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Resumen

La presente investigacion se realiz6 para caracterizar y determinar el efecto de cepas nativas de Azospirillum spp. en
el desarrollo de Oryza sativa L “arroz”, como una alternativa para la disminucion de fertilizantes quimicos. Las
bacterias se aislaron de raices de arroz en Lambayeque. Fragmentos de raices previamente desinfectadas se
sembraron en medio Nfb semisélido, donde las bacterias fijadoras de nitrégeno se reconocieron por una pelicula
blanquecina bajo la superficie y el viraje del verde al azul. El género Azospirillum se identificd en medio agar rojo
de Congo, obteniéndose 96 cepas con una produccién de 2.69 a 38.02 ppm de 4cido indolacético y 7.95 a 29.09
ppm de nitrégeno fijado. Las cuatro cepas con los mayores valores se inocularon independientemente asi como en
combinacion con 50 y 100 % de Urea, en arroz INIA508-Tinajones. Se utilizd un disefio experimental completamente
aleatorio, incluyendo testigos 50 y 100 % de Urea Yy testigo absoluto, Todas las cepas nativas incrementaron la altura
y materia seca de la parte aérea y raices, con indices de efectividad de hasta 21.77, 102.06 y 126.11% en relacién al
testigo absoluto. Azospirillum sp. GM-86 seleccionado por el mayor valor de acido indolacético, alcanz6 el mayor
indice de efectividad en altura y biomasa seca de raiz. La aplicacion de 50 % de Grea con Azospirillum spp.
increment6 los indices de efectividad. Se demostré el potencial de cepas nativas de Azospirillum spp. para
incrementar el desarrollo de arroz, asi como la posibilidad de utilizarlas asociadas con dosis minimas de Urea.
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Abstract

This research was conducted to characterize and determine the effect of native strains of Azospirillum spp. on growth
of Oryza sativa L. "rice" as an alternative for the reduction of chemical fertilizers. The bacteria were isolated from
roots of rice in Lambayeque. Fragments of previously disinfected roots were planted in Nfb semisolid medium, were
nitrogen-fixing bacteria were recognized by a whitish film on the surface and turn from green to blue. The genus
Azospirillum was identified in Congo red agar medium, obtained 96 isolates with production of 2.69 to 38.02 ppm
indoleacetic acid and 7.95 to 29.09 ppm of fixed nitrogen. The four strains with the highest values were inoculated
independently and in combination with 50 and 100 % urea in Tinajones INIA508 rice. It used a completely
randomized design and including witnesses’ 50 and 100 % urea and absolute control. All native strains increased
height and dry matter of shoot and roots, with effectiveness index of up to 21.77, 102.06 and 126.11 % compared to
untreated control. Azospirillum sp. GM-86 selected by the highest value of indoleacetic acid, reached the highest
level of effectiveness in height and root dry biomass. The application of 50 % Grea with Azospirillum spp. increased
rates of effectiveness. It demonstrated the potential of native strains of Azospirillum spp. to increase the growth of
rice as well as the possibility to use associate with low doses of urea.
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1. Introduccién

El arroz (Oryza sativa L.) es el alimento
basico para mas de la mitad de la poblacion
mundial, y representa el segundo cereal con
mas hectareas sembradas a nivel mundial
después del trigo. EI Pert ocupa la posicién
14 en produccion a nivel mundial con
1664700 t de arroz al afio, superado por
Colombia con 2100000 t vy Brasil con
10940500 t, siendo China el mayor productor
del mundo con 592.9 millones de t anuales
(Infoagro, 2008).

