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Resumen

Las bacterias del género Herbaspirillum spp. enddfitas promueven el crecimiento vegetal, fijan nitrogeno y
producen fitohormonas. La combinacion de estos mecanismos puede contribuir a mejorar la eficiencia del
uso de fertilizantes nitrogenados en cultivos de importancia agricola. El objetivo del presente trabajo fue
seleccionar cepas de la bacteria diazotréfica Herbaspirillum spp. para promover el crecimiento en plantas de
arroz. Se aislaron 113 enddfitos diazotréficos de la parte aérea de plantas de arroz de diferentes variedades y
estadios fenoldgicos. Once fueron identificados como presuntos Herbaspirillum spp. segun sus caracteristi-
cas morfoldgicas y fisiologicas. De éstos, dos aislamientos (9.4 y 4.2) produjeron aumentos significativos en la
biomasa aérea de plantas de arroz crecidas en condiciones controladas. Ambos aislamientos se ensayaron en
plantas cultivadas en invernaculo en ausencia y presencia de urea. La biomasa radicular de las plantas
inoculadas con el aislamiento 4.2 fue significativamente mayor tanto en presencia como en ausencia del 50%
de la dosis de urea utilizada por los productores (100 kg/ha). Se evalud el efecto de la inoculacion de semillas
de arroz con el aislamiento 4.2 en campo. Se incluyeron tratamientos inoculados y sin inocular con diferentes
dosis de fertilizacion nitrogenada. Se obtuvo una mejora del 15% en el rendimiento de los cultivos inoculados
respecto a los testigos sin inocular. La secuenciacion del gen 16S ARNr indico que la cepa 4.2 pertenece al
género Herbaspirillum spp. Se concluye que la cepa 4.2 de Herbaspirillum spp. posee potencial como biofer-
tilizante en arroz, maximizando el aprovechamiento de los recursos.
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Summary

Strain selection of growth promoting Herbaspirillum spp. in rice

Endophytic bacteria of the genus Herbaspirillum spp. are able to fix nitrogen and produce plant growth promo-
ting compounds. The combination of these mechanisms can contribute to optimizing the efficiency of nitrogen
fertilizers in crops of agricultural importance The aim of this work was to select strains of diazotrophic bacteria
Herbaspirillum spp. to promote growth in rice plants. 113 diazotrophs were isolated from aerial tissue of different
varieties and phenological stages. Eleven isolates were characterized as presumptive Herbaspirillum spp. Of
these, two isolates obtained from the vegetative stage (9.4 and 4.2) produced significant increases in shoot dry
matter under controlled conditions. Both isolates were tested in rice plants grown in greenhouse in the absence
and presence of urea. The root biomass of plants inoculated with isolate 4.2 was significantly higher both in the
presence and absence of 50% of the dose of urea used by farmers (100 kg/ha). Plant growth-promoting effect
of strain 4.2 was reflected in plant yield. Inoculated and non inoculated treatments were carried out with different



20 Punschke, K.; Mayans, M.

Agrociencia Uruguay

doses of nitrogen fertilization in field conditions. A 15% increase in plant yield was obtained for inoculated plants
in comparison with non inoculated. The 16S rRNA gene sequence indicated that 4.2 strain belongs to the
genus Herbaspirillum spp. Therefore, we conclude that Herbaspirillum spp. 4.2 strain has potential as bioferti-
lizer in rice, maximizing the efficiency in the use of resources and sustainability.

