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RESUMEN

El arroz tiene relevancia econdémica a escala global, la aplicacién de agroquimicos
provoca unimpacto negativo en lafertilidad del sueloy el medio ambiente. El objetivo
de la investigacion fue evaluar bacterias solubilizadoras de P y K, productoras de
4cido Indol-3-acético y promotora de crecimiento en arroz (Oryza sativa L). El trabajo
se desarrollé en el laboratorio de Microbiologia Molecular de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo (UTEQ), Campus “La Maria". Se seleccionaron nueve rizobacterias
aisladas y caracterizadas de forma molecular para la cuantificacion de AlAy pruebas
bioquimicas (solubilizacién de N y K). Las cepas productoras de fitohormona y
solubilizacién de nutrientes se aplicaron y se evaluaron en el desarrollo radicular
en arroz durante 15 dias. Del Ultimo experimento, se escogié la mejor cepa para
su multiplicacién celular en bioformulaciones y aplicacion junto a fertilizantes en
plantas. La aplicacién de Enterobacter asburiae BA4-19, Pseudomonas protegens
CHAQ, Serratia Marcescens PM3-8 y Acinetobacter calcoaceticus BM2-12 tuvieron
alta eficiencia relativa en solubilizacion de Ky P. A las 72 h, A. calcoaceticus BMR
2-12 produjo mayor AIA (17.9 pg mL™"). P protegens CHAO incrementé la longitud
de radicula (9.50 cm). BIO-IMPULSE + UREA y BIO-IMPULSE + UREA mostraron
mayor altura de planta y longitud radicular de (71.7 y 27.0 cm). La aplicacion de
BIO-IMPULSE con fertilizante evidenciaron mayor intensidad de color en la hoja. Se
concluye que los bioformulados de rizobacterias podrian emplearse para mejorar el
rendimiento y la productividad de los cultivos.

Palabras claves: biofertilizacidon, estimulantes, PGPR, solubilizacién, sostenibilidad.
SUMMARY

The rice has economic relevance on a global scale, and the application of
agrochemicals has a negative impact on soil fertility and the environment. The
objective of the research was to evaluate P and K solubilizing, indole-3-acetic acid
producing and growth promoting bacteria in rice (Oryza sativa L). The work was
carried out in the Molecular Microbiology laboratory of the Universidad Técnica
Estatal de Quevedo (UTEQ), Campus “La Maria". A selection of nine rhizobacteria
were isolated and molecularly characterized for IAA quantification and biochemical
tests (N and K solubilization). The phytohormone-producing and nutrient solubilizing
strains were applied and evaluated on root development in rice for 15 days. From the
last experiment, the best strain was chosen for cell multiplication in bioformulations
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and application together with fertilizers in plants. The application of Enterobacter
asburiae BA4-19, Pseudomonas protegens CHAO, Serratia Marcescens PM3-8 and
Acinetobacter calcoaceticus BM2-12 had hiould be used to improve crop yield and
productivity.gh relative efficiency in solubilization of Kand P. At 72 h, A. calcoaceticus
BMR 2-12 produced higher AIA (17.9 ug mL"). P protegens CHAO increased radicle
length (9.50 cm). BIO-IMPULSE + UREA and BIO-IMPULSE + UREA showed greater
plant height and root length of (71.7 and 27.0 cm). The application of BIO-IMPULSE
with fertilizer showed higher leaf color intensity. It is concluded that rhizobacterial
bioformulates It is concluded that rhizobacterial bioformulates could be used to
improve crop yield and productivity.

Index words: biofertilization, stimulants, PGPR, solubilization, sustainability.
INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L) requiere la aplicacidén constante de fertilizantes de origen quimico que ha generado
elevados costos de produccién a cosechas afectando la calidad ambiental del suelo (Trujillo, Manchola y
Santofimio, 2020) y de los recursos hidricos (Aveiga-Ortiz, Noles, Macias y Herrera, 2020). En este contexto
los quimicos producen efectos negativos en el sistema productivo de arroz como: resurgencia de patdégenos
(Vinchira-Villarragay Moreno, 2019), eliminacién de polinizadores (Cajamarca-Carrazco, Paredes, Cabrera, Velasco
y Vaca, 2020), reduccion de agentes bioldgicos (Herrera et al., 2023), degradacion del suelo (Ali et al., 2020),
contaminacién de acuiferos por lixiviaciéon de herbicidas (Gémez-Beltran, Cano y Villar, 2021) y contaminacion
atmosférica por las emisiones de metano y éxido nitroso (Timilsina et al., 2020; Nikolaisen et al., 2023).

La busqueda de practicas agrondmicas sostenibles con el medio ambiente permite mejorar la productividad
de los cultivos y reducir los efectos negativos del uso excesivo de agroquimicos. Dentro de estas alternativas,
estén el uso de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR). Las PGPR tienen efectos benéficos
para las especies vegetales y genera diversos mecanismos como: liberacién de acidos cuyas propiedades
quelante favorecen la formacién de complejos insolubles con metales, con la consecuente liberacién del fosfato
y micronutrientes del suelo (Posada-Castafio, Mejia, Polanco y Cardona, 2021).