La forma mas conocida y empleada para
suplir las necesidades de nitrégeno del arroz
es la fertilizacion quimica; sin embargo, bajo
un manejo inadecuado constituye un riesgo
ecolégico por contaminacion del suelo y del
agua. Existe discrepancia entre la cantidad de
fertilizante nitrogenado aplicado y lo que
realmente es utilizado por la planta o
coeficiente de utilizacion. Se ha determinado
que el nitrogeno aplicado a un cultivo esta
expuesto a pérdidas de hasta 67 %
(Hernéndez, 2003), quedando un exceso de
compuestos nitrogenados en el ecosistema lo
que representa la mayor fuente de
contaminacion, de oxidos de nitrégeno en la
atmosfera y nitratos en las aguas superficiales
y profundas. La utilizacion de biofertilizantes
constituidos por bacterias que fijan nitrogeno,
solubilizan nutrientes, producen hormonas y
estimulan la proteccion frente al ataque de
plagas y patdgenos, representa una alternativa
para disminuir el wuso de fertilizantes
quimicos. Estas rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) incluyen al
género Azospirillum, con especies de vida
libre, presentes en suelos a nivel mundial y
capaces de fijar nitrégeno molecular del
ambiente, producir  fitohormonas e
incrementar la productividad agricola (Okon
y Labandera, 1994; Vicentini, 2007). A pesar
que existen biofertilizantes comerciales de
Azospirillum spp., su aplicacion no siempre es
efectiva, por lo cual se prefiere el uso de
microorganismos nativos, adaptados a las

-108-

condiciones climaticas y que puedan competir
exitosamente con la biota nativa.

Por otro lado, una de las principales
actividades economicas en la region
Lambayeque es la agricultura, contando con
70000 hectéreas de cultivos como el arroz
(MINAG, 2008). En wuna agricultura
sostenible y respetuosa con el ambiente, la
aplicacion de bacterias nativas del género
Azospirillum, constituye una alternativa para
incrementar los rendimientos en el cultivo de
arroz, sin necesidad de aplicar fertilizantes
quimicos; sin embargo, en la actualidad no
existen estudios de la existencia de
Azospirillum spp. en cultivos de Oryza sativa
L “arroz” en la region Lambayeque, por lo
que se realiz0 el presente estudio, cuyos
objetivos fueron aislar e identificar cepas
nativas de Azospirillum spp. en raices de
arroz; cuantificar el nitrégeno fijado y el
acido indolacético producido, asi como
determinar en condiciones de invernadero el
efecto de la inoculacién de cuatro cepas
nativas de Azospirillum spp. en el desarrollo
del cultivo de arroz.

2. Materiales y métodos

Disefio  metodoldgico: El  trabajo de
investigacion se ejecutd en dos fases: en la
primera fase se realizd el aislamiento,
identificacion a  nivel de  género,
cuantificacion de nitrogeno fijado y acido
indolacético producido por cepas nativas de
Azospirillum spp. utilizando un disefio no
experimental  transeccional  descriptivo
(Hernandez et al., 2003). En la segunda fase
(investigacion explicativa) se determind el
efecto de la inoculacién de cuatro cepas
nativas de Azospirillum spp. fijadoras de
nitrégeno y productoras de acido indolacético
en el desarrollo de Oryza sativa L “arroz”
var. INIA508-Tinajones en condiciones de
invernadero.

Muestreo: Durante los meses de abril a junio
de 2009 se recolectaron 104 muestras de
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raices de cultivos de arroz en la etapa de
“grano pastoso”, establecidos en campos
comerciales del distrito Pomalca (6° 45 y 6°
46> de latitud sur y 79° 46’ y 79° 48’ de
longitud oeste) provincia de Chiclayo, region
Lambayeque. La zona presenta un clima
subtropical arido, con un rango de
temperatura media de 32.5 °C. Las muestras
se depositaron en bolsas plasticas
debidamente etiquetadas e inmediatamente se
transportaron para su procesamiento en el
laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas,
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Obtencidon de cepas nativas de Azospirillum
spp.

