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RESUMEN

El cultivo del arroz depende actualmente en gran medida de la fertilizacién quimica,
pero el uso desmedido de este insumo trae como consecuencia contaminacion ambiental y dafios
a la salud humana. Una alternativa ante este hecho es la utilizacion de biofertilizantes a base de
bacterias promotoras de crecimiento vegetal entre ellas Azospirillum brasilense, una bacteria
con propiedades que potencializan el crecimiento de las plantas. En el presente trabajo se evalu6
el efecto de Azospirillum brasilense sobre el crecimiento de plantas de arroz a nivel de
invernadero mediante tres ensayos en los que se utilizé tres tipos de inoculantes: medio liquido
de melaza, vermicompost y una suspension bacteriana sometida a un proceso de liofilizacion
(criodesecacion), en combinacion con tres concentraciones de 4. brasilense 107, 10% y 10° UFC,
ademas un tratamiento testigo sin inocular. Se evalu¢ la altura del tallo, longitud de raiz, peso
fresco y seco de la parte aérea y radicular, asi como la relacion entre la raiz/tallo. Se observo
que al inocular el arroz con el medio liquido de melaza present6 una tendencia positiva en el
crecimiento de las plantas, con pesos frescos aéreos superiores de hasta un 37% (1,6 g) respecto
al testigo, la concentracion de 10% y 10° UFC/ml evidenciaron pesos frescos de raiz mayores a
un 32% (1,5 g) en relacion con el tratamiento de menor concentraciéon 10’ UFC/ml, se obtuvo
un 52% mas que el tratamiento testigo (2,5 g). De igual forma, para la relacion raiz/tallo, la
concentracion 10% UFC/ml con respecto al testigo y la concentracion de 107 UFC/ml, fue
superior hasta un 40% (0,29), no diferenciandose estadisticamente del tratamiento 10° UFC/ml.
En el inoculante vermicompost en la concentracion de 10® UFC/g se evidencid un peso fresco
inferior de hasta un 31% menor (1,5 g) a los otros tratamientos inoculados con la bacteria y el
testigo. Para el caso del inoculante liofilizado, el tratamiento a 10° UFC/ml presentd un peso
fresco aéreo y de raiz de hasta un 22% (0,85 g) y un 41% (1,99 g) respectivamente menor en
comparacion a las otras concentraciones y el testigo, en la evaluacion de las otras variables de

medicion no hubo diferencia significativa referente al testigo.
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1. INTRODUCCION

El arroz es uno de los principales productos de consumo en el pais, principalmente entre
los sectores mas pobres de la poblacion, ya que es la base de su dieta cotidiana (Petrecolla,
2006). El arroz constituye una gran fuente de energia por su alto contenido de hidratos de
carbono y almiddn, es un alimento que aporta a la dieta minerales esenciales como el calcio
y el hierro, ademas de vitaminas como tiamina, riboflavina y niacina, con un bajo contenido

de grasas (Moquete, 2010).

En el periodo 2020/2021 se sembraron 33 668 ha de arroz, concentrandose su produccion
en la regiéon Chorotega (62 %), seguido por la region del Pacifico Central (14 %), region
Brunca (14 %) y Huetar Norte (9 %). La produccion nacional de arroz fue de 152 721 t en
granza seca y limpia. El consumo aparente de arroz de este periodo fue de 234 256 t de arroz
pilado, de los cuales el 43 % se cubrid con arroz nacional, mientras que el 57 % restante con

arroz importado (Corporacion Arrocera Nacional, 2021).

La forma tradicional para suplir las necesidades de nitrégeno en el cultivo de arroz es la
fertilizacién quimica, sin embargo, la aplicacion inadecuada de este insumo constituye una
fuente de contaminacion al suelo y el agua, ya que la cantidad de nitrégeno aplicado al cultivo
estd expuesto a sufrir pérdidas de hasta un 67 %, liberando al ambiente un exceso de
compuestos nitrogenados; aunado a esto el incremento en el precio de los fertilizantes de casi
un 70%, dificulta el suministro adecuado de este elemento al cultivo (Garcia et al., 2010;
Wiggins, 2020; Alfaro, 2022). Una alternativa para reducir el uso de este insumo es la

utilizacion de fertilizantes bioldgicos.

Un biofertilizante se define como una formulaciéon a base de microorganismos, que
promueven el crecimiento de las plantas, mejorando el aporte y la disponibilidad de
nutrientes (Cerna et al., 2021). Los biofertilizantes se pueden producir a partir de
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR), que contribuyen a mejorar
la salud y nutriciéon vegetal por diferentes mecanismos como la tolerancia al estrés,
solubilizacion de nutrientes, fijacion de nitrogeno, produccion de reguladores de crecimiento

vegetal, sider6foros, compuestos organicos volatiles y enzimas protectoras como la quitinasa,
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glucanasa, y l-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa (Chavez et al., 2018;

Guimaraes et al., 2020).

Entre los factores que se deben considerar para la produccion de un biofertilizante es que
el proceso de cultivo del microorganismos sea eficiente y de calidad, que el medio utilizado
para contenerlo, liquido o so6lido, tenga la capacidad de mantener viables las poblaciones
microbianas deseables por un periodo definido, que sea seguro, facil de producir y formular,
que el inoculante microbiano sea competitivo en la rizosfera y efectivo para el desarrollo y
crecimiento de las plantas, bajo las condiciones ambientales en el campo (Beltran et al.,
2022). Algunos bioinoculantes que se comercializan actualmente utilizan bacterias de los

géneros Azospirillum, Azotobacter y Bacillus (Dellagi et al., 2020).

La bacteria Azospirillum brasilense tiene la capacidad de promover el crecimiento de
las plantas (Licea et al., 2020; Koul et al., 2021). Entre sus efectos, al ser inoculada en
gramineas, se encuentran el aumento en la materia seca total, mayor altura de la planta,
concentracion de nitrogeno en el follaje, incremento en el rendimiento del grano por hectarea
y mayor desarrollo en el sistema radical; todo ello debido a que Azospirillum tiene la
capacidad de fijar nitrégeno, producir hormonas de crecimiento vegetal o fitohormonas como

el acido indolacético, auxinas, citoquininas, giberelinas y etileno (Licea et al., 2020).

Para obtener una respuesta positiva en la planta, se requiere de un umbral adecuado de
nimero de células del microorganismo, por lo que los inoculantes deben disefiarse para
proporcionar una fuente confiable de bacterias que sobrevivan en el suelo y estén disponibles
para los cultivos en el momento que lo requieran. Para el caso de Azospirillum brasilense se
requiere entre 10°y 107 bacterias/ml para observar su efecto en la planta (Bashan et al., 2014).
Sin embargo, bajo condiciones controladas la inoculacion de varias cepas de 4. brasilense a
una concentracion de 10° UFC/ml sobre semillas de arroz, demostrd ser eficiente sobre el
crecimiento de las plantas, mayor altura de tallo, longitud de raiz y peso seco de raiz (Puente
et al., 2013), mientras que la inoculacion de esta bacteria a la misma concentracion pero en
plantulas de arroz, logré6 mejorar la altura de planta, nimero de granos por espiga y

rendimiento de la planta en relacion al tratamiento testigo (Llerena et al., 2021).



Para determinar si existe un efecto de la concentracion de Azospirillum sobre la respuesta
de las plantas de arroz a la inoculacion, se estudiaron tres formulaciones distintas con

concentraciones crecientes de la bacteria.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

e Determinar el efecto de Azospirillum brasilense formulado como inoculante liquido,
inoculante a base de vermicompost y liofilizado, a diferentes concentraciones de la
bacteria, sobre el crecimiento de arroz de la variedad Palmar 18, bajo condiciones de

invernadero.

2.2. Objetivos especificos

e Estimar el efecto de tres concentraciones de un inoculante liquido a base de
Azospirillum brasilense sobre el crecimiento de arroz de la variedad Palmar 18, bajo

condiciones de invernadero.

e (Comparar el efecto de tres concentraciones de un inoculante a base de vermicompost
y de tres concentraciones de un inoculante liofilizado, sobre el crecimiento de arroz

de la variedad Palmar 18, bajo condiciones de invernadero.