LasPGPRmejoranlacapacidadfijaciénnitrégeno(Tang,Haruna, MajidyJalloh,2020), produccién defitohormonas
(Narula, Deubel, Gans, Behl y Merbach, 2006), siderdforos, la reduccion de los niveles de etileno, el incremento de
la permeabilidad de las raices (Grover et al., 2021). Ademas, las rizobacterias son capaces de generar metabolitos
asociados al biocontrol de patégenos como: antibidticos, produccidén de quitinasas e induccién de resistencia en
las plantas, contribuyendo a reducir, la dependencia de fertilizantes quimicos y el empleo de pesticidas al control
de plagas y enfermedades (Velazco-Jiménez, Castellanos, Acevedo y Aarland, 2020).

La aplicacion de bioformulados a base de Pseudomonas spp. presentan un efecto bioestimulante en arroz, con un
aumento de peso fresco de raiz, el nimero de brotes y mayor proceso de germinacién (Chandra y Charma, 2021). Por
otra parte, se identificaron que las bacterias Pseudomonas spp. y Bacillus spp. tienen la capacidad de solubilizar fosfatos
inorgénicos lo que demuestra sus potencialidades en la estimulaciéon del crecimiento vegetal (Rasul et al., 2019).

La generacién de &cido Indol-3-acético (AlA) se encuentra extendida en diversas bacterias presentes en la
rizosfera, estimdndose que estéd presente en alrededor del 80% de estos microorganismos (Chaudhary et al.,
2021). La funcién de la produccion de AlA por parte de los microorganismos radiculares influye en la formacién
de la estructura de las raices de las plantas, mejorando la solubilizacién de fésforo (P) y otros nutrientes en el
suelo (Fierro-Coronado et al., 2014; Duca, Lorv, Patten, Rose y Glick, 2014).

Las rizobacterias actdan sobre la absorcién en las plantas y la disponibilidad de nitrégeno, fésforo y potasio
en el suelo (Hegyi, Nguyen y Posta, 2021). Los principales mecanismos para la solubilizacién del potasio es la
produccién de acidos orgéanicos como: acido oxélico, acido tartéarico, adcido glucdnico, acido 2-cetoglucdnico,
4cido citrico, &cido maélico, 4cido succinico, &cido lactico, &cido propidnico, acido glicdlico, 4cido maldnico, acido
fumarico y produccion de protones (Etesami, Emami y Alikhani, 2017). De manera similar las PGPR tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos a partir de compuestos inorgénicos u orgénicos, empleando distintas vias como
la actividad de enzimas: fosfatasas no especificas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas que solubilizan fésforo a partir
de compuestos orgénicos en el suelo (Molina-Romero et al., 2015).

La aplicacién de bioformulados bacterianos en cultivos de interés agricola es una alternativa viable para los
agricultores a nivel econémico y ambiental. El objetivo se basé en determinar bacterias productoras de acido
indol acético (AlA)y solubilizadoras de fésforo (P) y potasio (K) como promotoras de crecimiento en Oryza sativa L.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizd en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular ubicados en el Campus
Experimental “La Maria”, perteneciente a la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ) localizada en el
km 7.5 de la Via Quevedo - El Empalme, cantén Mocache, provincia de Los Rios, con coordenadas geogréficas
1°04'51.7"S79° 30" 10.0” O, a una altitud de 66 m de altitud.

Aislamiento de Bacterias Endéfitas de Cultivares Nativos

Del Banco de Germoplasma del Laboratorio de Microbiologia Molecular de la UTEQ, fueron seleccionadas las
rizobacterias provenientes de cultivares endémicos de muséceas con su clasificacién a metabolitos secundarios y
sideréforos (Cuadro 1). Las rizobacterias se incubaron en 100 mL de King B (KB) liquido selectivo [(g L"): peptona de
carne 20.0; glicerol, 15.0 mL; fosfato dipotasico; 1.5; sulfato de magnesio heptahidratado, 1.5; agua destilada (pH 7,2)],
suplementado con chloramphenicol (13 ug mL"), ampicilina (40 ug mL") por 48 h (King, Ward y Raney, 1954).

