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En Uruguay, en el afio 2001 el arroz (Oryza sativa) representd el 99 % de las
exportaciones de cereales. Es un cultivo extensivo de verano, realizandose en forma
mecanizada y bajo inundacion. Se cultiva generalmente en rotacion con pasturas; sin
embargo es comun el uso de fertilizantes nitrogenados. Se intenta reducir su aplicacién
mediante el uso del potencial de promocion del crecimiento de bacterias enddfitas. Estas
colonizan el interior de las raices y en algunos casos se dispersan sistémicamente sin
formar estructuras especializadas. Algunas pueden transmitirse en el grano. Presentan
ventajas frente a las rhizosféricas, pues no compiten con los microorganismos del suelo,
estan protegidas de cambios ambientales y establecen un intercambio mas directo de
metabolitos con la planta. Promueven el crecimiento vegetal por: fijacion biolégica de
nitrégeno (FBN), produccion de fitohormonas y resistencia a enfermedades, entre otros. El
grado de colonizacion varia segun el genotipo de la planta (Barraquio y col., 1997; Canzani y
col., 1998; Hallmann y col, 1997; Bashan y Holguin, 1997; Okon y Vanderleyden, 1997,
Padua, 2001; Baldani y col.,, 2000; Mirza y col, 2000). Un amplio rango de bacterias
diazotrofas se confirmaron como endodfitas de arroz, entre ellas las microaerofilicas:
Azospirillum brasilense (Baldani y col., 1993), Azospirillum irakense (Vermeiren y col., 1998),
Azoarcus BH72 (Reinhold-Hurek y Hurek, 2000), Herbaspirillum seropedicae (Baldani y col.,
1995; Olivares y col., 1996; James y col., 2000), Burkholderia brasilense (Baldani y col.,
2000). Cepas diazotrofas de Bacillus y Paenibacillus serian endéfitas de arroz (James y col.,
2000). El objetivo de este trabajo fue cuantificar, aislar y caracterizar bacterias diazotrofas
enddfitas de las variedades comerciales El Paso 144 e INIA Tacuari. Se evalué la capacidad
de los aislamientos de fijar N y de promover el crecimiento vegetal.

Se recolectaron 84 muestras de plantas de arroz en estadio vegetativo de las
variedades El Paso 144 e INIA Tacuari, de chacras comerciales y parcelas experimentales
en las zafras 2000/2001 y 2001/2002. Para cada muestra tallos y hojas se desinfectaron
superficialmente con alcohol 70%, se maceré 1g en agua estéril, y se prepararon diluciones
(Dbbereiner y col., 1995). Se sembraron 0,1 ml de estas en los medios selectivos
semisolidos sin N NFb (Dobereiner y col., 1995) y JMV (Baldani y col., 2000) por triplicado,
para cuantificar por numero mas probable (NMP) y aislar: Azospirillum spp., Herbaspirillum
spp. y Azoarcus spp. en NFb, y Burkholderia brasilense en JMV. Se incub6 a 35°C por4 a 7
dias, y se siguié la metodologia descrita por Dobereiner y col. (1995). Para aislar Bacillus
spp., la dilucién 10" de la muestra se incubé por 10 min. a 80°C (Mclnroy y col, 2000). Se
sembré 0,1 ml en Rennie semisélido sin N, incub6 a 28°C por 3 dias, y se continué segun
Doébereiner y col. (1995). Colonias aisladas provenientes de los 3 medios crecieron en LB
(Luria Bertani) liquido y se conservaron en glicerol al 20% a -80°C (Dodbereiner y col., 1995).
Se evalud la FBN de algunos aislamientos de NFb y JMV por reduccion de acetileno (ARA).
Para evaluar promocién del crecimiento, se descascararon granos El Paso 144 e INIA
Tacuari. Se esterilizaron con HgCl, 0,2% por 4 min y se pregerminaron en agar agua a
28°C. Las cepas crecieron en LB liquido a 30°C con agitacion, toda la noche. Tubos para
plantas de 80 ml con 40 ml de medio Hoagland sin y con 0.05% KNO; esterilizados, se
inocularon antes de la solidificacién con 1 mL del cultivo (10® cél.) o con 1 ml de buffer
fosfato. Una vez germinadas se sembré una plantula por tubo, empleando 2 repeticiones por
tratamiento. Las plantas crecieron en camara con un fotoperiodo de 12 hs, a 25-30°C por 45
dias (Baldani y col., 2000). Se considerd aislamiento promotor aquel que produjo un
incremento mayor al 20% de la materia seca de parte aérea o raiz, respecto al control sin
inocular. Estos se evaluaron en las condiciones descritas pero utilizando 3 repeticiones por



tratamiento. Los aislamientos que confirmaron la promocién se ensayaron usando 5
repeticiones, y se registro el efecto sobre el desarrollo radicular. Las materias secas se
analizaron por ANOVA-1 y se determinaron las diferencias significativas minimas segun LSD
al 5%.