3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Fertilizacion biologica

El exceso en el uso de fertilizantes nitrogenados causa lixiviacion hacia las vias fluviales
y mantos acuiferos, lo que provoca eutrofizacion, aumenta el pH del agua y dafios en los
ecosistemas y la salud humana. Un exceso de nitrato en el agua potable puede inducir
hipertension, discapacidades congénitas, dafios al sistema nervioso infantil, entre otros
(Wiggins, 2020). Los biofertilizantes a base de bacterias promotoras de crecimiento vegetal
(BPCV), constituyen una alternativa para reducir el uso de fertilizantes quimicos
nitrogenados, al fomentar el crecimiento de las plantas mediante mecanismos como la

solubilizacion de fosfatos, fijacion biologica de nitrogeno y produccion de hormonas, lo que



aumenta su actividad enzimatica y favorece el desarrollo radical (De-Bashan et al., 2007;

Fukami et al., 2016; Sangoquiza et al., 2018).

Un biofertilizante es una preparacion que contiene microorganismos benéficos,
destinados a la aplicacion en semillas o al suelo, para suplementar nutrientes como el
nitrogeno y el fosforo (Brahmaprakash et al., 2012). El uso prolongado de biofertilizantes
mejora sustancialmente la fertilidad del suelo, eleva el rendimiento de los cultivos no
leguminosos entre 10 y 40 %, aumenta la poblacion de microorganismos en el suelo,
incrementa el contenido de proteinas, aminoacidos, vitaminas y fijacién de nitrogeno en las

plantas (Mahanty et al., 2017).

3.2. Tipos de inoculantes y acarreadores

Un inoculante se refiere al producto final de la formulacién que contiene un vehiculo
(sustrato abidtico solido, liquido o gel) y un agente bacteriano o consorcio de
microorganismos que promueven el crecimiento de las plantas, agregados directamente a la
semilla o al suelo (Owen et al., 2015). Los inoculantes deben presentar tres caracteristicas
fundamentales: sustentar el crecimiento de los microorganismos, mantener el numero
necesario de células microbianas viables en buenas condiciones fisiologicas durante un
tiempo aceptable y contener una carga suficiente de microorganismos en el momento de la
inoculacion, para alcanzar un umbral de nimero de bacterias que, generalmente se requiere

para obtener una respuesta en la planta (Bashan et al., 2014).

La formulacion de inoculantes se puede clasificar en liquidos y solidos (Vidals et al.,

1999; Bashan et al., 2014).

Inoculante liquido: son cultivos microbianos que contienen sustancias adherentes,
estabilizadores para aumentar su vida ttil y surfactantes para prevenir agregados celulares en

el momento de realizar la inoculacion de semillas o sustratos (Bashan et al., 2014).

Inoculante solido: son microorganismos que permanecen retenidos sobre un acarreador
solido, lo que facilita su manipulacion y almacenamiento e incrementan su vida til,
generalmente son polvos secos, geles de polisacaridos, agar, agarosa y alginato; también se

utiliza material organico como turba, carbon, materiales inertes como roca, vermiculita,



perlita, arcilla y silicatos como mica, caolin y cultivos microbianos liofilizados simples

(Bashan et al., 2014).

La liofilizaciéon corresponde a una técnica utilizada para el resguardo de
microorganismos, el proceso consiste en extraer el agua congelada por sublimacion, bajo
condiciones de vacio, pasando del estado solido al gaseoso, las bacterias sometidas bajo esta
técnica pueden permanecer en un lugar fresco a temperatura ambiente por mas de 20 afios.
Cuando se requiere utilizar los organismos liofilizados se reactiva hidratando la cepa
resguardada, en algunas ocasiones las células pueden sufrir algin tipo de dafio, por lo que se

utilizan lipo-protectores o azucares para su proteccion (Hernandez, 2018).

3.3. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

Las BPCV de acuerdo con su efecto se pueden agrupar en dos modalidades. Las que
ejercen accion directa sobre la fisiologia de las plantas promoviendo su crecimiento, como
por ejemplo incrementando la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de minerales como el
fosforo y otros nutrientes a través de la produccion de sideroforos y de fitohormonas. A
aquellas que mitigan una condiciéon de estrés dado por factores biodticos, como las
enfermedades o por condiciones ambientales como metales pesados, salinidad y sequia
(Lagner, 2017). Entre las BPCV se encuentran las rizobacterias, los géneros mas utilizados
son Azospirillum, Pseudomonas y Azotobacter (Gamarelo et al., 2011; Castellano et al.,

2015; Lagler, 2017).

3.4. Caracteristicas del género Azospirillum

Azospirillum es un género de bacterias de vida libre, Gram negativa, con forma celular
de bacilos, ligeramente curvos, presentan un didmetro de 1,0 pm X% 2,1 - 3,8 um, poseen
movilidad en espiral, poseen flagelos y contienen cantidades elevadas (hasta el 50% del peso
seco celular) de poli-Bhidroxibutirato (PHB), un polimero de origen natural. A nivel
morfologico, se caracteriza por presentar colonias en forma circular ovoide, con paredes
gruesas, similares a quistes; superficie rugosa y brillante, de bordes ondulados, consistencia
cremosa, que adquieren una coloracion rojo oscuro o escarlata por absorcion del colorante

rojo congo en el medio de cultivo (Aguilar, 2020).



El género Azospirillum crece con mayor abundancia a temperaturas entre 28 y 38 °C
y aun pH entre 7 y 8 (Sangoquiza et al., 2018). Estas bacterias tienen la capacidad de crecer
autotroficamente con Hx y CO», por medio de la enzima Ribulosa 1-5 difosfato carboxilasa,
utilizan como fuente de crecimiento monosacaridos y disacaridos, alcoholes polihidroxilados
y diferentes acidos orgéanicos como acido mélico, succinico y algunos aminoécidos (Garcia

et al., 2019).

3.5. Azospirillum brasilense como inoculante

Desde 1976 hasta finales de la década de 1980, se realizaron ensayos de campo en
muchos paises para probar los efectos de los inoculantes de Azospirillum sobre la
acumulacion, crecimiento y rendimiento de nitrogeno en cultivos herbaceos (Andrew et al.,
2003). La primera especie de Azospirillum se aisldé en Holanda a partir de suelos arenosos
pobres en nitrogeno, por el investigador Beijerinck quien la llamé Spirillum lipoferum,
posteriormente se aislo de pastos marinos secos en Indonesia, desde entonces Azospirillum

se ha aislado de la rizosfera de numerosos pastos (Castellano et al., 2015).

La inoculacion de A. brasilense estimula en la planta la produccion de fitohormonas
como el acido indolacético (IAA), citoquininas y giberelinas, lo que fomenta el crecimiento
radical, mayor absorcion de agua y minerales, asi como una mayor tolerancia a la salinidad
y sequia, ya que incrementa la conductancia estomatica, la elasticidad de la pared celular, los
pigmentos fotosintéticos como la clorofila a y b, los pigmentos fotoprotectores como
violaxantina, zeaxantina, ateroxantina, luteina, neoxantina y betacaroteno, lo que aumenta la

produccion de biomasa (Galindo et al., 2016).

Azospirillum es una bacteria diazotrofa (capaz de fijar nitrogeno atmosférico) y
endofita facultativa, debido a que algunas especies tienen la capacidad de penetrar en la raiz
y colonizar espacios intercelulares. La fijacion biolodgica de nitrogeno es posible gracias a la
actividad del complejo enzimatico llamado nitrogenasa, que estd constituido por dos
proteinas: la proteina (I), llamada molibdeno-hierro-proteina, y la proteina (II), llamada
hierro-proteina, en el proceso participan también las proteinas: ferredoxina y flavodoxina,
que actian como donadores de electrones y reductores de la nitrogenasa. Los electrones son

transportados a la nitrogenasa por la ferredoxina y llegan a la hierro-proteina, esta activa a la



Mo-Fe-proteina y se produce la reduccion de nitrégeno, para luego ser fijado como
compuesto aminado, es decir, el nitrégeno de la atmdsfera es reducido a amoniaco, para luego
ser transformado en moléculas como nitritos y ser incorporados por las plantas para la

formacién de biomoléculas esenciales (Hernandez, 2018; Aguilar, 2020).

La inoculaciéon de A. brasilense con una concentracion de 1x10% UFC/ml en 27
genotipos de maiz (Zeffa et al. 2019), incremento la produccion de la hormona vegetal acido
indol-3-acético (AIA), lo cual aumento la biomasa de la planta y modific6 la arquitectura

radicular, mayor longitud de raiz, formacion de raices adventicias y pelos radicales.

