de grano por planta (RGP) y conteo de granos.

d) Variables de rendimiento

Para la determinacion de las variables de rendimiento se tomara en cuenta los
componentes de rrendimiento como son: el peso en 1000 semillas (g),

longitud y diametro de panoja (cm), volumen de panoja (cm?3).

CRONOGRAMA DE TRABAJO

TIEMPO DE DURACION

ACTIVIDADES 2022

Enero

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Estandarizacion, protocolo de germinacion

Pruebas de germninacion

Seleccién de bacterias promotoras de
crecimiento de quinua

Carcterizaciéon morfologica de cepas
bacterianas

Ealuacién de la capacidad promotora de
crecimiento in vitro por ecotipo

Calculo Estadistico

Entrega de primer informe

Ealuacién de la capacidad promotora de
crecimiento in vivo

Ensayos de sinergismo y antagonismo

Calculo Estadistico

Entrega de segundo informe
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