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RESUMEN

El arroz alimenta a mas del 50% de la poblacién a nivel mundial, constituyendo un
gran aporte energético en familias de bajos ingresos. En el Per(, la regién San
Martin se constituye como el primer productor de arroz con una superficie de 82 271
ha produciendo 559 829 TN con un rendimiento promedio de 6,8 TN/ha. Afo tras
afo, el abuso de fertilizantes quimicos sintéticos (N, P y K) se hace necesario para
mantener altos niveles de rendimiento, esto ocasiona alteracion en la calidad fisica,
quimica y biolégica de los suelos. Una alternativa sostenible constituye la utilizacién
de microorganismos benéficos seleccionados a través de sus caracteristicas de
promocién de crecimiento vegetal. El objetivo del estudio fue aislar y caracterizar
bacterias rizosféricas de arroz de las zonas de Cacatachi y Picota en la regién San
Martin, ademas de seleccionar y evaluar las principales caracteristicas de
crecimiento vegetal. 60 cepas fueron seleccionadas por diazotrofia, creciendo en
medio Burk y MJV, caracterizadas y luego evaluadas. Un analisis de componentes
principales evidencia que existen 4 variables que permiten explicar la varianza en los
resultados. Las cepas p7bim, la2b2, la3cSm, p2bim, p9b3m, la2b3, la3c3, la5ch,
tuvieron la maxima contribucion a la varianza total. De este andlisis se deduce que la
evaluacion a nivel de invernadero permitird seleccionar aquellas cepas que de
manera individual o en conjunto pueden ser utilizadas como biofertilizantes y
bioprotectores para mejorar el rendimiento del cultivo de arroz, con dosis menores de
fertilizantes quimicos.

Palabras clave: Rizdsfera, Solubilizacién de fosfatos, acido indol acético, arroz.



ABSTRACT

Rice feeds more than 50% of the popuiation worldwide, constituting a large energy
input in low-income families. In Peru, the San Martin region was established as the
first producer of rice with an area of 82 271 has produced 559 829 has with an
average yield of 6.8 TN / ha. Year after year, the abuse of synthetic chemical
fertilizers (N, P and K) is necessary to maintain high levels of grain yield, this causes
alteration in the physical, chemical and biological soil quality. A sustainable
alternative is the use of beneficial microorganisms with selected characteristics
through his promotion of plant growth, this are called PGPRs (Plant Growth
Promotore Rhizobacteria). The aim of the study was to isolate and characterize
bacteria rice rhizosphere of Cacatachi and Picota zones in the region of San Martin,
in addition to select and evaluate the main characteristics of plant growth. 60 strains
were selected by diazotrofia, growing in Burk and MJV medium, characterized and
then evaluated. A principal component analysis shows that there are 4 variables that
explain the variance in the results. p7bim, [a2b2, la3c5m, p2bim, p9b3m, la2b3,
la3c3 and labc6 strains had the highest contribution to the total variance. This
analysis shows that to level of greenhouse evaluation will allow selecting those
strains, which individually or collectively can be used as bio-fertilizers and
bioprotectors to improve crop yield of rice, with lower doses of chemical fertilizers.

Keywords: Rhizosphere, phosphate solubilization, acetic acid indole, rice.



. INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es una excelente fuente de carbohidratos y proteinas y
es considerado por la FAO como un cultivo estratégico para la seguridad alimentaria
y la poblacién mundial debido a su amplia distribucién de suelos y climas (IRRI,
2016). La mitad de la poblacion mundial consume arroz como cereal primario (Cottyn
et al, 2001) y su demanda se correlaciona con el aumento de la poblacién
(Kantachote et al., 2016). Se estima que la produccion mundial de arroz para el
periodo 2015/2016 sera de 469,5 millones de TN (USDA, 2016).

Para mantener y/o elevar su productividad, el agricultor utiliza altos niveles de
fertilizantes quimicos, particularmente fertilizantes nitrogenados. Esta practica
incrementa los costos de produccién, al mismo tiempo ocasiona reduccién de la
fertilidad de los suelos y contaminacién de fuentes hidricas por nitratos (Diaz y
Rosenberg, 2008). Ademas, el uso excesivo de agroquimicos en los campos de
cultivo ocasiona la resistencia de patégenos, asi como problemas ambientales y de
salud debido a la acumulacién de sustancias xenobibticas (Rawat et al., 2012),
reduciendo su productividad (Mishra et al., 2014; Habib et al., 2016).

En el Pery, el cultivo de arroz constituye el motor de la economia de varios
departamentos y constituye el primer producto en area sembrada y cosechada (INIA,
2016) y se estima un crecimiento del 6,4% a nivel nacional para el 2016. En la
regién selva se concentra el 42,8% de la produccién nacional de arroz, gran parte en
sistema inundado (MINAGRI, 2012). San Martin es el primer productor a nivel
nacional, con una superficie de 82 271 ha y una produccién de 559 829 TN con un
rendimiento promedio de 6,8 TN/ha (SIEA, 2016) representando el 22,4% de la
produccién nacional para el aiio 2014 (BCRP, 2015).

Hoy en dia, hacer agricultura sostenible, es posible. Sistemas alternativos para la
reposicién de nutrientes se encuentran al alcance del agricultor, entre los que figura
el compost, los bioles y los bio-inoculantes. Los bio-inoculantes son los mas
atractivos debido a su impacto positivo tanto en la planta como en la salud del suelo
(Kantachote et al, 2016). Se definen como productos que contienen
microorganismos del suelo, en estado de latencia o activos, y promocionan el
crecimiento de las plantas (Paul et al., 2013). Estos microorganismos han tomado la
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denominacion de PGPR (Plant Growth Promotore Rhizobacteria), y de acuerdo a su
modo de accion pueden tomar diferentes denominaciones (Tabla 1) (Bishnoi, 2015).

Tabla 1. Diferentes modos de accion de los PGPR para promover crecimiento.

DENOMINACION

DEFINICION

MECANISMO

REFERENCIAS

Biofertilizante

Producto que contiene
microorganismos vivos
que al ser aplicados a
la semilla, planta o
suelo, colonizan la
rizésfera o el interior
de Ila  planta vy
promueven el
crecimiento a través
de la captacibn vy
mejora en la viabilidad
de nutrientes primarios
a la planta huésped.

Fijacién biolégica de

Nitrégeno.
Solubitizacién de
fosfatos insolubles.
Solubilizacién de

micronutrientes (Zn).

Somers,
Vanderieyden
and Remans,
2004.
Fuentes-
Ramirez and
Caballero-
Meliado, 2005.
Shakeel et al,,
2015.

Fitoestimulante

Microorganismos con
la habilidad de
producir o cambiar la

concentracion de
reguladores del
crecimiento tales

como AlA, GA,
citoquininas y etileno.

Produccion de
fitohormonas
(auxinas, citoquininas
y acido giberélico).
Produccion de ACC

Lugtenberg et
al. 2004
Glick et al,
2012

Biopesticida

Microorganismos que
promueven el
crecimiento de las
plantas a través del
control de agentes Fito

patogénicos,
principalmente por la
produccion de
antibiéticos y
metabolitos anti
fangicos.

desaminasa.
Produccién de
antibidticos.
Produccion de HCN
Produccién de

enzimas hidroliticas.
Exclusién competitiva.
Induccion de
Resistencia Sistémica
adquirida (RSA) e
Inducida (RSI).

Vessey et al,
2003.
Matinez-
Viveros et al.,
2010.
Chandler et
al., 2008.

El Nitr6geno es el nutriente mas limitante para el cultivo de arroz (Dawe et al,,
2000), y es usado por la planta para sintetizar proteinas y acidos nucleicos. A pesar
de ello solo la tercera parte del nitrégeno aplicado es utilizado por la planta, la otra
tercera parte es retenida en el suelo y el resto se pierde a la atmésfera a través de la
volatilizacién del amonio (Buresh et al., 2008). La Fijacion biolégica de nitrogeno
(FBN), es de gran importancia dentro del cultivo de arroz. Los fijadores de nitrégeno
se llaman “diazotréficos” y juegan un rol importante en el ecosistema debido a que
reducen el nitrégeno atmosférico N, a amoniaco (NH3), haciéndolo viable a la planta
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(Dilworth, 1974). La FBN representa un beneficio econémico y ambiental en la
agricultura tropical debido a que puede reemplazar altos niveles de fertilizacién
quimica nitrogenada (Adesemoye, Torbert y Kloepper, 2009).

Al igual que el nitrégeno, el fosforo (P), es un elemento limitante para el
rendimiento del cultivo de arroz en suelos tropicales debido a su dindmica compleja
(da Costa et al., 2015). Los fertilizantes fosfatados al ser incorporados al suelo, son
rapidamente adsorbidos y precipitados por componentes del suelo, por lo que es
necesario aplicar altas dosis para obtener rendimientos satisfactorios (Novais y
Smith, 1999). Como alternativa a este proceso, existe la solubilizacion de fosfatos
insolubles mediada por microorganismos (bacterias y hongos) (Marra et al., 2011).
Se ha demostrado que la inoculacién de bacterias solubilizadoras de fosfato mejora
la captacion de fésforo en la planta, minimizando la aplicacion externa de fertilizantes
fosfatados al suelo (Bishnoi et al., 2015; Ramirez-Bahena et al., 2016).