3.6. Empleo de Azospirillum brasilense en el cultivo de arroz

En Costa Rica existen mas de 12 variedades de arroz, de las cuales la variedad Palmar 18
es la cuarta variedad mas utilizada por el sector arrocero, con un 6,83 % del area sembrada
en el pais (CONARROZ, 2022). Esta variedad tiene un ciclo de desarrollo de 110 a 120 dias,
se caracteriza por poseer un porte alto de aproximadamente 105 cm, un grano largo con buena
calidad molinera y puede ser cultivado bajo los dos sistemas de siembra (secano o inundado),
con un rendimiento aproximado de 5 a 8 t/ha. Es una variedad tolerante a enfermedades
como acame, Piricularia sp., Helminthosporium sp.y virus de la hoja blanca, mientras que
resulta susceptible a Rhizoctonia sp., Sarocladium sp. y Pseudomonas sp. (Chavarria, 2011;

CONARROZ, 2021).

El cultivo de arroz requiere de un manejo intensivo, por lo que la estructura del suelo, la
porosidad y el contenido de materia organica se reducen, lo que afecta la retencion y
liberacion de nutrientes (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, FAO, 2016). Las variedades de alto rendimiento requieren grandes cantidades
de nutrientes y nitrégeno para su crecimiento, desarrollo y produccion de grano, se estima
que el cultivo de arroz requiere 1 kg de nitrogeno para producir de 15 a 20 kg de grano. Este
debe aplicarse considerando la etapa fenologica en la que se encuentra el cultivo, en el
macollamiento se aplica un 50 % del nitrogeno requerido durante todo su ciclo, mientras que,
en el periodo de diferenciacion floral, se aplica el restante 50 %, para la formacion de hijos

productivos (Roy et al., 2015; Vignola et al., 2018).



La fuente de nitrogeno mas utilizada es la urea, pero la planta utiliza menos del 50% de
este recurso, el otro restante se pierde en procesos de volatilizacion del NHs, la
desnitrificacion y las pérdidas por lixiviacion, que genera a través del tiempo gases de efecto
invernadero como el 6xido nitroso (N20), el 6xido nitrico (NO) y el amoniaco (NH3) y la

lixiviacion de NO;3 provoca la toxicidad en las aguas subterraneas (Roy et al., 2015)

La utilizacion de Azospirillum sp. en arroz ha mostrado resultados positivos, ya que
aplicaciones de la bacteria aumenta el crecimiento del sistema radical de la planta entre un
25y 34 %, lo que parece indicar que existe una interaccion especifica entre ambos (Chaman
et al., 2012). Resultados similares se encontraron en un estudio realizado por Ullah et al.
(2014) con tres cepas bacterianas A. brasilense, A. lipoferum, Pseudomonas, donde se obtuvo
un incremento del area radical, longitud de raiz, nimero de macollas y rendimiento del grano,
en comparacion con las plantas no inoculadas; el tratamiento con 4. brasilense influyd mas

sobre el crecimiento vegetal que las otras cepas.

Lo anterior concuerda con una investigacion realizada a nivel de invernadero, donde al
inocular una cepa nativa de Azospirillum (A5) a una concentracion de 10° UFC/ml sobre
plantas de arroz, los resultados reflejaron un incremento en el peso de granos/planta, similar
al tratamiento comercial con urea (120 kg/ha) de 3,90 y 3,74 g/planta respectivamente,
mientras que los otros tratamientos presentaron un peso inferior en los granos (testigo, 10° y
10® UFC/ ml), esto sugiere que el aporte de nitrégeno proporcionado por la bacteria a dicha
concentracion, es semejante al ofrecido por el fertilizante quimico, demostrado la eficiencia
en el uso de Azospirillum (Lara et al., 2013). Resultados similares fueron encontrados por
Thomas et al. (2019) al inocular A. brasilense bajo condiciones controladas, a una
concentracion de 10® bacterias/ml, sobre raices de plantulas de arroz con siete dias de
desarrollo, en este caso las plantas presentaron un incremento de la masa total y de la raiz de

1,26 y 1,63 veces respectivamente, con respecto a las plantas no inoculadas con la bacteria.

Al comparar diferentes rizobacterias promotoras de crecimiento, Aguirre (2018) encontro
que el tratamiento inoculado con A. brasilense (cepa DSM 1859) en formulacion liquida, a
una concentracion de 1x10% UFC/ml, obtuvo los valores mas altos en cuanto a la variable
peso fresco de raiz con 6,29 g en condicidon de capacidad de campo, mientras que en estado

de déficit hidrico la altura de planta fue de 24,6 cm y longitud especifica radical 1259 cm/g,
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superior al tratamiento testigo. Por el contrario, Sanchez (2020) al inocular esta bacteria sobre
plantas de arroz bajo condiciones de invernadero, obtuvo un crecimiento que no se diferencid
del tratamiento testigo, cuando utilizé un inoculante liquido con una concentracion de 8,5 x
10'" bacterias/ml; la misma autora encontrd mayor longitud de raiz (31,4 cm), altura de planta
(58,8 cm) y biomasa fresca y seca (11,8g y 1g) que el testigo sin inocular, al utilizar un

inoculante s6lido con una concentracion de 2,8 x 108 UFC/ml.

Debido a que estos ensayos se realizaron con diferentes formulaciones y a que no se
evaluaron dosis crecientes de la bacteria, se desconoce si el efecto se debe a la concentracion

de bacterias o a la formulacion utilizada.

Con este trabajo se pretende determinar el efecto de la concentracion y formulacion de
A. brasilense sobre variables de crecimiento de altura, longitud radical, relacion raiz/tallo y

pesos frescos y secos aéreos y de raiz de las plantas de arroz variedad Palmar 18.

4. METODOLOGIA

4.1. Localizacién del trabajo

El ensayo experimental se llevd a cabo en el laboratorio e invernadero de
Microbiologia Agricola del Centro de Investigaciones Agronomicas (CIA) (latitud 9. 939679
N; longitud 84. 045679; 1232 m.s.n.m.), ubicado en la Universidad de Costa Rica, San Pedro

de Montes de Oca, San José.

4.2. Material Experimental

Se utilizo la cepa de Azospirillum brasilense c6digo DSM 1859, proporcionada por el
Laboratorio de Microbiologia Agricola del CIA. Se emplearon semillas de arroz con 4 meses
de cosecha de la variedad Palmar 18, donadas por el Centro de Investigacion en Granos y

Semillas (CIGRAS).

4.3. Ensayos y tratamientos

Se realizaron tres ensayos, cada uno consistid en el uso de una formulacion inoculada
diferente con Azospirillum brasilense codigo DSM1859, tres concentraciones diferentes de

la bacteria 107, 10% y 10° UFC y un testigo, en el que se utilizé el medio de cultivo sin la



bacteria. Las formulaciones utilizadas fueron: a) medio liquido de melaza, b) medio solido

de vermicompost y ¢) liofilizado suspendido en medio Dygs. En total cada ensayo cont6 con

tres tratamientos (concentraciones de la bacteria) y un tratamiento testigo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ensayos, tratamientos y nomenclatura utilizada en la determinacion del efecto de

las tres formulaciones con concentraciones crecientes de 4. brasilense sobre el crecimiento

de plantas de arroz (Oryza sativa L.) variedad Palmar 18, a nivel de invernadero.

Ensayos

Descripcion

Abreviatura

Ensayo 1

Inoculante liquido

Testigo medio

melaza

Concentracion 1

Concentracion 2

Concentracion 3

Semillas de arroz inmersas en medio melaza sin
inoculacion de la bacteria.

Semillas de arroz inmersas en medio melaza con A.
brasilense a una concentracion de 10’ UFC/ml.

Semillas de arroz inmersas en medio melaza con A.
brasilense a una concentracion de bacterias 108
UFC/ml.

Semillas de arroz inmersas en medio melaza con A.
brasilense a una concentracion de bacterias 10°
UFC/ml.

T™O

™7

T™M8

TMO

Ensayo 2

Vermicompost

Testigo
Vermicompost
Concentracion 1

Concentracion 2

Concentracion 3

Semillas de arroz inmersas en solucién de
vermicompost, sin 4. brasilense.

Semillas de arroz inmersas en solucion de

vermicompost con A. brasilense a una concentracion
de 107 UFC/ml.

Semillas de arroz inmersas en solucion de
vermicompost con 4. brasilense a una concentracion
de 10® UFC/ml.

