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Resumen

Elarroz (Oryza sativa) es uno de los principales rubros de exportacion agricola de Uruguay. Actualmente resulta
imprescindible potenciar el desempeifio del cultivo para incrementar los rendimientos. Las Bacterias Promotoras
de Crecimiento Vegetal (BPCV) son una alternativa para obtener mayores rendimientos y cultivos sustentables
por reduccién del uso de agroquimicos. El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar bacterias diazétrofas
y solubilizadoras de fosfato asociadas al cultivo de arroz y determinar su comportamiento in vitro frente a otras
BPCV. El ensayo se realizé en fitotron sembrando semillas en suelos de diferente origen y caracteristicas. Se
obtuvieron 90 aislamientos de bacterias endoéfitas y rizosféricas. Se evalud la actividad diazotréfica mediante
Ensayo de Reduccion de Acetileno y amplificacion del gen nifH. La diversidad de los aislamientos se analizd
por ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) y la identificacion por secuenciacion parcial
del gen 16S rRNA. Las bacterias endodfitas diazétrofas no solubilizaron fosfato y pertenecen a los géneros
Azospirillum, Herbaspirillum, Enterobacter, Paenibacillus y Pleomorphomonas. Todas las bacterias rizosféricas
solubilizadoras de fosfato pertenecen al género Burkholderia y son diazétrofas. La mayoria de los aislamientos
produce sider6foros y acido indolacético. Se observo que algunas cepas de Burkholderia antagonizan in vitro
a BPCV de los géneros Azospirillum y Herbaspirillum que se emplean como inoculantes en gramineas. Estos
resultados indican que la flora nativa que tiene propiedades benéficas y se asocia al cultivo en diferentes suelos
puede incidir en el éxito de la inoculacion con las BPCV.
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Abstract

Rice (Oryza sativa) is one of the main cereals exported by Uruguay. Nowadays it is imperative to improve the
performance of the cropping system to increase the yields. The PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) are an
option to raise the yields and to reach sustainable production by reducing the agrochemicals input. The goal of
this work was to isolate and characterize rice-associated bacteria able to fix atmospheric nitrogen or solubilize
inorganic phosphate, and to study their performance in vitro facing to other PGPB. Soils from different regions
and properties were employed to grow rice from seeds, under controlled conditions. Ninety isolates of endophytic
and rizospheric bacteria were obtained. Diazotrophic activity was assessed by ARA (Acetylene Reduction Assay)
and nifH gene amplification. The diversity of the isolates was screened by ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis) and the identification was performed by partial sequencing of the 16S rRNA gene. The
endophytic diazotrophic bacteria were unable to solubilize phosphate and belong to the genera Azospirillum,
Herbaspirillum, Enterobacter, Paenibacillus and Pleomorphomonas. All the rizospheric phosphate-solubilizing
isolates are diazotrophs and affiliated to the genus Burkholderia. Most of the characterized isolates produce
siderophores and indolacetic acid. Some strains of Burkholderia were antagonists in vitro of PGPB of the genera
Azospirillum and Herbaspirillum that are employed as inoculants in grasses. These results show that the native
beneficial bacteria associated to the plant from different soils may influence the success of the inoculation with
PGPB.
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Introduccion

El arroz es una planta monocotiledonea que
pertenece a la familia de las gramineas. Su culti-
vo es de origen milenario y proviene de las regio-
nes humedas de Asia tropical y subtropical. Has-
ta el momento se han reportado 19 especies, de
las cuales Oryza sativa es la de mayor consumo
(FAO, 2004; Rives, 2006).

Actualmente se ha convertido en uno de los
principales rubros de exportacion para Uruguay,
donde el 95 % de la cosecha se exporta. Aunque
es un cultivo con altos rendimientos en el pais, la
demanda constante impulsa el uso intensivo del
suelo para obtener aun mayores rendimientos.
Para esto es necesario el uso de nuevas tecnolo-
gias que potencien el desempefio de los cultivos
y mejoren la utilizacion de los nutrientes con un
adecuado margen de seguridad alimentaria y am-
biental. Las bacterias con capacidad de promover
el crecimiento vegetal son una alternativa viable
para obtener cultivos sustentables y reducir el uso
de agroquimicos (ACA, 2010).

Las BPCV (Bacterias Promotoras del Creci-
miento Vegetal) pueden estar asociadas a la ri-
zosfera o a los tejidos de la planta (endofitas). Las
bacterias endofitas desarrollan parte de su ciclo
de vida en el interior de la planta sin causar sin-
tomas de dafio en ella, colonizando los alrededo-
res de las células de la epidermis, la exodermis
y las células del cortex (Hallmann et al., 1997;
Reinhold-Hurek y Hurek, 1998). Se ha postula-
do que las bacterias asociadas al cultivo pueden
tener un impacto importante en la productividad
de los cultivos de interés agrondomico porque es-
timularian el crecimiento de la planta mediante
mecanismos directos e indirectos. Los directos
incluyen la fijacion de nitrégeno, produccion de
fitohormonas, solubilizacion de fosfatos inor-
ganicos, mineralizacion de fosfatos organicos,
solubilizacién y movilizacion de hierro median-
te sideroforos y la supresion de la produccion
de etileno mediante la produccidon de la enzima
acido 1-aminociclopropano 1 carboxilico (ACC)
deaminasa. Los indirectos incluyen la degrada-
cion de compuestos toxicos, inhibicion de activi-
dad patogena de algunos hongos y antagonismo
frente a bacterias patdgenas (Li ef al., 2009; van
der Lelie et al., 2009).