Las fitohormonas son compuestos organicos que en bajas concentraciones
influencian los procesos bioquimicos, fisioldégicos y morfolégicos en las plantas
(Fuentes-Ramirez y Caballero-Mellado, 2005). Las PGPR pueden estimular la
produccién de fitohormonas o biosintetizarlas (Spaepen, Vanderleyden y Remans,
2007). La produccion de compuestos indélicos tipo auxina (AlA) como metabolitos
secundarios es comun por parte de los microorganismos rizosféricos. Las funciones
del AlA bacteriano en la planta huésped son: a) Contribuye a evitar la respuesta de
defensa del huésped, b) Mejora la interaccién planta-microorganismo, ¢) Mejora la
colonizacién de otros microorganismos al incrementar el sistema radical, d)
Incrementa la diversidad en cantidad y calidad de los microorganismos rizosféricos al
aumentar la cantidad de exudados radicales, €) Estimula la sobreproduccion de pelos
radicales y raices laterales (Etesami, Alikhani y Hosseini, 2015).

Los microorganismos fitopatégenos son causantes de la pérdida de la tercera
parte del rendimiento en los cultivos a nivel mundial (Agrios, 2005). Los PGPR
pueden interactuar indirectamente a promover el crecimiento de la planta, a través de
la actividad anti fingica. Actuando como controladores biolbgicos y reduciendo la
incidencia o severidad de las enfermedades de la planta (Adame-Garcia, Luna
Rodriguez y lglesias-Andreu, 2016). Varios mecanismos estan involucrados en el
biocontrol de fitopatdgenos tales como antagonismo directo via produccién de
antibiéticos, sideréforos, HCN, enzimas hidroliticas (quitinasas, proteasas, lipasas,
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celulasas), o por mecanismos indirectos donde el PGPR se comporta como un
probidtico compitiendo con el fitopatégeno por un nicho (Lugtenberg y Kamilova et
al., 2009).

El uso de biofertilizantes en arroz, en américa latina se encuentra aun pobremente
estudiado. Los principales estudios han sido llevados a cabo en Brasil, donde ya
existe una tecnologia de inoculantes usando bacterias PGPR (Baldani et al., 2000;
Ferreira, Baldani, 2010; Araujo et al., 2013). Actuaimente los biofertilizantes dirigidos
a arroz, buscan seleccionar microorganismos que fijan nitrégeno atmosférico (Nico et
al., 2012, Habib et al., 2016) produzcan AIA (Phetcharat y Duangpaeng, 2012; Ji et
al., 2014, Etesami; Alikhani y Hosseini, 2015; Habib et al., 2016), sider6foros (Ji et
al., 2014, Etesami, Alikhani y Hosseini, 2015), con actividad ACC desaminasa
(Etesami, Alikhani y Hosseini, 2015) , solubilicen fosfatos insolubles (Nico et al.,
2012; Ji et al., 2014, Etesami, da Costa et al., 2015; Alikhani y Hosseini, 2015, Habib
et al., 2016) y de micronutrientes como el Zn (Shakeel et al., 2015), produccién de
acido 5-aminolevulinico (Nunkaew et al., 2015, Kantachote et al., 2016) y que tengan
propiedades biopesticidas (Ji et al., 2014; Chung et al., 2015; Habib et ai., 2016).

Debido al escaso conocimiento sobre las interacciones de bacterias PGPR y
cultivares de arroz en la region San Martin, el objetivo del presente proyecto fue
aislar bacterias diazotroficas de la rizésfera de arroz con capacidad de promover el
crecimiento de cultivares regionales de arroz, a fin de reducir el uso de fertilizantes
quimicos nitrogenados en suelos de la regién San Martin. Asi, los aislamientos
fueron purificados y caracterizados morfolégica y bioquimicamente, ademas fueron
caracterizados de acuerdo a caracteristicas funcionales asociados con la promocién
de crecimiento del arroz y propiedades antagonistas y de antibiosis con hongos
fitopatdégenos de importancia.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Eleccién de las zonas de muestreo

Las zonas de muestreo elegidas para el estudio fueron el distrito de Cacatachi,
Provincia de San Martin, ubicada a una Latitud Sur de 6° 28 8,63 y a una Longitud
Oeste de 76° 26" 32,29 con una altitud de 284 msnm y el distrito de Picota,
Provincia de Picota, ubicada a una Latitud Sur de 6° 55 24,9 y a una Longitud
Oeste de 76° 21" 43,6 con una altitud de 196 msnm. Ambas areas fueron elegidas
por su elevada produccion de arroz en la region San Martin (Figura 1).

Figura 1: Localizacion de sitios de muestreo en la regién San Martin.

2.2. Muestreo y transporte de raices y suelos

Las muestras de suelo se tomaron en zigzag de campos de arroz para analisis
fisicoquimicos, siguiendo la metodologia propuesta por Soil Survey Staff (2009). Se
tomaron 10 sub muestras de cada lugar y se procedié a homogenizar para tomar una
muestra representativa. En cada zona se muestrearon 6 plantas vigorosas y sanas
de los cultivares La Esperanza, La conquista y Capirona, antes de la etapa de
floracion. Fue separada la parte aérea de la radicular, donde las raices fueron
lavadas ligeramente para evitar el desprendimiento de suelo rizosféricos y luego
transportadas en bolsas de polipropileno al laboratorio de Microbiologia de la
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Facultad de Ciencias Agrarias de la UNSM-Tarapoto, a 4°C en un envase isotérmico
de acuerdo a la metodologia de Pramer y Schmidt (1966). Las muestras fueron
analizadas en las 24 horas siguientes después de la colecta.

2.3. Aislamiento de bacterias rizosféricas diazotréficas de la rizésfera de
cultivares de arroz

Los aislamientos bacterianos se realizaron a partir de suelo rizosférico adherido a

las raices de las 3 variedades de arroz indicadas anteriormente y cultivados bajo el

sistema tradicional de trasplantes.
La metodologia descrita a seguir, fue la utilizada por Dobereiner et al. (1995):

¢ Lavar las raices en agua destilada y con ayuda de una tijera cortar las raices en
trozos de aproximadamente 0,5 cm y secarlas con papel de filtro.

e Pesar 0,2 g de raices y colocarlas con unas pinzas en microtubos de 1,5 mi.
Preparar 3 repeticiones como minimo.

o Adicionar a cada microtubo, 1 ml de solucién salina estéril (NaCl al 0,9%). Agitar
con Vértex durante 20 s para desprender el suelo rizosférico.

o Centrifugar a 2000 r.p.m. Recoger el sobrenadante en 1 ml de solucién salina
estéril.

¢ Inocular 100 y 200 ul de la suspension en tubos falcdn de 50 mi rellenos hasta los
2/3 de su volumen con medio de cultivo semisdlido MJV y Burk, ambos medios
son libres de nitrégeno combinado. Cerrar los frascos herméticamente.

¢ Incubar los tubos Falcon a 30 °C hasta la aparicibn de una pelicula de cultivo
bacteriano. El crecimiento es claramente visible a los 40-45 dias de incubacion.

¢ Retirar con una espatula estéril, la parte superior del medio de cultivo.

o Tomar la capa bacteriana crecida en las fres cuartas partes del tubo y depositarla
en tubos Falcon de 50 mi de capacidad.

¢ Adicionar solucién salina estéril a cada tubo Falcon y homogenizar la muestra
agitando mediante Vértex durante 1 min.

o Afadir solucioén salina estéril cuando sea necesaria para favorecer la ruptura del
medio de cultivo.

« Preparar diluciones seriadas al décimo en solucién salina hasta la dilucién 107,
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¢ Inocular placas de Petri que contienen el medio de cultivo adecuado con 100 pl de
cada una de las diluciones. Realizar, al menos, tres réplicas por dilucién y medio
de cultivo.

¢ Incubar las placas a 30 °C hasta la aparicién de unidades formadoras de colonias
(UFCs).
La Figura 2 muestra las etapas del proceso de aislamiento de bacterias

rizosféricas diazotréficas de cultivares de arroz.

Figura 2 Trabajo de colecta y aislamiento A) Campos de arroz en el distrito de
Cacatachi. B) Primer plano de plantas de arroz var. La Esperanza C) Campos de
arroz en el distrito de Picota. D) Colecta de muestras de arroz. E) Seleccién de
plantas de arroz en campo F) Lavado de raices de arroz G) Selecciéon de raicillas
para aislamiento de suelo rizosférico H) Raicillas de arroz en microtubo estéril. I) Re
suspension de raicillas en Solucién Salina Fisiolégica estéril para recuperacién de
suelo rizosférico. J, K) Inoculacion en medio semi-sélido libre de nitrégeno e
incubacién. L) Evidencia de crecimiento de diazotréficos, formacién de sub-pelicula
en el medio semi-sélido. M) Siembra de diluciones de diazotréficos crecidos en tubos
Falcon. N) Evaluacién de UFCs procedente de cada dilucibn para su posterior
caracterizacion.
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2.4. Purificacién, mantenimiento y conservacion de aistamientos diazotréficos
Las UFCs fueron seleccionadas de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas
mediante observacion al estereomicroscopio. Cada UFC seleccionada fue
resembrada en el mismo medio de la que se aisld para comprobar su pureza.
Después de su aislamiento, el medio rutinario para el cultivo bacteriano fue el medio
TSA (Anexo 3). Se realizaron cultivos de trabajo mediante placas maéster para
conservacion a corto plazo asi como conservacion a largo plazo en crioviales
conteniendo una suspension bacteriana y glicerol esterilizado al 50% (1:1).