Key words: bacteria-plant association, endophyte, inoculation

Introduccion

En los ultimos afios, debido al impacto negativo
de la agricultura en el ambiente y a los altos costos
de produccion ha surgido el concepto de agricultu-
ra sostenible, definida como la manera de cultivar el
suelo conservando al méximo la calidad medioam-
biental. Una opcion es el uso de biofertilizantes para
disminuir la aplicacion de fertilizantes quimicos
(Bonilla et al., 2000). Tradicionalmente se han usa-
do bacterias del suelo en la produccion de inocu-
lantes para aumentar el rendimiento de los cultivos
(Burris, 1988), siendo los rizobios los primeros mi-
croorganismos fijadores de nitrogeno (N) utilizados
en la agricultura. En los Ultimos afios se han demos-
trado los efectos benéficos de bacterias endofitas
obligadas asociadas a gramineas de interés econd-
mico (App et al., 1984). Dentro de este grupo se des-
taca Herbaspirillum spp., capaz de asociarse endo-
fiticamente con una amplia gama de plantas, inclu-
yendo arroz y cafia de azlcar. La especie H. serope-
dicae ha recibido especial atencién dado que algu-
nas cepas son capaces de promover el crecimiento
vegetal en determinadas variedades de arroz
(Baldani et al.; 2000; Elbeltagy et al., 2001). Estas
bacterias son consideradas promotoras del creci-
miento vegetal, fijadoras de nitrégeno y productoras de
hormonas estimulantes del crecimiento de la planta,
como 4cido indol acético y giberelinas (Figueiredo et
al., 2008). Respecto a la produccion de fitohormonas,
los efectos generales que producen en la planta
pueden ser directos, a través de la promocion del
crecimiento, o indirectos mejorando la nutricion de
las plantas por un mayor desarrollo radicular
(Fuentes et al., 2006). El efecto observado es el au-
mento del tamafio y la densidad de los pelos radicu-
lares, desencadenando una mejora en la capaci-
dad de absorber agua y nutrientes minerales en un
volumen mayor de suelo (Fuentes, et al., 2006). En
las relaciones endofiticas, las bacterias residen den-

tro de los espacios intercelulares o en el interior de
las células de la planta huésped. Las bacterias en
estos sitios endofiticos acceden a los nutrientes y al
agua mas faciimente que en la superficie. Ademas
pueden obtener proteccién frente a las fluctuacio-
nes del medio ambiente y ventajas frente a la intensa
competencia por los nutrientes caracteristicos de la
rizosfera (Baldani et al., 1997). La entrada bacteria-
na en las plantas ocurre en los sitios de dafio epidér-
mico, de raiz lateral o aparicion radicular, a través de
aberturas naturales como estomas. La concentra-
cion de estas bacterias en los tejidos de la planta, el
grado de colonizacidn y su eficiencia estan relacio-
nados con: el genotipo de la planta, el tejido vegetal,
el estadio fenoldgico del cultivo, el desarrollo radi-
cal, el flujo de fotosintatos hacia la raiz y el marco
agronémico, fundamentalmente en lo que refiere a
variedades, condiciones de siembra y uso de fertili-
zantes (Barraquio et al., 1997). En Uruguay el arroz
se cultiva generalmente en rotacién con legumino-
sas forrajeras, lo que brinda un aporte de N (nitrége-
no) proveniente de la fijacién biolégica de nitrégeno
(FBN) gue queda en el suelo para el siguiente culti-
vo. Sin embargo es comun el uso de fertilizantes ni-
trogenados, ya que el N proveniente de la FBN de la
pastura que lo antecede no es suficiente para lograr
el maximo rendimiento del cultivo. El objetivo de esta
investigacion es seleccionar cepas de bacterias dia-
zotréficas endofiticas (Herbaspirillum spp.) promo-
toras del crecimiento en plantas en arroz, contribu-
yendo asi a la sostenibilidad del cultivo, aumentando
la eficiencia en el uso de fertilizantes nitrogenados.

Materiales y métodos

Cuantificacion, aislamiento y caracterizacion de
bacterias diazotroficas endofiticas