Las raices se lavaron con agua potable hasta
eliminar el suelo remanente. Se cortaron en
secciones de aproximadamente 5 cm, luego se
desinfectaron con hipoclorito de sodio
(NaClO) al 2 %, durante 5 minutos y se
enjuagaron dos veces consecutivas con agua
destilada estéril. Luego se cortaron en
secciones de un tamafio aproximado de 2 cm
de longitud y se enjuagaron con agua
destilada esteril. Para favorecer el crecimiento
de bacterias fijadoras de nitrogeno, se realizo
el enriquecimiento de cada una de las
muestras, depositando las raices de 10 a 15
mm por debajo de la superficie en tubos
conteniendo 6 mL de medio libre de
nitrégeno con azul de bromotimol (Nfb)
semisélido (un fragmento por tubo). La
incubacion se realizd en aerobiosis a 30 °C
por 5 dias y se seleccionaron los tubos donde
se observé viraje del color verde del medio
hacia el azul y la presencia de una pelicula
gruesa blanquecina entre 3 a 5 mm bajo la
superficie. Posteriormente, se tomé una
alicuota de la pelicula, con la que se obtuvo
una suspension en 1 mL de solucién salina
fisiologica estéril, y se sembré por
agotamiento y estria en placas de Petri con
medio Nfb sélido con 20 mgL™ de extracto de
levadura. Después de una incubacion a 30
°C durante 3 a 5 dias, se desarrollaron
colonias blanguecinas y pequefias con viraje
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del verde al azul. A continuacion, se realizo
tincion de Gram y cuando se observaron
bacilos Gram negativos, se seleccion6 la
colonia y se sembr6 en medio Nfb semisélido
en aerobiosis a 30 °C por 1 semana Yy
posteriormente en placas de Petri conteniendo
medio agar rojo de Congo a 30 °C por 48 a 72
h. Despueés se seleccionaron las colonias rojo
escarlata, se realizé tincion de Gram para
confirmar la morfologia y reaccion tintorial y
se sembr6 en placas de Petri con agar
nutritivo para obtener cultivos puros. La
identificacion de Azospirillum spp. se realizd
en funcion de las caracteristicas morfoldgicas
y fisiolégicas (Holt et al., 1994; Pérez y
Casas, 2005).

Cuantificacion de
indolacético

Con cada una de las cepas nativas de
Azospirillum spp. cultivadas en agar nutritivo
a 30 °C por 48 h, se obtuvo una suspension
celular en solucion salina fisioldgica estéril
cuya concentracién se estandarizé a 1x10°
células mL™. Para cuantificar el nitrégeno
fijado se inoculd6 1 mL de cada suspension
bacteriana en 5 mL de caldo extracto de suelo
10%, incubando a 30 °C durante 72 h a 150
rpm. Se agregaron 15 mL de KCI 2M, los
tubos se agitaron (150 rpm) durante 1 hora y
luego se dejaron en reposo durante 1 h
adicional. Posteriormente se tomaron 10 mL
del sobrenadante y se centrifugaron (2000
rpm) durante 20 minutos. Se tomo el
sobrenadante y se afiadieron 0.4 mL de
solucion alcohdlica de fenol 10%; 0.4 mL de
nitroprusiato de sodio 0.5 % y 1 mL de
solucién oxidante. Se agitd para mezclar y
luego de 1 h de reposo se observd una
coloracion azul, realizando la lectura en
espectrofotometro a 6329 nm. Las
concentraciones se calcularon en una recta
patrén obtenida con diluciones sucesivas de
una solucion de 100 ppm de cloruro de
amonio. Por otro lado, para cuantificar el
acido indolacético producido, se inocul6 1
mL de cada suspension bacteriana en 5 mL de
caldo tripticasa soya suplementado con

nitrégeno y 4&cido
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triptéfano incubando a 30 °C durante 72
horas a 150 rpm, y posteriormente se
centrifug6 a 1000 rpm durante 15 minutos. A
continuacion se tomaron 0.4 mL del
sobrenadante y se agregaron 1.6 mL de
reactivo Salkowski modificado en una
proporcion 4:1. Se mezcld y dejo en reposo
en oscuridad durante 30  minutos.
Posteriormente se observd una coloracién
violacea y se realizO la lectura en
espectrofotometro a 530 nm. Las
concentraciones se calcularon en una recta
patron obtenida con diluciones sucesivas de
una solucién de 1 ppm de &cido indolacético.
Para la fase experimental se seleccionaron
las cuatro cepas nativas de Azospirillum spp.

que alcanzaron los valores mayores en
nitrogeno fijado y é&cido indolacético
producido.