Las bacterias fijadoras de nitrogeno (diazétro-
fas) son muy estudiadas dentro de las disciplinas
microbiologicas asociadas a la agricultura y eco-
logia. Esto se debe a su capacidad de convertir
el nitrégeno atmosférico en una forma asimilable
por la planta como es el amonio. La asociacion
planta-bacteria aumenta la velocidad de creci-

miento y el rendimiento de la planta en peso fres-
co, contenido de materia seca y peso de grano.
Para el estudio de estas comunidades bacterianas,
se ha utilizado como marcador funcional el gen
nifH, que codifica para la dinitrogenasa reducta-
sa, proteina que forma parte del complejo nitro-
genasa responsable del proceso de Fijacion Bio-
logica de Nitrogeno (FBN). Luego del nitrégeno,
el fosforo (P) es uno de los minerales esenciales
para el crecimiento y desarrollo de las plantas y
es el segundo fertilizante quimico mas utilizado
en el mundo. Muchas veces el P es el nutriente
limitante para la produccion de biomasa en los
ecosistemas naturales. Si bien el suelo es la ma-
yor fuente de P, no todo se encuentra de forma
asimilable (P inorgénico) por las plantas y esto
depende fuertemente del pH, entre otros factores.
Para poder utilizar el P, las bacterias han desa-
rrollado mecanismos de solubilizacién y minera-
lizacion, los mas conocidos son la excrecion de
acidos organicos y de fosfatasas respectivamente.

Varios estudios han demostrado que la inocu-
lacion con hongos y bacterias solubilizadoras
de P pueden incrementar el rendimiento o el
crecimiento de las plantas, tanto en condiciones
de invernadero como en condiciones de campo
(Chuang et al., 2007; Vassilev et al., 2007; Val-
verde et al., 2007; Wasule et al., 2007; Widada
et al., 2007). Se observo, que con frecuencia, la
combinacion de microorganismos con diferentes
caracteristicas, tales como solubilizadores de P
combinados con diazétrofos o con hongos mico-
rricicos arbusculares, arrojan efectos superiores
a la inoculacion solo con bacterias solubilizado-
ras de fosfato (Valverde et al., 2007; Babana y
Antoun, 2007). El hierro, micronutriente esencial
para mayoria de seres vivos, es un nutriente li-
mitante en el suelo ya que se oxida rapidamen-
te y solo queda disponible bajo la forma Fe’* o
hidréxidos insolubles (Harrington y Crumbliss,
2009). Por esto, las bacterias han desarrollado
mecanismos de captacion que involucran una
gran diversidad de agentes quelantes (siderofo-
ros) de Fe** que son liberados al ambiente para
luego ser reconocidos a nivel de membrana e in-
ternalizados para su uso (Faraldo, 2007).

Otros compuestos importantes en la promocion
de crecimiento son las fitohormonas, dentro de
las cuales las auxinas desempefian un rol central
en la division, extension y diferenciacion de las
células y los tejidos vegetales, siendo el acido
3-indolacético (AIA) su principal representante
(Tsavkelova et al., 2006).

A pesar de la capacidad que pueda tener una
bacteria para promover el crecimiento vegetal, el
éxito de la inoculacion de un cultivo con éstas,
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depende tanto de factores bidticos como abioti-
cos. Los factores bidticos como el genotipo de
la planta y el ambiente son elementos muy im-
portantes a la hora de formular inoculantes (Gar-
cia de Salamone y Ddbereiner, 1996; Olivares
et al., 1996; Azevedo et al., 2005), pero quizas
uno de los mas importantes y menos estudiados
es la flora nativa asociada al cultivo que compe-
tira con las bacterias inoculadas. Por otro lado,
se ha estudiado que la composicion quimica del
suelo y el tipo de planta influyen en la estructura
de la comunidad de bacterias del suelo y en las
bacterias enddfitas. El cultivo de arroz en Uru-
guay se realiza en dos regiones distintas del pais
(norte-centro y este) que comprenden suelos con
diferentes caracteristicas fisicoquimicas. En este
trabajo se plantea utilizar suelos diferentes para
aislar e identificar bacterias asociadas al cultivo
que sean capaces de fijar nitrogeno o solubilizar
fosfato, determinar si tienen otras propiedades de
promocioén del crecimiento y conocer si son capa-
ces de inhibir a BPCV.

Materiales y métodos

Muestreo y propiedades fisicoquimicas del
suelo.

Se tomaron muestras de suelos en el otoflo de
2011 de dos regiones del Uruguay donde se culti-
va arroz: Norte (N) y Este (E). El suelo se secé a
temperatura ambiente, se tamizd y posteriormen-
te se utilizo para este ensayo. Se emplearon sue-
los con diferente contenido de carbono organico
y uso: suelos de campo natural (CN) utilizados
para ganaderia y suelos que habian sido utiliza-
dos para cultivar arroz en el verano anterior (A).
Cada muestra de suelo fue considerada como un
tratamiento diferente, obteniendo asi un total de
8 tratamientos. La denominacion, localizacion y
propiedades del suelo se muestran en la Tabla 1.