Semillas de arroz inmersas en solucion de

vermicompost con A. brasilense a una concentracion
de 10° UFC/ml.

TVO0

V7

TV8

TV9
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Ensayos Descripcion Abreviatura

Ensayo 3

Inoculante

liofilizado Semillas de arroz en una solucion del medio TLO

Testigo medio liofilizado sin inocular con la bacteria.

liofilizado

Concentracion 1 Semillas de arroz inmersas en medio A. brasilense TL7
liofilizado a una concentracion de 107 UFC/ml.

Concentracion 2 Semillas de arroz inmersas en A. brasilense TLS
liofilizado a una concentracion de 108 UFC/ml.

Concentracion 3 Semillas de arroz inmersas en A. brasilense TL9

liofilizado a una concentraciéon de 10° UF/C ml.

4.4. Preparacion de los inoculantes

La preparacion de cada uno de los inoculantes en medio de melaza, vermicompost y
liofilizado se realizé a partir de un cultivo inicial de 4. brasilense a una concentracioén de 10°

UFC/ml.

4.4.1. Inoculante medio de melaza

Para preparar el inoculo se cultivo la bacteria A. brasilense DSM1859 en un plato
Petri con medio Acido Maélico-Rojo Congo, RC, (anexo 5), el cual se incubd durante seis
dias a temperatura ambiente. Posteriormente, con un asa estéril se tomaron dos colonias de
A. brasilense y se inocularon en 20 ml de caldo nutritivo (anexo 6). El cultivo se coloco en
la incubadora durante tres dias a 30 °C y 130 rpm. Con 5 ml de volumen del caldo nutritivo
se inocul6 45 ml de medio de melaza (anexo 3), para una relacion 1/10 inoculo: cultivo, se
incubo bajo las mismas condiciones de temperatura y revoluciones por minuto durante tres
dias (Sanchez, 2020). Transcurrido este tiempo se determiné la concentracion de la bacteria
por recuento directo utilizando un hemocitémetro (marca Neubauer) y mediante diluciones
seriadas 1:10 en tubos con medio de melaza estéril, se ajustod la concentracion bacteriana a
107 y 10® bacterias/ml. Se realizaron recuentos en plato en medio de RC de cada

concentracion a los cuatro dias de crecimiento.
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4.4.2. Inoculante a base de vermicompost

Se preparo6 un inoculante solido con vermicompost, proveniente del moédulo lechero
de la Universidad de Costa Rica Sede del Atlantico, para el cual se tomaron 45 g de este
material y se empacé en una bolsa plastica. Seguidamente, el material se esterilizo tres veces
en autoclave a una temperatura de 121 °C durante una hora, con un intervalo de 24 h entre
cada esterilizacion (Sanchez, 2020). Se realizdo una prueba de pureza tras la ultima
esterilizacion, para esto se tomo6 una muestra de 0,5 g y se coloco en un tubo eppendorf con
1 ml de agua desionizada estéril. Se homogeniz6 la muestra con un agitador tipo vortex y se
inoculd con un aplicador estéril sobre un plato Petri con medio RC, el plato se incub6 durante

cuatro dias a 25 °C.

Se prepar6 un cultivo bacteriano en una botella con 20 ml de caldo nutritivo, a partir
de dos colonias de A. brasilense crecido en plato con medio RC durante tres dias a
temperatura ambiente. La botella se colocd en una incubadora a temperatura de 30 °Cy 130
rpm durante tres dias, se tomo6 10 % del volumen del cultivo y se inoculd en una botella con
50 ml de medio de melaza, el cultivo se incubo6 durante tres dias bajo las mismas condiciones.
Se determind por recuento directo y en plato la concentracion de Azospirillum. De acuerdo
con el resultado encontrado en el recuento directo, se ajustd la concentracion bacteriana a 107

y 108 UFC/ml en la forma previamente descrita.

Para inocular el vermicompost, se pesaron y colocaron 5 g de vermicompost estéril
en cuatro tubos conicos de 15 ml, a cada uno de ellos se le agregdé 1 ml del indculo a la
correspondiente concentracion bacteriana, excepto el tratamiento testigo al que se le agregd
1 ml del medio de melaza sin la bacteria, los tubos se incubaron a temperatura ambiente
durante 11 dias. Posterior a este tiempo, se realiz6 un recuento en plato en medio RC de cada

uno de los tratamientos de vermicompost.

4.4.3. Inoculante liofilizado de A. brasilense

Se prepar6 un cultivo de la bacteria en el medio de melaza bajo las siguientes
condiciones: 30 °C y 150 rpm durante tres dias. El cultivo se congeld a -70°C y se liofilizo
con una presion de 0,040 mBar a una temperatura de -50°C durante cinco dias. Se liofilizo

ademas medio de cultivo sin inocular con la bacteria, para utilizarlo como testigo.
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Para preparar la suspension bacteriana se pesaron 0,5 g del liofilizado, se vertieron en
50 ml de medio de cultivo Dygs y se colocaron en la incubadora durante tres dias a 30 °Cy
150 rpm. Posteriormente, se realizo un recuento directo en hemocitémetro, a partir de esta
concentracion se realizaron diluciones seriadas 1:10 en medio Dygs estéril, para ajustar la
concentracion a 107 y 10® bacterias/ml, para inocular las semillas. A cada tratamiento se le

realizd un recuento en plato en medio de RC.

4.4.4. Inoculacién de arroz con A. brasilense.

La inoculacion del arroz variedad Palmar 18 con la bacteria 4. brasilense, se realizod
embebiendo las semillas con las diferentes formulaciones de inoculante durante 48 horas
(Aguirre, 2018). Para este procedimiento se empleo tubos conicos de 15 ml para el inoculante
de melaza y liofilizado, para el inoculante de vermicompost se utilizé recipientes plasticos
de 50ml, de tal forma que las semillas quedaron cubiertas por completo con las

formulaciones.

En el caso de la formulacion medio de melaza, se inocularon 60 semillas de arroz en
5 ml de este medio a tres concentraciones: 107, 103y 10° UFC/ml, en el caso de los testigos
las semillas se embebieron en 5 ml del medio melaza sin indculo. En lo que respecta a la
formulacion a base de vermicompost, las 60 semillas se sumergieron en una solucion de 5 ml
de agua estéril y 1g de vermicompost con el indculo a la concentracion correspondiente. Al

testigo se le adiciono una solucion de 5 ml de agua estéril y 1 g de vermicompost sin indculo.

Para el inoculante liofilizado, se sumergieron 60 semillas en suspensiones de 5 ml de
107, 108y 10° UFC/ml, preparadas con el inoculante liofilizado y en el medio liofilizado sin

inocular.

4.4.5. Recuento en plato de cada una de las formulaciones

Se realiz6 un recuento en plato de cada uno de los tratamientos, para esto se
efectuaron diluciones seriadas 1:10 con agua peptonada estéril desde 107! hasta 10%, de
acuerdo con la concentracion de bacteria. Se cultivaron por duplicado las diluciones mas
diluidas de cada uno de los tratamientos (10, 107 y 10®), para esto se sembré 0,1 ml en una
placa Petri con medio RC. Todos los platos se incubaron durante cuatro dias a temperatura

ambiente.
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En el caso del tratamiento de vermicompost, se tomd 1 g del vermicompost y se
diluy6 en 9 ml de agua peptonada, a partir del cual se realizaron las diluciones seriadas.
Transcurrido el tiempo de incubacion se determind la presencia de A. brasilense en la
superficie del medio RC, mediante el conteo de UFC; el resultado se transformo6 en UFC/g o

UFC/ml mediante la siguiente férmula:
UFC/g = niimero de colonias por placa x FD

FD=1/10 de la dilucidn realizada.

4.4.6. Siembra del ensayo

En el invernadero del Centro de Investigaciones Agrondmicas, de la Universidad de
Costa Rica, sede Rodrigo Facio, se sembraron los ensayos en potes de 2 1, sobre suelo del
orden vertisol proveniente de un lote cultivado con arroz, originario de Hacienda Mojica,
ubicada en el canton de Bagaces de la provincia de Guanacaste (Anexo 1). Previo a la

siembra, se verifico el porcentaje de germinacion de las semillas, el cual fue de un 86 %.

