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RESUMEN 

 

Lotus uliginosus (lotus) y Trifolium pratense (trébol) son leguminosas 

usadas en Uruguay para el mejoramiento de las pasturas. Los rizobios 

nativos-naturalizados presentes en los suelos son la base para seleccionar 

cepas y desarrollar inoculantes. En esta tesis, se evaluaron cepas nativas 

para su posible uso como inoculantes de trébol y se estudió la diversidad y 

filogenia de rizobios que nodulan lotus. La diversidad de rizobios que 

nodulan trébol se analizó a partir de 80 aislados de la zona Norte y Sur. La 

diversidad se situó en un 48 % y la secuencia del gen 16S ARN reveló que 

son Rhizobium leguminosarum bv trifolii. Las plantas inoculadas con la 

cepa nativa 317 produjeron más biomasa que las inoculadas con el 

inoculante comercial U204 en condiciones controladas. Mediante ERIC-PCR 

se detectó, en campos del Sur, una población de cepas nativas-

naturalizadas que compite con los inoculantes introducidos por la 

formación de nódulos. La habilidad competitiva de los inoculantes vs cepas 

nativas se estableció marcando con gusA los aislados 317, I y la cepa U204, 

el inoculante comercial. En suelos del Sur la población nativa de rizobios 

ocupó más del 50 % de los nódulos, pero en suelos del Norte y Este la 

ocupación por los inoculantes fue del 99 %. La diversidad genética de 

rizobios que nodulan lotus se evaluó en 111 aislados de 4 sitios. Esta se 

situó en un 68 % y por ARDRA se establecieron 3 ribogrupos. El análisis 

filogenético basado en la secuencia del gen 16S ARN, atpD, recA y glnII y de 

la región ITS indicó que las cepas del ribogrupo A están relacionadas con 

cepas de Bradyrhizobium japonicum bv. genistearum. Los aislados del 

ribogrupo B no se asociaron con ninguna especie de Bradyrhizobium sp. 

descrita y podrían representar una nueva especie de este género. El aislado 

del ribogrupo C agrupó con la cepa de amplio rango NZP2037 de 

Mesorhizobium sp. Estos rizobios adaptados a las condiciones locales 

podrían ser usados para el desarrollo de nuevos inoculantes.  

Palabras clave: competitividad, gusA, Bradhyrhizobium, Mesorhizobium 
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PROSPECTION AND CHARACTERIZATION OF RHIZOBIA TO DEVELOP 

INOCULANTS FOR CLOVER AND LOTUS 

SUMMARY 

 

Lotus uliginosus (lotus) and Trifolium pratense (clover) are legumes used in 

Uruguay to improve pastures. Native-naturalized rhizobia presents in the 

soil, are the basis for selecting and developing new inoculants. In this 

thesis, native strains of clover rhizobia were evaluated for their possible 

use as inoculants for clover and the diversity and phylogeny of rhizobia 

nodulating lotus was studied. Diversity of rhizobia nodulating clover was 

analyzed from 80 isolates of the North and South. Diversity was 48 % and 

the 16S RNA gene sequence revealed the isolate were associated to 

Rhizobium leguminosarum bv trifolii. The plants inoculated with the native 

strain 317 produced more biomass than the inoculated with a commercial 

inoculant U204, under controlled conditions. By using ERIC-PCR, a 

population of native strains that compete with the inoculants for nodule 

formation, was detected in southern soils. The competitiveness ability of 

the inoculants vs native strains was studied, labeling the 317, I and the 

commercial inoculant U204 strains with gusA. In Southern soils, the native 

rhizobia occupied more than 50 % of the nodules but in Northern and 

Eastern soils the inoculants occupation was 99 %. Genetic diversity of 

rhizobia nodulating lotus was assessed in 111 isolates from 4 sites. Diversity 

was 68 % and 3 ribogroups were settled by ARDRA. Phylogenetic analysis 

based on the 16S RNA gene sequence, atpD, glnII, recA and ITS region, 

indicated that ribogroup A strains were associated with Bradyrhizobium 

japonicum bv. genistearum strains. Ribogroup B strains were not associated 

with any kind of bradyrhizobia described and may represent a new species 

of this genus. The ribogroup C strain grouped NZP2037, a broad host range 

host Mesorhizobium sp. These rhizobia may be used for the development of 

new inoculants adapted to local conditions.  

Keywords: Competitiveness, gusA, Bradhyrhizobium, Mesorhizobium. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1. INGRESO DE NITRÓGENO EN LOS ECOSISTEMAS 

 

El nitrógeno es un elemento esencial para los seres vivos, dado que 

forma parte de macromoléculas como aminoácidos, ácidos nucleicos y 

clorofilas, entre otros. Las plantas extraen nitrógeno del suelo en forma de 

nitrato (NO3
-) y amonio (NH4

+) a través de transportadores radiculares, 

aunque en general se encuentra en cantidades que limitan su crecimiento y 

por lo tanto la productividad de las pasturas forrajeras. Su principal 

reservorio se encuentra en la atmósfera bajo la forma de dinitrógeno (N2) a 

una concentración cercana al 80 %.  

 

El N2 es muy estable y no puede ser utilizado como tal por plantas, 

animales ni hongos. Sólo un grupo minoritario de procariotas denominados 

diazótrofos, sea en vida libre o asociados a otros organismos, son capaces 

de reducirlo a NH4
+ a través de un proceso conocido como Fijación Biológica 

de Nitrógeno (FBN). La FBN es un proceso natural que contribuye con el 80 

% de la cantidad de nitrógeno fijado en la naturaleza anualmente (250 x 106 

toneladas), mientras que el suelo y los fertilizantes aportan un 15 % y las 

descargas eléctricas un 5 % (Monza y Palacios, 2004).  

La simbiosis rizobio leguminosa es la interacción planta-bacteria más 

estudiada por la importancia agronómica y económica que tiene el cultivo 

de estas plantas a nivel mundial. En los sistemas agrícolas de nuestra 

región, algunas simbiosis rizobio-leguminosa de importancia la constituyen 

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii -Trifolium spp, Mesorhizobium 

huakuii y Bradyrizobium - Lotus spp., R. meliloti, Sinorhizobium meliloti y 

Sinorhizobium medicae - Medicago spp, Sinorhizobium fredii, 

Bradyrhizobium japonicum - Glycine spp. 
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1.2. SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA 

1.2.1. Establecimiento de la simbiosis  

 

El establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa comienza con el 

intercambio de señales entre ambas partes. Las raíces liberan exudados 

entre los que se encuentran flavonoides, isoflavonoides y no flavonoides 

(Figura 1). Estos compuestos son quimioatrayentes para los rizobios, 

promueven el crecimiento bacteriano e inducen la expresión de los genes 

de nodulación (nod) (Skorupska et al., 2010). La localización de los genes 

nod y los genes simbióticos en general varía; en Bradyrhizobium y en 

Mesorhizobium se encuentran agrupados en islas simbióticas en el 

cromosoma (Sawada et al., 2003; Sullivan et al., 2002), mientras que en 

Rhizobium se encuentran en plásmidos simbióticos (Crossman et al., 2008). 