Se muestrearon 20 plantas de arroz de cada una
de las nueve chacras comerciales ubicadas en la
zona de Vergara en el departamento de Treinta y
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Tres. Las variedades muestreadas fueron INIA Oli-
mar, Coronilla'y El Paso 144, tanto en el estadio ve-
getativo como en el inicio de floracion (Cuadro 1).
Los aislamientos de bacterias enddfitas fijadoras de
N se realizaron a partir de la parte aérea de la planta
(hoja y tallo). Para cuantificar y aislar bacterias en-
dofitas diazotroficas, se desinfectd con etanol 70%
la superficie de 1 g de tejido vegetal durante 30 se-
gundos. Las muestras se maceraron con 9 ml de
agua estéril en mortero, a partir de esta suspension
se realizaron diluciones seriadas. Se inocularon fras-
cos conteniendo medio de cultivo JNFb semisolido,
semi-especifico para Herbaspirillum spp. (Dobereiner
etal., 1995). Los cultivos se incubaron a 35 °C de cuatro
a siete dias y se evalud la formacion de velo sub
superficial. El recuento de la poblacion bacteriana
se determind por la técnica de numero mas proba-
ble (NMP) utilizando la tabla de McCrady para tres
repeticiones (Dobereiner et al., 1995). Para proce-
der al aislamiento se retiraron con anza las peliculas
de aquellos frascos de mayor dilucion y se transfirie-
ron a un nuevo medio semi-sélido. Luego de 10 dias
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las peliculas se transfirieron a placas de Petri con me-
dio INFb sélido enriquecido con 20 mg/l de extracto de
levadura. Para la purificacion final las peliculas se trans-
firieron a placas de Petri conteniendo medio Batata
(Dobereiner et al., 1995). Este proceso se repitio
hasta la obtencién de colonias puras con las carac-
teristicas morfoldgicas tipicas de Herbaspirillum spp.
(Dobereiner et al., 1995; Baldani et al., 2000; Estrada
de Los Santos et al., 2001). Los aislamientos obteni-
dos se observaron en microscopio optico para su
caracterizacion morfoldgica y motilidad celular de
acuerdo con los datos descritos para este género en
el Bergey's Manual (2005). Aquellos aislamientos que
mostraron la morfologia caracteristica de Herbaspi-
rillum spp. se conservaron a -20 °C en glicerol 50%.

Seleccion inicial de bacterias promotoras del
crecimiento en plantas de arroz en condiciones
controladas

Semillas de arroz de la variedad El Paso 144 se
descascararon y desinfectaron en superficie con eta-
nol 70% durante 30 segundos, cloramina T 1% du-

Cuadro 1. Aislamientos obtenidos en medio JNFb a partir de diferentes variedades y estadios del
cultivo de arroz, de nueve sitios muestreados en el departamento de Treinta y Tres, Uruguay.

Sitio Estadio Variedad Aislamientos Presuntos Nomenclatura
totales Herbaspirillum spp.
1 Vegetativo INIA Olimar 5 1 4.9
2 Vegetativo INIA Olimar 8 0
Inicio floracién INIA Olimar 8 2 4.2214.23
3 Vegetativo INIA Olimar 7 1 4.2
Inicio floracién INIA Olimar 8 1 4.15
4 Vegetativo INIA Olimar 5 1 9.4
Inicio floracién INIA Olimar 8 1 9.6
5 Vegetativo Coronilla 17 2 Lc 16/ Lc 17
6 Vegetativo Coronilla 8 1 BES8
Inicio floracién Coronilla 16 1 BI11
7 Vegetativo INIA Olimar 7
8 Vegetativo El Paso 144 3 0
9 Vegetativo El Paso 144 13 0
Total 113 11
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rante cuatro minutos, y ocho lavados posteriores con
agua estéril, dejandolas embeber en el dltimo lava-
do por 30 minutos (Carcafio-Montiel et al., 2006).
Las semillas se pregerminaron en placas con agar
0,8% en agua en oscuridad a 28 °C durante 48 ho-
ras. Se evaluaron once aislamientos de presuntos
Herbaspirillum spp. utilizando tubos para planta con
40 ml de medio Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950)
sin N'y con 0,6% de agar, empledndose cinco repe-
ticiones por tratamiento. La inoculacion con las bac-
terias crecidas en medio liquido JNFb enriquecido
con 1g/l de NH,CI, se realiz6 antes de la solidifica-
cion del agar. Se sembrd 1 ml de caldo en fase expo-
nencial de crecimiento (108 cel/ml) por tubo. Se agre-
g6 1 ml de medio esteéril al tratamiento control T (sin
inocular y sin N). Se sembrd una semilla pregermi-
nada por tubo. Se incub6 durante 30 dias en camara
de crecimiento con condiciones controladas de tem-
peratura (25-30 °C), y luz (tubo Silvanya Grolux), con
un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad,
de acuerdo con Baldani, et al. (2000). Se rego perio-
dicamente con solucion Hoagland libre de N (dilui-
da al ¥4) estéril. Se determind la produccion de bio-
masa aérea y radicular secando el material vegetal
en estufa (60 °C) hasta peso constante. El analisis de
varianza se realizd por ANOVA-1 para determinar i
existian diferencias entre las medias de los tratamien-
tos. Se utilizé un test DGC de comparacion de me-
dias, para establecer cuéles tratamientos se diferen-
ciaban significativamente. Para el andlisis estadisti-
co de esta respuesta fenotipica se utilizé el progra-
ma InfoStat (version 2008).