Capacidad Solubilizadora de P y K

De forma individual, se recuperd 5 pl del indéculo reactivado y se cultivé en placas Petri con medio Pikovskaya
modificado (K) (g L"): (CeH120s 10 g, KNOs 5 g, KCI 0.2 g, (NH,),SO, 5 g, MgSQO. 7H.O 0.1 g; C,,H,,Br,0,S 0.125
g y Agar 15 g) (Canchignia-Martinez et al., 2024a). Para determinar la solubilizacién de (P) se usé Pikovskaya
(g L"): (CeHi2Os 10 g; Ca,(PO,), 5 g; MgCla:6 H.O 5 g; KCI 0.2 g; (NH,),SO, 0.1 g; Agar 20 g) (Pikovskaya, 1948).
Las muestras se incubaron a 28 °C y se monitorearon durante 72 horas las siguientes variables: halo de
solubilizacién (HS, mm), didmetro de la colonia (DC, mm) y, mediante el cociente HS/DC, se calculé la eficiencia
relativa de solubilizacion (ERS, %).

Cuadro 1. Rizobacterias seleccionadas productoras de metabolitos antagénicos y sideréforos.
Table 1. Selected rhizobacteria producing antagonistic metabolites and siderophores.

Cepas Metabolitos antagdnicos Siderdforos
PR HCN Prn
Pseudomona putida PB 3- 6 + + - +
Acinetobacter sp. BMR 2-2 + - + +
Klebsiella variicola BO3-4 + + + +
Enterobacter asburiae BA 4-19 + - , +
Enterobacter asburiae PM 3 -14 + + + +
Pseudomona putida BMR 2 -4 - - + +
Pseudomona protegens CHAO + + + +
Pseudomona veronii R4 + - + +
Acinetobacter calcoaceticus BMR 2-12 - - + +
Serratia marcescens PM 3-8 + + + +

PR = proteasa; HCN = cianuro de hidrégeno; Prn = pirrolnitrina; Sideréforos (Pefafiel-Jaramillo et al., 2016; Chéavez-Arteaga, Guato, Pefiafiel, Mestanza y
Canchignia, 2018; Montes et al., 2016).
PR = protease; HCN = hydrogen cyanide Prn = pyrrolnitrin; Siderophores (Pefafiel-Jaramillo et al., 2016; Chavez-Arteaga, Guato, Pefiafiel, Mestanza, and
Canchignia, 2018; Montes et al., 2016).
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Produccién de (AlA)

La produccién de AIA se estimd por colorimetria basado en el reactivo de Salkowski (Patten y Glick, 1996).
Las cepas se cultivaron en medio KB suplementado con L-triptéfano (0.025 mM) a 150 rpm. Se colecté 1 mL
del indculo bacteriano y se centrifugd a 10000 G durante 5 min, de manera seguida se recuperd 250 plL del
sobrenadante y se mezcld con el reactivo de Salkowski en relacién (1:4) y se mantuvieron durante 30 min a
oscuridad. Se registré una curva estdndar de la solucidon de Salkowski y se leyeron con el espectrofotémetro
modelo 1205 VIS a 530 nm. estdndar. Las muestras positivas pasaron de tonos de rosa a rosa intenso, mientras
que las muestras negativas presentarédn coloraciones amarillo claro. Los tratamientos fueron evaluados a las
24,48y 72 h. Los datos se expresaron en microgramos por mililitro.

Desarrollo Radicular por la Inoculacion de Rizobacterias en Semillas

Se usé el material genético de arroz INIAP FL - ELITE. Las semillas se esterilizaron de forma superficial con
alcohol (70%) y NaOCI (1% V/V) durante un minuto. Las semillas fueron lavadas con agua destilada estéril y se
sumergieron en una solucién liquida de rizobacterias (1x108 UFC mL") de forma individual durante 60 minutos.
Se seleccionaron rizobacterias por su mayor produccién de AlA, solubilizacién de Ky P. Los granos fueron
lavados con abundante agua desionizada (pH 6.8) para retirar particulas de medio de cultivo. Se transfirieron
cuatro semillas por caja Petri estériles que contenian 20 g L' de agar-agua con su respectivo control (semillas sin
inoculantes bacterianos). Las cajas de Petri se incubaron a temperatura ambiente (25 °C) bajo un fotoperiodo de
12 h'luz - 12 h oscuridad durante 15 dias. A partir del dia 5 al 15, se evalué la longitud de la raiz principal con un
calibrador de vernier marca ASIMETO, considerando la medida desde el cuello de la planta hasta el término de
la raiz. Se evaluaron 36 plantas por tratamiento (Cuadro 2).

Aplicacién de Bioformulados Bacterianos en Presencia de Fertilizantes de Nitrégeno y Fésforo para Mejorar
el Estado Morfolégico del Arroz.

Las semillas de arroz se desinfectaron con perdxido de hidrogeno al 10% por 3 minutos y se ubicaron en
camara himeda para su proceso de germinacién durante 48 h. Se usé un sustrato compuesto de turba, suelo
y compost en relacién (2:1:1), esterilizado en autoclave a 15 psi a 121 °C por 60 minutos. Se colocaron 300 g
de sustrato en fundas plasticas de color negra con dimensiones de 5 cm x 8 cm y se trasplantaron 4 semillas
germinadas por funda. Se utilizé P. protegens CHAQ seleccionada por su promocién de crecimiento vegetal y
capacidad en la solubilizacidn de nutrientes. La cepa se incubd en medio de cultivo KB liquido a 180 rpm durante
48 h con 27 °C. Del cultivo, se tomaron 20 uL (1x10% UFC mL") y se transfirieron a 100 mL de los medios de
cultivos alternativos BIO-IMPULSE, BIO-QPGPRs y PGPRs-4N (Cuadro 3).