 

Independientemente de la localización, la expresión de los genes nod 

conduce a la producción y secreción de los factores NOD (lipoquitin 

oligosacáridos). Los factores NOD son específicos y sólo el factor NOD 

compatible puede inducir la formación del nódulo en la planta huésped 

(Skorupska et al., 2010). En la raíz el factor NOD induce la curvatura del 

pelo radical, por donde los rizobios penetran a la planta a través de los 

hilos de infección y estimulan la formación del primordio nodular. Una vez 

en el citoplasma de las células los rizobios se diferencian en bacteroides 

dentro de los simbiosomas, estructuras rodeadas por la membrana 

peribacteroidal de origen vegetal (Figura 1). El primordio nodular se 

transforma en nódulo maduro, donde los bacteroides reducen 

enzimáticamente el N2 a NH3 (Maj et al., 2009). 

 

La mayoría de las leguminosas son huéspedes específicos, es decir, 

sólo pueden ser noduladas por determinado rizobios. Sin embargo, algunos 

rizobios son extremadamente promiscuos, como lo es la cepa de Rhizobium 

sp. NGR234 que es capaz de nodular a 112 especies huésped (Pueppke y 



 3 

Broughton, 1999), mientras que otros como R. leguminosarum bv. trifolii 

tienen un limitado rango de huésped y nodulan sólo tréboles. Por otro lado, 

Valverde et al. (2005) aislaron y caracterizaron a partir de nódulos de 

trébol rojo una nueva especie Phyllobacterium trifolii que es capaz de 

nodular Trifolium pratense y Lupinus albus. 

  

 

 

 

Figura 1. Eventos involucrados en la simbiosis rizobio - leguminosa. Las raíces de 

las leguminosas (a) exudan compuestos flavonoides (b) que son percibidos por los 

rizobios (c) y activan los genes nod. La expresión de estos genes produce los 

factores NOD (d) que intervienen en el curvamiento del pelo de la raíz (e) y en el 

inicio del desarrollo del nódulo (f). Los rizobios se unen a los pelos de la raíz y se 

forman los hilos de infección (g), por donde penetran en los tejidos de las plantas 

y se desarrollan los nódulos (h, i) (Tomado y modificado de Skorupska et al., 

2010). 
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En el género Lotus se han podido distinguir dos grupos según el rizobio 

que los nodula: L. corniculatus y L. tenuis, nodulados típicamente por 

bacterias del género Mesorhizobium, y L. subbiflorus y L. uliginosus 

nodulados por bacterias del género Bradyrhizobium (Monza et al., 1992). 

Sin embargo algunas cepas de Mesorhizobium, como la NZP2037, tienen 

amplio rango de hospedero y pueden formar nódulos fijadores de nitrógeno 

en la mayoría de las especies de Lotus (Barrientos et al., 2002). Por otra 

parte, en el ambiente ocurren eventos de transferencia horizontal de genes 

entre especies nativas de rizobios e inoculantes introducidos lo cual marca 

diversificación y estructuración de las poblaciones naturales de rizobios con 

lo cual el rango de huésped en algunos casos aumenta (Laguerre et al., 

2001; Thies et al., 2001).  

1.2.2. Factores que afectan la nodulación 

 

La nodulación se ve afectada por la temperatura del suelo, su 

contenido de agua, acidez, salinidad, concentración de nitrógeno 

combinado y déficit de fósforo (Liu et al., 2011). En particular, y a los 

efectos de esta propuesta de tesis, interesó el efecto de la concentración 

de nitrógeno combinado en el suelo sobre la inducción de nódulos y la 

competencia. 

Uno de los factores que determinan la nodulación es la concentración 

de nitrógeno combinado en el suelo. Se ha demostrado que en el momento 

de la siembra, la aplicación de nitrógeno combinado como starter es 

ventajosa para el establecimiento de la simbiosis, con concentraciones de 

NH4
+ menores a 4 mM y de NO3

- a 2 mM (Turay et al., 1991). Sin embargo, 

cuando las concentraciones de nitrógeno combinado son altas, se inhibe la 

nodulación y por lo tanto disminuye la proporción derivada de la FBN 

(Gibson y Harper, 1985). La disminución de la nodulación por nitrógeno 

combinado en suelo puede deberse a la represión de la expresión de genes 
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nod, a la disminución de la síntesis de lectinas, menor formación de pelos 

radicales, aborto de los cordones de infección, o inhibición de la 

transformación de bacterias en bacteroides (Racca y Collino, 2006). 

La disminución de la nodulación y de la actividad nitrogenasa en 

suelos con alto contenido de nitrógeno combinado se debe a que el uso de 

éste requiere menor gasto energético que la reducción del N2 atmosférico 

(Liu et al., 2011). Además se han observado diferencias en la tasa de 

inhibición de la FBN según la fuente de nitrógeno utilizada. En Trifolium 

repens, Svenning et al. (1996) encontraron que la inhibición de la FBN por 

NO3
- fue mayor que con NH4

+ a igual concentración. Gan et al. (2004) 

evaluaron en soja el efecto de concentraciones de nitrógeno mineral altas 

(10 mM) y bajas (1 y 3,75 mM). Con altas concentraciones de nitrógeno en 

forma de NO3
- o NH4

+ se suprimió significativamente el número de nódulos, 

el peso seco de los nódulos y el nitrógeno fijado por planta. Sin embargo 

bajas concentraciones de nitrógeno potenciaron la formación de mayor 

número de nódulos, peso seco de los nódulos y nitrógeno fijado por la 

planta. 

1.2.3. Fijación de nitrógeno  

 

Todos los diazótrofos tienen a la enzima nitrogenasa como 

responsable del proceso de reducción del nitrógeno a amonio. Esta enzima 

está compuesta por dos metaloproteínas, la reductasa dinitrogenasa 

(proteína Fe) codificada por el gen nifH y la dinitrogenasa (proteína Mo-Fe) 

codificada por los genes nifD, nifK. Ambas subunidades forman el complejo 

enzimático de la nitrogenasa, que cataliza una reacción reductiva y 

endergónica cuya estequiometría teórica es la siguiente: 

 

         N2 + 16MgATP + 8H+ + 8e-                      2NH3 + H2 + 16MgADP + 16Pi 

            nitrogenasa 
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La reducción de nitrógeno es un proceso energéticamente costoso 

para el que se requiere de 16 a 18 ATP. La fuente de carbono y poder 

reductor para la reducción es suplementada por la planta en forma de 

fotosintatos, que son trasportados al bacteroide. El NH3 producido se 

exporta a la planta a través de la membrana de peribacteroidal para ser 

asimilado en el citosol vegetal. Esto constituye una relación favorable para 

ambos organismos, por lo que se la denomina simbiosis. 

1.2.4. Técnicas para la estimación de la FBN 

 

Para estimar la FBN se utilizan diferentes metodologías. La forma más 

directa y simple de medir la eficiencia de fijación es la comparación de la 

producción de materia seca de la parte aérea de plantas inoculadas y no 

inoculadas en un medio libre de nitrógeno (Neira, 1995), debido a que el 

rendimiento de materia seca de la leguminosa se correlaciona 

positivamente con la cantidad de nitrógeno derivado de la atmósfera. 