Promocion del crecimiento de plantas de arroz en
invernaculo

Se seleccionaron los aislamientos que resultaron
MA&s promisorios en la etapa anterior. Se desinfecta-
ron superficialmente semillas de arroz de la varie-
dad El Paso 144 segUn lo descrito anteriormente. Se
utilizaron macetas conteniendo tres kg de suelo
(P-P,O, 7,3 ppm, N-NO, 10,5 ppm), empleandose
cinco repeticiones por tratamiento. Se sembraron
diez semillas de arroz previamente inoculadas con
cultivos liquidos en fase exponencial (108 cel/ml) de
las cepas a evaluar utilizando una dosis de 1200 ml
para 100 kg de semilla. Se evaluo el efecto de la
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inoculacion de plantas crecidas en ausencia de N
agregado y con el agregado de 50% de la dosis de N
utilizada habitualmente por los productores no limi-
tante (100 kg/ha de urea). Se incluyeron un testigo
sin inocular y sin N (T) y un testigo sin inocular y con
N agregado (N). Se reg6 periddicamente a capaci-
dad de campo con agua desionizada durante 45
dias. Se determiné la produccién de biomasa aérea
y radicular secando el material vegetal en estufa
(60 °C) hasta peso constante. El analisis de varianza
se realiz6 por ANOVA-1 para determinar si existian
diferencias entre las medias de los tratamientos. Se
utilizé un test DGC de comparacion de medias, para
establecer cuales tratamientos se diferenciaban sig-
nificativamente. Para el anlisis estadistico de esta
respuesta fenotipica se utilizo el programa InfoStat
(version 2008).

Respuesta del arroz a la inoculacion en campo

Durante la zafra 2008-2009 se evaluo en el cam-
po el efecto de la inoculacion de las semillas de
arroz con la cepa mas promisoria seleccionada an-
teriormente. El ensayo fue instalado por la consulto-
raAS.IN.AGRO., en la localidad de Vergara en el de-
partamento de Treinta y Tres, zona representativa
de la cuenca tradicional arrocera de la Laguna Merin
sobre un suelo Planosol Subéutrico Ocrico de cos-
tas del arroyo Parao. (pH en H,0: 5,41; M.O.: 3%;P-
P,O..: 6 ppm; K- K,0:0,31 meg; Zn: 0,8 ppm). Se uti-
lizé un disefio de parcelas divididas con parcelas
menores al azar con tres repeticiones. Las parcelas
mayores correspondieron a los tratamientos con y
sin inoculacion, y las parcelas menores a los dife-
rentes niveles de fertilizacion nitrogenada. Se sem-
bré la variedad El Paso 144 con una densidad de
siembra de 140 kg/ha. Al momento de la siembra
todas las parcelas se fertilizaron con 130 kg/ha de
fosfato de amonio. Previo a la siembra, se inoculo la
semilla en un recipiente con una suspension celular
(108cel/ml) a razén de 1200 ml cada 100 kg de semi-
lla de arroz, sin el agregado de agua u otro producto
adicional. Se manejaron diferentes niveles de fertili-
zacion en cobertura utilizando urea como fuente ni-
trogenada. Se incluyeron tratamientos inoculados y
sin inocular en ambos casos con tres niveles de fer-
tilizacion nitrogenada (0, 60 y 100 kg/ha de urea). Se
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evaluaron cantidades de urea utilizadas habitual-
mente por los productores, suministrando un 50%
del total al momento del macollaje y el resto previo a
la formacion del primordio floral. Se evalu6 el rendi-
miento en grano corregido considerando un 14% de
humedad. El analisis de varianza se realiz por ANO-
VA-1 para determinar si existian diferencias entre las
medias de los tratamientos. Se utilizé el test de Tukey
al nivel del 5% para comparacion de medias. Para el
andlisis estadistico de esta respuesta fenotipica se
utilizé el programa InfoStat (versién 2008).