El carbono orgéanico se determin6 por el método
de Walkley-Black, el nitrogeno por Kjeldahl, el
fosforo por el método de Murphy y Riley y la
textura por el método de Bouyoucos.

Se realizaron dos controles con suelos esterili-
zados para comparar el aporte de nutrientes del
suelo respecto al aporte del suelo y los microor-
ganismos asociados al rendimiento del cultivo.

Los suelos fueron tamizados y luego fertili-
zados con 32 mg N como urea, 96 mg P como
Na,HPO, y 16 mg K como KCl por kg de suelo,
para que todos los tratamientos tuvieran la misma
fertilizacion basal.

Desinfeccion superficial de las semillas y
germinacion

Las semillas de arroz, variedad El Paso 144, se
hidrataron en agua destilada estéril durante una
hora. Luego se desinfectaron con NaClO 2 % con
agitacion durante 5 minutos. A continuacion se
realizaron 4 lavados sucesivos de 3 minutos de
duracion con 200 mL de agua destilada estéril.
Para verificar la efectividad de la desinfeccion
superficial realizada sobre la semilla, se puso en
contacto dicha superficie con medio de cultivo
R2A (Difco) en placas que se incubaron por 5
dias a 30°C. Se incubaron las semillas en con-
diciones asépticas (es decir sobre gasa humeda
esterilizada dentro de placas de Petri) durante 3
dias a 30°C y en oscuridad para su germinacion.

Ensayo de crecimiento de las plantulas en
condiciones controladas

Las semillas germinadas se transfirieron a ma-
cetas conteniendo los diferentes suelos. Se incu-
baron las macetas durante 20 dias en el fitotron
a una temperatura de 25 °C, 80 % de humedad
y alternando ciclos de luz y oscuridad, de 16 y 8
horas respectivamente.

Tabla 1. Origen y propiedades fisicoquimicas de los suelos utilizados en el ensayo de crecimiento de plantulas.

Textura
Suelo Zona* Cultive® C organico % N total % P ppm Arena % Limo %  Arcilla %
1 E A 3,1 0,21 45 15,4 59,3 25,3
2 E CN 3,5 0,27 28 17,6 55,9 26,5
3 E A 1,5 0,11 30 38,3 40,4 21,3
4 E CN 1,6 0,14 17 36,2 40,7 23,1
5 N CN 1,3 0,13 15 59,7 27,5 12,8
6 N A 1,0 0,10 26 63,5 26,5 10,0
7 N A 2,5 0,22 17 18,1 45,5 36,4
8 N CN 3,1 0,25 10 16,2 44,5 39,3

*Zona: E (Este), N (Norte).
*Cultivo: A (Arroz), CN (Campo Natural).
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El experimento consistio en un disefio comple-
tamente al azar con dos réplicas, donde se asig-
naron los tratamientos mediante un disefo facto-
rial. Los factores considerados fueron el origen
y contenido de carbono organico del suelo (4
niveles) y el uso del suelo (2 niveles) con respec-
to al cultivo de arroz. Se analizaron 16 unidades
experimentales, donde cada unidad experimental
estaba formada por 20 plantas de arroz (submues-
tras). Se colocaron 2 plantulas por maceta, donde
cada maceta contenia 50 g de suelo tamizado y
fertilizado. La medida del crecimiento se obtuvo
por determinacion de la longitud (cm) de la parte
aérea de la planta.

Seleccion de tratamientos a analizar y
procesamiento de plantas

A los 20 dias de crecimiento se compard la
longitud de la parte aérea de las plantas crecidas
en los ocho tratamientos para seleccionar dos de
ellos a partir de los cuales aislar bacterias endd-
fitas diazotrofas. Para comparar la respuesta en
cada tratamiento se realiz6 un andlisis de varianza
(ANAVA) mediante la plataforma RStudio (Raci-
ne, 2012) del software R (R Core Team, 2013).

Por otra parte, se utilizaron todos los tratamien-
tos para realizar el aislamiento de bacterias rizos-
féricas solubilizadoras de fosfato inorganico.

Enriquecimiento y aislamiento de bacterias
endofitas fijadoras de nitrogeno

Se tomaron las plantas, se retird el suelo por
lavado, y se hizo un corte para separar la parte aé-
rea de la raiz. Se desinfectd cada parte por sepa-
rado de manera similar a las semillas. Se utilizo
para cada duplicado 200 mL de solucion NaClO
2 % con agitacion durante 5 minutos, luego se
hicieron 4 lavados sucesivos con 400 mL de agua
destilada estéril agitando 3 minutos en cada la-
vado.

Las réplicas se maceraron en morteros estéri-
les y se realizaron diluciones seriadas en NaCl
0,85% hasta la dilucién 1:10%. Se sembraron to-
das las diluciones en medio base RMR sin ni-
trogeno (Elbeltagy et al., 2001) modificando las
fuentes de carbono y la atmodsfera de incubacion
(anaerobiosis y aerobiosis) con el fin de recuperar
mayor diversidad de diazotrofos. Para anaerobios
se utilizo glucosa como fuente de carbono y at-
mosfera de N,. Con el fin de recuperar bacterias
esporuladas, las diluciones fueron sometidas a
un shock térmico de 80 °C durante 15 min. Para
anaerobios también se utilizo acido malico como
fuente alternativa de carbono. Para la recupera-

cion de bacterias diazotrofas aerobias/microaero-
filicas se utilizaron dos variantes: a) medio base
suplementado con macerado alcohdlico de plan-
ta de arroz, preparado a partir de 200 g de hoja
y 500 mL de etanol 80% segun Elbeltagy et al.,
2001, o b) medio base con citrato como fuente de
carbono.