 

Otro método utilizado para medir la FBN es la técnica de reducción 

del acetileno, que permite cuantificar la actividad nitrogenasa. Esta 

enzima además de reducir N2 a NH3, puede reducir otros sustratos con 

triple enlace como el acetileno (C2H2) a etileno (C2H4). Ambos gases pueden 

ser detectados y cuantificados por cromatografía de gases (Hardy et al., 

1968). Esta estrategia tiene limitaciones debido a que mide la actividad de 

la nitrogenasa en un momento dado, pero no evidencia lo que ocurre a lo 

largo del tiempo, entre otras (Danso et al., 1992). 

 

También la FBN puede estimarse mediante la utilización de isótopos 

de nitrógeno. El nitrógeno tiene 6 isótopos, de los cuales el 14N y 15N son 

estables y los restantes radiactivos. El isótopo 15N es usado como trazador 

isotópico ya que presenta mínimas diferencias en las propiedades 

fisicoquímicas con respecto al isótopo 14N como consecuencia de la 

diferencia de masa molecular. En la atmósfera la cantidad de 15N es de 
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0,3663 átomos por 100 del total de N, lo que hace un 99,634 % para el 

isótopo 14N (Hardarson y Danso, 1990). Esta relación hace posible el uso de 

materiales enriquecidos en 15N en algunos estudios.  

 

Entre las técnicas isotópicas se encuentran métodos basados en la 

dilución isotópica de 15N y en la abundancia natural de 15N. La dilución 

isotópica permite evaluar las diferentes fuentes de nitrógeno de la planta e 

implica el crecimiento de una planta fijadora de N2 y no fijadora en un 

suelo o sustrato enriquecido con 15N. La dosis aplicada debe ser mínima 

para no afectar el proceso de fijación de nitrógeno, que es lo que se quiere 

medir. El enriquecimiento en 15N de las plantas fijadoras es diluido por el 

14N fijado. El grado de disminución de 15N es un indicador de la cantidad de 

nitrógeno fijado. Para esto es necesario una planta de referencia no 

fijadora, que es totalmente dependiente del nitrógeno del suelo para su 

crecimiento. Una consideración metodológica a tener en cuenta es que la 

exploración radicular sea similar en ambas, es decir deben obtener 

nitrógeno de la misma zona del suelo. El error más frecuente en la 

estimación de FBN ocurre cuando la planta referencia y la leguminosa 

difieren en la composición isotópica del nitrógeno absorbido del suelo 

(Danso et al., 1992).  

 

El método de abundancia natural tiene el mismo principio que la 

técnica de dilución isotópica, pero no se agrega una fuente enriquecida en 

15N. Esta técnica se basa en las pequeñas diferencias de abundancia natural 

de 15N presente en la mayoría de los suelos, respecto al N2 atmosférico. Es 

decir, la mayoría de los suelos son ligeramente enriquecidos en 15N 

(Ledgard y Steele, 1992) debido a procesos físicos químicos y biológicos. En 

la medida que el 15N acumulado en el suelo es diluido por el nitrógeno 

fijado se puede estimar la fijación de nitrógeno (Danso et al., 1992). 
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El espectrómetro de masa es uno de los equipos utilizados para 

determinar el 15N y 14N. Los métodos basados en determinar isótopos del N 

tienen la ventaja de que pueden estimar las contribuciones individuales del 

nitrógeno del suelo, fertilizante y la FBN, además de proveer una medida 

integrada de la cantidad de nitrógeno fijado acumulado por el cultivo 

durante toda la estación de crecimiento. También son útiles para evaluar 

efectos tales como el nitrógeno combinado del suelo sobre la FBN (Danso et 

al., 1992). 

1.3. USO DE LEGUMINOSAS FORRAJERAS PARA EL MEJORAMIENTO DE 

PRADERAS 

 

Las leguminosas son la base de la producción de leche y carne desde 

hace siglos (Russelle, 2001). Estas plantas juegan un rol clave en el 

ecosistema porque aumentan el contenido de nitrógeno del suelo a través 

de la FBN en simbiosis con bacterias de los géneros Rhizobium, 

Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y 

Allorhizobium. Asimismo, cuando se manejan adecuadamente las 

leguminosas son fuentes de proteínas, minerales (Mg2+ y Ca2+), fibras y 

energía (Carámbula, 2003).  

 

Además del alto valor nutritivo, las leguminosas forrajeras 

contribuyen a la sostenibilidad de la rotación, reducen la erosión y 

requerimientos de fertilización, mejoran la estructura del suelo y 

aumentan la materia orgánica incrementando la rentabilidad agrícola 

(Rebuffo et al., 2006). En Uruguay, las leguminosas usadas en el 

mejoramiento de praderas son principalmente lotus (Lotus corniculatus, L. 

uliginosus y L. subbiflorus) y tréboles (Trifolium pratense y T. repens, 

trébol rojo y trébol blanco respectivamente).  
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Las leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae que a su vez se 

divide en tres subfamilias Caesalpinoideas, Mimosoideas y Papilonoideas. El 

género Lotus, de origen mediterráneo, pertenece a la subfamilia 

Papilonoideae e incluye más de 180 especies. Son plantas herbáceas que 

pueden ser anuales o perennes y están adaptadas a un amplio rango de 

ambientes. Cuatro especies de este género, L. corniculatus, L. glaber, L. 

uliginosus y L. subbiflorus, han sido domesticadas y mejoradas por 

selección y tienen un importante valor agronómico a nivel mundial (Díaz et 

al., 2005). Estas leguminosas presentan buena adaptación a suelos con baja 

disponibilidad de fósforo, taninos que impiden la ocurrencia de meteorismo 

(Rebuffo et al., 2007) y alto aporte de proteína que se genera básicamente 

a partir de nitrógeno derivado de la FBN (Labandera et al., 2005). 

 

El cultivar tetraploide ‘Grasslands Maku’ de L. uliginosus, originario 

de Nueva Zelanda, es el más usado en Uruguay, aún cuando se han 

evaluado otros cultivares diploides (Hernández et al., 2005), debido, entre 

otras características, al alto valor proteico y producción forrajera, así como 

a la capacidad de desarrollarse en suelos ácidos y de soportar anegamiento 

(Díaz et al., 2005). 

 

En general los lotus establecen simbiosis específicas con rizobios 

pertenecientes a los géneros Mesorhizobium y Bradyrhizobium (Jordan, 

1982; Pankhurst et al., 1986). L. corniculatus y L. tenuis son nodulados 

típicamente por bacterias del género Mesorhizobium, mientras que L. 

subbiflorus y L. uliginosus son nodulados por bacterias del género 

Bradyrhizobium (Monza et al., 1992). En Uruguay Lotus uliginosus es 

inoculado desde 1995 con la cepa comercial U526 (= NZP2309) introducida 

de Nueva Zelanda. 

 

Por otra parte, las especies del género Trifolium más cultivadas en 

Uruguay son el trébol rojo y el trébol blanco. Estas leguminosas y las cepas 
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usadas como inoculantes son introducidas en nuestro país. El trébol rojo es 

originario de Asia menor y el Sudeste Europeo, mientras que trébol blanco 

tiene origen en Norte de África y Europa. Ambos tréboles tienen buena 

capacidad para fijar nitrógeno asociados a rizobios y también es valorada su 

tolerancia relativa a condiciones impuestas por suelos de acidez moderada 

(pH 5,2 a 5,6) (Izaguirre, 1995). 