Secuenciacion del gen 16S ARNr y estudio filogenético

A partir del aislamiento mas promisorio seleccio-
nado de los ensayos anteriores se realizd la extrac-
cion de ADN utilizando el kit AXYGEN (DNA Extrac-
tion kit). Se obtuvo ADN en cantidad y calidad sufi-
ciente para la amplificacién por PCR de un fragmen-
to de aproximadamente 1500 bases utilizando ce-
badores consenso del gen 16S ARNr. El fragmento
fue purificado y enviado a secuenciar con cebado-
res especificos 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTC
"3) y 16SR (5'ATACTAGCGACTCCGACTTC 3) al
Servicio de Secuenciacion del Institut Pasteur de
Montevideo. Las secuencias obtenidas fueron com-
paradas con las depositadas en el GenBank utilizan-
do la herramienta BLAST (www.ncbi.nIm.nih.gov/
blast) y en la base de datos Ribosomal Database
Project (http://rdp.cme.msu.edu/).

Resultados

Aislamientos obtenidos y caracterizacion
morfofisioldgica

Los recuentos de bacterias diazotroficas endofi-
tas estuvieron en el orden de 10%a 106 células/g de
tejido (datos no mostrados). Se obtuvieron 113 aisla-
mientos capaces de formar velo sub-superficial en
medio JNFb semisolido sin nitrégeno, de los cuales
once se clasificaron como presuntos Herbaspirillum
spp. De éstos, siete se aislaron de la variedad INIA
Olimary cuatro de la variedad Coronilla. No se obtu-
vieron aislamientos con caracteristicas semejantes
a Herbaspirillum spp. en la variedad El Paso 144 (Cua-
ro 1). La caracterizacion morfologica de los aisla-
mientos de presuntos Herbaspirillum spp. revelé cé-
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lulas vibroides (bacilos curvados) y moviles. El creci-
miento en medio de cultivo JNFb sélido mostro la
presencia de colonias pequefias de tipo circular, con
centro azul oscuro por acimulo del indicador. En
placas con medio Batata se observaron colonias
himedas y pequefias con centro marrén, semejante
a lo descrito por Baldani, et al. (1986,1996).

Seleccion inicial de bacterias promotoras del
crecimiento en plantas de arroz en condiciones
controladas

Se evaluaron once aislamientos seleccionados
en la etapa anterior, siendo seis obtenidos a partir de
plantas en estadio vegetativo y cinco de plantas en
estadio de floracion. En el Cuadro 2 se muestra la
produccion de materia seca de la parte aérea y radi-
cular de plantas de arroz inoculadas con los aisla-
mientos en ausencia de nitrdgeno luego de 30 dias
de incubacion.

El peso promedio de la materia seca de la parte
aérea de las plantas inoculadas vario entre 27 y
54 mg/planta. Los valores promedio obtenidos co-
rrespondientes a la biomasa radicular variaron entre
12 y 21 mg/planta. Se observa que los aislamientos
9.4 y 4.2 promovieron significativamente la biomasa
de la parte aérea (un 89% y 68% respectivamente)

Cuadro 2. Produccion de biomasa seca de parte aé-
rea y radicular de plantas de arroz inoculadas con
once aislamientos de presuntos Herbaspirillum spp.
en condiciones controladas (MS: materia seca; T: tes-
tigo sin inocular). Los valores mostrados son la media
de cinco repeticiones. Letras distintas indican dife-
rencias significativas (p<0,05).