Los resultados de NMP indicaron que en la mayoria de las muestras se encontraron
concentraciones de enddfitas diazotréficas microaerofilicas mayores a 10° cél/g de tejido. El
100% de las muestras El Paso 144 mostraron concentraciones mayores a 10° cél/g,
mientras que hubo un 69% de las muestras INIA Tacuari con concentraciones mayores a
10° cél/g y el resto presentd concentraciones menores a 10* cél/g. Estas diferencias podrian
deberse a las distintas capacidades de las variedades de asociarse a diazétrofos. Estos dos
resultados apoyan trabajos previos (Canzani y col.,, 1998). En todas las muestras se
obtuvieron aislamientos en los medios empleados: se conservaron 59 aislamientos de NFb,
51 de JMV y 13 de Rennie, lo que indicaria una gran diversidad de enddfitos diazétrofos. Un
56% de los 66 aislamientos de NFb (37) y JIMV (29) manifestaron capacidad de fijar N segun
ARA. En los ensayos de promocion de crecimiento vegetal se evaluaron 31 aislamientos de
NFb, 31 de JMV y 13 de Rennie. El 33% del total de los aislamientos presentaron potencial
de promocién en parte aérea y/o raiz, con y/o sin N. El 23% de los aislamientos de NFb y
JMV promovieron, con incrementos en el peso fresco del 20 al 100%. A su vez, un 85% de
los de Rennie fueron promotores; de estos, un 36% mostrd niveles de promocion del 100 al
150% en Tacuari (Figura 1). Treinta aislamientos se evaluaron con 3 repeticiones (Tabla 1).
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Fig. 1 Porcentajes de aislamientos promotores en ensayos con 2 repeticiones segin el medio dond e se
aislaron.

Nueve aislamientos de NFb, 4 de JMV y 9 de Rennie mostraron porcentajes de
promocién mayores al 20% cuando se evaluaron con 3 repeticiones. 56aN, 56bN, 46R, 60R,
73R y 81R provocaron promociones significativas mayores al 100% en El Paso, y 5J en
Tacuari. 56aN, 46R y 81R también presentaron este efecto en Tacuari, confirmando 46R vy
81R el alto porcentaje obtenido con 2 repeticiones. Ademas 2N, 38N, 56N y 56aN mostraron
promociones significativas en Tacuari. 38N, 56aN, 81R, 73R también mostraron
promociones significativas en alguna otra de las fracciones de las plantas con y/o sin N (nho
se muestra). Siete de 19 aislamientos confirmaron la promocion en El Paso. Sin embargo, 9
de 12 promotores en Tacuari repitieron el efecto. Para 44N, 82aJ, 83J, 82R y 83R no se
confirmé la promocion del 20 al 100%. Los porcentajes de promocion alcanzados son
similares a los obtenidos por Baldani y col. (2000). Es de interés que el medio Rennie se
utilizé para aislar cepas de Bacillus, y que las especies formadoras de esporas de este
género tienen una vida util suficiente para ser utilizados comercialmente (Mcinroy y col.,
2000). Con los aislamientos promisorios en los ensayos con 3 repeticiones se realizaron los
ensayos con 5 repeticiones por tratamiento, incorporando cepas de referencia. Se verificara
la condicién enddfita de las cepas seleccionadas, se identificaran por técnicas bioquimicas y
moleculares, y su potencial de promocién se evaluara en suelo en invernaculo.



Tabla 1 Aumento en la materia seca de plantas inoculadas con aislamientos promotores en presencia y
ausencia de N, en ensayos con 2 o 3 repeticiones por tratamiento.

Cepa® 2repeticiones 3 repeticiones Cepa® 2repeticiones 3 repeticiones
Aumento (%) ~ Aumento (%) ~
EP T EP T EP T EP T
2N°  77%  sd 6] 75 9% 76J 6] 34 32 6]
33N° 30 sd 52¢ 63 83) 39 ) ) ¢
38N 39 77 () 79 9+ 82aJ sd sd ) ¢)
44N 90 O] ) O] 82bJ sd sd sd sd
46N 38 ) ) 48¢ 46R () 73 235* 169 *
56N 59 ¢) ¢) 39* 53R 29¢% 110° 48 60
56aN  sd sd 213« 198* 57R 27 114 54 72
56bN  sd sd 101* 87 60R 29 50¢ 140 34
70N  sd sd ) 87 67R 35 108 () 52
80N  sd sd ) 23 69R 37 81 53 24
5°  50°  sd ¢) 194 9+ 73R 29 ) 125* 73
22J° 67%  sd ) 24 ° 74R  29¢ 35¢ 21¢ 33°
23J° 30 sd ¢) 26 81R () 94¢ 154  198*
25J° 49?  sd sd sd 82R 51 152 () )
713 (-) 65 sd sd 83R 37 143 () )

sd sin dato; (-) no promovid; * promociones significativamente diferentes de los controles sin inocular (LSD, p<0.05);  se
designaron usando la inicial del medio de aislamiento; ® ARA+. El resto sin dato; ¢ para cada aislamiento se eligié el mayor
porcentaje de promocion obtenido a partir de las medias de parte aérea y/o raiz, con y/o sin N; ¢ en presencia de N.
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