 

Trifolium pratense y Trifolium repens establecen simbiosis con 

bacterias del género Rhizobium. En Uruguay estas leguminosas son 

inoculadas con la cepa U204 de Rhizobium leguminosarum bv trifolli. Esta 

cepa obtenida de Nitragin (USA) fue evaluada y seleccionada por el 

Laboratorio de Microbiología de suelo del Ministerio de Ganadería 

Agricultura y Pesca (MGAP) en la década del 60´. Desde esa época ha sido 

recomendado el uso de la cepa U204 como inoculante comercial para 

ambos tréboles. 

 

En Uruguay los tréboles tienen problemas de implantación de mayor 

severidad en campos sin historia de inoculación. Las especies utilizadas 

tienen dificultad para lograr la nodulación y fijación exitosa en 

determinados suelos debido, bien a la ausencia de rizobios específicos, o a 

la presencia de cepas nativas que nodulan a Trifolium polymorfum (trébol 

de campo o polimorfo). Estas cepas son parásitas en los tréboles cultivados 

y compiten por la ocupación de nódulos con el inoculante comercial (Dutto, 

2002).  

 

El trébol blanco es el que tiene mayor problema de implantación en 

Uruguay. Una de las causas es el tamaño pequeño de su semilla, que 

dificulta llegar al número adecuado de rizobios del inoculante en la 

superficie de la semilla (Dutto, 2002), lo que tiene consecuencias en la 

implantación. Aún cuando el trébol rojo tiene un comportamiento 
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simbiótico similar al trébol blanco, los problemas de nodulación suelen ser 

menores, debido al mayor tamaño de semilla (Dutto, 2002). 

El cultivo de las leguminosas forrajeras se ha visto afectado a 

consecuencia de la expansión del área agrícola, que genera un 

desplazamiento a suelos menos productivos y con mayores limitaciones. 

Además, para esos suelos es necesario contar con diferentes cepas que 

puedan ser usadas como inoculantes eficientes que ayuden a la 

implantación del cultivo.  

 

Por otra parte, la temperatura es un factor determinante de la 

nodulación, en este sentido el trébol se siembra en Uruguay en los meses 

de marzo a mayo. Si se siembra sobre el final del período, considerando a 

esto una siembra tardía, la temperatura determina problemas de 

implantación. En el laboratorio de Bioquímica se realizó un ensayo de 

nodulación a diferentes temperaturas de T. repens con el inoculante 

comercial para trébol, la cepa U204 de de Rhizobium leguminosarum, para 

evaluar el efecto de la temperatura sobre la nodulación. La inhibición de la 

nodulación en trébol blanco fue clara cuando la temperatura fue igual o 

inferior a 15 ºC (Patricio Gómez y Marcos Miller com. pers., 1/8/12). 

1.4. BIODIVERSIDAD DE RIZOBIOS 

 

Los rizobios son habitantes comunes del suelo que se encuentran 

formando parte de comunidades microbianas. Estas comunidades pueden 

ser caracterizadas a través del estudio de la diversidad de especies que la 

componen. La diversidad incluye la composición genética de los 

microorganismos en el ambiente o hábitat donde se encuentran y su rol 

ecológico o funcional dentro del ecosistema (Schinner, 1996; Hunter-

Cevera, 1998).  

 

La diversidad incluye dos componentes: la riqueza, entendida como el 

número de especies, y la abundancia relativa de éstas o distribución de los 
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individuos entre esas especies (Begon et al., 2006). Para esto se usan 

diferentes índices con el fin de caracterizar a las comunidades bacterianas 

del suelo. Uno de ellos es el índice de diversidad de Simpson (D), que se 

calcula a partir de la proporción de individuos de cada especie i que 

contribuyen al total de la muestra (Begon et al., 2006). El índice de 

diversidad D viene dado por:  

D=1/Σpi
2      

 

donde pi es la proporción de individuos de la especie i 

 

El valor del índice D depende de la riqueza de especie y de la 

distribución de individuos entre las especies (equitatividad). Para una 

riqueza dada, D aumenta con la equitatividad y para una equitatividad 

dada, D aumenta con la riqueza.  

 

Otro índice ampliamente usado en estudios de diversidad es el índice 

de Shannon-Weaver (H) (Coutinho et al., 1999; Palmer y Young, 2000), que 

viene dado por: 

 

H=- Σ pi(ln (pi))  

 

donde pi es la proporción de individuos de la especie i. 

 

El índice H va de 0, para comunidades con una sola especie, hasta 

valores altos para comunidades con muchas especies (Brown y Bowman, 

2001).  

Si bien los índices de diversidad son ampliamente usados en varios 

estudios, se han encontrado ciertas limitaciones: en el caso particular del 

índice Simpson se considera que es difícil de interpretar debido a que 

representa una medida combinada de riqueza y dominancia. Además las 

relaciones aritméticas no han sido totalmente descriptas y validadas para 
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las comunidades y poblaciones de rizobios. Por otra parte los métodos de 

tipificación tienen diferente poder discriminatorio, lo cual influye en el 

número y el tipo de cepas identificadas y por lo tanto se debe tener 

precaución dado que no todos los estudios son realmente comparables 

(McInnes et al., 2004). 

1.4.1. Estrategias usadas para estimar la diversidad 

 

La diversidad de especies o de cepas de rizobios presentes en el suelo 

puede ser estimada usando diferentes métodos. Hace 25 años, para 

clasificar a los rizobios se consideraba la leguminosa que nodulaban, el 

tiempo de generación, la utilización de distintos compuestos carbonados y 

la acidificación o alcalinización del medio. Así se establecieron dos grupos: 

los rizobios de crecimiento rápido (Rhizobium) y de crecimiento lento 

(Bradyrhizobium) (Monza et al., 1992; Irisarri et al., 1996). 

 

Para la identificación de cepas de rizobios se usaron diferentes 

aproximaciones como la producción de melanina un pigmento de color 

marrón-negro (Cubo et al., 1988). Con esta estrategia Rodríguez Blanco et 

al. (2010) y Castro et al. (2000) pudieron monitorear cepas con cierta 

facilidad y confiabilidad.También se han usado para estudios de diversidad 

de rizobios el perfil de lipopolisacáridos (LPS) como para la identificación 

de Bradyrhizobium aislados de Lotus subbiflorus (Santamaría et al., 1999). 

Sin embargo los perfiles de LPS tienen una limitación ya que los patrones 

dependen de enzimas biosintéticas, y no hay prueba de correlación entre 

este tipo de enzima de síntesis de LPS y el genoma bacteriano. 

 

Otra técnica ampliamente usada para identificar cepas de rizobios ha 

sido la resistencia a antibióticos (Turco et al., 1986; Ramírez et al., 1998; 

Alexandre et al., 2006). Esta metodología tiene limitaciones debido a que 

los genes de resistencia a antibióticos en algunas poblaciones están 
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codificados en plásmidos que pueden ser fácilmente transferidos o 

perdidos. También se utilizaron métodos serológicos, rápidos y útiles para 

la identificación de algunas bacterias. Aunque este tipo de análisis tiene la 

limitación de que algunos aislados presentan reacciones cruzadas (Thies et 

al., 2001). 