Se inocularon viales (anaerobios) y tubos de
vidrio (aerobios) con 5,5 mL de medio liquido y
11,1 mL de medio semisélido respectivamente, y
se incubaron durante 5 dias a 30 °C en oscuridad.

Se realiz6 el ensayo de reduccion de acetileno
(ARA, “Acetylene Reduction Assay”, Tripathi y
Klingmueller, 1992) en los tubos y viales sembra-
dos con las diluciones de cada tejido y tratamien-
to. De los tubos y viales positivos se realizaron
aislamientos de bacterias aerobias y anaerobias
facultativas en medio R2A, incubado a 30 °C du-
rante 48 horas.

Aislamiento de bacterias rizosféricas
solubilizadoras de fosfato inorganico

Se cortaron las raices de las plantas y, por agita-
cion suave, se removio la porcidn mas importante
del suelo en la vecindad de las raices. Posterior-
mente se extrajeron los microorganismos de la
rizésfera en suero fisioldgico estéril agitando las
raices en shaker a 100 rpm, durante 30 minutos.
Se sembraron diluciones de la suspension obte-
nida en la superficie del medio de cultivo agar
Pikovskaya (Pikovskaya, 1948) con ciclohexi-
mida 0,05 gL', y se incub6 a 28 °C durante 7
dias. Se realizo el aislamiento de las colonias que
presentaron halo de solubilizacion de fosfato y
morfologias diferentes. Las colonias obtenidas se
repicaron cinco veces consecutivas en el mismo
medio para verificar la persistencia de la propie-
dad solubilizadora de fosfato. Luego, se purifica-
ron en R2A.

Extraccion de ADN

Se realiz6 por lisis alcalina a partir de cultivos
puros y frescos. Se tomo6 una colonia, se agrega-
ron 100 pL. de NaOH 0,05 M y se incub6 durante
15 minutos a 90 °C. Se centrifugd 2 minutos a
18600 g, se descarto el pellet y se utilizo el sobre-
nadante para la amplificacion (Jan ef al., 1998).
Para aquellas cepas en las que no se pudo am-
plificar a partir de este sobrenadante, se realizo
extraccion de ADN utilizando el kit Wizard Ge-
nomic DNA Purification. Se centrifugd 1 mL de
cultivo fresco durante 15 minutos a 15000 g y
se procedio segun el fabricante. El producto se
resuspendio en 50 puL de agua miliQ.
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Amplificacion del gen nifH

Para la amplificacion del gen nifH mediante
PCR se prepar6 una mezcla conteniendo: buffer
para Taq polimerasa 1x, MgCl, 2,5 mM; BSA 0,2
mg.mL"!, dNTPs 0,2 mM cada uno, primers PolF
(5’-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3") y PolR
(5’-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3") (Poly et
al.,2001) 0,1 uM cada uno, Taq DNA polimerasa
0,05 u.uL' y agua miliQ para completar 20 pL.
Se amplifico 1 pL de sobrenadante de lisis alcali-
na o de solucion de ADN.

Para realizar la PCR se utiliz6 el siguiente pro-
grama de temperaturas: desnaturalizacion inicial
a 94 °C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos
que comprenden: desnaturalizacion (94 °C du-
rante 1 minuto), hibridacion (57 °C durante 1
minuto) y extension (72 °C durante 1 minuto);
una etapa de extension final de 72 °C durante 10
minutos y una etapa final de 4 °C durante 15 min.

Amplificacion del gen 16S rRNA de los
aislamientos

Para la amplificacion del gen 16S rRNA me-
diante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se prepar6 una mix conteniendo: buffer
para la Taq polimerasa 1x, MgCl, 2,5 mM; BSA
0,5 mg.mL"!', dNTPs 0,2 mM cada uno, primers
27F  (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
(Lane et al., 1991) y 1492R (5’-GGTTACCTT-
GTTACGACTT-3") (Turner et al., 1999) 0,48
uM cada uno, Taq DNA polimerasa 0,04 u.uL'y
agua miliQ para completar 25 pL.. Se amplificé 1
pL de sobrenadante de lisis alcalina o de solucion
de ADN.

Para realizar la PCR se utiliz6 un termociclador
automatico (Applied Biosystems, 2720 Thermal
Cycler, Singapur) con el siguiente programa de
temperaturas: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos que
comprenden: desnaturalizacion (94 °C durante 1
minuto), hibridacion (55 °C durante 1 minuto) y
extension (72 °C durante 3 minutos); y una etapa
de extension final de 72 °C durante 7 minutos.