En cada pote se sembraron 15 semillas, de acuerdo con su tratamiento y repeticion,
se realiz6 un raleo 15 dias después de la siembra y se dejaron solamente las plantas que
germinaron al mismo tiempo, hasta obtener cinco plantas por pote. Para mantener las plantas
hidratadas, en cada uno de los potes se colocé un recipiente en la base, al que se le suministrd
agua cada cuatro dias. Se registrd la temperatura y humedad diurna dentro del invernadero

con Hobo Data Logger UX100 series.

Para evaluar el efecto del inoculante, a cada una de las plantas que conformaron cada
tratamiento se le analizaron siete variables relacionadas con el crecimiento y desarrollo
vegetal: altura de la planta a través del tiempo, longitud de raiz, relacion raiz/tallo, peso fresco
y seco de la parte aérea y radicular de las plantas de manera individual. Las evaluaciones de
todos los ensayos se llevaron a cabo a los 90 dias después de la siembra, excepto la variable

de altura que se midid en tres ocasiones, a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra (Brasil

et al., 2021).

e Altura de la planta: se midio la altura de la planta en centimetros, desde la base de

la raiz hasta la yema terminal més prominente.
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e Longitud de raiz: se midi6 en centimetros, a partir del cuello de la raiz hasta la

raiz secundaria mas desarrollada.

e Peso fresco de la parte aérea y radicular: se extrajo la planta del suelo y se
limpiaron las raices con abundante agua, se separaron la parte aérea y radicular
para determinar el peso en fresco de ambas partes por separado, mediante una

balanza analitica.

e Peso seco de parte aérea y la raiz: las muestras de la parte aérea y raiz se
depositaron en bolsas de papel y se colocaron en una estufa a 80 °C por 48 horas.

Después del tiempo de secado las muestras se pesaron en balanza analitica.

e Relacion raiz/tallo: se establecio la relacion entre el peso seco de la raiz dividido

entre el peso seco de la parte aérea de las plantas.

4.5. Disefo experimental

Se realizaron tres ensayos en los que se evaluaron tres formulaciones (medio melaza,
vermicompost y liofilizado) y en cada ensayo tres concentraciones de la bacteria (107, 108y
10° UFC). Se utilizaron cuatro repeticiones (potes) por tratamiento, cada uno con cinco

plantas, las cuales corresponden a la unidad experimental.

4.6. Analisis estadistico de los datos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar. A los resultados se le realizo un analisis
de varianza ANDEVA (previa verificacion de los supuestos de esta prueba), la prueba de
comparacion de medias LSD (P<0,05) y prueba de contrastes entre los tratamientos, para ello

se empleod el paquete estadistico Infostat 2020.

4.7. Condiciones de temperatura y humedad relativa del ensayo.

El ensayo se desarroll6 en los meses de febrero a mayo del afio 2022, durante un
periodo de 90 dias bajo condiciones de invernadero, en los cuales las temperaturas maximas
alcanzadas oscilaron entre los 30 y 34 °C con una humedad relativa entre 87 y 90 %, mientras
que, las temperaturas bajas fluctuaron entre 15 y 19 °C, con una humedad relativa entre 36 y

46 % (Figura 1).
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Figura 1. Temperatura y humedad relativa maxima y minima durante el periodo de

desarrollo del ensayo en el invernadero del Centro de Investigaciones Agronoémicas.

5. RESULTADOS

5.1. Preparacion de los inoculantes

El medio de cultivo madre utilizado para la preparacion de las diferentes
formulaciones del medio melaza presento, al utilizar la técnica de recuento directo, una
poblacién de 5,0 x 10° bacterias/ml. Los inoculantes TM7, TM8 y TM9, preparados a partir
de este cultivo, obtuvieron las concentraciones de Azospirillum esperadas (Cuadro 2). El
cultivo en medio Dygs empleado para la preparacion de las formulaciones hechas a partir del
inoculante liofilizado, presentd por recuento directo una concentracién de 1,0 x 10°
bacterias/ml a los tres dias de crecimiento. A partir de este cultivo se logrd obtener las

concentraciones esperadas de A. brasilense en los tratamientos TL7, TL8 y TL9 (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Concentracion de los inoculantes liquidos y liofilizados a los cuatro dias de

crecimiento, mediante plateo en el medio Acido Malico Rojo Congo.

) Azospirillum brasilense
Tratamiento

UFC/mlI
Inoculante liquido melaza
T™7 3,7 x107
TMS8 3,1 x10%
TMO9 3,0 x10°
Inoculante liofilizado

TL7 6,0 x107
TLS8 5,1 x108
TL9 3,5 x10°

El cultivo en medio de melaza empleado para la inoculacion de las formulaciones de
vermicompost presentd una concentracion de 1,9 x 10° bacterias/ml determinado mediante
recuento directo, a partir del cual se prepard las concentraciones de 107 y 108 UFC/ml para
inocular los otros tratamientos. Sin embargo, posteriormente a los 11 dias de la inoculacién
del vermicompost con su respectivo tratamiento, no fue posible contabilizar el numero de 4.

brasilense en las tres formulaciones (anexo 2).
5.2. Inoculacion de arroz con A. brasilense.

5.2.1. Ensayo 1: inoculante liquido de melaza.

Cuando se utilizo el inoculante liquido de melaza no se observo diferencias
significativas en la altura de las plantas entre las diferentes concentraciones de la bacteria y

el testigo. Sin embargo, en las distintas fechas de muestreo a los 30, 60 y 90 dias después de
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la siembra, las plantas si presentaron crecimiento en todos los tratamientos (Figura 2). Para
la variable longitud de raiz no se encontr6 diferencia al inocular la bacteria con respecto al
testigo, pero si existio diferencia entre la concentracién menor y mayor de bacteria, dado que
el tratamiento de 10’ UFC/ml present6 una longitud mayor de raiz (8cm) con respecto al

tratamiento de 10° UFC/ml (Figura 3).

20,0 A
18,0 -
16,0 -
14,0 -
12,0 -
10,0 -
8,0 -
6,0 -
4,0
2,0 4
0,0

)

Altura (cm)

30dds 60dds 90dds

Inoculante Liquido de Melaza

= Promedio de los tres tratamientos

Figura 2. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liquido de melaza
sobre la altura de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de
invernadero, en los distintos momentos de mediciéon a los 30, 60 y 90 dias después de la

siembra. Las barras representan el error estdndar.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liquido de melaza

sobre la longitud de raiz de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de

18



invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 108 y 10°
UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente distintos
segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.

En la medicion de la variable del peso fresco de la parte aérea (Figura 4) se observo
una respuesta en las plantas de arroz a la inoculacion de la bacteria, mostrando pesos frescos
superiores de hasta 1,6 g con respecto al tratamiento testigo. La prueba de estadistica de
contrastes evidencia este hecho, donde el tratamiento testigo con respecto a los tratamientos
inoculados con la bacteria (p-valor de 0,0006) son estadisticamente distintos (p < 0,05). Por
otro lado, la mayor concentracion utilizada de indculo (10°) no se diferencié de las

concentraciones de los tratamientos TM7 (107) y TMS8 (108).

En esta misma figura podemos observar la variable peso seco de la parte aérea de las
plantas, en donde la concentracion de la bacteria en esta formulacion no evidenci6 diferencias
significativas con respecto al tratamiento testigo. Sin embargo, entre las concentraciones de
bacteria los tratamientos TM8 y TM9, mostraron un peso seco inferior de 0,19 g en

comparacion al tratamiento TM7.

H Peso fresco

= Peso seco

Peso aéreo (g)
w

ab b

TMO ™7 ™8 ™9

Inoculante Liquido de Melaza

Figura 4. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liquido de melaza
sobre el peso fresco y seco de la parte aérea de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18
bajo condiciones de invernadero. La numeracion 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones
107, 10® y 10° UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos
estadisticamente distintos segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error

estandar.
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En lo que respecta a la variable del peso fresco de la raiz (Figura 5), se encontr6 que
los tratamientos inoculados fueron estadisticamente distintos al testigo (p-valor de 0,0001).
En esta variable destacan las dosis de 10% y 10° UFC/ml con pesos mayores de 2,5 g en
relacion al testigo y un peso menor de 1,5 g con respecto a la concentracién menor de 10’
UFC/ml (TM7). Los resultados no mostraron diferencias entre tratamientos para la variable

peso seco de raiz.