2.5. Evaluacién de las caracteristicas fenotipicas y morfolégicas de
aislamientos diazotroéficos

Para la caracterizacién fenotipica se considerd la tincibn Gram para evaluar la
forma individual y la agrupacién. En las caracteristicas coloniales se evalué la forma,
tamafio, borde, color y aspecto de la colonia. Las UFCs fueron seleccionadas de
acuerdo a sus caracteristicas morfoldégicas observadas en un estereoscopio. Cada
UFC seleccionada fue resembrada en el mismo medio de la que se aislé para
comprobar su pureza. Después de su aislamiento, el medio rutinario para el cultivo
bacteriano fue el medio de TSA e incubado a 30°C por 24-72 horas.

2.6. Determinacion de las caracteristicas de promocién de crecimiento vegetal
Se evaluaron las caracteristicas de promocién de crecimiento de plantas en todos
los aislamientos, mediante ensayos in vitro.

2.6.1. Determinacién de la produccion de compuestos indélicos (AlA, acido
indol acético)
Se usé la metodologia propuesta por Gravel et al. 2007:

e Las bacterias fueron cultivadas en medio de cultivo completo, TSB; como en
medio de cultivo definido, Bergersen. En ambos casos, suplementados 0 no con
DL-Triptéfano (CDH Ltd., India) (600 mg/Litro). La presencia de triptéfano
determiné la produccién natural o intrinseca de compuestos indélicos.

e Cada cepa fue cultivada individualmente, en 3 mi de medio de cultivo (TSB o
Bergersen) durante 24 — 72 h horas a 30 °C en agitacion continua a 170 r.p.m.
hasta alcanzar una densidad éptica (D.Ogoo nm) de 1,0.
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El cultivo se centrifugd a 5 000 r.p.m. por 10 minutos.

Se tomé 1,0 ml del sobrenadante y fueron transferidos a un microtubo de 1,5 mi.

El pellet celular fue conservado a -20 °C hasta la determinacién de proteina
mediante el método de Bradford.

Se adicion6 1,0 mi de reactivo de Salkowski (Gordon y Weber, 1951) a cada tubo
y se mezcld por inversién. Se prepararon 3 réplicas por ensayo.

El contenido de la prueba fue trasvasado a tubos de ensayo e incubado durante
20 min en oscuridad a temperatura ambiente. La aparicién de diferentes colores y
tonalidades que oscilan entre el color rosa palido y el naranja oscuro fue indicativa
de la produccién de AlA.

Se determiné la absorbancia a 535 nm, utilizando una mezcla de 1,0 mi del medio
de cuitivo correspondiente y 1,0 ml de reactivo de Salkowski como referencia.

Para determinar las concentraciones de AIA producidas se realizé6 una curva
patrén usando acido 3-indol acético (CDH Ltd., India).

2.6.2. Determinacioén de proteina

Se ha utilizado el Kit de proteina de acuerdo al método de Bradford, Merck

Millipore. Este método se empled para determinar la concentracion de proteina en
células enteras, como se describe a continuacion:

Se tomaron alicuotas de 25 pl de la suspensidn celular y se adicioné 1 volumen de
NaOH 1 N. Se agitd en Vértex y se sometié a ebullicibn durante 20 min.

La suspensién se centrifugd a 12 000 r.p.m. durante 5 min para eliminar los restos
celulares.

Se tomaron alicuotas de 50 pl del sobrenadante y se complet6é con agua destilada
hasta un volumen final de 500 pL.

De la mezcla anterior, se tomaron alicuotas de 50 pL y se completaron con agua
destilada hasta un volumen final de 800 ulL. Cuando fue necesario se diluyeron o
concentraron las muestras.

Se adicionaron 200 pl de reactivo de Bradford (Merck) y se agité en Vértex. La
lectura se realizd entre 2 y 60 min después de iniciada la prueba.
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La concentracion de proteina se calculé después de registrar los valores de
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm frente a un blanco
que contenia 800 ul de agua y 200 pl del reactivo de Bradford.

La concentracion de proteina se calculé mediante interpolacién respecto a una
curva patron que se preparé con Seroalblmina bovina (Biogenlab) y medida a una
longitud de onda de 595 nm.

2.6.3. Evaluacioén de la solubilizacion de fosfatos

La metodologia de solubilizacién de fosfatos se realizd en base al protocolo

utilizado por Nautiyal (1999), cuyos pasos se describen a seguir:

Las cepas fueron reactivadas en medio TSB y crecidas por 24 - 48 h a 28 °C a
120 rpm hasta aicanzar una D.O goo nm de 1,0.

Las placas de Petri conteniendo medio LB suplementado con 0,1 % de fosfato
tricalcico, fueron servidas y secadas por espacio de 30 minutos en camara de flujo
laminar.

Las cepas fueron inoculadas a razén de 5§ pL de manera equidistante, empleando
4 evaluaciones por placa y luego incubadas a 30 °C.

Las evaluaciones se realizaron a los 4, 8 y 12 dias después de la inoculacion.

Las placas que mostraron actividad de solubilizacién de fosfatos tuvieron un halo
transparente alrededor de la estria, el tamafno del halo fue evaluado para estimar
el grado de solubilizacién de fosfato, mediante la eficiencia (E) en la solubilizacién

bajo la siguiente formula:
E= (Diametro de Solubilizacién/diametro de crecimiento colonia x 100)

2.6.4. Evaluacion del antagonismo y antibiosis contra Rhizoctonia solanii y

Rhizoctonia oryzae sativae

2.6.4.1. Método para evaluar antibiosis

Los hongos fitopatégenos Rhizoctonia solanii y Rhizoctonia oryzae sativae fueron
cultivados en placas de Petri con medio de cultivo PDA para luego ser incubados
durante 5 dias a 30 °C. Se realizaron dos réplicas.
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Se cultivé cada rizobacteria de manera independiente, en 3 ml de medio de cultivo
TSB durante 24 h a 30 °C, en agitacién continua a 170 r.p.m. hasta alcanzar una
suspensién de densidad 6ptica de 1,0.
Las placas de Petri fueron servidas con medio PDA. Se extendié la suspension
bacteriana con ayuda de una espatula de Digraisky, esperando 5 min. Se
realizaron tres réplicas.
Con la ayuda de sacabocados estériles (Diametro = 6 mm), se colocaron discos
de micelio de Rhizoctonia solanii y Rhizoctonia oryzae sativae en el centro de
cada placa. Se realizaron 3 repeticiones. Una placa control fue realizada sin la
inoculacién de cepas problema y el hongo fitopatégeno.
Los cultivos se incubaron durante 5 d a 28 °C. El efecto anti flungico de las
rizobacterias fue identificado mediante la inhibicién del diametro del hongo
fitopatbégeno. Al finalizar se determin6 el diametro de crecimiento del micelio del
hongo (mm). Para cuantificacién se determiné el porcentaje de inhibicién de
crecimiento, mediante la siguiente formula:

% Inhibicién de crecimiento: (R1-R2/R1) * 100
Donde, R1 es el diametro del micelio inhibido y R2 el didmetro del micelio control.

2.6.4.2. Método para evaluar antagonismo

Las cepas de Rhizoctonia solanii y Rhizoctonia oryzae sativae fueron cultivadas en
placas de Petri con medio de cultivo PDA.

Al finalizar el crecimiento, se colocd un disco de agar (diametro 6 mm) donde
crecidé Rhizoctonia solanii y Rhizoctonia oryzae sativae en el medio de una placa
de Petri con medio PDA. Se prepararon 3 réplicas.

Las rizobacterias de forma independiente fueron cultivadas, en 3 mi de medio de
cultivo TSB, durante 24 h a 30 °C, en agitacién continua a 170 r.p.m. hasta

~alcanzar una D.O ggo nm de 1,0.

Las rizobacterias fueron inoculadas a razén de 5 plL de cada cultivo en los tres
extremos equidistantes del hongo, y un cuarto fue inoculado con el medio de
cultivo a manera de control.

Las placas se incubaron durante 5 d a 28 °C. Al finalizar la incubacién, el efecto
antagonista de las bacterias aisladas contra el hongo se confirmé por el
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crecimiento del hongo y la aparicién de un halo de antibiosis alrededor de la
colonia bacteriana. Se determiné el porcentaje de inhibicion de crecimiento
mediante la siguiente férmula:

% Inhibicién de crecimiento: (R1-R2/R1) * 100
Donde, R1 es el radio maximo de la colonia del hongo fitopatégeno en la placa
control y R2 el radio de la colonia fingica opuesta a la colonia bacteriana.