Screening de diversidad usando el gen 16S
rRNA

Se realizaron perfiles de restriccion del gen 16S
rRNA, ARDRA, modificado de Massol-Deya et
al. (1995). Para la reaccion de restriccion se pre-
par6 una mix conteniendo: las enzimas Mspl y
Rsal (Fermentas) en una concentracion de 0,3
U uL'y el buffer recomendado por el fabrican-
te con BSA 1x. Para cada reaccion se utilizaron

2,4 pL de la mix y 12,6 pL del producto PCR del
gen 16S rRNA. La digestion se realizo por 12 h
a 37°C. Los productos de restriccion se separa-
ron en gel de agarosa Methaphor 3,5 % en buffer
TBE 0,5x a 100 V durante 1 hora aproximada-
mente. Como patrén de peso molecular se utilizo
el marcador molecular pPBR322/Haelll (Bioron).

Secuenciacion parcial del gen 16S rRNA

El gen 16S rRNA se secuencio parcialmente
con el primer 27F en el Servicio de secuencia-
cion de Macrogen Inc. usando un secuenciador
capilar ABI PRISM 3730XL. La identificacion
filogenética de las cepas se realizd6 comparando
la secuencia obtenida con la base de datos del
servidor EzTaxon-e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.
net/; Kim et al., 2012).

Las secuencias obtenidas fueron depositadas en
la base de datos European Nucleotide Archive y
sus numeros de acceso son desde HG799067 al
HG799085.

Ensayo ARA

Se evalud la capacidad de fijar nitrégeno me-
diante el ensayo de reduccion de acetileno en
medio RMR sembrado con las diluciones del ma-
cerado de parte aérea y raiz. Luego de la incuba-
cion se inyecto la cantidad necesaria de acetileno
(AGA, 99,95 % de pureza) para obtener una con-
centracion final de 10 % v/v en el “headspace”.
Se incubd nuevamente a 30 °C y se evalud la pro-
duccién de etileno a las 72 horas mediante cro-
matografia gaseosa, en cromatografo SRI 8610
equipado con detector de ionizacion de llama y
una columna Porapak R (80/100 mesh, 6 feet x
1/8 inch), utilizando N, como gas carrier y 45 °C
de temperatura de horno. Los cromatogramas se
analizaron con el software Peaksimple2. Como
control positivo se usd Azospirillum brasilense,
cepa Az39. Se tomaron como positivos los tubos
que daban areas de etileno 100 veces mayores
que el nivel basal de controles con acetileno, no
inoculados.

La evaluacion de la capacidad fijadora de ni-
trogeno de las cepas aisladas se realizd de tal
forma que cada cepa fue inoculada en la misma
variante del medio sin nitrogeno RMR (descrip-
tas anteriormente) del cual fue aislada original-
mente. Todas las cepas se sembraron en RMR en
condiciones aerobias y se incubaron por 3 dias.
El resto del procedimiento fue igual al descrito
anteriormente.



18 Bacterias promotoras de crecimiento asociadas al arroz

Solubilizacion de fosfato inorganico

La capacidad solubilizadora de fosfato de los
aislamientos se evaluo en el medio agar Pikos-
kaya (Pikovskaya, 1948) con cicloheximida
0,05 gL', con incubacion a 28 °C durante 7 dias.
Como resultado positivo se consider6 la obser-
vacion de un halo de solubilizacién alrededor de
las colonias aisladas que persiste durante cinco
subcultivos en el mismo medio.

Produccion de sideroforos

Se evalu¢ la capacidad de producir sider6foros
en medio de cultivo solido R2A-CAS (modifica-
do de Schwyn et al., 1987). Se realizaron aisla-
mientos por estriacion en placa y se incubaron
por 48 horas a 30 °C. Luego se verificé la produc-
cion de sideréforos por la presencia de un halo
amarillo alrededor de la colonia.

Produccion y cuantificacion de dcido
indolacético

Las cepas se hicieron crecer en tubos con 5 mL
de medio King B conteniendo 20 g L' de peptona
de origen animal, 1,15 g L' de KHPO,, 1.5 g
L'de MgSO,.7H,O y se suplement6 con 2,5 mM
de triptéfano. Se incubd a 30 °C en oscuridad,
durante 12 horas. Luego se midi6 la densidad 6p-
tica (DO) de cada cultivo bacteriano a 600 nm.
Se centrifugaron las células y sobre el sobrena-
dante se cuantifico el dcido indolacético (AIA). A
1 mL de sobrenadante se agregd 1 mL de reacti-
vo colorimétrico: FeCl,, 12 g L'y H.SO,, 7,9 M
(Glikmann y Dessaux, 1994). Se incubd durante
30 minutos en la oscuridad y se midio la absor-
bancia a 530 nm. Se corrigié la produccion de
indoles por la medida de DO para cada cepa. Se
realizd una curva con estandar de AIA (Sigma).
Se expreso el resultado como la cantidad de AIA
producido por unidad de volumen y de DO (mg
de ATA mL-'DO™"). Los ensayos se realizaron por
duplicado.

Ensayo de competencia entre aislamientos y
posibles BPCV

Se utiliz6 el medio NFbl (Loaces ef al., 2011)
que permite el crecimiento simultdneo de di-
versas bacterias asociadas al cultivo de arroz y
BPCV. El ensayo de competencia se realiz6 como
alli se describe y brevemente se detalla aqui. Para
la inoculacidon se emplearon cultivos en fase ex-
ponencial de crecimiento (12 -14 horas de incu-
bacion a 30°C y 100 rpm) en medio NFbI liquido.