Los cultivos se incubaron a 180 rpm durante 72 h con 26 °C. Las muestras se homogenizaron en relacién v/v
al 25 % (7.1x10¢), de esta solucion se aplicd 15 mL durante el dia 4 y 15 dias después del transplante (DDT). Esta
ultima aplicacion fue de forma simultdnea con las soluciones liquidas de Urea (N 46%), Superfosfato triple (P 46%)
y su combinacién (Cuadro 4).

Cuadro 2. Tratamientos para la germinacion de arroz inoculadas con rizobacterias.
Table 2. Treatments for the germination of rice inoculated with rhizobacteria.

Tratamientos Cepas|

T Pseudomonas. protegens CHAO

T2 Serratia. marcescens PM 3-8

T3 Acinetobacter calcoaceticus BM 2-12
T4 Control (Agua)
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Cuadro 3. Composicién de los diferentes formulados.
Table 3. Composition of the different formulations.

Formulado Ingrediente Unidad
Melaza 20
Harina de maiz 20
gL’
Sal en grano 5.0
PGPRs-4N
Roca fosférica 1.5
Glicerina mL 7.0
p 6.5
Melaza 20
Harina de maiz 20
gL’
Sal en grano 5.0
BIO-IMPULSE Roca fosférica 1.5
Glicerina mL 7.0
Aceite mineral 5.0
pH 6.5
Melaza 10
Harina de maiz 20
gL’
Sal en grano 5.0
Roca fosférica 1.5
BIO-QPGPRs
Glicerina mL 7.0
Fijador 5.0
Lixiviado de raquis de banano 15
pH 6.5
Agua Agua desionizada 6.8 pH -

Cuadro 4. Dosis de fertilizantes en plantas de arroz.

Table 4. Fertilizer rates in rice plants.

Descripcion

No. Nutrientes

1 Nitrégeno (N)
2 Fosforo (P)

3 (N, P)

2 g de Urea en 10 mL de agua desionizada*

1.4 g de DAP en 10 mL de agua desionizada*

2y 1.4 gde UreayDAP en 10 mL de agua desionizada*

* La solucién corresponde a una 300 g de sustrato.
* The solution corresponds to 300 g of substrate.
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Tratamientos y Variables a Evaluadas

El siguiente ensayo estuvo compuesto por 12 tratamientos (Cuadro 5), donde a los 40 DDT se evaluaron las
siguientes variables: altura de planta (cm), longitud radicular (cm), biomasa seca del érea foliar y radicular (g) y
escala colorimétrica, donde en esta Ultima se utilizd la escala de colores denominada carta de color de hoja (LCC)
usada en fertilizacion en arroz planteado Maiti, Das, Karak y Banerjee (2004).

Disefio Experimental y Analisis de Datos

En el experimento de crecimiento, eficiencia y solubilizacién de P y K insoluble; produccion de AlA y desarrollo
radicular en O. sativa por rizobacterias se aplicd un disefio completamente al azar (DCA). Con tres réplicas. A nivel
invernadero, se empleé un DCA con factorial, para bioformulado y fertilizante. Cada tratamiento contenia tres
repeticiones.

Para garantizar la confiabilidad en la estadistica paramétrica como ANDEVA, los datos fueron sometidos a
normalidad mediante Shapiro-Wilk y se aplicé la prueba de Bartlett para verificar el supuesto de homogeneidad
de la varianza. Los datos fueron sometidos al anélisis de varianza (ANDEVA) y separados por procedimiento de
comparacion multiple de Tukey, al nivel de significancia de (P < 0.05). Para el andlisis de varianza y pruebas de
rangos multiples, se utilizé el software estadistico Infostat 2020 (Di Rienzo et al., 2020), mientras para las pruebas
de normalidad y homogeneidad de la varianza, la versién 19.1.0 del software Minitab (Minitab, 2021).

RESULTADOS Y DISCUSION
Solubilizacién de K insoluble

Las cepas de rizobacteria no mostraron diferencia estadistica significativas en el didmetro del halo
(P = 0.699), colonia (P = 0.213) y eficiencia de solubilizaciéon (P = 0.151) durante las 72 h (Cuadro 6). Se
evidenciaron que E. asburiae, P. protegens CHAO y P. veronii R4 tuvieron una mayor solubilizacién (3.10; 2.60 y
2.50 mm) respectivamente. Existié una variabilidad en el desarrollo de la colonia, donde Acinetobacter sp. BMR
2-2, A. calcoaceticus, K. variicola BO 3-4 presentaron una mayor adaptabilidad y crecimiento en su morfologia

(1.20; 0.80 y 0.80 mm).

