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RESUMEN

La pendimentalina es un herbicida usado en cultivos de ciclo corto. Su uso indiscrimado reduce la poblacién
benéfica de microorganismos en los sistemas productivos. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la
pendimentalina sobre el crecimiento celular de rizobacterias. La investigacion se realizé en el Laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, donde se realizaron los
siguientes experimentos con contaminaciéon de pendimentalina: 1) Adaptabilidad de las rizobacterias en
condiciones in vitro; 2) Niveles de tolerancia de las rizobacterias bajo diferentes condiciones abidticas in vitro;
3) Reduccidon de estrés por rizobacterias en suelos. Las rizobacterias presentan una mayor adaptabilidad a las
72 h con absorbancia de 2,38 y 2,51 en las cepas (CHAO, BA4-19, B03-4, PM3-14 y R4), ademas durante este
tiempo establecen un pH neutro, a pesar de las condiciones acidas y alcalinas. La cepa CHAO present6 mayor
numero de células bajo pHneutro (1,09E+09 UFC/mL). Las cepas BA4-19 y PM3-14 demuestra una leve mejoria
en los aspectos morfologicos. Las rizobacterias tienen una adaptabilidad a nivel in vitro, pero su uso disminuye
levemente la toxicidad del herbicida en procesos de germinacién y crecimiento de arroz.

Palabras clave: pendimentalina; crecimiento celular; Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal;
herbicida; toxicidad.

ABSTRACT

Pendimentalin is an herbicide used in short-cycle crops. Its indiscriminate use reduces the beneficial population
of microorganisms in production systems. The objective of this work was to evaluate the effect of pendimentalin
on the cell growth of rhizobacteria. The research was conducted at the Laboratory of Microbiology and
Molecular Biology of the State Technical University of Quevedo, where the following experiments with
pendimentalin contamination were carried out: 1) Adaptability of rhizobacteria under in vitro conditions; 2)
Tolerance levels of rhizobacteria under different abiotic conditions in vitro; 3) Reduction of stress by
rhizobacteria in soils. The rhizobacteria show a higher adaptability at 72 h with absorbance of 2.38 and 2.51 in
the strains (CHAO, BA4-19, B03-4,PM3-14 and R4), also during this time they establish a neutral pH, despite the
acidic and alkaline conditions. Strain CHAO presented the highest number of cells under neutral pH (1.09E+09
CFU/mL). Strains BA4-19 and PM3-14 showed a slight improvement in morphological aspects. Rhizobacteria
have adaptability at the in vitro level, but their use slightly reduces the toxicity of the herbicide in rice
germination and growth processes.
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INTRODUCCION

Pendimethalin [N-(1-etilpropinil)-2,6-dinitro-3,4-
xilidina] es un herbicida pre-emergente que
pertenece a la familia de las dinitroanilinas (Vera et
al, 2023). Este herbicida actia sobre la division
celular y su accién se produce porque impide la
formaciéon de microtiibulos durante la division
mitdtica de las células (Appleby & Valverde, 1989).
Por lo general, es usado antes de la siembra en
cultivos de ciclo corto (Onwuchekwa-Henry et al,
2023). Sin embargo, el constante uso y las altas
dosis generan contaminacién a los acuiferos a
través de escorrentia, lixiviacién, evaporacién y
deriva. Ademads, ocasionan reduccion de la
microbiologia del suelo, necrosis y disminucién de
la biomasa foliar y radicular en plantas (Juraeva et
al, 2023; Khalig & Matloob, 2012; Pinilla, 2020). Se
han reportado contaminacién de pendimentalinay
afectacion alos habitantes en afluentes de aguas de
Francia (840 ng/L); Brasil (0,06 y 0,38 ug/L), asi
mismo en Ecuador (0,170 - 0,557 ug/L) en la zona
arrocera de la cuenca del rio Guayas, por tal motivo,
la constante aplicacién de este herbicida es una
amenaza para la salud humana (Deknock et al,
2019; Le Du-Carree etal, 2021; Qiao etal, 2021).

Una alternativa para transformar los plaguicidas en
compuestos mas simples y reducir contaminantes
en el ecosistema es mediante el uso del potencial
metabdlico de los microorganismos (Dubey, 2021;
Hernandez et al, 2017; Neamat-Allah etal, 2021;
&amp; Trivedi). Las rizobacterias promotoras de
crecimiento vegetal por sus siglas en inglés Plant
Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) son
conocidas por incrementar el desarrollo de las
plantas, reducir el estrés biético y abiético, incluso
mostrar propiedades tolerantes/degradantes a los
pesticidas (Olenska etal, 2020; Hkudaygulov et al,
2022).

Las PGPRs producen enzimas hidrolasa, oxidorre-
ductasa, deshalogenasa, oxigenasa y transferasa,
que funcionan mediante reacciones cataliticas para
descomponer y reducir los contaminantes ambien-
tales dafiinos (Jeong & Choi, 2020; Saravanan etal,
2021). Ademads, estos microorganismos tienen
varios mecanismos para tolerar los herbicidas,
como la bioaumentacién. Se considera una forma
eficiente de remediar sitios contaminados con
pendimentalina mediante la introducciéon de
microorganismos degradantes especificos (Wang
et al, 2018). Singh & Singh, (2020) demostraron
que ciertas rizobacterias toleraban 1000 mg/L de
pendimentalina en condiciones in vitro. Moyano
(2015) sefiala que la degradacion de pendimetalina
por rizobacterias sucede existiendo una relacién
entre la temperatura y el pH. Rosado et al. (2020)
reportaron que las bacterias Acinetobacter pitii,
Atlantibacter hermanii y Pseudomonas
plecoglossicida presentaron un crecimiento con 2.0
g/L con el pendimethalin, por lo tanto, son
consideradas como tolerantes.