Tratamiento  MS aérea (mg/planta) MS raiz (mg/planta)

4.22 27a 121 a
Bl 11 28a 19a
T 28,6a 12,4a
4.23 30a 17a
Lcl6 334a 148a
BE8 336a 17 a
4,15 37a 19a
9.6 37a 19a
4.6 412a 178a
Lc17 40,4 a 15,6 a
4.2 48b 2la
9.4 54 b 18 a
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en relacion al testigo T. Ambos aislamientos provie-
nen de la variedad INIA Olimar y se obtuvieron de
plantas en estadio vegetativo. Si bien se observo una
mejora en la produccion de materia seca aérea de-
bido a la inoculacion con nueve de los aislamientos,
las diferencias obtenidas no fueron significativas. No
hubo efecto de la inoculacion sobre la produccion
de materia seca de la parte radicular.

Evaluacion de promocion del crecimiento de plantas de
arroz en invernaculo con cepas seleccionadas de
presuntos Herbaspirullum spp.

Los aislamientos mas promisorios de la etapa
anterior (4.2 y 9.4) se evaluaron en condiciones de
invernaculo. Al comparar el tratamiento inoculado
con la cepa 4.2 respecto al tratamiento T se observo
que las plantas inoculadas con esta cepa presenta-
ban una biomasa radicular significativamente ma-
yor tanto en presencia como en ausencia de N agre-
gado (Figura 1). Este efecto también se observoé al
comparar el tratamiento inoculado con la cepa 9.4
respecto al testigo T s6lo en presencia de N agrega-
do (Figura 2). Los beneficios causados por estos ais-
lamientos pueden deberse a la produccion de fito-
hormonas y no solamente a la FBN. No se obtuvie-
ron diferencias significativas en los valores de mate-
fia seca de la parte aérea entre los aislamientos uti-
lizados y el testigo (datos no mostrados).

3
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Biomasa Radicular (g)

o
[3,1
T

o

Tratamientos
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Figura 1. Produccion de biomasa seca en inverna-
culo de parte radicular de plantas de arroz inocula-
das con la cepa 4.2 en presencia y en ausencia de
N agregado (T: testigo sin inocular; +N: 50 kg/ha de
urea; 4.2: inoculado; 4.2+N: inoculado + 50 kg/ha de
urea). Los valores son la media de 5 repeticiones
(p<0,05).
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Figura 2. Produccién de biomasa seca en inverna-
culo de parte radicular de plantas de arroz inocula-
das con la cepa 9.4 en presencia y en ausencia de N
agregado (T: testigo sin inocular; +N: 50 kg/ha de
urea; 9.4: inoculado; 9.4+N: inoculado + 50 kg/ha de
urea). Los valores son la media de cinco repeticio-
nes (p<0,05).

Respuesta del arroz a la inoculacion en campo

SegUn los resultados obtenidos en el analisis de
varianza, se observo que el factor principal de la de-
terminacion del rendimiento correspondié a la ino-
culacion con la cepa 4.2 (p=0.0261), no detectando-
se diferencias significativas debidas a la fertilizacion
nitrogenada (p=0.2590) ni a la interaccion de am-
bos factores (p=0.9704).

Los valores de rendimiento en grano promedio
(kg/ha) de los tratamientos inoculados con la cepa
4.2 fueron significativamente mayores que los pro-
medios de los tratamientos sin inocular para los tres
niveles de nitrégeno evaluados (Cuadro 3). Para el
promedio de todos los niveles de fertilizacion, el au-
mento de rendimiento en respuesta a la inoculacion

Cuadro 3. Rendimiento en grano promedio (kg/ha)
de tratamientos inoculados con la cepa 4.2, y pro-
medio de los tratamientos sin inocular, para los tres
niveles de fertilizacion nitrogenada. Los valores son
la media de tres repeticiones. Letras distintas indi-
can diferencias significativas (p<0,05).

Rendimiento promedio

Inoculacion (kg/ha)
Sin Inocular 10082,89 A
Inoculado 4.2 11582,11 B
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fue de 15%, lo que significa un incremento de 34
bolsas de 50 kg de grano cosechado por hectérea.