2.7. Anilisis estadisticos _

En cada uno de los analisis se procedié a calcular la media y su correspondiente
error estandar (ES). Ademas para evidenciar diferencias significativas se empleé el
andlisis ANOVA, y el andlisis multivarianza t-test de Tukey (P<0,05) y Duncan
(P<0,05), del paquete informatico XLSTAT 2016.1 (Addinsoft, Francia). Se realiz6 un
analisis de componentes principales (PCA) para analizar las relaciones entre la
produccién basal de AlA, solubilizacién de fosfato y actividad de biocontrol. Se utilizé
el paquete estadistico XLSTAT versién 2016.1 software (Addinsoft, Francia).
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Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Colecta y analisis fisicoquimico de suelos

Los suelos donde provinieron las plantaciones de arroz son contrastantes en sus
propiedades fisicoquimicas. Ambos suelos no presentan problemas de sales, un nivel
medio de materia organica y una concentracién normal de nitrégeno. En el suelo de
Picota el pH es neutro y en Cacatachi es moderadamente acido (Tabla 2).

Tabla 2: Ubicacién geogréfica y analisis fisicoquimicos de suelos cultivados con
arroz en la region San Martin.

Ubicacién geografica Picota Cacatachi
Altitud 196 msnm 284 msnm
Latitud Sur : 6° 55" 24,9 6°28° 8,63
Longitud Oeste 76°217436° 76°26” 32,29”
Andlisis fisicoquimicos Picota Cacatachi
% Arena 13,6 49
% Arcilla 52,8 41,4
Textura o) imo 336 9.6
Clase textural Arcilla Arcilla
pH 7,16 6,46
C.E (uS) 682 517,12
Materia orgénica (%) 3,45 3,12
%N 0,173 0,156
P (ppm) 15,63 9,36
K {(ppm) 2924 142,12
CiCc 35,8 12,57
Ca? 32,15 10,23

Los suelos de las zonas muestreadas, poseen un rango de pH cercano a la
neutralidad. Beneduzi et al. (2013) reporté que el pH y el porcentaje de arcilla en
suelos cultivados con plantaciones de cafia de azicar, fueron los mayores factores
que afectaron la diversidad de bacterias diazotréficas, mientras que la materia
organica lo es en menor efecto. La caracterizacion de los aislamientos diazotréficos,
acompafiado de la morfologia microscépica y la forma de la colonia, muestra una
elevada diversidad. Fierer y Jackson (2006), consider6 el pH como la caracteristica
del suelo mas Gtil para predecir la riqueza y diversidad de los suelos. Existe una
correlacion directa entre la alcalinidad del suelo y la diversidad genética, es decir
suelos con altos indices de diversidad, muestran pH altos.
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3.2. Aislamiento y caracterizacion de bacterias diazotréficas

La busqueda y seleccibn de microorganismos que promueven el crecimiento
vegetal no solo es importante para una agricultura sustentable, también lo es para la
salud del suelo y la salud humana (Bishnoi et al., 2015). Ciertos microorganismos
tienen la facultad de fijar el nitrogeno atmosférico (Ny), el cual es reducido a amonio
(NH3) pudiendo ser aprovechado por la planta (Dawe et al.,, 2000). Estos
microorganismos son llamados diazotréficos y se ha demostrado la capacidad de
captacion de nutrientes, tolerancia a estreses, produccién de fitohormonas,
solubilizacién de fosfato inorganico y mejora en la promocion del crecimiento
(Gururani et al., 2012).

Sesenta aislamientos de posibles diazotréficos fueron obtenidos usando dos
medios de cultivo libre de nitrégeno combinado (Burk y MJV). Un mayor nimero de
diazotréficos fue obtenido de suelos de picota creciendo en medio MJV (36,7%). En
relacion a la variedad de arroz, la mayor cantidad de aislados diazotréficos
rizosféricos provino de la variedad La Esperanza (41%), seguido de La Conquista
(11%) y finalmente de la variedad Capirona (8%). La proporcion entre bacterias Gram
positivas y Gram negativas es de 51,7% y de 48,3% respectivamente. La gran
mayoria de los aislamientos fueron de forma bacilar y con actividad catalasa, siendo
variables en sus caracteristicas morfocoloniales, como se observa en las Figuras 3, 4
y 5yenla Tabla 3.

Figura 3. Primer plano de la morfologia de colonias de bacterias aisladas de la
rizésfera de arroz, creciendo en agar Burk y MJV.

En relacién a la caracterizacidén microscopica y morfocolonial se evidencié una

elevada diversidad entre los aislamientos. Después del aislamiento, una adecuada

caracterizacion morfologica, bioquimica y molecular es necesaria para la correcta
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identificacién de bacterias diazotréficas (Baldani et al., 2014). Los medios usados en
la investigacion fueron Burk (Wilson y Knight, 1852) y MJV (Baldani et al., 2000),
permitié recuperar esta gran diversidad. Vessey et al. (2003), report6 el aislamiento
de una gran diversidad de bacterias rizosféricas diazotréficas a partir de la rizésfera
de importantes cultivos en suelos de Cheongju, Korea.
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Figura 4. Morfologia bacteriana (tincibn de Gram) y detalle de colonias de cepas
diazotréficas aisladas de riz6sfera de arroz en medio Burk. A) La2b4; B)
la2b1; C) la1a6; D) la3c5; E) ia2b2; F) la1a5; G) labc4; H) lasc¢2; 1) laéet; J)
lasc1; K) la6c4 L) {a5c¢s.
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Figura 5. Morfologia bacteriana (tincion de Gram) y detalle de colonias de cepas
diazotréficas aisladas de rizésfera de arroz en medio MJV. A) LaSb2m; B)
La3c3m; C) La5b3m; D) p1c3m; E) p2eim; F) psb3m; G p3a3m; H)
p2aim; I p7bim, J) pSe3m; K) p9d3m,; L) p9a3m.

Todas las bacterias rizosféricas aisladas fueron capaces de crecer en los
siguientes subcultivos en medio Burk y MJV, ambos libres de nitrégeno, si bien esto
demuestra su capacidad de fijacion de nitrégeno sera necesario evidenciar la
presencia del gen nifH (codifica la nitrato reductasa), método basado en el uso del
isotopo '°N y la reduccién del acetileno en efileno (Hardarson y Atkins, 2003). La
caracteristica diferencial de crecimiento diazotréfico, se evidencié mediante la
formacion de una pelicula cercana a la superficie del medio semisélido. A pesar de
los avances en tecnologias de secuenciamiento de ultima generacién, en muchos
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casos el aislamiento inicial y la identificacién de estos diazotréficos requieren medios
semisdlidos, en principio el medio semi-solido permite el crecimiento bacteriano bajo
condiciones donde la nitrogenasa sensible al oxigeno requiere proteccion (Baldani et
al., 2014).

En el presente estudio se recuperaron y purificaron 23 aislamientos diazotréficos
putativos en medio Burk, es posible que solo algunos aislamientos sean
considerados verdaderos diazotréficos, tal como lo demostré Park et al. (2005), de 27
cepas elegidas en un proceso de seleccion primario, solo 5 cepas mostraron
actividad nitrogenasa. Sarathambal et al. (2015), recuperé 60 aislamientos de
bacterias diazotréficas putativas en medio malato libre de nitrégeno, de los cuales
solo 11 fueron reconfirmados como verdaderos diazotréficos basandose en evidencia
molecular (gen nif) y de la actividad nitrogenasa. Estas bacterias no-diazotréficas son
probablemente bacterias oligotrofas, que utilizan el nitrogeno fijado y liberado por los
verdaderos diazotréficos (Beneduzi et al., 2013).
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Tabla 3. Caracteristicas de aislamientos diazotréficos rizosféricos aislados de 2 suelos procedentes de ia

regiéon San Martin.
Codigo . Variedad de Medio |  Cargeteristicas microscépicas Caracteristicas morfocoloniales
Cepa tra(:)eajo Procedencia arroz cu:lt:vo Gram Forma Agrupacién  Catalasa Mucosidad Elevaci(m_ ) Bordgr 7 Consistencia Color ;
1a2bd 1LB  Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk - Bacilo individuales - - convexo entero cremosa blanco
1a2b3 2LB  Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk - Bacilo individuales - + convexo entero cremosa blanco
1a2bl 3LB Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk - Bacilo individuales - - plano entero gelatinosa  blanco
lalaé 4B  Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk’ + Bacilo individuales + + plano irregular cremosa  amarillo
1a3cs SLB Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk + Bacilo Individuales + - plano entero cremosa blanco
1a2b2 7LB  Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk - Bacilo individuales - - convexo entero cremosa blanco
lalas 8LB Lamas-Cacatacht Laesperanza  Burk - Bacilo individuales + - plano entero cremosa blanco
1a3c3 9LB Lamas-Cacatachi Laesperanza  Burk - Bacilo individuales - + convexo entero cremosa 3 blanco
la6cd 10LB Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk . Bacilo individuales - + convexo entero cremosa blanco
lalad 12LB  Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk - Bacilo individuales + - convexo  Irregular cremosa blanco
1aS¢2 13LB Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk + Bacilo individuales - + convexo  Irregular gelatinosa  blanco
laSc4 14LB Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk + Bacilo individuales - - convexo  Irregular cremosa blanco
ladc2 15LB Lamas-Cacatachi La conquista  Burk + Bacilo individuales - + convexo  Irregular cremosa blanco
la3c6- 16LB Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk + Bacilo individuales - - convexo  Irregular cremosa  amarillo
laécl 17LB Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk - Cocobaciloe  individuales + + convexo entero gelatinosa  blanco
la6c2 18LLB Lamas-Cacatachi La conquista  Burk - Bacilo individuales - + convexo entero cremosa blanco
1aS¢S 19LB Lamas-Cacatachi La conquista  Burk - Bacilo individuales - - convexo entero cremosa blanco
lascl 21LB Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk + Bacilo individuales + - plano Irregular cremosa blanco
la6cd 221 B Lamas-Cacatachi Laconquista  Burk - Bacilo individuales’ - - convexo entero cremosa blanco
La3csm 1M  Lamas-Cacatachi  Capirona MIV + Bagilo individuales + + plano Irregular cremosa  marrén
La5b2m 2tm  Lamas-Cacatachi  Capirona MIV + Bacilo individuales - + plano entero cremosa  blanco
Ladalm 4LM  Lamas-Cacatachi  Capirona MV + Bacilo individuales + + plano entero cremosa  blanco