En la actualidad, se han realizado métodos y
procesos como técnicas de enriquecimiento,
detecciéon funcional, metagendmica, transferencia
horizontal de genes y estrategias de ingenieria
genética, para identificar microorganismos
degradadores de pesticidas en los procesos de
biodegradaciéon y biomineralizacion (Verma et al,
2014). Sin embargo, en el Ecuador existen pocos
reportes sobre rizobacterias tolerantes al
pendimentalina como posible alternativa para su
uso en suelos contaminados. En este contexto,
como alternativa para prevenir la contaminacién
ambiental de pendimentalina, se planteé como
objetivo evaluar el efecto de la pendimentalina
sobre el crecimiento celular de las PGPR.

METODOLOGIA

Ubicacion

La investigacion se realizdé en la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, km 7% de la Via
Quevedo, El Empalme, cantén Mocache, Los Rios,
coordenadas geograficas 1°04'51,7 latitud Sur
79°30'10,0" longitud Oeste, altitud de 66 m.s.n.m.

Selecciony preparacion del in6culo bacteriano
Del Banco de Germoplasma del Laboratorio de
Microbiologia Molecular de la UTEQ, fueron

seleccionadas las rizobacterias provenientes de
cultivares endémicos de musaceas con su clasifica-
cion a metabolitos secundarios (Tabla 1). Las
rizobacterias se incubaron en 100 mL de King B
(KB) liquido selectivo [(g/L): peptona de carne
20,0; glicerol, 15,0 mL; fosfato dipotasico; 1,5;
sulfato de magnesio heptahidratado, 1,5; agua
destilada (pH 7,2)], suplementado con chloram-
phenicol (13 pg/mL), ampicilina (40 pg/mL) por 48
h (Kingetal, 1954).

Tabla 1

Rizobacterias seleccionadas productoras de metabolitos antagénicos y sidero6foros
Cepas Metabolitos antagdénicos Sideroforos

PR HCN DAPG Prn

Klebsiella variicola, BO 3- 4 + + - = +
Enterobacter asburiae, BA4-19 + - - - +
Pseudomona veronii, R4 + = - + +
Acinetobacter calcoaceticus, BMR 2-12 - - - + +
Enterobacter asburiae, PM 3-14 + + - + +
Pseudomonas protegens, CHAO + + + + +

Productoras de metabolitos secundarios: PR-proteasa HCN-cianuro de hidrogeno Prn-Pirrohitrina, Sideréforos (Chavez-

Arteagaetal, 2018; Montes et al,, 2016).
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Adaptabilidad de las rizobacterias a concentra-
ciones de pendimentalina en condiciones in
vitro

Las cepas fueron tomadas por individual, y se
ubicaron en un Erlenmeyer de 50 mL con 40 mLde
medio de cultivo King B liquido (KBL) g/L:
(peptona 10 g, sulfato de magnesio 1,5 g, fosfato
dipotasico 1,5 gy glicerina 15 ml suplementado con
cloranfenicol 40 mg) a concentraciones de 0, 50,
100 y 150 mg/L de GRAMILAQ (pendimentalina
400 g/L). Las muestras se incubaron por 180 rpm
a28°Cdurante 72 horas. Alas 24,48y 72 horas se
tomaron muestras para determinar las siguientes
variables: pH mediante el potenciémetro OHAUS
modelo STARTER y la absorbanciaa 600 nm con el
espectrofotometro "UNICO" modelo 1205.

Niveles de tolerancia de las rizobacterias a la
Pendimentalina bajo diferentes condiciones
abiéticas invitro

Se seleccionaron 3 rizobacterias por su tolerancia a
la pendimetalina. Las cepas se incubaron en KBL
suplementado de 150 mg/L de GRAMILAQ® 400
en 40 mL. Los cultivos se ajustaron a diferentes pH,
considerando que 50 y 6,5 se agregd acido
clorhidrico (HCI) al 0,1% y 8,0 hidréxido de sodio
(NaOH) al 0,1 M. Las muestras se dejaron en
incubacién a 180 rpm durante 72 horas. Cada 24,
48 y 72 horas se tomaron las siguientes variables:
Las UFC/ml se evaluaron con la metodologia
descrita por (Dickson, 1993). Los valores de pH
mediante el potenciometro OHAUS modelo
STARTER y la absorbancia a 600 nm con el
espectrofotémetro "UNICO" modelo 1205.

Reduccion de estrés por rizobacterias en suelos
contaminado con Pendimentalina

Se colectéd muestra de suelo sobre los primeros 0,20
m de profundidad procedente de una finca produc
tora de arroz, de la provincia de Los Rios, Cantén
“Mocache”. El suelo se solarizd con la metodologia

descrita por Navarro (1991).Despuésde 10dias, se
homogeniz6 y se tamiz6 con una malla < 2 mm. El
suelo se mezcl6 con turba y perlita en relacién
3:1:1. El sustrato se llevé a Capacidad de Campo
(CC), se agregd dosis de 0, 75 y 150 mg/kg de
pendimentalina. Las muestras de suelo se
incubaron durante 15 dias, manteniendo en CC el
sustrato. Las semillas del material de arroz INIAP
FL - ELITE se esterilizaron de forma super-ficial
con alcohol (70%) durante 30 sy NaOCI (1% V/V)
durante 60 s, luego se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril. Se colocaron 10 semillas en
cajas de Petri estériles que contenia 40 g de
sustrato. Las rizobacterias del anterior experi-
mento crecieron en KBL a 170 rpm durante 24
horas. De forma individual, se homogenizaron en
relacién v/v al 30% y se obtuvo una concentracién
celular de (8,6E+7 UFC/ml) aplicando 2 mL de la
solucion bacteriana alrededor del suelo. Las cajas
de Petri se sellaron con papel parafilm y se incu-
baron a temperatura ambiente (25 °C) bajo un
fotoperiodo de 12 hluz-12 h oscuridad durante 96
h. Se tomaron las siguientes variables: semillas
germinadas, crecimiento temprano (longitud de la
raiz y del hipocétilo). El indice de vigor (IV)y el
porcentaje de germinacién se calculé con lo
descrito por Aparicio etal. (2018) y Zucconi et al.
(1981).