 

El perfil de plásmidos y de proteínas totales también han ido usados 

con el fin de identificar cepas (Monza et al., 1992; Irisarri et al., 1996). Los 

plásmidos están presentes en tamaños y números variables y proporcionan 

una base para la caracterización de una cepa (Monza et al., 1992; Corich et 

al., 2001). Sin embargo el análisis de diversidad según el perfil de 

plásmidos debe ser tomado con precaución ya que en Rhizobium 

leguminosarum los plásmidos pueden transferirse de una célula a otra 

(Ibekwe et al., 1997) o perderse. La técnica SDS-PAGE también fue 

utilizada para caracterizar cepas por el perfil de proteínas totales (Monza 

et al., 1992; Zahran et al., 1994). Pereira et al. (2006) utilizaron esta 

técnica para evaluar una población de Rhizobium leguminusarum biovar 

viceae en presencia de metales pesados. Por otra parte, el perfil de 

proteínas totales tiene poca capacidad de discriminar entre aislados 

relacionados (Thies et al., 2001) porque varía con el estado de desarrollo 

del cultivo, y sólo da información cuando los perfiles son muy diferentes.  

 

Si bien estas técnicas han sido utilizadas en estudios de diversidad, 

como se vio tienen limitaciones tanto en la identificación precisa de cepas 

como las que derivan de las dificultades para su aplicación a muchas 

muestras, como es necesario en ensayos de campo.  

 

Otra forma de estimar la diversidad de los rizobios es mediante la 

generación de patrones genómicos obtenidos con primers específicos 

dirigidos a secuencias repetitivas dispersas en el genoma, que se amplifican 

por la polymerase chain reaction (PCR) (Mantilla et al., 2004). La PCR 
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permite generar patrones constantes de fragmentos del ADN amplificado y 

analizar a partir de ellos la variabilidad entre cepas de rizobios, 

proporcionando lo que se consideran huellas genéticas (fingerprints) 

adecuadas para su tipificación (Castro y Ferreira, 2006). 

 

Algunos de los elementos repetidos en el genoma que se han 

empleado para la tipificación de bacterias son los elementos repetitivos 

extragénicos palindrómicos, REPs (Stern et al., 1984), las secuencias 

consenso intergénicas repetidas de enterobacterias, ERIC (Versalovic et al., 

1991; de Bruijn, 1992) y los elementos BOX localizados en regiones 

intergénicas.  

 

Con el uso de primers ERIC se han realizado estudios de diversidad en 

Bradyrhizobium sp. aislados de nódulos de Lotus uliginosus (Batista et al., 

en prensa), de Mesorhizobium sp. aislados de L. corniculatus (Sotelo et al., 

2011; Agius et al., 1997), así como de aislados de R. leguminosarum 

obtenidos de nódulos de Trifolium pratense (Hernández, 2011). Lorite et 

al. (2011) usando primers REP analizaron la diversidad de aislados que 

nodulan L. uliginosus de dos regiones de Portugal. Por otra parte rizobios 

de suelos de Brasil han sido caracterizados usando primers BOX (Barcellos 

et aI., 2007; Batista et aI., 2007; Pinto et aI., 2007). 

 

Para realizar estudios filogenéticos se utilizan frecuentemente como 

marcador molecular los genes 16S ARN y 23S ARN y la secuencia 

espaciadora (ITS) ARN 16S - ARN 23S (Graham et al., 1991). El gen 16S ARN  

que codifica para la subunidad pequeña del ribosoma, es un buen marcador 

molecular para construir filogenias de linajes a nivel de dominio, división, y 

género. En algunos casos usando este gen se puede llegar a determinar 

especie. Sin embargo, dada la alta conservación de éste, a veces no es 

posible la determinación a nivel de especie (Lloret y Martínez-Romero, 

2005). 
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Una alternativa para buscar información filogenética y taxonómica es 

al análisis del patrón de restricción del amplificado del gen 16S ARN 

conocida como amplifield ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA). El 

análisis de los patrones generados con esta técnica puede ser utilizado para 

estudios de identificación taxonómica de rizobios (Laguerre et al., 1994; 

Vandamme et al., 1996). 

 

Por otro lado, la secuencia contenida en el espacio intergénico (ITS) 

situado entre los genes 16 y 23S ARNr exhibe significantes variaciones en la 

longitud y secuencia nucleotídica a nivel de género y especie (Barry et al., 

1991; van Berkum y Fuhrmann, 2000). Sin embargo, también tiene 

limitaciones para estimar relaciones filogenéticas debido a que resuelve 

pobremente las relaciones evolutivas en algunos casos (Vinuesa y Silva, 

2004). 

 

De manera alternativa, las inferencias filogenéticas pueden 

establecerse en base a secuencias de genes housekeeping, ampliamente 

distribuidos entre los taxones, presentes en copia simple y distribuidos por 

todo el genoma (Gevers et al., 2005). Entre estos genes se encuentran el 

atpD, recA, rpoA, rpoB, thrC, dnaK, dnaJ, glnII, gap, glnA, gltA, gyrB, pnp, 

que son utilizados en estudios filogenéticos (Gaunt et al., 2001; Vinuesa et 

al., 2008; Stepkowski et al., 2005; Turner y Young, 2000; Rivas et al., 

2009).  

Las filogenias establecidas con genes simbióticos como nifH y los 

genes del operón nodABC (Haukka et al., 1998; Laguerre et al., 2001) a 

menudo evidencian que la historia evolutiva difiere de la establecida con 

los genes cromosomales, estas diferencias a menudo son explicadas por 

eventos de transferencia horizontal de genes (Haukka et al., 1998; 

Laguerre et al., 2001). Además, la filogenia establecida con los genes nod 

ha permitido poner en evidencia la coevolución entre la planta huésped y la 

especie bacteriana que la nodula (Dresler-Nurmi et al., 2009). 
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Los genes housekeeping que codifican proteínas, han sido propuestos 

como marcadores filogenéticos para distinguir especies cercanamente 

relacionadas (Stackebrandt et al., 2002). Estos genes tienen una tasa de 

evolución más rápida que el gen 16S ARNr, pero son lo suficientemente 

conservados para mantener la información genética. De esta forma, los 

árboles filogenéticos construidos a partir de las secuencias de estos genes 

pueden concatenarse para el análisis, de manera que la señal filogenética 

se potencia mediante clados fuertemente apoyados (Vinuesa et al., 2005). 

Por esta razón, el análisis combinado de varios genes housekeeping 

multilocus sequence analysis (MLSA) se usa para dilucidar relaciones 

taxonómicas entre especies (Christensen et al., 2004; Rivas et al., 2009). 

Igualmente el uso de MLSA está limitado por la disponibilidad de secuencias 

en las bases de datos (Rivas et al., 2009). 

 

Debido a las restricciones de las técnicas individuales, la taxonomía 

de rizobios se basa en una aproximación polifásica (Vandamme et al., 1996) 

es decir con la integración de información fenotípica, genotípica y 

filogenética. 