Para las BPCV se realizaron diluciones de la sus-
pension para sembrar 10° células mL"' de medio
NFbI agar. Después de la solidificacion del agar,
en cada placa se realizo una estria con 10 pL de
una suspension de la cepa posible antagonista
con 10° células mL!, y se incubo6 por 48 horas a
30°C. Los ensayos se hicieron por duplicado. Un
halo de inhibicion del crecimiento de las BCPV
(incorporadas en el agar) alrededor de la estria in-
dica que esta cepa es antagonista de la cepa PCV.

Para el ensayo de competencia se utilizaron
como referencia de A. brasilense las cepas Az39,
Sp7 y Sp245; y como referencia la cepa Z67 de
H. seropedicae.

Resultados y discusion
Crecimiento de las plantulas en diferentes suelos

A los veinte dias de crecimiento controlado en
fitotron, antes de que las plantas fueran extrai-
das de la maceta para ser procesadas, se midiod
el largo de la parte aérea de cada una. Los datos
fueron analizados estadisticamente y los resulta-
dos mostraron que no se obtuvieron diferencias
significativas para el largo de parte aérea entre
los ocho tratamientos, y tampoco con los dos
controles que se sembraron con suelo esteriliza-
do, obteniéndose un largo medio de 28,0 + 3,0
cm. Por lo tanto, para realizar los aislamientos de
bacterias enddfitas diazotrofas se seleccionaron
dos tratamientos que presentaron caracteristicas
contrastantes en cuanto a color y ancho de tallos
y hojas. Las plantas del suelo 2 (Tabla 1) esta-
ban mas vigorosas mientras que las del suelo 8
se observaron con menor ancho de hoja y tallo
y ademas con falta de pigmentacion. También se
aislaron bacterias diazétrofas endofitas de plantas
crecidas en suelo 1, luego de 90 dias de sembra-
das y 30 dias de inundacion.

Aislamiento e identificacion de bacterias
endodfitas diazotrofas

Los enriquecimientos aerobios para los cuales
el ensayo ARA dio positivo (ARA™) se subculti-
varon 3 veces en el mismo medio para verificar
que la capacidad fijadora de nitrégeno del cultivo
se mantenia. De ellos se aislaron 80 cepas, de las
cuales solamente 20 (25%) dieron amplificacion
positiva para el gen nifH (nifH"). Las cepas nifH"
aisladas fueron sembradas en medio de cultivo
RMR semisolido con las mismas caracteristicas
del cual fue aislada originalmente y se observo
que no todas las cepas eran capaces de reducir
acetileno.
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En el screening de diversidad realizado por
ARDRA para las 20 cepas nifH" se observaron
14 perfiles distintos, indicando que habria diver-
sidad a nivel del gen 16S rRNA entre los aisla-
mientos. Por lo tanto, a la hora de identificar las
cepas, se secuencio el gen 16S rRNA de las 20. El
resultado de la secuenciacion mostré haber mas
redundancia de especies que las determinadas por

ARDRA. A partir de esta informacion se trabajo
con una seleccion de 10 cepas que pertenecen a 4
géneros, que tienen el gen nifH y la capacidad de
reducir el acetileno (Tablas 2 y 3).

Si bien en los tubos iniciales no se obtuvieron
enriquecimientos anaerobios de microorganis-
mos reductores de acetileno, en algunos de ellos
se logré amplificar el gen nifH. A partir de estos

Tabla 2. Origen e Identificacion de los aislamientos asociados al cultivo de arroz

Cepa Especie mas cercana (N° acceso) % Similitud Origen®
5 Azospirillum largimobile (X90759) 99,0 8 ER
10 Azospirillum largimobile (X90759) 99,4 2 EPA
45 Azospirillum largimobile (X90759) 99,2 2 ER
64 Azospirillum largimobile (X90759) 99,4 8 ER
20 Azospirillum oryzae (AB185396) 99,0 8 ER
16, 75 Herbaspirillum seropedicae (Y10146) 99,6 2 EPA
52 Enterobacter sacchari (JQ001784) 96,3 8 ER
69, 70 Enterobacter sacchari (JQ001784) 99,5 8 ER
H Paenibacillus graminis (AJ223987) 99,6 8 ER
G Paenibacillus graminis (AJ223987) 99,6 8 EPA
B2 Pleomorphomonas oryzae (AB159680) 99,9 1 ER
C Pleomorphomonas oryzae (AB159680) 99,5 1 EPA
T3A Burkholderia ubonensis (EU024179) 95,9 3RZ
T3C Burkholderia cepacia (U96927) 93,2 3RZ
T3G Burkholderia cepacia (U96927) 96,2 3RZ
T7B Burkholderia cepacia (U96927) 95,4 7RZ
T7C Burkholderia ubonensis (EU024179) 97,4 7RZ

*Origen: suelo y asociacion con la planta (Enddfitas raiz: ER; endofitas de parte aérea: EPA; rizésfera: RZ)

Tabla 3. Propiedades promotoras de crecimiento vegetal de las cepas aisladas.