Disefio experimental y andlisis de datos

Para los ensayos in vitro se aplicd un disefio
completamente al azar (DCA) con factorial, para
cepa y dosis de herbicida. Con tres réplicas y dos
unidades experimentales. A nivel invernadero, se
emple6 un DCA con factorial, para cepas y dosis de
pendimentalina. Cada tratamiento contenia tres
repeticiones, con tres unidades experimentales, se
evaluaron nueve plantas por tratamiento. Para el
analisis se utilizé el software estadistico Infostat
2020 y la version 19.1.0 del software Minitab (Di
Rienzo etal, 2020; Minitab,2021).

RESULTADOS Y DISCUSION

Densidad optica de las rizobacterias a diferen-
tes dosis de pendimentalina

Se presento significancia estadistica en los factores
en estudio y las interacciones (p <0,0001) durante
las 24,48y 72 h. Alas 24 h, las cepas CHAO y BA4-
19 con 150 mg/L mostraron mayor densidad éptica
(2,28 y 2,27). A las 48 h se present6 un ligero
incremento con 2,33y 2,32. Esto evidencia que las
rizobacterias en estudio tienen una rapida adapta-
bilidad al herbicida. Sin embargo, a las 72 h se
evidenciaron que las cepas bacterianas (CHAO,
BA4-19,B03-4,PM3-14 y R4) con aplicacion de 150
mg/L tuvieron mayor absorbancia (2,38 y 2,51) a
diferencia del sin aplicacién (1,74y 0,99) (Tabla 2).
Esto indica que las rizobacterias, ademas de tolerar
el herbicida puede seguir con sus actividades
metabdlicas para su desarrollo. La biodegradacién
por microorganismos comienza con oxidacion,

reduccion, hidrdlisis y desalquilacién; asi como,
diversas rutas metabdlicas como el metabolismo
energético mitocondrial, el metabolismo de los
acidos grasos y lipidos, el metabolismo de los
aminodacidos, las vias oxidativas e hidroliticas y la
metilacion (Singh & Singh, 2016; Guerrero Ramirez
etal, 2023). El analisis de la dindmica poblacional
de Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens y
Escherichia coli muestran un aumento celular al
consumir el herbicida como unica fuente de
carbono después de siete dias después de la
inoculacién en el medio modificado con 125 mg/L
pendimetalina (Avarseji et al, 2021). Esto
concuerda con Kulshrestha et al, (2000) donde
realizaron cuatro aplicaciones por dos afios de
pendimetalina en el cultivo de maiz observaron que
auna superficie del suelo (0-15 cm) muestra mayor
degradacion del herbicida del 54%.
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Tabla 2
Interaccién de rizobacteriasy dosis de pendimentalina sobre la densidad éptica
Densidad éptica 600 nm (horas)

Cepas Dosis 24 48 72
CHAO 150 mg/L 2,28 =+ 0,01 a 2,33 0,03 a 251 = 005 a
BA4-19 150 mg/L 2,27 + 0,02 a 232 + 001 a 253 £ 0,01 a
B03-4 150 mg/L 2,23 =+ 0,05 ab 2,31 0 ab 2,38 = 0 a
PM3-14 150 mg/L 220 + 0,05 ab 233 £ 001 a 256 + 0,01 a
R4 150 mg/L 2,15 0,01 b 2,21 0,01 abc 246 = 001 a
BM2-12 150 mg/L 1,90 + 0 [ 197 = 0,03 abcde 2,43 0 a
CHAO 100 mg/L 1,58 + 0,05 e 117 + 014 gh 1,40 + 0,02 ghi
BA4-19 100 mg/L 1,21 * 0,01 f 1,86 + 0,03 cde 1,86 * 0,01 «cd
B03-4 100 mg/L 1,70 =+ 0,06 d 1,69 = 0,55 def 1,75 + 0,01 de
PM3-14 100 mg/L 1,30 * 0,04 f 1,60 * 0,03 ef 1,85 * 0,02 «cd
R4 100 mg/L 187 = 0,05 c 1,94 = 0,02 bede 2,34 = 0,02 ab
BM2-12 100 mg/L 1,88 * 0,02 ¢ 1,99 + 0,02 abcd 209 £ 019 bc
CHAO 50 mg/L 0,69 =+ 0,03 i 0,80 = 0,03 ij 1,15 + 0,21 ijj
BA4-19 50 mg/L 0,21 + 0,03 m 094 + 0,02 hij 1,56 * 0,03 efg
B03-4 50 mg/L 079 + 001 h 135 + 001 fg 1,48 + 0,02 efgh
PM3-14 50 mg/L 0,76 + 0,03  hi 1,08 + 0,04 ghi 1,42 * 0,02 gh
R4 50 mg/L 055 + 001 jk 081 =+ 0,02 hij 1,34 + 0,04 ghi
BM2-12 50 mg/L 046 =+ 0,01 kl 0,82 = 0,02 hij 1,75 + 0,01 de
CHAO 0 mg/L 0,81 = 0 h 067 + 001 j 1,23 + 0,06 hij
BA4-19 0 mg/L 0,26 + 0 m 0,72 + 0 ij 1,47 + 0,07 fgh
B03-4 0 mg/L 0,96 = 0 g 1,15 * 001 gh 1,74 + 0,27 def
PM3-14 0 mg/L 0,56 + 0 j 0,74 + 0,01 ij 1,35 * 0,03 ghi
R4 0 mg/L 074 + 001 hi 075 + 002 i 1,41 + 0,08 ghi
BM2-12 0 mg/L 045 + 0,01 1 065 * 0,02 j 099 + 0,05 j

p (Cepas) <0,0001 <0,0001 <0,0001

p (Dosis) <0,0001 <0,0001 <0,0001

p (Interaccion) <0,0001 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 por el procedimie nto de
comparacién multiple de Tukey. Los valores de desviacion estindar + correspondenan = 9.