6,0 -
50 4

4,0

3,0 1 H Peso fresco

B Peso seco

Peso de raiz (g)

2,0 4

1,0

0,0

T™MO ™7 ™S8 ™S

Inoculante Liquido de Melaza

Figura 5. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liquido de melaza
sobre el peso fresco y seco de la raiz de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo
condiciones de invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107,
10% y 10° UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente
distintos segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.

Al valorar el efecto de la concentracion de bacteria en el indculo de melaza sobre la
relacion raiz/tallo de las plantas (Figura 6), los datos muestran una diferencia significativa en
la concentracion 10® UFC/ml con respecto al tratamiento testigo y la concentraciéon de 107
UFC/ml, el cual fue superior a 0,72. Esta misma formulacion no presentd diferencia con el

tratamiento TMO.
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Figura 6. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liquido de melaza
sobre la relacion raiz/tallo de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones
de invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°
UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente distintos

segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.

5.2.2. Ensayo 2: inoculante vermicompost

Los resultados de la inoculacion de la formulacion con vermicompost, en la variable
altura los datos no mostraron diferencias significativas con respecto al tratamiento testigo,
sin embargo, en las distintas fechas de muestreo a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra,
las plantas si presentaron crecimiento en todos los tratamientos (Figura 7). En el caso de la

medicidn de la longitud de raiz tampoco hubo diferencia entre los tratamientos (Figura 8).
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Figura 7. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante de vermicompost sobre
la altura de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de invernadero, en
los distintos momentos de medicion a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra. Las barras

representan el error estandar.
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Figura 8. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante de vermicompost sobre
la longitud de raiz de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de
invernadero. La numeracion 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 103y 10° UFC/g

respectivamente. Las barras representan el error estandar.
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En la variable de peso fresco aéreo, los tratamientos no reflejaron diferencias
significativas con respecto al tratamiento testigo (Figura 9), sin embargo, el tratamiento a una
concentracién de 10® UFC/g presentd 1,5 g menos que en el tratamiento inoculado a una
concentracion de 107 UFC/g. En cuanto al efecto de este inoculante sobre la variable de peso
seco aéreo, no se evidencié ninguna diferencia significativa con respecto al tratamiento

testigo (Figura 9).

6,0
5,0

4,0 A

= Peso fresco

Peso aéreo (g)

= Peso seco

T™VO TV TV8 TVS

Inoculante Vermicompost

Figura 9. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante de vermicompost sobre
el peso fresco y seco aéreo de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones
de invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°
UFC/g respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente distintos
segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.

No se observaron diferencias significativas en el peso fresco, peso seco de la raiz

(Figura 10) y la relacion raiz/tallo (Figura 11) entre tratamientos.
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Figura 10. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante de vermicompost
sobre el peso fresco y seco de raiz de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo
condiciones de invernadero. La numeracion 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107,

10% y 10° UFC/g respectivamente. Las barras representan el error estandar.
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Figura 11. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante de vermicompost
sobre la relacion raiz/tallo de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones
de invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°

UFC/g respectivamente. Las barras representan el error estandar.
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5.2.3. Ensayo 3: inoculante liofilizado

Las plantas sometidas a la formulacion liofilizada en la variable de altura no
mostraron diferencias significativas entre tratamientos y el testigo, sin embargo, en las
distintas fechas de muestreo a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra las plantas si

presentaron un crecimiento en todos los tratamientos (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liofilizado sobre la
altura de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de invernadero, en
los distintos momentos de medicion a los 30, 60 y 90 dias después de la siembra. Las
barras representan el error estdndar.

En cuanto a la medicion del efecto del inoculante sobre la longitud de raiz (Figura
13), no se evidencid diferencias significativas de las concentraciones de la bacteria con
respecto al tratamiento testigo, sin embargo, el tratamiento TLS8 present6 una longitud de raiz

7,4 cm inferior al tratamiento TL9.
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Figura 13. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liofilizado sobre la
longitud de raiz de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de
invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°
UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente distintos
segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.

En la medicion del peso fresco y seco aéreo de las plantas, en los resultados no se
evidenci6 diferencias significativas entre las concentraciones del inoculante con respecto al
tratamiento testigo (Figura 14), este mismo resultado se observo al evaluar el peso fresco y
seco de la raiz (Figura 15). Sin embargo, la concentracion a 10° UFC/ml mostré un peso
fresco aéreo y de raiz de 0,85 gy 2 g respectivamente inferior a las otras formulaciones de

107 y 108 UFC/ml.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liofilizado sobre el
peso fresco y seco aéreo de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de
invernadero. La numeracion 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°
UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente distintos

segln la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.
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Figura 15. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liofilizado sobre el
peso fresco y seco de raiz de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones
de invernadero. La numeracién 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°
UFC/ml respectivamente. Letras diferentes significan tratamientos estadisticamente distintos

segun la prueba de LSD (p < 0,05). Las barras representan el error estandar.
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Al estimar la relacion raiz/tallo de las plantas bajo esta formulacion, los datos no
mostraron diferencia significativa entre las diferentes concentraciones de bacteria, con

respecto al tratamiento testigo (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la concentracion de Azospirillum en el inoculante liofilizado sobre la
relacion raiz/tallo de las plantas de arroz de la variedad Palmar 18 bajo condiciones de
invernadero. La numeracion 7, 8 y 9 corresponden a las concentraciones 107, 10% y 10°

UFC/ml respectivamente. Las barras representan el error estandar.

6. DISCUSION

6.1. Formulacion de los inoculantes

En la preparacion de los inoculantes se logro llegar a la concentracion deseada de A.
brasilense para las formulaciones liquida y liofilizada, mientras que, en el caso del in6culo a
base de vermicompost, a pesar de que se autoclavo tres veces, posteriormente a los 11 dias
de la inoculacion del vermicompost con su respectivo tratamiento, no fue posible contabilizar
el numero de A4. brasilense en las tres formulaciones, debido a la presencia de otros
microorganismos como bacterias y actinomicetes (anexo 2), sin embargo, se logré demostrar
la presencia de la bacteria en las semillas que fueron expuestas a los inoculantes, mediante la
colocacion de las mismas en plato con medio RC durante cuatro dias, en el que se comprobo

el crecimiento de Azospirillum, pero no asi su concentracion.
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Este resultado concuerda con lo encontrado por Sanchez (2020), donde la
formulacion de vermicompost inoculado con A. brasilense presentd un porcentaje de hasta
un 65 % de otras bacterias, al igual que el vermicompost no inoculado. Esto se pudo deber a
que el vermicompost es un material que contiene altas poblaciones de microorganismos,
generalmente mayores a 1 x 108 UFC, por lo que logran prevalecer en el medio (Artavia et

al., 2010., Duran et al., 2007).

Cuando el vermicompost se autoclava, como en el presente estudio, los
microorganismos presentes en el abono pueden estar protegidos por la materia orgénica, de
ahi que no toda la poblacion microbiana es eliminada. Ademads, bacterias como Bacillus.,
contienen esporas de resistencia que les permite subsistir en condiciones adversas y germinar
bajo condiciones adecuadas (Pedraza et al., 2020). Aunado a esto, al adicionar un medio rico
en azucares como la melaza al vermicompost autoclavado, se favorece el crecimiento de los

microorganismos que lograron sobrevivir al proceso de esterilizacion (Sanchez 2020).

6.2. Efecto de la inoculacién de A. brasilense en arroz a los 90 dias.
6.2.1. Inoculante liquido a base de melaza

Los tratamientos inoculados con la bacteria a una concentracion de 10% y 10° UFC/ml
tendieron a presentar un incremento en el peso fresco aéreo y de raiz, al igual que la relacion
raiz/tallo con respecto al tratamiento de menor concentraciéon 107 UFC/ml y a las plantas no
inoculadas. Al respecto Kannan & Ponmurungan (2010), encontraron que al inocular A.
brasilense en diferentes variedades de arroz, se obtuvo un aumento entre 25 a 30 g de peso
fresco de raices y brotes en relacion con el testigo. Por otra parte, Aguirre (2018) en una
investigacion sobre la inoculacion de varias bacterias promotoras de crecimiento vegetal,
entre las que se encontraba A. brasilense cepa DSM 1859 a una concentracion de 10%
UFC/ml, al ser inoculadas en plantas de arroz, logré promover un incremento en el peso
fresco de la raiz, en comparacion al testigo. Cabe destacar que Aguirre hizo varias
inoculaciones durante el crecimiento del cultivo, mientras que, en este trabajo tinicamente se

realizd la inoculacidn a la semilla.