La5b5m
La3cam
La3c2m
Lalalm
Lada3m
LaSbdm
La3b3m
La3b7m
ta3bim
La3c3m
LaSbim
Laladm
La5b3m
plc3m
pia3m
p2eim
p9b3m
p2blm
p3a3m
p2alm
p7bim
p9e3m
p5b2m
p2cim
p4c3m
p9f3m
p5d2m
p8d3m

5LM
6LM
SLm
9LM
1o0tm
1itmMm
12tMm
13tMm
14lmM
16LM
17LM
18LM
19iM
1P
3p
5P
6P
7P
8P
9P
iop
11p
12p
14p
15p
16P
17p
18p

Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Lamas-Cacatachi
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota
Picota-Picota

Capirona
Capirona
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
Capirona
Capirona
Capirona
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza
La esperanza

Miv
Miv
Miv
MV
Miv
Miv
MV
Miv
Miv
Miv
Miv
Miv
Miv
MV
Miv
Miv
Miv
Miv
Miv
Miv
MV
Miv
Miv
MV
MV
Miv
Miv
MV

+ + + 4+

+ + +

+ + +

Bacilo
Bacilo
Coco
Bacilo
Bacilo
Bactlo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Cocobacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bactlo
Bactlo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

individuales
individuales
Estreptococos
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales

Estreptobacilos

individuales
individuales
individuales
individuales
individuales

Estreptobacilos

individuales
individuales
Diplobacilos
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales
individuales

+ 4+ o+ + + +

-+

plano
plano
convexo
convexo
convexo
convexo
CcOnvexo
plano
convexo
convexo
convexo
convexo
Convexo
convexo
convexo
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano
plano

entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
entero
Irregular
Festoneado
irregular
irregular
irreguiar
entero
irregular
entero
entero
entero
irregular
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cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa

gelatinosa
cremasa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa

gelatinosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa

blanco
amarillo
blanco
blanco
blanco
blanco
blanco
blanco
blanco
amarillo
blanco
amarillo
blanco
blanco
blanco
marrén
blanco
blanco
Crema
blanco
blanco
blanco
blanco
blanco
amaritlo
blanco
blanco
amarillo
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pld3m  19P Picota-Picota  Laesperanza  MIV +  Cocobacilo individuales - - plano irregular cremosa marrén
pla2 20P Picota-Picota  {aesperanza  Burk + Bacilo individuales + . plano irregular cremosa  blanco
p9d3m  21P Picow-Picota  Laesperanza MIV + Bacilo individuales - - plano entero cremosa  amarillo
p9a3m  22P Picota-Picota  Laesperanza MV + Bacilo Diplobacilos + - plano entero cremosa  amarillo
pib2 23p Picota-Picota  Laesperanza  Burk + Bacilo individuales - - plano entero cremosa  blanco
pSa2m 24P Picota-Picota  Laesperanza MV - Cocobacilo individuales + - plano irregular cremosa  blanco
p5c2m  26P Picota-Picota  Laesperanza  MIV - Bacilo individuales + - plano entero cremosa crema
pld2 28p Picota-Picota  Laesperanza  Burk + Bacilo individuales + - plano entero cremosa  marron
p7cim  29P Picota-Picota  Laesperanza  MIV - Bacilo individuales + + convexo  entero gelatinosa  blanco
p7dim  30P Picota-Picota  Laesperanza  MIV + Bacilo individuales - - plano irregular cremosa  blanco
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3.3. Produccién de compuestos indélicos (AlA, acido indol acético)

Solo 03 cepas no fueron capaces de producir AlA en las condiciones establecidas
(p2a1m, La3c3m, p2c1m) (Figura 6 y Tabla 4). En relacion a la produccion basal de
AlA (sin suplemento de L-triptéfano), el 35% de las cepas no produjeron AlA a una
concentracion medible a través de la metodologia establecida. El 75% restante
produjo AlA en un rango muy variable (1,04 — 147,71 ug AlA/ mi de TSB).
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Figura 6. Evaluacion de la produccion de AIA en medio de cultivo sin suplementar y
suplementado con 600 mg de L-triptéfano L™

Cuando se estudié el potencial de las cepas para producir AIA (600 mg de L-
triptéfano L), solo el 10% de las cepas no produjeron cantidad detectable de AIA. El
90% de las cepas produjo AlA en un rango muy variable (0,76 — 102,84 ug AlA/ mi de
TSB). Cabe mencionar que el 78,3% de las cepas evaluadas mostraron un aumento
en la produccién de AlA superior cuando el medio se suplement6 con 600 mg de L-
Triptéfano. El 21,7% de las cepas mostraron un comportamiento diferente, reduccién
de la produccién de AIA cuando el medio fue suplementado con L-triptéfano. La
produccioén basal de AIA en medio TSB sin triptéfano de ias cepas La5c5 y Lata4
procedente de Cacatachi fue estadisticamente diferentes al resto de cepas, Sin
embargo no hubo diferencias significativas en la produccién potencial de AIA en
medio suplementado con triptéfano de las cepas.

En relacion a la produccioén de AIA expresado en mg de proteina celular, el rango
estuvo entre 0,02 a 73,1 yg AIA/ mg de proteina. Por el contrario el medio
suplementado la produccion de AIA expresada en proteina celular fue menor. La
produccién basal de AIA en medio TSB sin triptéfano/ mg de proteina fue
estadisticamente significativa en las cepas la5c¢c1, la5¢5, p7bm1, p1a2 y p9e3m,
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diferenciandose del resto de cepas. La produccién de AIA en medio TSB con
triptéfano/mg de proteina fue estadisticamente significativo en las cepas p7bim y
p1a2, ambas aisladas de Picota.

Tabla 4. Evaluacién de la produccién de acido 3-indol acético (AIA) en condiciones
en medio TSB suplementado con 600 mg L-triptéfano L(TSB + T) vy sin
suplementar (TSB - T).