pH de las rizobacterias a diferentes dosis de
pendimentalina

Se present6 significancia estadistica en los factores
en estudio y lasinteracciones (p <0,0001) alas 24,
48y 72 h. Alas 24 horas, la cepa BM2-12 tuvo un
mayor incremento del pH cuando no existié la

aplicacion de pendimentalina (7,55). Alas 48 h, la
cepa PM3-14 con 100 mg/L demostré un
incremento en el pH (7,92) en comparacién a los
demas tratamientos. Sin embargo, alas 72 hla cepa
BM2-12 sometida a 50 mg/L aumentd el pH (8,29)
(Tabla 3).

Tabla 3
Interaccién de rizobacteriasy dosis de pendimentalina sobre el pH
pH (horas)

Cepas Dosis 24 48 72
CHAO 150 mg/L 735 + 0,01 d 7,74 = 0,01 d 7,88 = 0,05 gh
BA4-19 150 mg/L 6,02 + 0,01 r 7,28 = 0,01 k 7,63 = 0,01 k
B03-4 150 mg/L 6,73 + 0,02 1 7,34 = 0,01 j 793 = 0 ef
PM3-14 150 mg/L 715 + 001 h 752 + 001 g 789 + 001 fg
R4 150 mg/L 7,30 + 0,01 e 7,74 = 0,01 d 8,02 + 0,01 d
BM2-12 150 mg/L 6,88 + 0,05 i 746 = 0,01 i 791 = 0 efg
CHAO 100 mg/L 741 + 0,01 c 7,66 = 0,01 e 7,92 + 0,02 efg
BA4-19 100 mg/L 6,32 + 0,01 o 7,24 + 0,01 1 8,11 + 0,01 bc
B03-4 100 mg/L 6,15 + 0,01 q 724 = 0,01 1 784 + 0,01 h
PM3-14 100 mg/L 745 + 0,01 b 792 + 0,01 a 7,11 = 0,02 n
R4 100 mg/L 7,24 + 0,01 f 749 + 0,01 h 7,11 = 0,02 n
BM2-12 100 mg/L 6,81 + 0,01 j 681 = 0,01 p 7,03 = 0,19 ()
CHAO 50 mg/L 741 + 0,01 c 7,57 + 0,01 f 8,03 + 0,21 d
BA4-19 50 mg/L 6,27 + 0,01 p 6,43 + 0,01 r 7,70 = 0,03 j
B03-4 50 mg/L 6,76 + 0,01 kl 7,12 + 0,01 n 7,78 + 0,02 i
PM3-14 50 mg/L 6,65 + 0,01 m 7,16 = 0,01 m 7,53 = 0,02 1
R4 50 mg/L 7,38 + 0,01 cd 7,74 = 0,01 d 8,09 + 0,04 c
BM2-12 50 mg/L 7,19 + 0,01 g 7,57 = 0,01 f 8,29 + 0,01 a
CHAO 0 mg/L 745 + 0,01 b 784 = 0,01 b 8,14 + 0,06 b
BA4-19 0 mg/L 6,49 + 0,01 n 6,64 = 0,01 q 8,15 + 0,07 b
B03-4 0 mg/L 6,79 + 0,01 jk 695 = 0,01 o 722 = 0,27 m
PM3-14 0 mg/L 7,35 + 0,01 d 7,77 + 0,01 c 7,22 = 0,03 m
R4 0 mg/L 745 + 0,01 b 7,66 = 0,01 e 8,09 + 0,08 c
BM2-12 0 mg/L 7,55 + 0,01 a 75 + 0,01 h 795 + 0,05 e

p (Cepas) <0,0001 <0,0001 <0,0001

p (Dosis) <0,0001 <0,0001 <0,0001

p (Interaccién) <0,0001 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 por el procedimie nto de
comparacion multiple de Tukey. Los valores de desviacién estandar # correspondenan =9.
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Es posible que la accién metabdlica de las rizobac-
terias produzca reacciones alcalino-reductoras en
dosis especificas de contaminantes, a su vez, la
respuesta de las cepas al disminuir el pH podria
estar influenciado por los acidos organicos. Estas
bacterias modifican el pH por la produccién de
acidos organicos, en cambio cuando se parte con
pH ligeramente alcalino, las bacterias regulan
comenzando alas 96 h hasta obtener un pHneutro
esto se da por la segregacién de amonio a partir de
desaminacién de aminoacidos (Lei et al, 2023).
Clavispora lusitaniae reduce el pH del 7,51 inicial a
5,5 durante la degradacion de la pendimetalina a
las 96 h post-incubacién (Han et al, 2019). El
aumento del pH de la solucién juega un rol clave en
la biosorcién de herbicidas, probablemente podria
atribuirse a la acumulacién en el estado de
ionizacion de los grupos funcionales como carbo-
xilato, fosfato y grupos amino de la pared celular,
compiten con iones que coexisten en la solucién
(Baxter & Cummings, 2008; Ibrahim etal, 2023).