 

1.4.2. Condiciones del suelo que afectan la diversidad de rizobios 

 

La diversidad de rizobios se ve afectada por diferentes factores 

edáficos que influyen tanto en el número de especies como en el de 

individuos. Uno de estos factores es la temperatura, que afecta la 

supervivencia y determina la persistencia de los rizobios en el suelo. 

Aislados tolerantes al frío y al calor han sido reportados en diversos 

estudios (Drouin et al., 2000; Prevost et al., 2003; Zhang et al., 2002). Si 

bien el efecto de la temperatura es cepa dependiente, en general los 

rizobios tienen pobre crecimiento a temperaturas por debajo de los 10º C, 

pero toleran hasta 4º C (Graham, 1992). 
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El pH del suelo también afecta la diversidad de rizobios. Mientras el 

número de rizobios en suelos neutros puede alcanzar 105 UFC.g-1, en suelos 

moderadamente ácidos usualmente no excede las 102 UFC.g-1 (Brockwell et 

al., 1991). En general, los rizobios de crecimiento lento Bradyrhizobium 

son más tolerantes a la acidez que los rizobios de rápido crecimiento como 

S. meliloti, S. medicae, R. etli y R. leguminosarum (Brockwell et al., 

1991). Estos autores encontraron que S. meliloti tuvo un promedio de 

89.000 UFC g-1 suelo en suelos de pH alcalinos, pero sólo 37 UFC.g-1 en 

suelos con pH<6. Aunque S. meliloti parece más sensible al pH que la 

planta huésped, la alfalfa, la acidez del suelo influye tanto sobre el 

crecimiento de la leguminosa como en el proceso de infección (Hungría y 

Vargas, 2000). En muchos de nuestros suelos la alfalfa presenta problemas 

de implantación a pH inferiores a 5,5, ocasionando además mermas de 

rendimiento y menor persistencia (Morón, 2000). 

 

También la disponibilidad de agua en el suelo puede determinar la 

diversidad de rizobios. La disponibilidad de este recurso afecta el 

crecimiento de los microorganismos alterando la difusión y concentración 

de nutrientes en el suelo. Los rizobios tienen un amplio rango de tolerancia 

al estrés hídrico, independientemente del criterio taxonómico y relaciones 

filogenéticas usadas (Sadowsky, 2005). De todas formas Bushby y Marshall 

(1977) propusieron que los rizobios de Bradyrhizobium sp. tolera más el 

estrés hídrico que otros rizobios, aunque se ha reportado lo opuesto 

(Mahler y Wollum, 1981). Por otro lado, Sotelo et al. (2011) observaron que 

la diversidad de rizobios que nodulan Lotus cornicualtus en suelos de las 

regiones norte y sur de Uruguay era similar, independientemente de la 

disponibilidad de agua del suelo. 

 

La diversidad de rizobios también se ve afectada por metales pesados 

en el suelo. En general la presencia de estos metales contaminantes 

disminuye la diversidad de rizobios (Castro et al., 2003). Sin embargo se 
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han reportados casos en que la presencia de metales pesados redujo el 

número de rizobio pero la riqueza de cepas no se vio afectada (Laguerre et 

al., 2006).  

 

El aumento de la concentración de sal tiene efectos perjudiciales 

sobre las poblaciones microbianas del suelo debido al estrés osmótico e 

iónico que esta genera. Si bien en Uruguay no hay suelos salinos, en otras 

regiones la concentración de sal presente en el suelo constituye un 

problema. Estrella et al. (2009) observaron que la diversidad de simbiontes 

de L. tenuis en la cuenca del Río Salado (Argentina) fue menor en suelos 

salinos y alcalinos que en suelos con condiciones menos estresantes. 

 

También las prácticas de manejo del suelo afectan la diversidad de 

rizobios debido a que se crean ambientes altamente selectivos y 

homogéneos (Martínez-Romero y Caballero-Mellado, 1996). En este sentido 

Kaschuk et al. (2006) evaluaron la diversidad genética de rizobios que 

nodulan Phaseolus vulgaris en sistemas de laboreo convencional y de no 

laboreo, encontrando mayor diversidad en este último sistema. Este 

resultado puede deberse a que el sistema de no laboreo es más homogéneo 

dado que tiene menos oscilaciones de temperatura, mayor contenido de 

humedad del suelo y disponibilidad de C y N para los microorganismos, 

comparado con el laboreo tradicional (Hungría y Vargas, 2000). 
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1.5. COMPETENCIA DE LAS CEPAS POR LA OCUPACIÓN DE NÓDULOS 

 

La competencia por la nodulación es un carácter cuantitativo, 

determinado por la capacidad de una cepa de rizobio de ocupar los nódulos 

de la leguminosa huésped, en presencia de otras cepas del suelo (Dowling y 

Broughton, 1986). La competencia es un fenómeno complejo que depende 

de parámetros del suelo y de características genéticas, tanto del rizobio 

como de la planta huésped (Thies et al., 1992). La habilidad competitiva es 

uno de los factores determinantes en el éxito de la inoculación rizobiana.  

 

Muchos suelos contienen rizobios nativos-naturalizados que son 

altamente competitivos, mejor adaptados a las condiciones locales 

(Sadowsky y Graham, 1998) por lo que constituyen barreras que 

comprometen la habilidad de las cepas introducidas para ocupar nódulos. 

Esto puede tener consecuencias negativas, cuando esas asociaciones 

simbióticas no son eficientes fijando nitrógeno (Denton et al., 2002), e 

incluso se pueden establecer relaciones parásitas. En trébol rojo y trébol 

blanco ocurre una situación de este tipo en suelos donde hay cepas nativas 

que nodulan trébol polimorfo, y son parásitas en trébol rojo y trébol blanco 

(Dutto, 2002). 

 

Ha sido difícil evaluar la competencia a campo entre cepas nativas e 

inoculantes porque esto implica contar con técnicas precisas para 

identificar un alto número de aislados. Esto ha llevado a que estudios de 

este tipo se han realizado en condiciones de laboratorio y en soportes 

artificiales, alejados de las condiciones naturales del suelo. Dado el avance 

de las técnicas moleculares, se han desarrollado varios métodos de 

detección de ácidos nucleicos para su uso en la ecología de rizobios.  
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1.5.1. rep-PCR para evaluar la competitividad 

 

La evaluación de la habilidad competitiva de rizobios se ha estudiado 

mediante el empleo de varias técnicas ya descritas en el apartado 1.4.1. 

entre ellas las técnicas moleculares que son útiles para estudios de 

diversidad como también para identificar cepas usadas como inóculo, dado 

que cada cepa posee un perfil característico (Duodu et al., 2006). Menna et 

al. (2009) caracterizaron 68 cepas utilizadas como inoculante comercial con 

primers BOX. Los resultados confirmaron que el BOX-PCR es una 

herramienta útil para el control de calidad de inoculantes y para la 

caracterización preliminar de una colección de rizobios. Esta misma 

metodología fue utilizada por Camargo (2012) en un estudio realizado a 

campo en INIA la Estanzuela, con el fin de monitorear la habilidad 

competitiva del inoculante comercial, cepa U526 de Bradyrhizobium sp, en 

un nuevo cultivar de L. uliginosus diploide. 