C(()3 géG ug AIA/ ml de TSB ng AIA/ mg de proteina
CEPA TRABA
1O TSB -T TSB +T TSB -T TSB +T
pib2 23P 9,95 KLMNOP 0,000 1,32 DE 0,00K
1a2b3 2LB 9,79 KLMNOP 13,02 JKLMNO 1,40 DE 1,15 HIUK
la5¢2 13LB 8,39 LMNQOP 15,71 JKLMNO 6,13 DE 1,13 HUK
pSc2m 26P 7,22 MNOP 7,58 KLMNO 1,80 DE 0,86 JK
la3¢3 9LB 63,63C 10,71 JKLMNO 988D 1,08 HUK
p7bim 10P 58,75CD 42 50 EFGHI 33,43B 19,37 A
la4b3m 3LM 56,20 CDE 93,06 A 8,32 DE 2,27 GHIUK
la6cl 171.B 52,09 CDEF 25,06 GHDKLMNO 2,92DE 1,27 GHUUK
lasScl 21LB 50,47 CDEFG 0,000 73,10A 1,30 GHUK
la2b2 7LB 5,76 NOP 16,23 UKIL.MNO 1,01 DE 1,08 HIIX
La5b5m SIM 5,71 NOP 8,07 KLMNO 1,10 DE 0,13K
La5b2m 2LM 5,58 NOP 7,62 KEMNO 0,73 E 0,16 K
lala6 4LB 43,08 CDEFGH 83,65 AB 5,53 DE 1,41 GHUK
E. americanus c(+) 4,53 NOP 9,63 JKLMNO 0,42 E 0,16K
p3a3m 3P 4,22 NOP 11,15 JKLMNO 0,72E 2,27 GHIIK
p9e3m 11P 39,82 DEFGHI 36,26 EFGHIY 21,20C 7,11 CD
p9b3m 3 34,92 EFGHIY 46,15 DEFGH 2,05DE 10,78 B
p9d3m 21P 34,64 FGHIJ 43,82 EFGH 2,10DE 4,49 DEFGH
pSa2m 24P 33,23 FGHIJ 72,55 ABCD 5,16 DE 6,29 CDEF
la6ed 10LB 32,94 GH1J 19,02 GHIJKLMNO 6,89 DE 1,45 GHIJK
lala$ SLB 30,34 GHIUK 33,81 EFGHUK 2,87DE 1,35 GHIJX
pla2 20P 28,75 HUKL 46,87 DEFG 2217C 17,50 A
la2b4 1LB 28,05 HUKIM 30,06 FGHIJKLM 5,15 DE 1,21 GHUK
pSb2m 12P 24,07 HUKLMN 18,20 DKLMNO 1,76 DE 1,28 GHUK
pSd2m 17P 23,70 HUKLMN 0,000 7,49 DE 0,00K
pld3m 19P 22,27 HUKLMNO 5,57 LMNO 2,59 DE 2,72 FGHIJK
1a3cS SLB 20,24 DKLMNOP 18,08 JKLMNO 8,48 DE 1,16 HIJK
Ladalm 4LM 2,27 0P 6,39 LMNO 0,42E 011K
laSc4 14LB 18,44 DKLMNOP 10,47 JKLMNO 5,53 DE 1,25 GHIOK
1a3¢c6 16LB 17,74 JKLMNOP 0,000 7,99 DE 1,34 GHIIK
plc3m 1P 16,33 JKLMNOP 21,45 GHIDKLMNO 2,68 DE 7,34 BCD
a5¢S 19LB 147,71 A 58,49 BCDE 41,87B 1,18 GHIUK
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p7dim 30P 13,99 JKLMNOP 74,21 ABC 5,86 DE 6,40 CDE
p9f3m 16P 12,89 KLMNOP 32,00 EFGHUKL 2,63 DE 8,54 BC
p7cim 29p 11,41 KLMNOP 29,10 FGHUKLMN 3,53 DE 4,77 DEFG
p2blm 7P 11,41 KLMNOP 47,16 CDEFG 3,94 DE 3,31 EFGHIK
lalad 12LB 102,40 B 24,33 GHUKLMNO 7,48 DE 1,32 GHUK
La5b4m 11LM 1,33 OP 6,67 KLMNO 017E 0,16K
pdc3m 15p 1,31 OP 11,88 JKLMNO 0,57E 2,48 GHUK
La3cdm 6LM 1,26 OP 52,81 CDEF 0,18E 1,73 GHUK
ladc2 15LB 0,51 P 0,000 0,08 E 0,89 UK
Laladm 18LM 0,51 P 8,14 KLMNO 0,0SE 024K
p9a3m 22P 038P 28,46 FGHIIKLMN 0,14E 4,51 DEFGH
Lalalm 9LM 020P 19,27 HUKLMNO 0,02E 043K
La3b3m 12LM 0,15P 16,02 DKLMNO 0,02E 026K
La3cSm 1LM 0,15P 12,72 JKLMNO 0,02E 025K
1a2b1 3LB 0,09 P 0,000 0,02F 1,22 GHUK
pld2 28P 000P 15,75 DKLMNO 0,00 E 4,47 DEFGHI
p2elm 5P 0,00 P 7,94 KLMNO 0,00E 4,18 DEFGHIJ
la6c2 18LB 0,00 P 16,02 DKLMNO 000E 1,03 HUK
La3b7m 13LM 0,00 P 29,79 FGHUKLM 0,00 E 0,85 JK
Lada3m 10LM 0,00 P 15,38 UKLMNO 0,00 E 0,62 JK
pla3m 3P 0,00 P 2,14 NO 0,00 E 048K
Lada2m LM 0,00 P 6,54 LMNO 0,00E 024K
la3c8m 15LM 0,00 P 6,79 KLMNO 0,00 E 022K
la3c2m 8LM 0,00 P 4,25 MNO 000E 01K
LaSblm 17LM 0,00P 4,28 MNO 0,00 E 01K
La5b3m 19LM 0,00 P 2,48 NO 0,00 E 0,06 K
p8d3m 18P 0,00 P 0,100 0,19E 0,02K
La3blm 14LM 0,00 P 0250 0,00E 0,01 K
p2alm 9p 0,00 P 0,000 0,00E 0,00 K
La3c¢3m 16LM 0,00 P 0,000 0,00E 0,00K
p2clm 14P 0,00 P 0,00 0 0,00 0,00 K

La produccién de fitohormonas es el mecanismo mas usado para explicar los
beneficios de las PGPR sobre las plantas (Garcia de Salamone et al., 2005), jugando
un papel fundamental en su crecimiento y desarrollo. Cepas de bacterias fijadoras de
nitrégeno son capaces de producir AlA. La produccién de AlA por la cepa la5¢c1
(73,10 pg AlA/mg proteina) fue similar a lo reportado por Venieraki et al. (2011) en
cepas diazotréficas productoras de AIA en el rango de 18,4 a 194,8 ug AlA/mg
proteina. Sarathambal et al. (2015), reportdé que Serratia sp. CB2, alcanzd una
produccién maxima de 36,8 pg AlA/mg proteina, muy superior a lo reportado en la
presente investigacion. Con el fin de usar estas cepas con gran potencial de
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produccién de AIA como biofertilizantes para arroz, es necesario realizar bioensayos
para inducir germinacién temprana, proliferacién de raices laterales y pelos radicales,
y asi evitar un efecto negativo y/o fitotoxicidad como inhibicioén de la germinacion por
excesiva concentracién de AlA (Bose et al., 2016).

3.4. Solubilizacién de fosfato tricalcico insoluble

El 61,7% (35 cepas) de las cepas aisladas pudo solubilizar el fosfato tricalcico en
el medio LB (0,1%), el cual se evidenci6 por la formacién de un halo claro alrededor
de las colonias (Figura 7). La Tabla 5§ muestra la eficiencia de la solubilizacién de
fosfato tricalcico insoluble. El 33,3% (20 cepas) crecieron en dicho medio pero no
tuvieron actividad de solubilizacién, y solo 5% (3 cepas) no fueron capaces de crecer
en dicho medio. Se observé una actividad de solubilizacién temprana (a los 4 dias
después de la inoculacién) en el 55% de las cepas en estudio, alcanzando una
mayor actividad de solubilizacién la cepa p7b1m con 327,33 de eficiencia a los 4 dias
y una eficiencia maxima de 336,33 a los 12 dias. La cepa control de Ensifer
americanus 5750R fue capaz de solubilizar fosfato tricélcico en medio LB,
alcanzando una eficiencia en la solubilizacion de 225,71, siendo superadas por
muchas cepas nativas (Figura 7).

Figura 7. Ensayo de solubilizacion de fosfato en medio LB suplementado con 0,1%
de fosfato tricalcico. A) Ensifer americanum 5750R B) p7b1m; C) [a2b2.
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Al finalizar la evaluacion (12 dias después de la siembra), las cepas p7bim,
pob3m, la2b2, la3c5m y p2b1im, alcanzaron una eficiencia de solubilizacién superior
al 300% estadisticamente significativa y superior al resto de cepas.

Tabla 5. Eficiencia de la solubilizacion de fosfato tricalcico insoluble a los 4, 8 y 12
dias después de la inoculacion de cepas diazotréficas rizosféricas en medio
LB suplementado con 0,1% de fosfato tricalcico insoluble.