Efecto del pH sobre la densidad 6ptica de las
rizobacterias

Se presento significancia estadistica en los factores
en estudio y las interacciones (p < 0,0001) alas 48
y 72 h. A las 24 h el pH alcalino y neutro afecté la
densidad éptica de las rizobacterias, en compa-
racién al pH 4acido (5,0) donde mostr6 un mayor
incremento en las cepas PM3-14, CHAO y BA4-19
con 1,23,1,19y 1,1, respectivamente. A las 48 h se
presencid un desarrollo de células en el pH neutro

Tabla 4
Interaccion de rizobacteriasy pH sobre la densidad éptica

y alcalino, sin embargo, existid6 mayor suspensién
bacteriana en las rizobacterias PM3-14 y CHAO con
(1,6 y1,6).Conrespectoa las 72 h, se demostré una
estabilidad en las células en pH acido, neutro y
alcalino (Tabla 4).

La bacteria BA 4-19 posee un creciente crecimiento
microbiano acelera la tasa de degradacién de
pendimetalina en condiciones ambientales desfa-
vorable consume la fuente alternativa de carbono,
fosfato y energia del herbicida. En esta etapa, las
células se dividen mediante fisién binaria y dupli-
can su namero después de cada tiempo de genera-
cion (Doolotkeldieva et al, 2018). La actividad
metabolica es alta debido a la capacidad de las
bacterias que utilizan el glifosato de carbono como
fuente de energia para el crecimiento y la divisién
celular (Liet al, 2021). La cinética de crecimiento
celular de la bacteria GP-1 genera proceso de
descontaminacion del Glifosato de 1000 ppm a
partir de octavo dia (Malviya et al, 2015).

Efecto del pH sobrelas rizobacterias

Se presento significancia estadistica en los factores
en estudio y lasinteracciones (p < 0,0001) alas 24,
48y 72 h. A las 24 h, el pH alcalino present6 una
disminucién en la cepa CHAO con (7,7), sin
embargo, en condiciones &cidas, se evidencié un
incremento con las cepas PM3-14, CHAO, BA4-19
con (6,8,7,0y 6,7) respectivamente.Alas 48y 72 h
se presenci6 una estabilidad en el pH desde
ligeramente alcalino a casi neutro (Tabla 5).

Densidad 6ptica 600 (horas)

Cepas pH 24 48 72

PM3-14 5,0 1,20 = 0,14 a 1,60 =+ 0,01 a 2,00 = 0,01 a
CHAO 5,0 1,20 +* 0,07 a 1,60 + 001 a 1,70 + 0,01 b
BA4-19 5,0 1,20 =+ 0,13 a 1,20 = O b 200 = O a
PM3-14 6,5 020 + 001 ¢ 0,70 + 0,01 f 1,00 + 0,01 d
CHAO 6,5 0,20 + 0,06 c 1,0 + 0,01 c 1,60 + 0,01 b
BA4-19 6,5 030 + 0,02 bc 1,0 + 0 c 200 = 0 a
PM3-14 8,0 0,50 =+ 0,03 b 0,60 = 0,02 g 1,90 + 0,02 a
CHAO 8,0 020 + 0,06 ¢ 080 + 0 e 1,50 = 0 c
BA4-19 8,0 0,50 + 0,02 b 080 + 0 d 200 + O a

p (Cepas) 0,0207 <0,0001 <0,0001

p (pH) <0,0001 <0,0001 <0,0001

p (Interaccién) 0,0347 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 por el procedimie nto de
comparacion multiple de Tukey. Los valores de desviacién estandar + corresponden an = 9.

Tabla 5
Interaccién de rizobacteriasy pH sobre la densidad 6ptica
pH (horas)
Cepas pH 24 48 72
PM3-14 5,0 69 + 014 f 70 £+ 0,01 f 70 £ 001 g
CHAO 5,0 70 = 007 e 70 £ 0,01 e 70 + 001 f
BA4-19 5,0 66 + 013 i 67 = 0 i 68 + 0,01 i
PM3-14 6,5 68 =+ 001 g 68 + 0,01 h 70 + 001 h
CHAO 6,5 70 + 0,06 d 71 £ 0,01 d 73 +* 001 d
BA4-19 6,5 6,7 + 002 h 69 £ 0 g 72 = 0,01 e
PM3-14 8,0 74 + 003 b 75 £ 002 c 78 + 0 a
CHAO 8,0 7,7 * 0,06 a 7,7 £ 0 a 7,7 £ 001 c
BA4-19 8,0 73 * 002 ¢ 75 = 0 b 77 + 001 b
Cepas <0,0001 <0,0001 <0,0001
Dosis <0,0001 <0,0001 <0,0001
Interaccién <0,0001 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 por el procedimiento de
comparacién multiple de Tukey. Los valores de desviacion estandar + correspondenan=9.
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Las bacterias PM 3-14, BA 4-19 y CHAO son
conocidas por su versatil ruta metabdlica, que les
permite sobrevivir en ambientes contaminados y
ajustar el pH mediante la produccién de metabo-
litos diversos. La respiracion y fermentacién
bacteriana, que involucran la transformaciéon de
compuestos organicos, también pueden variar el
estado del pH en medios de cultivo contaminados
con herbicidas. La inoculacion de Thermobifida
cellulosilytica TB100 degrada el lindano en
condiciones de pH 7 y 8. Sin embargo, el pH 4cido y
alcalino disminuy6 la eficiencia de las especies
bacterianas (Usmani et al, 2021). El medio de
cultivo envenenado con glifosato influye en una
disminucién gradual del pH 6,8 a 5,3 para Bacillus
tropicus GP1 y de 7,5 a 5,3 para Proteus mirabilis
GP2 desde el dia 0 al dfa 30 (Ibrahim etal, 2023).