 

Duodu et al. (2007) estudiaron la variación genotípica de aislados de 

rizobios que nodulan T. pratense en suelos de Escandinavia utilizando 

primers ERIC. Los resultados mostraron que si bien los aislados se 

agruparon según la región geográfica, hubo un perfil altamente frecuente 

sugiriendo que estos aislados con igual perfil estaban mejor adaptados a las 

condiciones locales y por lo tanto fueron más competitivos en la planta 

huésped. 

1.5.2. Uso de genes marcadores en estudios de competitividad  

 

Los estudios de competencia pueden ser realizados mediante el uso de 

genes reporteros introducidos en el genoma bacteriano, como el gen gusA y 

celB (Sessitsch et al., 1998). El esquema del procedimiento se resume en la 

figura 2. El gen gusA codifica para una enzima, la -glucoronidasa (GUS), 

que escinde sustratos de tipo glucurónidos como XglcA (5-bromo-6-cloro-3-
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Genoma de Rizobium leguminosarum

plásmido PCAM131

OriT PnifH gusA Sm/Sp TnptrpA

mTn5SSgusA31

x

Rizobium leguminosarum bv trifolii::gusA

Sm

A B

C D

indolyl-ß-D-glucuronide) con liberación de un producto de color azul, a 

través del cual se visualiza (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de la conjugación biparental. (A) rizobio receptor, en nuestro 

caso Rhizobium leguminosarum bv trifolii y (B) cepa donadora, en nuestro caso E. 

coli S17-1 λ-pir portadora del plásmido PCAM131. (C) inserción del transposón en 

el genoma del receptor (D) Placa con los transconjugantes seleccionados en medio 

con antibióticos. 

 

El uso de genes delatores requiere, en primer lugar, insertar en el 

cromosoma bacteriano un transposón (Figura 2) que contiene el gen en 

cuestión, en nuestro caso gusA. Con la bacteria marcada se inoculan 

semillas que se siembran en suelos en los que hay rizobios nativos, o se 

inoculan los suelos donde se siembran las semillas. Una vez crecidas las 

plantas y formados los nódulos, estos se incuban en presencia del sustrato 

X-Gluc y se determina a simple vista cuales han sido ocupados por la cepa 

marcada, que quedan de un azul intenso, y cuales con las cepas nativas que 

no quedan azules. 
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Figura 3. Reacción catalizada por la ß-glucoronidasa. El X-Gluc (5-bromo-4-chloro-

3-indolyl-ß-D-glucurónico) es escindido por la enzima ß-glucoronidasa para 

producir acido glucurónico y cloro-bromoindigo. El cloro-bromoindigo dimeriza 

para producir el precipitado azul insoluble dicloro-dibromoindigo. 

 

El empleo de este marcador tiene la ventaja de ser adecuado para 

estudios de interacciones planta-microorganismo, dado que la actividad 

GUS naturalmente no se detecta en plantas o en muchas bacterias de 

importancia agrícola como Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium, 

Azospirillum y Pseudomonas (Wilson et al., 1995). El marcador gusA es 

particularmente apropiado para estudios de competencia de rizobios ya que 

el ensayo detecta la cepa marcada dentro de los nódulos en el sistema de 

raíces (Sessitsch et al., 1998). Esta metodología es sencilla dado que los 

nódulos se tiñen, lo que no hace necesario el aislamiento de bacterias 

desde nódulos ni la extracción y amplificación de ADN, procedimientos a 

seguir cuando se usan las técnicas de tipificación basadas en PCR. La 

principal limitante del uso de genes delatores es que los ensayos no pueden 

realizarse en el campo, dado que se usan microorganismos modificados 

genéticamente. Pero sí se pueden usar si el suelo se confina en cilindros, 
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macetas etc. y el ensayo se realiza en condiciones controladas. Con esta 

estrategia nos propusimos evaluar la competencia en diferentes suelos de 

Uruguay. 

 

Denton et al. (2003) usaron cepas de rizobio marcadas con gusA para 

evaluar la habilidad competitiva entre rizobios nativos y el inoculante de 

Trifolium alexandrinum. En este estudio se marcó con PnifH-gusA a 2 

aislados de campo que dominaron la ocupación de nódulos  

1.6. INOCULANTES RIZOBIANOS PARA FORRAJERAS 

 

Uno de los objetivos del estudio de poblaciones de rizobios nativos - 

naturalizados en distintos suelos y localizaciones geográficas es la 

posibilidad que entre ellos se puedan seleccionar cepas para usarse como 

inoculantes. En la producción de inoculantes la selección de cepas es el 

comienzo del proceso y cuanto mayor es la diversidad de éstas mayor es la 

base sobre la que se realizará la selección. Los principales criterios que se 

contemplan en la selección de cepas son la efectividad e infectividad, 

evaluadas en una secuencia que va desde condiciones controladas 

(laboratorio e invernáculo) al campo.  

 

Así, la inoculación es una tecnología desarrollada con el fin de 

incorporar rizobios altamente infectivos y eficientes en las leguminosas de 

interés agronómico. Los inoculantes rizobianos son formulaciones 

comerciales, con microorganismos vivos, para aplicarse a la semilla o al 

suelo durante la siembra. Las cepas más eficientes serán aquellas que 

ocupen la mayor cantidad de nódulos medianos y grandes, ubicados en raíz 

principal, lo que favorece una rápida y prolongada fijación. Esto es 

acompañado por una mayor producción de materia seca. Los rizobios menos 

eficientes inducen nódulos más pequeños, de coloración verde. De esta 

forma, el uso de inoculantes incrementa la FBN y permite reducir la 
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aplicación de fertilizantes nitrogenados químicos, por lo que favorecen el 

desarrollo de una agricultura sustentable.  

 

Como se mencionó anteriomente, la principal característica de una 

cepa para ser usada como inoculante es ser capaz de producir nódulos y 

fijar N2 en una determinada leguminosa. Pero para llegar a esto debe 

competir con la población de rizobios presentes en el suelo. Además, el 

inoculante también debe formar nódulos y fijar N2 en presencia del 

nitrógeno combinado presente en el suelo o con la dosis de este agregada 

como starter, crecer en los medios de cultivo usados en la industria y 

dispersarse en el soporte que se use. La cepa seleccionada tiene que 

sobrevivir sobre las semillas inoculadas, persistir en el suelo y colonizarlo 

en ausencia de la leguminosa huésped, ser tolerante a factores bióticos y 

abióticos, mantener estabilidad genética y ser compatible con agroquímicos 

(Stephens y Rask, 2000; Herridge, 2007). 

 

Un inoculante debe proveer abundante número de rizobios por gramo 

de producto. En Uruguay, la exigencia establecida por el MGAP es de 2x109 

rizobios por gramo de producto en el momento de la elaboración y de 1 x 

109 rizobios por gramo de producto al vencimiento, a los 6 meses. 