Cédigo de ad 8d 12d

Cepa trabajo
p7blm 10 32733 A 336,66 A 336,66 A
p9b3m 6 21047 E 260,47 BCDE 316,46 A
la2b2 7 286,84 BC 29235B 3043 A
La3cSm 1 29235B 285,14 303,54 A
p2bim 7 184,87 EFGH 242,54 DEFG 303,41 A
la2b3 2 307,67 AB 258,63 BC 258,63 B
La3b7m 13 157,33 FGHIJ 214,14 GHIY 243,52BC
Lalalm 9 214,61 DE 243,92 DEFG 243,44 BC
la4b3m 3 191,24 EFGH 204,99 HIJKL. 242,77 BC
La3cdm 6 0,00 201,86 HUUKL 237,50 BCD
E. americanus  Control (+) 199,63 EF 226,49 EFGH 228,65 BCDE
La3blm 14 182,73 EFGHI 199,91 HUKL 225,94 BCDEF
La5b4m 11 160,49 FGHLY 224,75 FGH 224,87 BCDEF
p5c2m 26 285,92 BC 267,29 BCD 223,8 BCDEF
La3c2m 8 183,18 EFGHI 222,079 FGHI 223,17 BCDEF
Lada3m 10 108,57K 154,23 MNOP 221,40 BCDEF
plc3m 1 219,772 DE 209,97 GHIUK 209,97 CDEFG
p9d3m 21 186,65 EFGH 186,64 JKLM 258,63 B
lala6 4 214,82 DE 198,59 HIJKL 208,46 CDEFG
la5¢l 21 207,18E 210,39 GHIJK 202,16 CDEFG
1a3c8m 15 154,97 GHIJ 174,52 KLMNO 198,34 CDEFGH
lalad 12 152,27 GHIJ 152,57 MNOP 195,69 CDEFGH
laSc4 14 0,00 182,16 JKLMN 195,66 CDEFGH
pid3m 19 182,83 EFGHI 182,83 JKLMN 182,83 EFGHI
la6c4 10 194,87 EFG 220,62 HIJKL 198,85 DEFGH
La3c3m 16 140,79 DK 158,11 MNOP 177,37 FGHII
p2alm 9 177,35 EFGHIJ 177,35 JKLMNO 177,35 FGHIJ
la3¢c6 16 156,22 GHIJ 176,06 KLMNO 170,77 GHLIK
La5b3m 19 135,63 1K 146,68 NOP 157,90 HUKL
la 3¢5 5 155,34 GHIJ 148.67 NOP 147,34 DKL
p5a2m 24 187,18 EFGH 187,18 DKLM 190,68 DEFGHI
p9a3m 22 269,97 BC 252,53 CDEF 188,48 EFGHI
pld2 28 182,73 EFGHI 182,73 JKLMN 185,07 EFGHI
pld3m 0,00 0,00 182,83 EFGHIJ
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La3c3m 16 140,79 UK 158,11 MNOP 177,37 FGHU
p2alm 0,00 0,00 177,35 EFGHIY
la3c6 0,00 0,00 170,77 GHLIK
LaSb2m 2 150,20 HIJ 170,53 LMNO 134,42 JKIM
la2bl 3 148,41 HIJ 143,02 OP 133,91 JKL
la2b4 1 148,41 HIJ 143,02 OP 133,91 JKL
p7clm 29 107,25 K 109,63 Q 127,58 KL
la5¢c2 13 152,87 GHIJ 132,58 PQ 118,85L
pla3m 3 ' NC
p9e3m 11 NC
p2cim 14 NC
Ladalm 4 CNS
Lasb5m 5 CNS
La3b3m 12 CNS
La5blm 17 CNS
Laladm i8 CNS
lala5 8 CNS
la3¢3 9 CNS
ladc2 15 CNS
la6el 17 CNS
la6c2 18 CNS
p2elm 5 CNS
p3a3m 8 CNS
p5b2m 12 CNS
pdc3m 15 CNS
pof3m 16 CNS
pSd2m 17 CNS
p8d3m 18 CNS
pla2 20 CNS
plb2 23 CNS
p7dim 30 CNS

NC: No crecid; CNS: Creci6 pero no solubilizé

El fosforo es un elemento limitante en el cultivo de arroz (da Costa et al., 2015),
teéricamente algunos fijadores de nitrégeno, tienen la capacidad de solubilizar los
fosfatos insolubles en los suelos, haciendo mas eficiente la nutricién de las plantas.
La eficiencia en la solubilizacion de fosfato tricalcico alcanzé niveles de hasta 336,66
% con aislamientos nativos de suelos rizosféricos. Sarathambal et al. (2015), reporté
niveles de solubilizacién de fosfato tricalcico insoluble de 250 % para Serratia sp.
CB2, siendo inferiores a nuestras cepas. Por el contrario, Castellano-Hinojosa et al.
(2015), reportd el aislamiento de Burkholderia multivorans C16 expresando altos
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valores de eficiencia en la solubilizacién de fosfato de 1363%. Debido a que los
suelos en estudio poseen pHs cercanos a la neutralidad, la seleccién de bacterias
usando fosfato tricalcico insoluble es adecuada, y probabiemente debido a la
produccion de &acidos organicos (Bashan et al.,, 2012). Hubieron cepas de
microorganismos que crecieron en la placa con medio suplementado con fosfato
tricalcico, pero no mostraron actividad de solubilizacién de fosfato a través del halo
caracteristico. Esto ocurre cuando el tipo de solubilizacion se denomina
acomplejamiento de metales (Arcand y Schneider, 2006), es decir la liberacién de
agentes quelantes sin la formacién del tu’pido halo de solubilizacién. Es por esa razén
que debe evaluarse constantemente el potencial de solubilizacion de fosfatos en las
cepas, bajo condiciones “in vitro”, a nivel de invernadero y en campo.

3.5. Ensayos de actividad anti fangica

Los ensayos de actividad antifingica se | llevaron a cabo mediante dos
evaluaciones: Antagonismo, enfrentandose en cuitivo dual cepa bacteriana y hongo
fitopatégeno, y la antibiosis, enfrentando en el mismo espacio cepa bacteriana y
hongo fitopatégeno. El 38,3 % de las cepas tuvo capacidad antagonista contra
Rhizoctonia solanii, siendo la mas efectiva la cepa 1a3¢3 con un 88,59% de inhibicion
(Figura 8, Tabla 6) y solo el 31,7% contra Rhizoctonia oryzae sativae, siendo la mas
efectiva la cepa 1a2b3, con un 72,37% de inhibicién (Figura 8, Tabla 6).



Figura 8. Evaluacién del antagonismo de bacterias diazotréficas aisladas de Ia
rizbsfera de arroz, contra cepa de Rhizoctonia solanii.

Figura 9. Evaluacién del antagonismo de bacterias diazotréficas aisladas de la
rizésfera de arroz, contra cepa de Rhizoctonia oryzae sativae.
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En relacién a la antibiosis, el 81,7% de las cepas bacterianas redujo el didmetro de
la colonia fungica de Rhizoctonia solanii, siendo la cepa la6c4 la que alcanzé una
mayor antibiosis contra este hongo (92,72 %) (Figura 10, Tabla 86).

Figura 10. Evaluacién de la antibiosis de bacterias diazotréficas aisladas de la
rizésfera de arroz contra la cepa de Rhizoctonia solanii.

Asi mismo el 70% de las cepas bacterianas redujo el didmetro de la colonia
fungica de Rhizoctonia oryzae sativae, siendo la cepa la2b2 la que alcanz6 una
mayor antibiosis contra este hongo (Figura 11, Tabla 6).
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Figura 11: Evaluaciéon de la antibiosis de bacterias diazotréficas aisladas de la
rizsfera de arroz, contra la cepa de Rhizoctonia oryzae sativae.

En general un mayor porcentaje de cepas bacterianas con capacidad antifingica
son provenientes de la zona de Cacatachi aisladas en medio Burk (63,2%), frente a
los aislamientos de la zona de Cacatachi en medio MJV (37,5%) y de aquellos de la
zona de Picota (8 y 20%, para los medios de Burk y MJV, respectivamente).

Se evidencio diferencias significativas entre las cepas cuando se evaluaron las
propiedades anti flingicas (antagonismo y antibiosis) de las bacterias rizosfericas,
contra Rhizoctonia solanii, mas no contra Rhizoctonia oryzae sativae.

La Tabla 6 muestra la evaluacion realizada de! efecto antifingico de las cepas
bacterianas aisladas contra las cepas de hongos fitopatégenos de Rhizoctonia solanii
y Rhizoctonia oryzae sativae, utilizados en las pruebas de antagonismo y antibiosis.
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Tabla 6. Evaluacién del efecto fungicida a través de antagonismo y antibiosis, de
cepas fitopatdgenas de Rhizoctonia solanii y Rhizoctonia oryzae sativae por
bacterias diazotréficas rizosféricas. Las letras en maytscula representan las
diferencias significativas entre cepas y las letras minusculas significan
diferencias significativas de una misma cepa en los diversos tratamientos