Recoleccion y analisis fisicoquimico del
suelo experimental

En ocho campos agricolas comerciales del
distrito de Pomalca, se recolectaron 48
submuestras de suelo de 2 kg cada una, a una
profundidad de 0.30 cm. Las submuestras se
mezclaron entre si para obtener un total de 96
kg de suelo y se tomé 1 kg para realizar la
caracterizacion  fisicoquimica en el
laboratorio de Suelos de la Facultad de
Agronomia, Universidad Nacional Pedro
Ruiz Gallo. Segun los resultados, el suelo es
fuertemente alcalino con un pH de 8.05 y
fuertemente salino con una CE de 12.75
mmhos cm™, con una textura franco areno -
arcilloso, con un contenido bajo de materia
organica, nitrogeno y fosforo, de 1.98 %, 0.09
% y 5.8 ppm respectivamente y un contenido
muy alto de potasio de 617.9 ppm. Después
de la caracterizacion, el suelo se tamizo con
una malla de 0.16 mm, se esterilizd en
autoclave a 121 °C, a 1 atmosfera de presion
durante 3 horas (Diaz, 2001) y se distribuy6
en 45 macetas a razon de 2 kg por maceta.

Registro de temperatura
Durante los meses de noviembre a diciembre
de 2009 y enero de 2010 la temperatura

-110-

promedio en invernadero fue de 29°C con un
valor maximo de 32°C y un minimo de 28°C.

Caracteristicas de la especie vegetal
cultivada

Se sembr6 arroz variedad INIA508-
Tinajones, obtenido por la Estacion

Experimental Agraria Vista Florida del
Instituto Nacional de Innovacién Agraria
(INIA, 2007). La variedad es semi-precoz,
requiere 142 dias para la maduracién total
del grano, con 143 a 171 granos llenos por
panoja, una moderada resistencia a
Helminthosporium oryzae, y moderada
susceptibilidad a  Pyricularia grisea. En
campos comerciales se han registrado
rendimientos superiores a 13.7 t ha™.

Disefio experimental

Se utiliz6 el Disefio Experimental
Completamente Aleatorio (DCA), con quince
tratamientos y tres repeticiones, totalizando
45 unidades experimentales. Los tratamientos
correspondieron a  cuatro cepas nativas de
Azospirillum spp. (GM47, GM57, GM84, y
GM86), dos testigos quimicos (fertilizante
nitrogenado 50 y 100% de urea), nueve
tratamientos donde se combinaron cada cepa
de Azospirillum sp. con fertilizante
nitrogenado 50 y 100% y un testigo absoluto
(sin inoculd y sin fertilizante quimico).

Siembra de semillas de arroz

En cada una de las macetas el suelo fue
saturado con agua. Las semillas, se remojaron
por 48 horas para lograr la pre-germinacion y
luego se sembraron a razon de diez por
maceta. Después de 35 dias se eliminaron las
plantas méas pequefias, para finalmente
conservar cuatro por maceta.

Fertilizacion nitrogenada

La dosis 100 % de drea utilizada para la
fertilizacion quimica fue de 120 kg Nha?,
que en el experimento fue equivalente a 0.817
g de Urea por maceta y se aplicé en forma de
disolucion acuosa. La fertilizacion se
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fracciono en dos partes, la mitad a la siembra
y la otra mitad 35 dias después.

Inoculacion de Azospirillum spp.

Cada cepa nativa seleccionada fue cultivada
en agar nutritivo a 30 °C por 48 h. La
biomasa desarrollada se cosech6 con solucion
salina fisiologica estéril, obteniendo una
suspension. La primera inoculacién se realizd
a la siembra, depositando 20 mL de
suspension con 600 millones de bacterias por
mL. La segunda inoculacion se realizd 35
dias después de la siembra, aplicando 10 mL
con 300 millones de bacterias por mL.

Evaluaciones

Transcurridos 70 dias después de la siembra,
se extrajeron las plantas, determinandose la
altura y el peso de la materia seca aerea y
radicular. Asimismo, se calculd el indice de
efectividad de la inoculacion (IEI) expresado
en porcentaje:

Tratamiento con inoculacién - Control sin inoculacion
Control sin inoculacion

LE1(%)= X100

Andlisis estadistico

Se realiz6 el analisis de varianza para
determinar las diferencias entre los
tratamientos y la prueba multiple de Tukey
(oo = 0.05) para comparar la medias entre ellos
(Herndndez et al.,, 2003). Se utilizo el
software estadistico SPSS version 15.0.