Efecto del pH sobre la UFC/mL de las rizobac-
terias

Se presento significancia estadistica en los factores
en estudio y las interacciones (p < 0,0001) alas 48
y 72 h. Durante las primeras 24 h, PM3-14 con pH
de 6,5 evidencié un mayor nimero de UFC/ml con
1,4E+07.A las 48y 72 h, la cepa CHAO demostré
una mayor cantidad de células viables con
(1,0E+08 y 1,1E+09), respectivamente (Tabla 6).
Esto demuestra que las rizobacterias tienen la
capacidad de desarrollar su mayor concentraciéon
celular en condiciones de pH ligeramente neutro.
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Inoculacion de rizobacterias sobre la germina-
cion de Oryza sativa L. en suelo contaminado
con pendimentalina

El porcentaje de germinacién se vio afectado con
dosis creciente de herbicidas. Las cepas BA4-19,
CHAO y PM3-14 con dosis de 75y 150 mg/kg de
pendimentalina aumentaron la germinacién en
comparacién al control. La longitud de la raiz
presentd un incremento sin aplicacién de herbicida
y rizobacterias (7,2 cm), sin embargo, en presencia
de herbicida, las rizobacterias PM3-14 con dosis de
75 mg/kg y 150 mg/kg disminuyé la toxicidad con
(2,3y 1,3 cm) en comparacién al control (0 cm). Se
evidencia una mayor longitud del hipocétilo e
indice de vigor (IDV) en suelos sin contaminacién y
aplicaciéon de rizobacterias (3,1 cm y 102,5). A
pesar dela accién de la rizobacteria parareducirla
contaminacién de pendimentalina, no se presentd
una mejoria en la longitud del hipocétilo e IDV
(Tabla 7).La bacteria PM 3-14 ejerce interacciones
simbidticas en los estadios tempranos de germi-
nacién de arroz en suelos contaminado con pendi-
mentalina donde posee un efecto bioestimulador
sobre el incremento de biomasa del sistema
radicular. Estas bacterias generan proteccién a las
semillas de arroz de los efectos téxicos de los
herbicidas al degradar los herbicidas presentes en
el suelo y ademas liberan subproductos que son
beneficiosos para el crecimiento de las plantas
(Sowunmi etal, 2020).

Tabla 6
Interaccién de rizobacteriasy pH sobre la Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
UFC/ml (horas)
Cepas pH 24 48 72
PM3-14 5,0 4,60E+05 + 2,65E+04 f 8,80E+06 * 1,00E+05 cd 4,03E+07 = 2,08E+06 d
CHAO 5,0 2,33E+05 * 1,53E+04 f 7,63E+06 + 1,53E+05 de 1,17E+07 + 2,89E+05 e
BA4-19 5,0 3,60E+05 =+ 2,00E+04 f 5,67E+06 + 1,53E+05 e 9,50E+07 =+ 2,00E+06 c
PM3-14 6,5 1,40E+07 + 2,08E+05 a 1,45E+07 + 1,53E+05 b 1,53E+08 + 2,89E+06 b
CHAO 6,5 8,53E+06 * 6,51E+05 cd 1,04E+08 + 2,31E+06 a 1,09E+09 + 5,77E+06 a
BA4-19 6,5 7,53E+06 + 4,51E+05 e 1,33E+07 + 2,89E+05 b 1,39E+07 + 5,77E+04 e
PM3-14 8,0 9,53E+06 + 2,52E+05 b 1,04E+07 + 1,73E+05 c 1,10E+07 + 5,77E+04 e
CHAO 8,0 8,07E+06 * 1,15E+05 de 9,83E+06 + 4,04E+05 cd 1,06E+07 + 2,31E+05 e
BA4-19 8,0 9,20E+06 * 1,00E+05 bc 1,28E+07 + 2,89E+05 b 1,34E+07 + 1,73E+05 e
Cepas 0,0207 <0,0001 <0,0001
Dosis <0,0001 <0,0001 <0,0001
Interaccién 0,0347 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 por el procedimie nto de
comparacién multiple de Tukey. Los valores de desviacién estandar + correspondenan =9.

Tabla 7

Efecto de las rizobacterias sobre la dosis de pendimentalina sobre las variables morfolégicas del arroz

Cepas Dosis de herbicida Gern(l;/l: ;mlon Longitud (‘i ‘131:‘)* radicula hi[]‘)(:)l::%l ttllllg g:i:n) indice de vigor (IDV)
CHAO 0 mg/kg 100 + O 68 + 0,1 ab 14 =+ 01 d 825 + 0 bc
BA4-19 0 mg/kg 100 = 0 63 +* 06 ab 22 + 01 bc 850 * 233 b
PM3-14 0 mg/kg 100 = 0 70 £ 0 ab 20 = 0 c 90,0 + 0 b
CHAO 75 mg/kg 0 £ 0 0+ 0 f 0 £ 0 g 0 £ 0 e
BA4-19 75 mg/kg 30 + 0 1,2 £+ 01 ef 06 + 01 f 53 + 0,75 e
PM3-14 75 mg/kg 10 = 0 23 = 0,1 cde 06 + 01 f 29 + 029 e
CHAO 150 mg/kg 10 = 0 06 + 01 f 0 = 0 g 06 = 0,08 e
BA4-19 150 mg/kg 0 = 0 0 = 0 f 0 = 0 g 0 = 0 e
PM3-14 150 mg/kg 10 = 0 1,3 + 0,2 def 06 + 01 f 18 + 036 e
Sin 0 mg/kg 100 = 0 72 = 08 a 31 + 01 a 1025 = 2,5 a
Sin 75 mg/kg 0 * 0 0 £ 0 f 0 £ 0 g 0 £ 0 e
Sin 150 mg/kg 0 + 0 0 £ 0 f 0 £ 0 g 0 £ 0 e
p (cepas) <0,0001 <0,0001 <0,0001
p (dosis de herbicida) <0,0001 <0,0001 <0,0001
p (interaccién) <0,0001 <0,0001 <0,0001

Los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (p < 0,05 por el procedimiento de
comparacién multiple de Tukey. Los valores de desviacién estandar + correspondenan =9.
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Aplicaciones in vitro de Arthrobacter sp. AAC22 en
semillas Avena sativa L. incrementa la longitud y
mejora el indice de vigor a los 14 dias post-
incubacién (Urseler etal, 2022). La inoculacién con
Bacillus amyloliquefaciens NRRU-TV11 ejerce un

aumento sobre la altura de la planta, la longitud de
las raices, la biomasa y el indice de vigor de las
plantulas de arroz en comparaciéon con los
controles no inoculados en suelos contaminados
con clorpirifos (Saengsanga & Phakratok, 2023).