Propiedades
Cepa Produccion de sideroforos? Solubilizacion de fosfatos®* ARA Produccion de AIA®
5 + - + 17,0 £10,3
10 + - + 11,4+1,0
45 + - + 11,9+0,8
64 + - + 9,6 £0,1
20 + - + 20,4+79
16 + - + 17,5+3,1
75 + - + 153+2,8
52 + - + 3,9+0,3
69 + - + 52+0,6
70 + - + 5,6+0,0
H Nd Nd + 83+1,8
G Nd Nd + 7,0+1,5
B2 Nd Nd + 53,8+9,4
C Nd Nd + 49,3 £27.7
T3A + + + 51+1,3
T3C + + + 6,1 +0,5
T3G + + + 52+0,2
T7B + + + 41+13
T7C + + + 4,6+0,1

“Nd= No determinado debido a que la cepa no crecid en el medio de cultivo de ese ensayo.
*La produccion de AIA se expresa en pg AIA mL™" de cultivo por unidad de densidad optica (DO) medida a

600nm. Media =+ error estandar.
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tubos nifH" se realizaron aislamientos en medio
solido R2A en condiciones aerobias y se verifico
la presencia del gen nifH en las cepas purificadas.
Como resultado se obtuvieron un total de 4 cepas
anaerobias facultativas que poseen el gen nifH, 2
aisladas de medio de cultivo con glucosa 'y 2 con
acido malico. La secuenciacion de los genes 16S
rRNA reveld que las especies endofitas diazotro-
fas presentes son Azospirillum largimobile, Azos-
pirillum oryzae, Herbaspirillum seropedicae,
Enterobacter cloacae, Paenibacillus graminis
y, después de la inundacion, Pleomorphomonas
oryzae (Tabla 2). Excepto por la cepa 52, los ais-
lamientos pudieron identificarse a nivel de espe-
cie ya que las secuencias analizadas mostraron
mas de 99% de similitud con secuencias conoci-
das depositadas en el banco de datos. Estos resul-
tados sugieren que A. largimobile esta presente
en suelos de praderas naturales del Norte y del
Este y coloniza tempranamente los tejidos de O.
sativa, preferencialmente las raices (Tabla 2). Por
el contrario, H. seropedicae solo se aisld de la
parte aérea de plantas crecidas en suelo del Este,
mientras que E. cloacae y P. graminis colonizan
preferencialmente raices de plantas sembradas en
suelos del Norte.

Pleomorphomonas oryzae pudo recuperarse
solo como endofita de raiz y parte aérea de plan-
tas en etapa reproductiva, 30 dias después de la
inundacion, en un suelo que habia sido utilizado
previamente para el cultivo de arroz. Esta espe-
cie se ha detectado solo por métodos molecula-
res como endofita de arroz en trabajos previos
(Ferrando et al., 2012). En cambio, las bacterias
del género Azospirillum y, en menor medida,
de la especie Herbaspirillum seropedicae, son
ampliamente reconocidas como promotoras de
crecimiento asociadas a gramineas. Se han uti-
lizado en inoculantes comerciales en Argentina
y Uruguay (Iglesias et al., 2008; Martino, 2008;
Hoftman et al., 2008; Punschke y Mayans, 2011),
y han sido recomendadas para la promocion del
crecimiento por los resultados obtenidos por nu-
merosos ensayos de campo en Argentina y Brasil
para varios cultivos (Pedraza et al., 2009 Garcia
de Salamone et al., 2012; Teixeira et al., 2008).

Aunque A. brasilense es la especie mas reco-
nocida para la promocion del crecimiento vege-
tal, se ha observado que muchas caracteristicas
de importancia agronémica dependen de la cepa
mas que de la especie (Cassan et al., 2008).

Aislamiento e identificacion de bacterias
rizosféricas solubilizadoras de fosfato

Solo se aislaron cinco cepas capaces de solubi-

lizar fosfato. Estos aislamientos se obtuvieron de
la rizosfera de las plantas crecidas en los suelos
3 (T3) y 7 (T7). La caracteristica comun a estos
suelos es que habian sido cultivados con arroz en
el verano anterior. Todos los aislamientos perte-
necen al género Burkholderia (Tabla 2), aunque
la identificacion a nivel de especie es relativa-
mente incierta debido a que en la mayoria de los
casos el porcentaje de similitud con secuencias
de la base de datos es baja, particularmente den-
tro del cluster B. cepacia.

Las bacterias asociadas a diferentes gramineas
pertenecientes al género Burkholderia han sido
aisladas por sus propiedades solubilizadoras de
fosfato o por su capacidad de fijar nitrogeno.
Recientemente se ha reportado que diferentes
especies de este género pueden promover el cre-
cimiento del cultivo de arroz (Singh et al., 2011;
de Souza et al., 2013) o aln el rendimiento en
grano (Govindarajan et al., 2007; Estrada et al.,
2013). La tolerancia a bajos pH y la capacidad de
utilizar citrato y oxalato explicarian su ubicuidad
y dominancia en sistemas que requieren alta so-
lubilizacion de fosfato (Weisskopf et al., 2011).

Caracterizacion de cepas

En la Tabla 3, se puede apreciar que las espe-
cies que mostraron mayor capacidad fijadora de
nitrogeno mediante ARA son A. largimobile y H.
seropedicae, para los cuales se obtuvieron maxi-
mos de 2,90 y 2,30 nmoles de etileno consumidos
por hora.