3. Resultados y discusion

El 65.38% de las muestras de raices resulto
positivo en el enriquecimiento para bacterias
fijadoras de nitrégeno y 55.77% result6
positivo para el aislamiento de Azospirillum
spp., coincidiendo con Hernandez (2003) y
Vicentini et al. (2007), quienes identificaron
Azospirillum lipoferum, A. amazonense y A.
brasilense en arroz.

Las cepas nativas de Azospirillum spp. fijaron
nitrégeno y sintetizaron acido indolacético in
vitro coincidiendo con investigadores como
Zakharova (1999); Asghar (2002); Halda
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(2003) y Vicentini (2007). Los valores de
nitrégeno oscilaron entre 29.09 y 7.95 ppm
para GM-57 y GM-24 respectivamente y los
valores de &cido indolacético, oscilaron entre
38.02 y 2.69 ppm para GM-86 y GM-67
respectivamente (Tabla 1). Se seleccionaron
GM-57 y GM-47 por los mayores valores en
nitrégeno y GM-86 y GM-84 por los mayores
valores en &cido indolacético.

Tabla 1

Nitrogeno fijado (ppm de amonio) y 4&cido
indolacético (ppm) producido por cuatro cepas
nativas de Azospirillum spp.

Cepa ; Acido
Azospilr')illum Azmor?];o indolacético
Spp. i (ppm)
GM-57 29.09 18.02
GM-47 29.05 12.91
GM-86 28.20 38.02
GM-84 25.06 35.35

Altura de planta

Los valores promedios de altura de planta a
los 70 dias oscilaron entre 84.57 y 64.63 cm
para Azospirillum sp. GM86 + 50 % de urea y
GM57 + 100% de urea, respectivamente
(Figura 1). La prueba “F” del andlisis de
varianza resulté altamente significativa y
segun la prueba discriminatoria de Tukey
(Tabla 2) la mayor altura se alcanzé con
GM86 + 50% de urea, diferenciandose
significativamente del testigo absoluto.
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Figura 1. Altura de plantas de Oryza sativa L por
efecto de cuatro cepas nativas de Azospirillum
spp. y sus combinaciones con 50 y 100 % de Urea.
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Tabla 2

Prueba de Tukey (o = 0.05) de altura (cm) de
Oryza sativa L por efecto de cuatro cepas nativas
de Azospirillum spp. y sus combinaciones con 50
y 100% de Urea.

Altura
Tratamientos planta Significancia*
(cm)
Cepa GM86+50% Urea 8457 a
Cepa GM86 8390 a b
Cepa GM84+50% Urea 8297 a b c
Cepa GM84 8207 a b c d
Cepa GM47+ 100% Urea 7987 a b c d e
Cepa GM84+ 100% Urea 79.73 a b c d e
Cepa GM57 77.80 b cde
100% Urea 77.37 c de
Cepa GM47+ 50% Urea 76.23 d e
Cepa GM57+ 50% Urea 75.53 e
Cepa GM47 75.27 e
50% Urea 75.17 e f
Cepa GM86+ 100% Urea  73.87 e f
Testigo absoluto 68.90 fg
Cepa GM57+ 100% Urea  64.63 g
*Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren

significativamente.

Todas las cepas nativas de Azospirillum spp.
incrementaron significativamente la altura de
plantas de arroz respecto al testigo absoluto
(Figura 2), con indices de efectividad de hasta
21.77%. La cepa GM-86 alcanzd el mayor
valor en altura, no diferenciandose
significativamente de GM-84, pero si de GM-
57 y GM-47. Las cepas GM-86, GM-84 y
GM-57 incrementaron la altura,
diferenciandose significativamente del testigo
quimico 50 y 100 % de Urea (Figura 3).

Testigo

Figura 2. Altura de Oryza sativa L. por efecto de
cuatro cepas nativas de Azospirillum spp., en
comparacion con el testigo absoluto.
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Figura 3. Altura de Oryza sativa L. por efecto de
cuatro cepas nativas de Azospirillum spp., en
comparacion con el testigo quimico.