CONCLUSIONES

Las PGPR pueden tolerar 150 mg/L, presentando
un mayor crecimiento celular en comparacién a las
demas dosis de pendimentalina. Se evidencié que
las rizobacterias pueden reducir o aumentar su pH
en dependencia de la condicién que se encuentre,
ademds la presencia de UFC/mL incrementa
cuando existe un pH neutro. Las rizobacterias
reduce levemente la toxicidad en germinacién y

crecimiento de arroz, sin dosis de pendimentalina
mejora la germinacién y las caracteristicas
morfolégicas de las plantas. Es posible que las
rizobacterias tengan un efecto especial, el estudio
de Dbioprospeccién y diferentes condiciones
abidtica anivel de vivero podria ser una alternativa
para seguir con futuros estudios sobre la
descontaminacién de la pendimentalina.

AGRADECIMIENTOS

A la Secretaria de Educacién Superior, Ciencia,
Tecnologia e Innovacién (SENESCYT) y Ila
Universidad Estatal de Quevedo (UTEQ) por

permitir el desarrollo del trabajo de investigacion.
Al MSc. Antonio Mendoza por su colaboracién
dentro del trabajo de investigacion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Appleby, A. P, & Valverde, B. E. (1989). Behavior of
dinitroaniline herbicides in plants. Weed Technology,
3(1),198-206.

Avarseiji, Z., Talie, F., Gholama Alipour Alamdari, E., & Hoseini
Tilan, M. S. (2021). Investigation of thebiodegradability
of pendimethalin by Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens, and Escherichia coli. Advances in
Environmental Technology, 7(4), 221-229.
https://doiorg/10.22104/AET,2021.5115.1399

Baxter, J., & Cummings, S. P. (2008). The degradation of the
herbicide bromoxynil and its impact on bacteria
diversity in a top soil Journal of applied microbiology,
104(6), 1605-1616. https://doiorg/10.1111/j.1365-
2672.2007.03709x

Doolotkeldieva, T., Konurbaeva, M., & Bobusheva, S. (2018).
Microbial communities in pesticide-contaminated soils
in Kyrgyzstan and bioremediation possibilities.
Environmental Science and Pollution Research, 25(32),
31848-31862. https://doi.org/10.1007 /s11356-017-
0048-5

Guerrero Ramirez, ]. R, Ibarra Mufioz, L.A., Balagurusamy, N,
Frias Ramirez, ]. E., Alfaro Hernandez, L., & Carrillo
Campos, J. (2023). Microbiology and Biochemistry of
Pesticides Biodegradation. International Journal of
Molecular Sciences, 24(21), 15969.
https://doiorg/10.3390/ijms242115969

Han, Y. Tang, Z., Bao, H.,, Wu, D., Deng, X., Guo, G., & Dai, B.
(2019). Degradation of pendimethalinby the yeast YC2
and determination of its two main metabolites. RSC
advances, 9(1), 491-497.
https://doiorg/10.1039/c8ra07872f

Hkudaygulov, G, Chetverikova, D, Bakaeva,M, Kenjieva, A, &
Chetverikov, S. (2022). Plant growth promoting
Rhizobacteria strain role in protecting crops sensitive to
sulfonylurea herbicides from stress. Journal of Crop
Protection, 11(4), 525-534.

Ibrahim, N. E, Sevakumaran, V., & Ariffin, F. (2023).
Preliminary study on glyphosate-degrading bacteria
isolated from agricultural soil. Environmental Advances
12, 100368.
https://doiorg/10.1016/j.envadv.2023.100368

Juraeva, R. N, Zaynitdinova, L.1.,, Tashpulatov, J. ], Turaeva, N.
A, & Lazutin, N. A. (2023). Influence of the herbicide
pendimethalin on the population of microorganisms and
the biological activity of soils. Science and innovation,
2(Special Issue 8),1053-1058.

Kulshrestha, G, Singh, S.B, Lal, S. P., & Yaduraju, N. T. (2000).
Effect of long-term field application of pendimethalin:
enhanced degradation in soil. Pest Management Science,
56(2),202-206.

Le Du-Carrée, ], Cabon, ], Morin, T., & Danion, M. (2021).
Immunological and metabolic effects of acute sublethal
exposure to glyphosate or gly phosate-based herbicides
on juvenilerainbow trout, Oncorhynchus mykiss. Science
of The Total Environment, 784, 147162
https://doiorg/10.1016/jscitotenv.2021.147162

Lei, Q, Zhong, J,, Chen, S.F., Wy, S, Huang, Y., Guo, P., & Chen,
S. (2023). Microbial degradation as a powerful weapon
in the removal of sulfonylureaherbicides. Environmental
Research, 235, 116570.
https://doiorg/10.1016 /j.envres.2023.116570

Li,J., Zhang, W., Lin, Z., Huang, Y., Bhatt, P., & Chen, S. (2021).
Emerging strategies for the bioremediation of the
phenylurea herbicide diuron. Frontiers in Microbiology,
12, 686509.
https://doiorg/10.3389 /fmicb.2021.686509

Malviya, B.]., Jadeja, V.]., Sherathiya, H. M., Parakhia, M. V,
Tomar, R. S, Vaja, M. B,, & Sherathia, D. N. (2015).
Bioremediation of glyphosate by bacteria isolated from
glyphosate contaminated soil. J. Pure. Appl. Microbiol
9(4),3315-3320.