El tratamiento inoculado con la cepa 4.2 y con
100 kg/ha de urea fraccionada en dos coberturas,
alcanz6 la maxima productividad del ensayo
(12391 kg/ha), mientras que el rendimiento del trata-
miento con la misma dosis de fertilizacion pero sin
inocular fue de 10711 kg/ha.

Por lo anterior, si bien existe un efecto promotor
de la inoculacion con la cepa 4.2 independiente de
la fertilizacidn en el rendimiento en grano, dicho efecto
se expresod en mayor magnitud cuando la inocula-
cion estuvo acompafiada de la maxima dosis de fer-
tilizacion nitrogenada. Las ventajas de la inoculacion
podrian estar asociadas a una mayor eficiencia en
el uso del agua, nitrégeno y otros nutrientes, ademas
de la FBN. A partir de estos resultados se destaca el
impacto de la inoculacion con la cepa 4.2 en la pro-
duccién de arroz, en todos los niveles de nitrégeno.

Secuenciacion del gen 16S ARNr y estudio filogenético

El alineamiento de la secuencia obtenida (479
bases) contra la base de datos antes mencionada
se corresponde en un 100% con la secuencia del
gen 16S ARNr de bacterias del género Herbaspiri-
llum (super-reino: Bacteria; phyla: Proteobacteria;
clase: Betaproteobacteria; orden: Burkholderiales;
familia: Oxalobacteraceae; género: Herbaspirillum).

Discusion

Los resultados obtenidos mostraron que de los
once aislamientos ensayados, solo dos proporcio-
naron beneficios significativos al crecimiento de plan-
tas de arroz en ensayos en camara de crecimiento,
lo cual también fue reportado para este cultivo por
Baldani, et al. (2000) en un estudio de seleccion de
Herbaspirillum spp. Esto estaria indicando que uno
de los puntos cruciales para la seleccion y manejo
de diazotroficos es la especificidad planta-bacteria
(Salomone y Dobereiner, 1996; Scholoter y Hart-
mann, 1998). Bhattarai y Hess (1998) concluyeron
que el efecto de estimulacion del crecimiento por la
bacteria en el desarrollo de las raices en los prime-
ros estadios del crecimiento de la planta puede ser
responsable del impacto positivo de la inoculacion.
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Evaluando los dos aislamientos promisorios en in-
vernaculo se verifico este efecto donde se observa-
ron diferencias significativas en la produccion de bio-
masa radicular de los tratamientos inoculados con
la cepa 4.2 en presencia y en ausencia de N agrega-
do respecto al T. Esta misma cepa verificd este com-
portamiento en campo, obteniéndose aumentos sig-
nificativos del 15% en el rendimiento del cultivo cuan-
do la inoculacion estuvo asociada a una fertilizacion
de 100 kg/ha de urea. Bashan y Levanony (1990) y
Guimaraes et al. (2003) han reportado aumentos en
la produccion de granos de arroz del 20% atribuidos
a la inoculacion con endofitos diazotréficos a nivel
de campo. En trabajos anteriores (Ferreira, 2008) se
logrd suplir parte del requerimiento de N en cultivos
de arroz, utilizando un inoculante de Herbaspirillum
seropedicae empleando turba como soporte. Es de
interés hacer uso del potencial de estos microorga-
nismos enddfitos promotores del crecimiento y de
las herramientas que aporta la microbiologia de sue-
los para optimizar las propuestas bioldgicas de sus-
tentabilidad. En base a estos resultados es posible
realizar un manejo mas eficiente de la fertilizacion
nitrogenada mediante el desarrollo de un inoculante
formulado con la cepa 4.2 de Herbaspirillum spp.
para las condiciones experimentales utilizadas.

Conclusiones

En conclusion, es interesante destacar que Si-
guiendo la metodologia descrita se logré aislar la
cepa 4.2 de Herbaspirillum spp. de plantas de arroz
de una zona representativa de este cultivo en el Uru-
guay, y que esta cepa posee potencial para ser utili-
zada como biofertilizante al aumentar el rendimiento
de plantas de arroz en campo de forma significativa.
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