Peso de materia seca de parte aérea

Los valores promedios del peso de materia
seca de la parte aérea oscilaron entre 6.87 y
340 g para GM-57 vy testigo absoluto
respectivamente (Figura 4). La prueba “F” del
analisis de varianza resultd significativa y
segun la prueba de Tukey (Tabla 3) los
mayores pesos se alcanzaron con GM-57 y
GM-86, no diferenciandose estadisticamente
entre ellos, pero si de los demas tratamientos.
Todas las cepas nativas de Azospirillum spp.
incrementaron significativamente el peso de
materia seca de la parte aérea, respecto al
testigo absoluto, con indices de efectividad de
102.06% (GM-57); 88.24% (GM-86);
58.53% (GM-84) y 52.65% (GM-47).
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Figura 4. Peso de materia seca aérea de Oryza
sativa L. por efecto de cuatro cepas nativas de
Azospirillum spp. y sus combinaciones con 50 y
100% de Urea.
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Tabla 3

Prueba de Tukey (o = 0.05) del peso de materia
seca de la parte aérea de Oryza sativa L. por
efecto de cuatro cepas nativas de Azospirillum
spp. y sus combinaciones con 50 y 100% de Urea.

. Peso parte L .

Tratamientos Significancia*
aérea ()

Cepa GM57 6.87 a
Cepa GM86 6.40 a
Cepa GM86+ 50% Urea 5.80 b
Cepa GM86+ 100% Urea 5.51 b c
Cepa GM57+ 50% (rea 5.48 b c
100% Urea 5.47 b c
Cepa GM84+ 50% Urea 5.41 b cd
Cepa GM84 5.39 b cd
Cepa GM84+ 100% Urea 5.35 b cd
Cepa GM47 5.19 c d
50% Urea 5.16 cd
Cepa GM57+ 100% Urea 5.13 c d
Cepa GM47+ 50% Urea 5.03 c d
Cepa GM47+ 100% Urea 4.89 d
Testigo absoluto 3.40 e

*Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren
significativamente.

Las cepas nativas GM-57 y GM-86
incrementaron el peso de la materia seca de
la parte aérea, diferenciandose
significativamente de los testigos quimicos 50
y 100% de urea. Con GM-84 y GM-47 las
plantas alcanzaron un mayor peso que con 50
% de Urea. Asimismo con GM-84 el peso de
la parte aérea fue estadisticamente igual al de
100 % drea, mientras que con GM-47 el peso
fue estadisticamente menor que 100 % de
Urea.

Peso de materia seca de raices

Los valores promedios del peso de materia
seca de raices oscilaron entre 3.55 y 1.57 g
para Azospirillum sp. GM-86 y el testigo
absoluto respectivamente (Figuras 5y 6). La
prueba “F” del analisis de varianza resulto
altamente significativa y segun la prueba
de Tukey (Tabla 4) los mayores pesos se
alcanzaron con GM-86, GM-57, GM-47 y
GM84, asi como GM-47 més 50 % de Urea,
no diferenciandose estadisticamente entre
ellos, pero si de los demas tratamientos.
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Todas las cepas nativas de Azospirillum spp.
incrementaron significativamente el peso de
materia seca de raices de arroz, respecto al
testigo absoluto , con indices de efectividad
de 126.11 % (GM-86); 119.11 % (GM-57);
107.66 % (GM-47) y 97.45 % (GM-84).
Asimismo se diferenciaron significativamente
de los testigos quimicos 100 y 50% de Urea.
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Figura 5. Peso de materia seca de raices de Oryza
sativa L. por efecto de cuatro cepas nativas de
Azospirillum spp. y sus combinaciones con 50 y
100 % de Urea.
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Figura 6. Raices de Oryza sativa L. por efecto de
cuatro cepas nativas de Azospirillum spp.