El efecto positivo de la inoculacion con Azospirillum sobre el peso fresco aéreo y

radical de las plantas, se debe posiblemente a que la inoculacion de A. brasilense permite
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cambios fisioldgicos y morfologicos en las raices, ademas de que estimula la produccion de
fitohormonas en la planta como el 4cido indolacético (IAA), citoquininas, giberelinas, acido
abscisico y etileno, lo que fomenta el crecimiento radical que permite un incremento en la
absorcion de agua y minerales, asi como una mayor tolerancia a la salinidad y sequia, ya que
aumenta la conductancia estomatica en las hojas (Puente et al., 2013; Saranraj et al., 2022).
Ademas, a que Azospirillum utiliza una variedad de fuentes de carbono como energia para su
crecimiento, principalmente la fructosa y la glucosa, aunque se reportan otras moléculas mas
afines como acidos grasos, malato y succinato (Dias et al., 2013). El medio liquido de melaza
utilizado para el crecimiento de las bacterias en el ensayo 1 (anexo 3), proporciond una
fuente importante de carbono (sacarosa y glucosa), componentes nitrogenados para la sintesis
de biomasa microbiana (aminoacidos y amonio), minerales necesarios para la activacion de
enzimas, respiracion celular (sodio, azufre, fosforo, calcio, magnesio, potasio, hierro) y
vitaminas (tiamina, riboflavina, piridoxina y niacinamida) para el crecimiento celular
(Contreras et al., 2011; Cardenas et al., 2019), elementos que posiblemente al mismo tiempo

favorecieron el crecimiento de la bacteria en el medio de indculo y de las plantas.

El tratamiento TM8 no se diferencid estadisticamente en las diferentes variables
estudiadas del tratamiento (TM9), lo que indica que un incremento en la concentracion de la
bacteria no gener6 un aumento en la biomasa de la planta, adicionalmente representa un costo

menor el uso de dosis mas bajas.

En esta investigacion en la variable relacion raiz/tallo en las concentraciones de 10®
y 10° UFC/ml, se evidencié un aumento en la relacion de biomasa en las raices y la parte
derea, las primeras etapas de desarrollo de las plantas de arroz invierten gran cantidad de
biomasa en el desarrollo del sistema radicular para su establecimiento, por lo que, al inocular
la bacteria a estas concentraciones favorecid esta relacion hacia el desarrollo radical
(Chavarria, 2011). Como se menciond anteriormente, la inoculacion de Azospirillum puede
cambiar la morfologia de la raiz, aumenta el nimero de raices laterales y mejora la formacion
de pelos radiculares para proporcionar mas area de superficie radicular para absorber
suficientes nutrientes y agua, lo que permite el avance del crecimiento y desarrollo de la

planta (Bhardwaj et al., 2014).
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El tratamiento TM9 no se diferencié del testigo en la relacion raiz/tallo, algunos autores
indican que la aplicacion del indculo a concentraciones superiores a 108 UFC puede presentar
un efecto inhibitorio sobre el desarrollo vegetal (Bashan & Levanony, 1990; Dobbelaere et
al., 2002; Sanchez, 2020), por lo que pudo reprimir el efecto de la bacteria sobre las plantas,

obteniendo resultados similares al tratamiento testigo sin inoculacion de la bacteria.

Es importante mencionar que en este estudio no se aplicd ningun tipo de fertilizante,
por lo que las plantas al mejorar su sistema radical en los tratamientos inoculados con la
bacteria pudieron absorber mayor cantidad de agua, pero no asi de nutrientes. El andlisis de
suelo (anexol) evidencia un buen estado nutricional, al ser un vertisol presenta una mayor
proporcion de arcillas tipo 2:1 que muestra gran capacidad de retencion de cationes en sus
superficies externas e internas, especialmente el potasio (K) y el amonio (NHy), al igual que
el fosforo (P) que disminuye su solubilidad al ligarse al calcio (Henriquez et al., 2011), lo
que pudo ser una limitante en el incremento de biomasa de las plantas, dado que las variables

de peso seco aéreo y de raiz no fueron significativamente distintos al tratamiento testigo.

6.2.2. Inoculante vermicompost

El vermicompost al utilizarse como inoculante, se considera un agente que
potencializa la produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal por los
microorganismos presentes en ¢él, como los actinomicetes, entre los que se encuentran
bacterias capaces de fijar fosforo y fomentar la produccion de hormonas de crecimiento
vegetal, ademas de que el vermicompost aporta nutrientes, azucares y otras sustancias que
favorecen el desarrollo de las plantas (Dominguez et al., 2010; Bouizgarne, 2013).
Azospirillum brasilense posee un metabolismo de carbono y nitrégeno flexible que aumenta
su capacidad de competir por la colonizacion de la rizosfera, sin embargo, se ha demostrado
que algunos microorganismos del suelo como los actinomicetes y hongos pueden ejercer
efectos antagonicos sobre Azospirillum, por lo que, para una eficiente colonizacion, aparte
del nimero de células viables de la bacteria utilizada, se espera que tenga una sobrevivencia
durante varias semanas en presencia de la microflora natural (De-Basham et al., 2007;
Bouizgarne, 2013; Domingues et al., 2020). En este caso la presencia de microorganismos
en el vermicompost pudo haber afectado el numero de A. brasilense en este inoculante y por

lo tanto su presencia en la semilla de arroz. Algunos autores refieren que para la mayoria de
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semillas de gramineas inoculadas con Azospirillum, no hay efecto positivo en la promocion
del crecimiento, debido a que no tiene la capacidad de penetrar en las raices, por lo que
quedan expuestas a la competencia por espacio y nutrientes con otros microorganismos

situados en la rizosfera afectando su establecimiento (Noumavo et al., 2016).

El éxito de la inoculacion de una bacteria y su eficiencia en la promocion del crecimiento
vegetal, aparte de la cepa utilizada, depende del nimero de células necesarias o viables para
la rapida colonizacidn y supervivencia en la rizosfera, tolerancia a condiciones de salinidad,
estrés por sequia, pH, humedad del suelo (Domingues et al., 2020). Por lo que, posiblemente
la baja presencia de Azospirillum en el vermicompost, impidié una respuesta eficaz de la
bacteria sobre los parametros de crecimiento de las plantas, por lo que ninguna variable
mostroé alguna diferencia significativa en relacion con las plantas no inoculadas con la
bacteria. Por otra parte, este medio de indculo demostro ser eficiente en otros estudios, donde
al inocular la bacteria a una concentracion 108 UFC/g present6 efectos positivos en las plantas
de arroz en las mediciones de altura, longitud de raiz, peso fresco y seco aéreo y de raiz, sin
embargo, en ese caso si se logréo determinar la concentracion de Azospirillum en el
vermicompost (2,8 x 10® UFC/g) en el momento de la inoculacion de las semillas de arroz

(Sanchez, 2020).

6.2.3. Inoculante liofilizado

En la fabricacion de bioinoculantes mediante procesos como la liofilizacion, existen
varios factores que pueden afectar la viabilidad celular, como el estrés por desecacion al
deshidratar el medio en que se encuentran, principalmente para bacterias Gram-negativas que
no forman esporas como el caso de Azospirillum, el tiempo de almacenamiento durante la
congelacion (las bacterias permanecen en un estado latente por lo que su metabolismo
disminuye), estrés por hidratacion de las células en el momento que se reactivan para la
inoculacion antes de ser aplicados a la semilla o al suelo, entre otras circunstancias que
afectan la calidad y supervivencia de la poblacién bacteriana, como el medio de cultivo
utilizado para su crecimiento y el uso de materiales de proteccion que le permitan

establecerse en la rizosfera (Gonzalez de Bashan et al., 2021).
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En esta investigacion A. brasilense logré resistir el proceso de liofilizacion, para poder
utilizar la bacteria como inoculante se realiz6é un paso adicional, hidratar la bacteria en un
medio de cultivo de Dygs (anexo 4), 1o que permiti6 alcanzar la poblacion bacteriana deseada
para preparar las concentraciones de los tratamientos, ademas que, tanto en el proceso de
liofilizacion e hidratacion con Dygs se utilizd como ingrediente melaza y otros ingredientes
como el glicerol, utilizado como protector celular, dado que, por su estructura quimica, tiene
la propiedad de reducir la cantidad de hielo que se produce al someter las células a
temperaturas bajas, evita el incremento de la concentracidon idnica y permite una mayor

adhesion de las bacterias a las semillas (Gonzélez et al., 2007; Aguilar, 2020).