Cuadro 5. Tratamientos evaluados.
Table 5. Evaluated treatments.

N BIOFORMULADO FERTILIZANTE
1 BIO-IMPULSE UREA

2 BIO-IMPULSE DAP

3 BIO-IMPULSE UREA+DAP
4 PGPRs-4N UREA

5 PGPRs-4N DAP

6 PGPRs-4N UREA+DAP
7 BIO-QPGPRs UREA

8 BIO-QPGPRs DAP

9 BIO-QPGPRs UREA+DAP
10 CONTROL UREA

11 CONTROL DAP

12 CONTROL UREA+DAP
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Cuadro 6. Rizobacterias solubilizadoras de K, Diametro del halo y colonia; eficiencia relativa de solubilizacion (%).
Table 6. K-solubilizing rhizobacteria. Halo and colony diameter; relative solubilization efficiency (%).

Eficiencia relativa de

Cepas Didmetro del halo Didmetro de colonia solubilizacion
-------------- mm - - - - - - == -« --- %

E. asburiae BA 4-19 3.10+1.50 0.65+0.06 472
P. protegens CHAQ 2.60+0.19 0.70+0.03 367
P. veronii R4 2.50+0.71 0.75+0.51 337
P. putida PB 3-6 2.10+0.28 0.65+0.08 321
S. Marcescens PM 3-8 2.30+0.09 0.75+0.03 307
E. asburiae PM 3-14 2.50+0.85 0.85+0.13 292
P putida BMR 2-4 2.20+0.38 0.75+0.10 291
A. calcoaceticus BMR 2-12 2.20+0.23 0.80%0.13 271
K. variicola BO 3-4 2.00+0.44 0.80+0.08 254
Acinetobacter sp. BMR 2-2 2.55x0.09 1.20%0.16 213
P (cepas) 0.699 0.213 0.151

Los valores de promedio y desviaciéon estandar (+) corresponden an = 6.
Mean and standard deviation (*) values correspond to n = 6.

Sin embargo, E. asburiae BA 4-19, P. protegens CHAO y P. veronii R4 evidenciaron una mayor eficiencia relativa
de solubilizacién (472; 367 y 367%). Esto concuerda con Saxena, Kumar, Tomar, Singh y Purushottam (2020) que
han reportados rizobacterias con una ERS de K superior al 300%. Las rizobacterias utilizan diferentes mecanismos
para solubilizar el potasio insoluble y fijado, que incluyen la reduccion del pH del suelo mediante la produccion
de &cidos organicos e inorgénicos de bajo peso moleculary la aciddlisis (Ashfag, Hassan, Ghazali y Ahmad, 2020).
Por esta situacién, la cepa en estudio tiene una caracteristica especifica en la solubilizacién, ademés podria ser una
alternativa en suelos con baja solubilidad de K, aumentando su eficiencia y la promocién de crecimiento en plantas.

Solubilizacién de P Insoluble

Las cepas de rizobacteria mostraron diferencia estadistica significativas en el didmetro del halo (<0.0001),
colonia (0.0005) y eficiencia relativa de solubilizacién (<0.0001) durante las 72 h. Se demostré que P. protegens
CHAQ es una especie con mayor capacidad para solubilizar el fésforo con un halo de 1.92 mm. Acinetobacter sp.
BMR 2-2 y P. protegens CHAQ presentaron un mayor crecimiento de colonia (1.90 y 1.80 mm). Se evidenciaron
un incremento de ERS en P, putida PB 3-6, S. marcescens PM 3-8 y A. calcoaceticus BMR 2-12 (116; 119y 129 %)
respectivamente (Cuadro 7). El reporte de Landa-Acuiia, Toro, Santos y Zufiga (2023) presentd una ERS de
P (276%) a 28 °C durante 7 dias, esto demuestra que las cepas incrementan su eficiencia de solubilizacién
durante el tiempo. Sin embargo, E. asburiae BA 4-19, P protegens CHAQ y P. veronii R4 evidenciaron una
mayor eficiencia relativa de solubilizacion (111; 107 y 105%). El principal mecanismo para la solubilizacién del
P inorgénico la produccion de acidos orgénicos, lo que reduce la acidificacién del suelo, por la produccién de
fosfatasas acidas y alcalinas, lo que provoca la mineralizacidon de P. organico (Canchignia-Martinez et al., 2024b).
El uso de solubilizadores de P, solos o en combinaciéon con otras bacterias beneficiosas y micorrizas como
inoculantes aumenta las perspectivas de aplicacién directa de fosfato de roca (RP) en la absorcion de Py la
produccidn de cultivos. que promueven el crecimiento de las plantas como un consorcio microbiano ecolégico,
podria aumentar la absorcién de P de los cultivos (Kour et al., 2021).
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Cuadro 7. Rizobacterias solubilizadoras de P. Diametro del halo y colonia; eficiencia relativa de solubilizacion (%).
Table 7. P-solubilizing rhizobacteria. Halo and colony diameter; relative solubilization efficiency (%).