Las cepas nativas de Azospirillum spp.

seleccionadas por alcanzar los mayores
valores en la fijacibn de nitrégeno vy
produccién de acido indolacético,

influenciaron positivamente en el desarrollo
vegetativo de arroz variedad [INIA508-
Tinajones, incrementando la altura, asi como
el peso de la materia seca de la parte aérea y
raices de las plantas; coincidiendo con
diversos investigadores (Bashan, 1998;
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Holgin, 2003; Cholula, 2005; Schoebitz,
2006; Vicentini, 2007), quienes demostraron
que bacterias del género Azospirillum
favorecen el desarrollo vegetativo vy
rendimiento de los cultivos, por lo que son
consideradas como rizobacterias promotoras
del crecimiento vegetal (PGPR). Bashan y
Holguin (1997) concluyeron que Azospirillum
es de particular interés, debido a su
versatilidad metabdlica, capacidad para fijar
nitrogeno, produccion de fitohormonas,
formacion de células tipo quiste que le
permiten resistir diferentes tipos de estrés
ambiental, y capacidad para adherirse a
cualquier sistema de raices. Asimismo,
Bashan et al. (2000) observaron que algunos
efectos benéficos de Azospirillum en las
plantas son el incremento de altura, &rea
radicular y rendimiento del cultivo.

Tabla 4

Prueba de Tukey (a = 0,05) del peso de materia
seca de raices de Oryza sativa L. por efecto de
cuatro cepas nativas de Azospirillum spp. y sus
combinaciones con 50 y 100 % de Urea.

Peso de

Tratamientos raices Significancia*
(9

Cepa GM86 3.550 a
Cepa GM47+ 50% Urea 3437 a
Cepa GM57 3.435 a
Cepa GM47 3.258 a
Cepa GM84 3102 a b
Cepa GM47+ 100% Urea 2.667 b c
Cepa GM84+ 100% Urea 2.503 c d
100% Urea 2.355 c d
Cepa GM86+ 50% Urea 2.308 c d
Cepa GM86+ 100% Urea 2.233 c d
50% urea 2.120 c d ¢
Cepa GM57+ 50% Urea 2.053 d e
Cepa GM84+ 50% Urea 2.025 d e
Cepa GM57+ 100% Urea 2.012 d e
Testigo absoluto 1.570 e

*Tratamientos seguidos por la misma letra no difieren
significativamente.

Azospirillum sp. GM-86 seleccionada porque
alcanzé el mayor valor de 4cido indolacético
(38.02 ppm), también alcanz6 los mayores
indices de efectividad en altura (21.77 %), y
biomasa seca de la raiz (126.11%). Los
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resultados coinciden con Schoebitz (2006),
quien inoculd Azospirillum brasilense en
Lolium perenne, observando 20 % de
incremento en longitud de las plantas, y 80%
de incremento en el peso de la biomasa
radical frente al testigo, por lo que concluyo
que la promocion del crecimiento de las
raices es uno de los principales pardmetros,
por el que se evalla el efecto benéfico de las
bacterias promotoras del crecimiento como
Azospirillum sp.

La produccion de acido indolacético, y la alta
sensibilidad de las raices a dicha hormona son
fundamentales, en la respuesta a la
inoculacion de Azospirillum (Cholula, 2005),
donde se observa frecuentemente un mayor
desarrollo radical, que se traduce en mayor
superficie de absorcion de nutrientes, y asi,
un mayor desarrollo de la parte aérea de la
planta. Patten y Glick (2002) concluyeron que
el é&cido indolacético producido por
Azospirillum contribuiria al “pool” endégeno
de hormonas de la planta, imitando el efecto
de una aplicacion exdgena. De esta forma el
acido indolacético bacteriano estimularia el
desarrollo del sistema radical y el crecimiento
general de la planta hospedera. Por su parte,
Tien et al. (1979) sugirieron que las
fitohormonas podrian ser las responsables del
mayor crecimiento de la raiz, hipdtesis que
fue comprobada por Bashan et al. (2004)
obteniendo mutantes Tn 5 indol - piruvato
descarboxilasa que no producian auxinas y
gue mostraron una reducida capacidad para
promover la proliferacién de pelos radiculares
y ramificaciones de la raiz.