Se ha observado por métodos de hibridacion in
situ (Monteiro et al., 2008) y mediante el uso del
gen reportero gusA asociado al nifH (Roncato-
Maccari et al., 2003a) que H. seropedicae coloni-
za tejidos internos tanto en la raiz como en parte
aérea de gramineas y que la inoculacion con esta
especie produce un aumento en la biomasa total
del cultivo de arroz y cafa de aztcar (Boddey et
al., 1995; Baldani et al., 2000; James et al., 2002;
Gyaneshwar et al., 2002). Se propone que H.
seropedicae promoveria el crecimiento de estas
gramineas mediante la fijacion bioldgica de ni-
trogeno, la produccion de fitohormonas, de ACC
(1-aminocyclopropane 1-carboxylate) deaminasa
y de sider6foros (Pedrosa et al., 2011; Roncato-
Maccari et al., 2003b; Bastian et al., 1998).

Al igual que en el presente trabajo, otros au-
tores han reportado que A. oryzae, especie que
se encuentra asociada a la raiz de Oryza sativa,
es fijadora de nitrégeno porque posee gen nifH
y tiene la capacidad de reducir acetileno (Xie y
Yokota, 2005). Si bien no se han reportados datos
sobre la produccion de acido indolacético (AIA),
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nuestro ensayo muestra que A. oryzae 20 alcanza
valores mas altos al promedio obtenido para A.
largimobile.

En cuanto a las cepas Burkholderia, se observéd
que poseen todas las propiedades PCV ensayadas.
Si bien no mostraron ser grandes productoras de
AIA, fueron las inicas capaces de solubilizar fos-
fato inorganico para las condiciones establecidas.

Resulta interesante observar que las bacterias
que producen mayor cantidad de AIA se obtuvie-
ron de plantas bajo inundacion y son de la especie
Pleomorphomonas oryzae.

Ensayo de competencia entre
cepas antagonistas y posibles PCV

En la Tabla 4 se observa que existe un an-
tagonismo prominente por parte de las cepas
Burkholderia frente a las cepas referencia de A.
brasilense. De manera opuesta, se vio que A.
largimobile 45 y A. oryzae 20 no fueron inhibi-
dos por las cepas Burkholderia, salvo T7C que
si mostr6 ser antagonista de A. oryzae 20. Para
el caso de las cepas Herbaspirillum seropedicae
se vio que ambas fueron inhibidas por Burkhold-
eria. En cuanto a P. graminis G, se observo que
solamente es inhibida por las cepas T3C y T3G.
Estas cepas, que podrian pertenecer a la especie
B. cepacia, provienen del mismo suelo y ademas
de la misma zona que P. graminis G, pero con
diferente uso del suelo.

Entre las cualidades promotoras del creci-
miento de las bacterias del género Burkholderia
también estd la actividad antifingica reconocida
contra patdgenos de maiz (Zhao et al., 2014) y de
arroz (Loaces ef al., 2011). Si bien la actividad
antibacteriana de muchas de las especies de este
género se conoce desde 1998 (Hu and Young,
1998), raramente se ha considerado que esta

podria ser una desventaja en la co-inoculacién
con otras BPCV (Loaces ef al., 2011). Aparente-
mente, la actividad antifingica de estas bacterias
estaria relacionada con la produccion de com-
puestos volatiles como alfa-pineno y limoneno.
(Tenorio Salgado et al., 2013), aunque estos
autores también observaron una gran capacidad
para producir sideroforos en estas bacterias. Am-
bos mecanismos no son especificos y también po-
drian inhibir el crecimiento de bacterias.

Conclusiones

En este trabajo se constata que ciertas cepas de
H. seropedicae y del género Azospirillum, con
propiedades promotoras del crecimiento en gra-
mineas, son endofitas de arroz cultivado en suelos
uruguayos que no han sido utilizados para la pro-
duccién de arroz. Cepas del género Burkholderia
mostraron ser, in vitro, antagonistas de bacterias
con propiedades PCV aisladas en este trabajo y
frente a las cepas Az39, Sp245 y Sp7 de Azospi-
rillum brasilense. La diferencia en la diversidad
bacteriana recuperada no se refleja en diferencias
en el desarrollo de la parte aérea de la planta a
los 20 dias de su crecimiento. Estos resultados
indican que el Uruguay posee suelos con un po-
tencial bioldgico que no ha sido explotado atin, y
que ademas, es necesario profundizar en estudios
sobre la flora nativa asociada a los cultivos.
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Cepas con propiedades promotoras de crecimiento vegetal® "¢

Cepa
rizosférica A.b. A.b. A.b. A.o. Al H.s. H.s. Pg.
Sp245 Sp7 Az39 20° 45° 767 16° G*
T3AP + + + - - + + -
T3CP + + + - - + + +
T3G® + + + Nd Nd + Nd +
T7B® + + + - - + + i}
T7C* + + + + - + + -

*Cepas: A.b. : Azospirillum brasilense, A.o0.: Azospirlllum oryzae; A.l.: Azospirillum largimobile; H.s.: Herbas-

pirillum seropedicae; P.g.: Paenibacillus graminis.
®Cepas aisladas en este estudio.

¢ El signo + indica inhibicién del crecimiento de la BPCV por la cepas rizosféricas solubilizadoras de fosfato (T).
El signo - indica que no hay antagonismo entre las dos cepas. Nd: indica no determinado.
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