Eficiencia relativa de

Cepas Didmetro del halo Didmetro de colonia solubilizacién
—————————————— mm - - - - - - - - - - - - - %

E. asburiae BA 4-19 1.50+0.07 bc 1.40+0.04 bc 111

P. protegens CHAQ 1.90+0.08 a 1.80+0.07 ab 107

P veronii R4 1.60+0.14 abc 1.60+0.16 abc 105

P. putida PB 3-6 1.60+0.04 abc 1.40+0.02 be 116

S. Marcescens PM 3-8 1.30+£0.12 ¢ 1.20+0.08 ¢ 119

E. asburiae PM 3-14 1.70+0.12 abc 1.60+0.08 abc 105

P. putida BMR 2-4 1.70 =0.05 abc 1.60+0.06 abc 106

A. calcoaceticus BMR 2-12 1.50+0.10 bc 1.20£0.22 ¢ 129

K. variicola BO 3-4 1.70+0.06 ab 1.50+0.06 abc 112

Acinetobacter sp BMR 2-2 0.00+0.00d 1.90+0.30 a 0.00

P (cepas) <0.0001 0.0005 <0.0001

Los valores de promedio y desviacion estandar (+) corresponden an = 6.
Mean and standard deviation (+) values correspond to n = 6.

Produccién de AIA

La produccion de AlA en las rizobacterias presentaron diferencias estadisticas significativas (P < 0.0001)
durante las 72 horas de evaluacién. A las 24 y 48 h, P. putida PB 3-6 y A. calcoaceticus BMR 2-12 evidenciaron
mayor produccién de AIA con (18.5y 13.2 ug mL"; 28.9 y 28.3 ug mL") respectivamente. Sin embargo, a las
72 h A. calcoaceticus BMR 2-12 presenté (17.90 ug mL"). Estos datos coinciden con Adhikari, Jain, Sharma y
Pandey (2021) donde reportaron cepas de rizobacterias con produccion de AIA (9.70 y 13.1 ug mL"), ademés
evidenciaron que los aislados de raices producian mayor auxina que las bacterias de suelo. La sintesis bacteriana
de AIA difiere entre especies y cepas estd asociado a las condiciones de cultivo, la tasa de crecimiento y la
disponibilidad de sustrato (Li et al., 2018). Hay que indicar que la produccion de AlA disminuye hasta las 72 h, esta
estrategia es clave para la aplicacion de las rizobacterias en el momento idéneo para obtener mayor eficiencia
en plantas (Cuadro 8).

Desarrollo Radicular por la Inoculacién de Rizobacterias en Semillas de Arroz

La aplicaciéon de las rizobacterias promovié un desarrollo del sistema radicular en semillas de Oryza sativa L
durante 15 DDT en comparacién al control (Figura 1). Se demostrd que el dltimo dia de evaluacion, P. protegens
CHAOy A. calcoaceticus BM 2-12 incrementaron la longitud de la radicula (9.5 y 9.2 cm). Esto demuestra una mayor
eficiencia en el proceso de germinacién e incremento en longitud radicular. Esto coincide con los resultados de
Rajer et al. (2022), quienes observaron que la inoculacion de Pseudomonas spp. en semillas de arroz incrementé
la velocidad de germinacidén y el vigor en pléntulas, puesto que las bacterias promotoras del crecimiento de las
plantas presentan un proceso acelerado de germinacién mediante la produccién de AIA (Acido indol-3-acético).
Castro, Inguanzo, del Monte y Badia (2019) y Jayaro, Ramirez, Hernandez y Hernandez (2020); aseveran que
el AlA estd involucrado en el crecimiento y desarrollo de las plantas, principalmente en una serie de procesos
fisioldgicos que incluyen el alargamiento y divisidn celular, diferenciacién de tejido, fototropismo, gravitropismo
y en respuestas defensivas (Oliva-Hernandez et al., 2021).
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Cuadro 8. Rizobacterias productoras de Acido Indolacético (AlA) durante 24, 48 y 72 horas de evaluacién.
Table 8. Indoleacetic acid (IAA)-producing rhizobacteria during 24, 48 and 72 hours of evaluation.