Azospirillum sp. GM-57 alcanzé el mayor
valor de nitrogeno fijado (29.09 ppm) vy
también el mayor indice de efectividad en
biomasa seca de la parte aérea (102.06 %);
sin embargo, Azospirillum sp. GM-47 que
alcanzé un valor de nitrégeno fijado (29.05
ppm) muy similar al de Azospirillum sp. GM-
57, present6 el menor indice de efectividad en
biomasa seca de la parte aérea (52.65 %). Los
resultados aparentemente  contradictorios
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sugieren que el incremento de la biomasa
aérea no solo es consecuencia de la
transferencia de nitrogeno a la planta, a traves
del mecanismo de fijacion biolégica no
simbidtica de Azospirillum spp.A pesar que la
capacidad de fijacién de nitrogeno fue el
primer mecanismo propuesto para explicar el
mayor desarrollo de las plantas inoculadas
con  Azospirillum;  estudios posteriores
demostraron que la contribucion de fijacion
de nitrogeno por la bacteria a la planta estaba
en unrango de 5a 18 % y en arroz entre 0 a
30 % (Cholula, 2005). Debido a que en la
mayoria de los estudios no se observan
diferencias significativas en la concentracion
de nitrégeno o en el contenido de proteina
entre plantas inoculadas y no inoculadas, se
ha sugerido que la fijacion bioldgica de
nitrégeno por Azospirillum no es responsable
de los beneficios observados en plantas
inoculadas. Anwar (2000) determino que el

incremento de la biomasa vegetal es
consecuencia de la  produccién de
fitohormonas  (&cido indolacético vy

giberelinas) por parte de las PGPR. Dichas
hormonas fueron extraidas y analizadas
individualmente, y se encontré que el acido
indolacético en rangos de 1 2 ppm
incrementaban las raices, pero principalmente
la biomasa en plantas de arroz. Las hormonas
de crecimiento contenidas en extractos de
Pseudomonas sp. incrementaron la longitud
radicular, mientras que la aplicacion de
hormonas de crecimiento contenidos en
extractos de Azospirillum sp. incrementaron
la biomasa vegetal.

La aplicacion de urea con las cepas nativas de
Azospirillum spp. influencié distintivamente
el desarrollo de arroz INIA508-Tinajones, en
relacion al de las plantas donde no se aplicd
Urea y s6lo se inoculd Azospirillum spp. Se
observé incremento de la altura (GM-86,
GM-84 y GM-47), asi como del peso de la
materia seca de parte aérea (GM-84) y raices
(GM-47). Los resultados coinciden con Okon
y Labandera (1994) y Alfonso et al. (2005),
quienes sostienen que la inoculacion de
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Azospirillum spp. es favorecida con la
aplicacion de dosis intermedias de fertilizante
quimico. Asimismo, Okon y Labandera
(1994) determinaron que en experimentos
desarrollados durante 20 afios (1974-1994), el
éxito de la inoculacion de Azospirillum fue en
el rango de 60 a 70 %; sin embargo, cuando
se evalud el efecto de la inoculacion en
conjunto con la aplicacion de niveles
intermedios de fertilizacion con nitrégeno,
fosforo, y potasio, el éxito de los
experimentos se incrementd hasta 90%.
Coincidiendo al respecto, Schloter y Hatmann
(1998) concluyeron que las variables bésicas
que contribuyen a la respuesta de la
inoculacion son los cultivares, que muestran
comportamientos diferentes, y el nivel de
fertilizacion nitrogenada; por lo que la
inoculacion de Azospirillum spp. puede
considerarse un sustituto parcial de la
fertilizacion nitrogenada.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que es
posible obtener aislamientos de Azospirillum
spp. de raices de arroz, eficientes fijadores de
nitrégeno y productores de acido indolacético
Las cepas nativas GM-86 y GM-84
seleccionadas por alcanzar los mayores
valores de &cido indolacético (38.02 y 35.35
ppm) y GM-57 y GM-47 en fijacion de
nitrégeno (29.09 y 29.05 ppm de amonio)
incrementaron el desarrollo vegetativo de la
variedad INIA508-Tinajones de arroz, en
condiciones de invernadero, con indices de
efectividad de hasta 21.77 % en altura, asi
como 102.06 % y 126.11 % en materia seca
de parte aérea y raices. Asimismo se
demostro la posibilidad de utilizarlas junto
con dosis minimas de Urea.
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