La baja respuesta de las variables de crecimiento a la inoculacion de la bacteria a
diferentes concentraciones se debe probablemente a que, a las semillas de arroz en el
tratamiento testigo sin inocular, se adicion6 el medio de cultivo utilizado para la liofilizacion
(anexo 3), debido a la concentracion de azicar en dicho medio, pudo haber favorecido el
crecimiento de las plantas en el tratamiento testigo. Al respecto, algunas investigaciones
reportan el uso de sacarosa y concentraciones bajas de oligosacaridos como bioestimulantes
en la germinacion de semillas de arroz, lo que promueve la actividad de la enzima amilasa,
transmision de sefiales y transporte de auxinas en raices (Udchumpisai et al., 2022). Los
autores indican que este tratamiento mejord el porcentaje y tiempo de germinacion de las
semillas entre un 17 y 19 %, mayor crecimiento de las plantas con una longitud radical y de
brotes de 68,9 y 51,6 mm, respectivamente, mientras que, las de semillas tratadas con agua

fueron de 9,3 y 34,7 mm, respectivamente. (Udchumpisai et al., 2022).

El peso fresco de la parte aérea y radicular fue inferior en la concentracién de 10° UFC/ml
que, en los otros tratamientos inoculados, lo que posiblemente sea un efecto de la
concentracion mas alta de la bacteria en el momento de inocular las semillas. Algunos autores
indican que la aplicacion del indculo a concentraciones superiores a 108 UFC puede presentar
un efecto inhibitorio sobre el desarrollo vegetal (Bashan & Levanony, 1990; Dobbelaere et
al., 2002; Sanchez, 2020). Al respecto, Sanchez (2020) encontrd que cuando utilizo indculo
liquido con una concentracién de 8,5 x 10° bacterias/ml para la inmersién de semillas, no
hubo efecto sobre el crecimiento de las plantas. La autora atribuy¢ este resultado a que la

concentracion del inoculo liquido de A. brasilense era muy alta, lo que caus6 un efecto
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inhibitorio en el crecimiento y desarrollo de las semillas, de forma similar a la aplicacion
exogena de fitohormonas, ya que estas trabajan de forma mas eficiente a concentraciones

bajas (Alcantara et al., 2019).

Una forma de garantizar el establecimiento exitoso de A. brasilense en procesos de
liofilizacion es la encapsulacion de células microbianas vivas con polimeros, como alginato
y poliacrilamida, sin embargo, son procedimientos que requieren de mano de obra calificada,

equipo especializado y conlleva altos costos en su produccion (Santos et al., 2019).

El potencial de A. brasilense como inoculante depende en gran medida del medio
utilizado como acarreador, dado que este puede beneficiar o afectar el crecimiento de la
bacteria en el indculo, por ende su supervivencia en la colonizacidén de las semillas o raices
de las plantas de arroz, para observar un efecto positivo en las variables de crecimiento de
las plantas que, al final se llega a traducir en un buen rendimiento, sin necesidad de recurrir
a fuentes de fertilizantes quimicos o al menos llegar a reducir la dependencia de estos en un

porcentaje.

7. CONCLUSIONES

La formulacién liquida de Azospirillum en melaza a una concentracion de 108 UFC/ml
presentd una tendencia positiva sobre el crecimiento de las plantas de arroz de la variedad
Palmar 18.

El efecto potencial de la bacteria A. brasilense sobre las plantas de arroz, no se pudo
evidenciar en el inoculante vermicompost debido a la interferencia de otros

microorganismos.

En el inoculante liofilizado, la concentracion mayor 10° UFC/ml presentd un peso
fresco aéreo y de raiz menor en las plantas, con respecto a los otros tratamientos inoculados

con la bacteria (107 y 103 UFC/ml).
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el ensayo bajo condiciones de campo en el cultivo del arroz,
para asi evidenciar el efecto de las bacterias sobre las plantas. Al mismo tiempo, efectuar

este mismo ensayo con otras variedades de arroz mas actuales como Senumisa 20.

Continuar realizando estudios sobre el inoculante de vermicompost como medio de
inéculo para A. brasilense, dado que este posee propiedades nutricionales importantes que

favorecen el crecimiento de las plantas.

En futuras investigaciones, se recomienda el uso de dosis creciente de fertilizante N-
P-K en combinacion con la bacteria A. brasilense, para observar el efecto sobre el

crecimiento de las plantas.

Para establecer con éxito la simbiosis de 4. brasilense con las plantas, se recomienda
realizar varias aplicaciones del indculo en diferentes etapas del cultivo, para estudiar més a

fondo el efecto de la bacteria sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas de arroz.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Analisis quimico del suelo del lote arrocero Hacienda Mojica, Guanacaste.

A A 5 Centro de
5 5 | B lofde/els CIA Investigaciones
?& f COSTA RICA Agrondmicas
CIUDAD DE LA INVESTIGACION
LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES
REPORTE DE ENSAYO
RE-R0O1 (V3)
r
N° DEREPCRTE: 79486
USUARIO: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
SUBCLIENTE TESIS GABRIELA ALFARO QUESADA
RESPONSAELE: LIDIETH URIBE
CORREO lidieth.uribe@ucr.ac.cr
TELEFONO: 2511-2077
ANALISIS: QC,CN
PROVINCIA: GUANACASTE FECHA RECEPCION:  08/11/2021
CANTON: CANAS EMISION DE REPORTE: 18/11/2021
LOCALIDAD CANAS N°DE MUESTRAS TOTAL: '1
CULTNVO: ARROZ PAGINA: 172
ANALISIS QUIMICO DE SUELOS
Solucidn Extractora: pH cmaol(+)/L % mg/L
KCI-Olsen Modificado HO|acipz Ca Mg K CICE| SA| P 2Zn Cu Fe Mn
1D USUARIO ID LAB 5,5 0,5 4 1 70,2 5 10 3 1 10 5
MUESTRA FINCA MOJICA 5-21-06305 | 6,2 | 010 13,07 604 044 1965 05 8 44 14 95 35

77777777777777777 ULTIMA INEA——————————

Los valores debajo de cada elemento coresponden con los Miveles Criticos generales para la solucidn extractora usada
CICE=Capacidad de inlercambio de Caliones Efectiv a=Acidez -+ a+lgHK.

OBSERVACIGN: Envier reporte a Gabriela: malfaro@gmail com

SA=Porcentaje de Saturacion de Acidez =(Acidez/CICE)™00
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Anexo 2. Presencia de otros microorganismos en inoculante de vermicompost, A:

tratamiento testigo. B: concentracion de A. brasilense 107 UFC/ml.

mediante plateo en medio Acido Malico Rojo Congo.

Anexo 3. Medio de cultivo liquido de melaza.

Reactivo Cantidad
Sacarosa 3g/l
Melaza 6,75 ml/l
Glicerol 0,77 ml/1
Soya granular 2,16 g/l
Extracto de levadura 0,848 g/l
K>HPO4 0,25 g/l

Recuento
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Anexo 4. Medio de cultivo Dygs.

Reactivo Cantidad g/l
KoHPO4 *3H20 0,5 g/l
MgSO4 *7H,0 0,5 g/l
Glucosa 2 ¢/l
Peptona universal 1,5 g/l
Extracto de levadura 2 ¢/l
Acido glutimico 1,5 g/l
Acido malico 2 g/l

pH 7-6,8

Anexo 5. Agar de cultivo Acido Malico-Rojo Congo.

Anexo 6. Medio de cultivo caldo nutritivo.

Reactivo Cantidad g/l
KoHPO4 0,5 g/l
MgSO4 + 7TH,0 0,2 g/l
NaCl 0,1 g/l
Extracto de levadura 0,5 g/l
FeCl; * 6 H20 0,01 g/l
Acido Malico 5g/1
KOH 4,8 g/l
pH 7: Ajustar con KOH IN (5,61 g en 100 ml)
Agar ‘ 20 g/1
Reactivo Cantidad g/
Peptona 5¢g/
Extracto de carne 3g/l
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Anexo 7. Tratamientos con A. brasilense con diferentes inoculantes a una concentracion de
108 UFC. A: Inoculante liquido de melaza. B: inoculante vermicompost. C:

inoculante liofilizado, T: tratamientos testigos respectivos a su inoculante (izquierda).

/)
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