Cepas Produccién de AIA (ug mL™)

24 h 48 h 72 h
E. asburiae BA 4-19 2.90+0.21d 14.1+x0.31 ¢ 2.54x0.08 f
P. protegens CHAQ 1.70+0.32 d 242+23 b 10.8+0.71 cd
P. veronii R4 14.60+1.5b 9.0£1.5d 4.30+0.03 f
P. putida PB 3-6 18.50+0.76 a 28.9x0.35a 7.70x0.33 e
S. Marcescens PM 3-8 4.80+2.6 cd 26.3%x2.6 b 14.9+0.13 b
E. asburiae PM 3-14 2.70+0.63d 25.5+0.68 b 12.6+x0.45 ¢
P. putida BMR 2-4 2.10+0.19d 14.1+0.68 ¢ 15.1=1.7b
A. calcoaceticus BMR 2-12 13.20+2.3 b 28.3+x0.30 a 17.9+0.63 a
K. variicola BO 3-4 3.70+0.58 d 7.6x0.63d 3.40+0.13f
Acinetobacter sp. BMR 2-2 7.70+0.33 ¢ 16.4+0.18 ¢ 9.90+0.74 d
P (cepas) <0.0001 <0.0001 <0.0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (P < 0.05) por el procedimiento de comparacién mdltiple de
Tukey (24,48 y 72 h). Los valores de desviacién estandar * corresponden an = 6.

Values with similar letters do not present significant statistical differences at the level of (P < 0.05) by Tukey's multiple comparison procedure (24, 48 and 72 h).
Standard deviation * values correspond to n = 6.

Aplicacion de Bioformulados Bacterianos en Presencia de Fertilizantes de (N, P) para mejorar el Estado
Morfolégico del Arroz.

La altura de planta, longitud de raiz, biomasa seca foliar y radicular presentaron diferencia significativa en
bioformulado (P < 0.0001). Se evidencié que la aplicacion de BIO-IMPULSE + UREA increment¢ la altura en la
planta (71.70 cm) a los 40 DDT en comparacién a las demas combinaciones. BIO-PGPRs + UREA demostrd un
mayor crecimiento longitudinal de la raiz (27 cm), por efecto de la produccién de AlIAy promocién de crecimiento
por el bioformulado de rizobacteria y los nutrientes disponibles, sim embargo, cuando se aplicé solamente
fertilizante mostraron valores que no superaron los 20 cm. La biomasa foliar aumenté con la aplicacién de PGPRs-
4N + DAP (2.60 g), situacidn similar se evidencié con la aplicacion BIO-IMPULSE UREA+DAP que presentd un
aumento en el peso radicular (3.0 g) (Cuadro 9).

. \ mControl

Dia 15 7 a OCHAQ
b oPM3-8

Dia 13 ia EBMR2-12
Dia 11

Dia 9

Dia7

Dia 5

10 12 14

Figura 1. Efecto de las rizobacterias en el incremento de la longitud de radicular en semillas de arroz.
Las barras de error indican * Desviacion estandar; diferentes letras indican diferencias significativas entre los
promedios a P < 0.05 (test de Tukey).

Figure 1. Effect of rhizobacteria on the increase of root length in rice seeds. Error bars indicate =
Standard deviation; different letters indicate significant differences between means at P < 0.05 (Tukey's test).
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Cuadro 9. Altura de planta, longitud de raiz, biomasa seca foliar y radicular en tratamientos en O. Sativa L. Los valores de p indican el
efecto de los factores sobre la variable dependiente mediante un ANDEVA de dos vias (bioformulado x fertilizante).

Table 9. Plant height, root length, leaf and root dry biomass in treatments in O. Sativa L. P values indicate the effect of factors on the
dependent variable using a two-way ANDEVA (bioformulated x fertilizer).

Bioformulado Fertilizante Altura de planta Longitud de raiz Biomasa seca
Foliar Radicular

————————— cm - - - - - - - - S I
BIO-IMPULSE UREA 71.7+2.9 a 21.7x0.6 bc 1.90+0.1 ade 1.80+0.4 ab
BIO-IMPULSE DAP 64.3x2.1b 20.3%0.6 bcd 2.10+0.2 acd 2.10+0.2 ab
BIO-IMPULSE UREA+DAP 64.7+35b 23.3%1.5ab 2.50+0.5 ab 3.00+1.0 a
PGPRs-4N UREA 59.7+0.5 bc 23.7+0.6 ab 2.40+0.2 abc 1.90+0.6 ab
PGPRs-4N DAP 58.3+2.5 bc 22.3+0.6 bc 2.60+0.5a 2.30+0.2 ab
PGPRs-4N UREA+DAP 60.0+1.5 bc 23.7+0.6 ab 2.20%0.2 abc 2.40+0.5 ab
BIO-QPGPRs UREA 51.5%£1.0 de 27.0£1.0a 2.10%0.5 abc 2.20+0.8 ab
BIO-QPGPRs DAP 62.5%1.0 bc 23.0£1.0b 2.50%0.4 ab 1.70+0.6 ab
BIO-QPGPRs UREA+DAP 57.5#1.5cd 22.3¥3.2 bc 2.10+0.0 abc 1.30+0.6 b
CONTROL UREA 41.0£1.5f 18.7+0.6 cd 1.50+0.1 f 1.30+0.1 b
CONTROL DAP 45.0£2.9 f 16.7£1.5d 1.50+0.2 ef 1.20+0.3 b
CONTROL UREA+DAP 47.3+3.0 ef 20.3%1.2 bed 1.40+0.2 f 1.60+0.1 ab
P (Bioformulado) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0032
P (Fertilizante) 0.1733 0.0008 0.2943 0.2836
P (Interaccién) <0.0001 0.0049 0.2045 0.0751

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (P < 0.05) por el procedimiento de comparacién mdltiple de Tukey.
Los valores de desviacion estandar = correspondenan = 9.