Navarro, ].R. (1991). Efecto de la solarizacién del suelo sobre
la poblacién de malezas y del hongo Rhizoctonia solani
durante la estacion lluviosa en Alajuela, Costa Rica.
Agronomia Costarricense, 15.

Neamat-Allah, A. N, Mahsoub, Y. H, & Mahmoud, E. A. (2021).
The potential benefits of dietary -glucan against growth
retardation, immunosuppression, oxidative stress and
expression of related genes and susceptibility to
Aeromonas hydrophila challenge in Oreochromis niloticus
induced by herbicide pendimethalin. Aquaculture
Research, 52(2), 518-528.
https://doiorg/10.1111/are.14910


https://doi.org/10.22104/AET,2021.5115.1399
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03709.x
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2007.03709.x
https://doi.org/10.1007/s11356-017-0048-5
https://doi.org/10.1007/s11356-017-0048-5
https://doi.org/10.3390/ijms242115969
https://doi.org/10.1039%2Fc8ra07872f
https://doi.org/10.1016/j.envadv.2023.100368
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.147162
https://doi.org/10.1016/j.envres.2023.116570
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.686509
https://doi.org/10.1111/are.14910

C. Macias-Holguin et al. (2024). Manglar 21(3): 291-298 298

Olenska, E.,, Matek, W., Wojcik, M., Swiecicka, 1., Thijs, S, &
Vangronsveld, ]. (2020). Caracteristicas beneficiosas de
las rizobacterias promotoras del crecimiento de las
plantas para mejorar el crecimiento y la salud de las
plantas en condiciones dificiles: una revisién metodica.
Ciencia del Medio Ambiente Total, 743, 140682.

Onwuchekwa-Henry, C. B, Van Ogtrop, F, Roche, R, & Tan, D.
K. (2023). Evaluation of pre-emergence herbicides for
weed managementandriceyieldin direct-seeded rice in
Cambodian lowland ecosystems. Farming System, 1(2).
https://doiorg/10.1016 /jfarsys.2023.100018

Qiao, L., Yuan, N,, Han, G., Cheng, B.,Zhang, D, Song, ], & Mu,
Y. (2021). Determination of pendimethalin dynamic
residual distribution in crucian carp tissues and
associated risk assessment. International Journal of
Analytical Chemistry, 2021.
https://doiorg/10.1155/2021/9984230

Saengsanga, T., & Phakratok, N. (2023). Biodegradation of
chlorpyrifos by soil bacteria and their effects on growth
of rice seedlings under pesticide-contaminated soil
Plant, Soil & Environment 69(5).
https://doiorg/10.17221/106/2023-PSE

Singh, B-, & Singh, K. (2016). Microbial degradation of
herbicides. Critical reviews in microbiology, 42 (2), 245-
261. https://doiorg/10.3109/1040841X.2014.929564

Singh, R., & Singh, G. (2020). Effect of pendimethalin and
imazethapyr on the development of microorganisms in
vitro and at field conditions. Toxicological &

Environmental ~ Chemistry,  102(9), 439-454.
https://doiorg/10.1080/02772248.2020.1815203
Sowunmi, K., Shoga, S. M., Adewunmi, O. M., Oriyomi, A. F,&
Sowunmi, L. (2020). Isolation and molecular characteri-
zation of pesticide degrading bacteria in polluted soil
bioRxiv, 2020, 7.

https://doiorg/10.1101/2020.07.21.213942

Trivedi, N, & Dubey, A. (2021). Degradation studies of
pendimethalin by indigenous soil bacterium
Pseudomonas strain PD1 using spectrophotometric
scanning and FTIR. Archives of Microbiology, 203(7),
4499-4507. https://doi.org/10.1007 /s00203-021-
02439-8

Urseler, N, Bachetti,R., Morgante, V., Agostini, E., & Morgante,
C. (2022). Atrazine behavior in an agricultural soil:
adsorption-desorption, leaching, and bioaugmentation
with Arthrobacter sp. strain AAC22. Journal of Soils and
Sediments, 22,93-108.

Usmani, Z., Kulp, M., & Lukk, T. (2021). Bioremediation of
lindane contaminated soil: Exploring the potential of
actinobacterial strains. Chemosphere, 278, 130468.
https://doiorg/10.1016 /j.chemosphere.2021.130468

Vera Ojeda, P. A, Franco Ibars, R. A, Santacruz Oviedo, V. R,
Salas Mayeregger, |., & Ruiz Samudio, F. P. (2023). Effect
of pre-emergent herbicides applied by drip irrigation in
the transplanted onion crop. Investig. Agrar.,, 25(1).
https://doiorg/10.18004/investig.agrar.2023.junio.25
01692


https://doi.org/10.1016/j.farsys.2023.100018
https://doi.org/10.1155/2021/9984230
https://doi.org/10.17221/106/2023-PSE
https://doi.org/10.3109/1040841X.2014.929564
https://doi.org/10.1080/02772248.2020.1815203
https://doi.org/10.1101/2020.07.21.213942
https://doi.org/10.1007/s00203-021-02439-8
https://doi.org/10.1007/s00203-021-02439-8
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.130468
https://doi.org/10.18004/investig.agrar.2023.junio.2501692
https://doi.org/10.18004/investig.agrar.2023.junio.2501692