experimentales.
Rhizoctonia solanii Rhizoctonia oryzae sativae
Cepa cédigo‘de % inhibici(m % in!li!)ic.ién % inhibici(m % inl.'li!)ic.ién
trabajo antagonismo antibiosis antagonismo antibiosis
la2b2 7LB 70,22 CDEF b 91,50Aa 69,85 ABCD 9167Aa
p9a3m 22p 60,671 b 88,96 Aa 58,52GHb 90,84 AB a
la5c4 14LB 65,78 EFGHI b 91,11 Aa 64,37 DEF Db 90,31 ABa
la3¢3 9LB 88,59 Aa 91,01 Aa 66,22 BCDEF b 89,89 AB a
LaSblm 17LM 65,96 EFGHI b 91,17 Aa 61,63 FGb 89,23 AB a
la3c¢c6 16LB - 7430Cb 91,51 Aa 69,33 ABCD b 89,13 ABa
1a2bi 3LB 72,07CD b 90,70 A a 69,33 ABCD b 88,63 AB a
la2b4 1LB 68,15 DEFGH b 87,54 Aa 65,41 CDEF b 88,37 ABCa
1a5¢5 19LB 66,52 DEFGH b 90,43 Aa 63,56 EFG b 87,88 ABCa
lalad 12LB 79,78 Bb 89,52 Aa 70,81 ABC¢ 87,68 ABCa
la2b3 2LB 68,44 DEFG b 90,31 Aa 7237 Ab 87,63 ABCa
la6e4 10LB 63,15 Hib 90,7Aa 62,48 FGDb 82,81 BCDa
La3cdm 6LM 64,00 GHI ¢ 89,08 Aa 67,26 ABCDE ¢ 82,62CDEDb
La5b2m 2LM 70,44 CDEb 88,41 Aa 68,96 ABCDEb  8145DE ab
p7bim 10P 64,52 FGHI ¢ 90,09 A a 67,33 ABCDE ¢ 80,34EDb
La3c2m 8LM 68,74 CDEFG ¢ 88,85Aa 71,04 AB ¢ 80,07Eb
la6el 17LB 0,00M¢ 81,28Ba 0,00J¢ 62,18Fb
pla2 20P 0,00Mc 76,03 BCD a 0,00J¢ 6140Fb
p5d2m 17p 0,00M¢c 71,30 CDEFGH a 0,00J¢ 6130Fb
Ladalm 41LM 0,00 Mc 75,84 BCD a 0,00J¢ 5961 Fb
plc3m 1P 0,00Mc 73,56 CDE a 0,00 ¢ 5946Fb
p7dim 30P 0,00Mc 68,68 EFGH a 0,00J¢ 578 FGb
La3b3m 12LM 0,00Mc 71,97 CDEF a 0,00J¢ 53,11 GHb
la5ct 21LB 0,00Mc 75,66 BCD a 0,00J¢ 50,08 HIb
la3c5 5LB 0,00Mc 77,11 BCa 0,00J¢ 49,70 HI b
ladc2 15LB 57,56 JKb 75,43 BCD a 29461d 46,50 UK ¢
1ala$ SLB 0,00Mc 65,98 FGHI a 0,00J¢ 46,001JK b
La3c5m 1LM 0,00Mc 76,22 BCD a 0,00J¢ 4542 UKL b
lala6 41.B 0,00Mb 4485Ka 0,00Jb 44,19 JKLM a
Laladm 18LM 58,30Jb 71,61 CDEFG a 0,00)d 4276 KLM¢
p2clm 14P 0,00Mc 74,36 CDE a 0,00J¢ 42,62KILMb
La5b5m 5LM 0,00Mc 6540 GHI a 0,00J¢ 3980LMb
p2blm 7P 5037Lb 65,00HIa 0,00J¢ 3889Mb
La5b3m 19L.M 0,00 M¢ 65,98 FGHI a 0,00J ¢ 3862Mb
La3b7m 13LM 0,00Mc 60,21a 0,007 ¢ 3333Nb
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LaSb4m 11LM 0,00M¢ 61971a 0,00Jc 32,69Nb
p7cim 29p 0,00Mb 33,03La 0,00Jb 3167Na
Lalalm 9LM 52,74 KL a 5245Ja 55778Ha 3145Nb
la5c2 13LB 0,00 M ¢ 53447 a 0,00J ¢ 2946 Nb
p8d3m 18P 0,00Mc 18,81 Pa 0,00J ¢ 99400
pob3m 6P 0,00Mc 3393La 0,00 ¢ 6,300P b
p5c2m 26P 0,00Mb 70,36 DEFGH a 0,00Jb 0,00Pb
p3a3m 8P 0,00Mb 31,04LMa 0,00J b 0,00Pb
p2elm 5P 0,00Mb 29,05LMN a 0,00Jb 0,00Pb
p2alm 9p 0,00Mb 2525 MNO a 0,00Jb 0,00Pb
p9e3m 11P 0,00Mb 2481 NOa 0,00Jb 0,00Pb
pib2 23P 0,00Mb 20,74 OP a 0,00J b 0,00Pb
p4c3m 15P 60,301J a 1,26Qb 0,00Jb 0,00Pb
pld3m 19P 57,56 JK a 0,00Qb 0,00Jb 0,00Pb
La3bim 14LM 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
La4a3m 10LM 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
p5b2m 12P 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
La3c¢3m 16LM 0,00Ma 0,00Qa 0,00 a 0,00Pa
p9f3m 16P 0,00Ma 0,00Qa 0,007 a 0,00Pa
la6c2 18LB 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
p9d3m 21P 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
p5a2m 24P 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
pld2 28P 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa
pla3m 3P 0,00Ma 0,00Qa 0,00Ja 0,00Pa

La evaluacién de las 3 caracteristicas de promocién del crecimiento de bacterias
rizosféricas diazotréficas de arroz (produccidon de acido 3-indol acético AlA,
solubilizacion de fosfatos insolubles y evaluaciéon del potencial antifiingico frente a
dos agentes de la pudricién de tallos y vainas de arroz: Rhizoctonia solanii y
Rhizoctonia oryzae-sativae), no fue exclusivo de una sola cepa.

Gran parte de los aislamientos evaluados, exhibieron actividad inhibitoria de
crecimiento contra dos especies de Rhizoctonia, estos podrian ser usados como
potenciales biopesticidas. Sarathambal et al. (2015), reporté actividad antifungica
contra Rhizoctonia solanii de 11 cepas de bacterias rizosféricas pertenecientes a los
géneros: Enterobacter, Bacillus, Klebsiella y Serratia. Ji et al. (2014). Evalué la
actividad antagonista de Paenibacillus, Bacillus, Klebsiella y Microbacterium contra
R. solanii. Nandakumar et al. (2001), reporté que bacterias de los géneros Bacillus y
Pseudomonas, controlan el quemado de las vainas. Chung et al. (2015), report6 una
nueva especie de Bacillus oryzicola que tiene actividad antifungica contra R. so/anii
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KCTC 40101. En los casos de antagonismo, el mecanismo de accién podria ser
debido a la produccién de metabolitos volatiles o difusibles en el medio de
evaluacion.

Las bacterias rizosféricas diazotréficas en estudio mostraron alguna de las
caracteristicas PGPR analizadas. Con el objetivo de reducir el nimero de variables,
perdiendo la menor cantidad de informacién posible, se realiz6 un andlisis de
componentes principales (Bard y Alemani, 2000; Castellano-Hinojosa et al., 2015).
Este analisis incluyé la produccién basal de AIA (Sin adiciéon de triptéfano), la
produccién potencial de AIA (Con adicion de triptéfano), la eficiencia en la
solubilizacién de fosfato a los 12 dias después de la inoculacién, el antagonismo
contra R. solanii y R. oryzae-sativae, asi como la antibiosis contra R. solaniiy R.
oryzae-sativae; Los cuatro primeros componentes representan el 97,34% de la
varianza.

En el analisis de PCA (Figura 12), el factor 1 representa el 70,13% de la
variabilidad en las propiedades de las cepas, y se encuentra representado por la
eficiencia en la solubilizacién de fosfatos ya que posee una mayor correlacion
positiva con la eficiencia en la solubilizacidon de fosfatos insolubles. El factor 2
representa el 18,63% de las varianzas analizadas y se encuentra representada por el
ensayo de antibiosis en R. oryzae-sativae. El factor 3 representa el 4,84% de las
varianzas analizadas y se encuentra representada por la evaluacién de la produccién
basal de AIA por las cepas diazotréficas. Por ultimo, el factor 4 representa el 3,84%
de las varianzas analizadas y se encuentra representada por la evaluacion del
antagonismo con Rhizoctonia solanii, ademas se observa una correlacién negativa
con la evaluacién de la antibiosis contra R. sofanii. (Tabla 7 y Figura 12).
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Tabla 7: Cargas factoriales (F1, F2, F3 y F4) de la evaluacion de la producciéon basal
de AlA (AIA -Tryp), produccioén potencial de AlA (AIA +Tryp), solubilizacién
de fosfato a los 12 dias (Sol P), evaluacién del antagonismo contra R.
solanii (Antg RS), evaluacién del antagonismo contra R. oryzae-sativae
(Antg RO), evaluacién de la antibiosis contra R. solanii (Antb RS) y
evaluacion de la antibiosis contra R. oryzae-sativae (Antb RO), como
resultado del analisis de componentes principales (PCA).

Parametros de :
evaluacion F1 F2 F3 F4

AlA -Tryp 2,851 7,685 23,385 -0,037
AlA +Tryp 2,411 -1,407 17,374 -2,963
Sol P 110,091 -10,290 -0,509 -0,722
Antg RS 9,863 23,223 0,290 18,414
Antg RO 11,218 23,956 -1,117 9,689
Antb RS 9,611 31,301 -3,716 -14,045
Antb RO 9,644 32,743 -0,738 -6,995

Las cepas p7b1m, la2b2, la3c5m, p2b1m, p9b3m, la2b3, 1a3c3, 1a5c5, tuvieron la
maxima contribucién a la varianza total. De este analisis se deduce que la evaluacién
a nivel de invernadero permitira seleccionar aquellas cepas que de manera individual
0 en conjunto puedan ser utilizadas como biofertilizantes y bioprotectores para
mejorar el rendimiento del cultivo de arroz, con dosis menores de biofertilizantes.
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Variables (ejes F1 y F2: 88,76 %)
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Figura 12. Andlisis de componentes principales (PCA) de los parametros evaluados
en las cepas de bacterias rizosféricas diazotroficas.
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IV. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo indican que:

1. Existe una gran diversidad de microorganismos rizosféricos capaces de expresar
actividades de promocién del crecimiento, mas de una cepa pudo expresar mas de
una caracteristica de promocién “in vitro”.

2. Nuevos microorganismos fueron seleccionados, los cuales seran evaluados en
una préxima etapa de seleccién a nivel de invernadero.

3. Estas cepas potenciales pueden contribuir significativamente a incrementar la
productividad del cultivo de arroz en la regién San Martin.
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V. RECOMENDACIONES

1. Realizar los estudios de identificacion taxonémica (bioguimica y molecular) a nivel
de género.

2. Continuar con los ensayos a nivel de invernadero para la seleccién de cepas
PGPR efectivas, y su efectividad a nivel de rendimiento y proteccién de
enfermedades.
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