Values with similar letters do not present significant statistical differences at the level of (P < 0.05) by Tukey's multiple comparison procedure. Standard
deviation * values correspondton = 9.

Esto demuestra que los bioformulados de rizobacterias influyen en la eficiencia del fertilizante por su
capacidad solubilizadora de nutrientes, mejorando sus caracteristicas morfoldgicas en las plantas de arroz, lo
cual coincide con los resultados de Herndndez-Montiel et al. (2018) quienes mostraron que la aplicacién de
Pseudomonas putida aumentd la biomasa fresca de planta de arroz. De manera similar Palmero et al. (2020),
observaron un crecimiento combinando de plantas mediante la inoculacién de bacterias con la fertilizacién con
Py Ken un sustrato estéril. Se ha demostrado que las bacterias del género Pseudomonas sp. poseen la propiedad
de producir diferentes sustancias que estimulan la germinacién de las semillas, aceleran el crecimiento de las
plantas especialmente en sus primeros estadios, inducen la iniciacion radicular e incrementan la formacion
de raices y la produccion de exudados radiculares (Kandaswamy, Ramasamy, Palanivel y Balasundaram, 2019;
Macias-Holguin et al., 2023).

Las principales sustancias estimuladoras producidas son de tipo hormonal como auxinas, giberelinas y
citoquininas, pero también producen sustancias de otro tipo como aminoéacidos y promotores especificos del
crecimiento (Barboza-Garcia, Pérez y Chamorro, 2023). De igual manera las rizobacterias tienen la habilidad
para facilitar la asimilacién de nutrimentos mediante la solubilizacién de fésforo (Paredes-Mendoza, Espinosa
y Zavaleta, 2021), fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico (Blanco y Castro, 2021) y quelatizaciéon de iones
(Mora-Quilismal et al., 2021).

Los valores colorimétricos de la tabla LCC evidenciaron diferencias visuales dentro de cada tratamiento
con sus respectivas interacciones (Figura 2). Las aplicaciones de PGPRs-4N con UREA, DAP, UREA + DAP y BIO-
IMPULSE DAP y UREA+DAP mostraron mayor intensidad de color (5). Esto coincide con Melati, Sugiyanta y Evarist
(2020) que demostraron que la aplicacién de rizobacterias en la fertilizacién quimica (NPK + Urea) aument? la
escala de color en comparacién al tratamiento sin aplicacion. Esto evidencia una mayor eficiencia de fertilizante
en el area foliar, ademas de la adaptabilidad de estos formulados en los suelos para cumplir sus actividades de
solubilizacién en el suelo.
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FORMULADOS FERTILIZANTE ESCALA COLOR HOJA3

BOMPUSE  UREA T R e —

BIO-IMPULSE DAP 5 B e

BIO-IMPULSE UREA+DAP 5 P ——
PGPRs-4N UREA 5 P it
PGPRs-4N DAP 5 P R —————=——""""
PGPRs-4N UREA+DAP 5 i —

BIO-QPGPRs UREA 4 e e S

BIO-QPGPRs DAP 4 —

BIO-QPGPRs UREA+DAP 3 b——
B iR 3 .
CONTROL AP . e ———
CONTROL UREA+DAP 2 B ———

Figura 2. Escala de color en hojas de arroz mediante la tabla LCC en los diferentes tratamientos.
Figure 2. Color scale in rice leaves using the LCC table in the different treatments.

CONCLUSIONES

La mayoria de rizobacterias tienen la capacidad de sintetizar fitohormonas de origen auxinico y solubilizar
fésforo (P) y potasio (K) insoluble, sobresaliendo las cepas Enterobacter asburiae BA4-19, P. protegens CHAO,
S. marcescens PM3-8 y A. calcoaceticus BM2-12 respectivamente. La bacteria Pseudomonas protegens CHAOQ
aceleré el proceso de germinacion de arroz a partir del dia 5, asi mismo por efecto de las rizobacterias incrementd
la longitud de radicula con un promedio 9.5 cm, por lo cual la inoculacién con la misma resulta eficiente para
mejorar la germinacién del cultivo. La aplicacién de BIO-IMPULSE de rizobacterias con fertilizante inorganicos
UREA y DAP se evidenciaron una mejoria en las caracteristicas morfoldgicas e incrementaron la tonalidad foliar
del cultivo de arroz.
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