 

En los últimos años la expansión del área agrícola ha generado un 

desplazamiento de las explotaciones lecheras y ganaderas intensivas a 

suelos con mayores limitaciones (DIEA, 2007), lo que hace necesario contar 

con inoculantes que permitan mejorar la implantación, producción y 

duración de las praderas en este nuevo escenario. Más allá de esta 

situación, se ha registrado una disminución de la materia seca de las 

pasturas de trébol en diferentes zonas de Uruguay, después del segundo 

año de sembradas (Rodríguez Blanco et al., 2010).  
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A su vez, se viene dando un abandono progresivo de los agricultores 

de la práctica de inocular, probablemente porque en muchas situaciones no 

obtengan los beneficios esperados en trébol y lotus (Acosta et al., 2008). 

Recientemente se han publicado por CAF (Cooperativa Agraria Federada) 

los datos sobre el uso de inoculación en trébol blanco, trébol rojo y lotus 

en las siembras asociadas de la región agrícola y en el marco del Proyecto 

Ampliación de la Base Genética de Leguminosas Forrajeras Naturalizadas 

Para Sistemas Pastoriles Sustentables (Acosta et al., 2008). Esta encuesta 

puso en evidencia que el 52 % de los productores no inocula trébol blanco y 

el 22 % no inocula trébol rojo, una práctica que se asumía como adoptada 

por la totalidad de los productores (Labandera, 2007). Por esto se hace 

necesario profundizar en el conocimiento de la interrelación entre las 

especies introducidas y el ambiente donde se siembran y generar 

información sobre la diversidad y competitividad de los rizobios que las 

nodulan. Por esto se evaluaron en esta tesis rizobios nativos-naturalizados 

que nodulan trébol rojo y Lotus uliginosus. En relación a los rizobios que 

nodulan L. uliginosus los resultados son los primeros en Sudamérica sobre la 

diversidad y filogenia de Bradyrhizobium que nodulan a esa leguminosa, y 

dieron lugar a una publicación incluída en el Anexo. 
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1.7. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 

En este trabajo se presentan dos abordajes con un objetivo común: el 

contar con cepas nativas aptas para desarrollar inoculantes que permitan 

mejorar la productividad y persistencia de las praderas en el contexto 

actual de desplazamiento de las pasturas a suelos marginales. 

 

Objetivos específicos  

 

1. Determinar la eficiencia simbiótica y competitividad de las cepas 

seleccionadas para ser usadas como inoculantes de trébol rojo en 

campo  

 

2. Evaluar cepas nativas seleccionadas según la competitividad frente a 

rizobios que nodulan tréboles presentes en diferentes suelos. 

 

 

3. Analizar el efecto del nitrógeno combinado en el suelo sobre la FBN 

en la simbiosis rizobio – trébol rojo. 

 

4. Establecer la diversidad y filogenia de rizobios que nodulan Lotus 

uliginosus (ANEXO). 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS  

2.1. MATERIAL VEGETAL 

 

Se usó como hospedero Trifolium pratense L. cv Estanzuela 116 

(trébol rojo), cedido por la Ing. Agr. Mónica Rebuffo, INIA La Estanzuela.  

2.2. BACTERIAS 

2.2.1. Rizobios 

 

Se partió de una colección de rizobios aislados de nódulos de plantas 

de trébol rojo, colectados en las regiones Norte y Sur de Uruguay en el 

marco del proyecto FONTAGRO FTG-787/2005-2010. En el momento que se 

realizó la colecta el contenido de agua disponible en los suelos (abril de 

2006) fue de 30 mm en el Norte y 70 mm en el Sur, motivo por el que se 

seleccionaron estas dos regiones como sitios de muestreo. A su vez, cada 

región, tuvo diferente historia de manejo, Cangué (Norte) sin historia 

previa de inoculación, San Pedro y La Estanzuela (Sur) con historia de 

inoculación (Cuadro 1). Los 80 aislados de rizobios evaluados se obtuvieron 

de nódulos conservados en solución salina (NaCl 5 % en agua p/v) y glicerol 

7 % (v/v) a -80 ºC.  

 

Como referencia, para todos los ensayos se usó Rhizobium 

leguminosarum bv. trifolii cepa U204. Esta cepa, introducida de Estados 

Unidos en la década del ´60, es usada en Uruguay como inoculante 

comercial para T. pratense y T. repens. En la Colección Nacional de Cepas 

de Rizobios del MGAP figura con el número 204 (Punschke, 2010) y fue 

denominada por ese laboratorio como U28 y como CIAT2455 en el CIAT. En 

esta tesis cuando se haga referencia a ella se la denominará U204. 
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Sitios de 
colecta 

 
Historia 

del 
predio 

 
AWC* 
(mm) 

Características del suelo  
Número 

de 
aislados 

   pH 
agua 

%C 
orgánico 

P Bray 
(µg g-1) 

 

Cangué- Norte 
32° 34' S  
58° 40' W 

Sin 
Inocular 

5616 6,1 1,96 7,5 38 

San Pedro-Sur 
34º 20´42¨ S 
57º 46´50,9¨ W 

Inoculado 8525 6,7 2,35 2,4 22 

Estanzuela- Sur 
34° 20' 47,7¨ S  
57° 72' 62,3¨ W 

Inoculado 8524 6,0 2,0 21,5 20 

 

 
Cuadro 1. Información de los sitios de colecta donde fueron aislados rizobios de 

trébol rojo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*AWC: contenido de agua en el suelo (mm). Promedio  desviación estándar del 1 

de enero al 31 de mayo del 2006 estimado por períodos de 10 días (GRAS, 2006). 

2.2.2. Escherichia coli  

La cepa S17-1 λ-pir de E. coli, que contiene el plásmido PCAM131 que 

tiene resistencia a ampicilina y es portador del transposón mTn5SSgusA31, 

se usó como donadora en la conjugación bipararental con el rizobio 

receptor. En esta construcción (Wilson et al., 1995) el gen gusA está bajo el 

control del promotor inducible PnifH, tiene fusionado el terminador 

transcripcional trpA y lleva un casete de resistencia a estreptomicina y 

espectininomica (Sm y Sp respectivamente) como se observa en la Figura 4.  

 
 

 

 

 

Figura 4. Esquema del transposón mTn5SSgusA31. El transposón contiene al gen 

gusA y genes para resistencia a espectinomicina (Sm) y estreptomicina (Sp) bajo el 

control inducible PnifH y con el terminador transcripcional trpA. Tomado de 

Wilson et al. (1995). 
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Esta cepa se mantuvo a -80 ºC en glicerol 20 % y 50 g/mL de 

ampicilina. 

2.3. CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE BACTERIAS  

2.3.1. Rizobios 

 

Los aislados de rizobios y la cepa U204 crecieron en medio YEM 

(Cuadro 2) a 28 ºC. Se usó medio sólido para verificar la pureza de los 

cultivos a través del aspecto de las colonias y líquido, con agitación 

orbital de 140 rpm, para aislar ADN y para generar los inóculos. Los 

aislados y la cepa U204 se mantuvieron en glicerol 7 % en YEM (v/v), a -

80 ºC para su conservación a largo plazo y a -20 ºC para su uso de rutina. 

      Cuadro 2. Medio YEM (Vincent, 1970) 

 

 

 

 

 

 

2.3.2. Escherichia coli  

 

E. coli se creció a 37 °C en medio Luria Bertami (LB), cuya 

composición (Miller, 1972) figura en el Cuadro 3. Cuando se usó medio 

líquido se hizo en agitación orbital de 140 rpm. 

 

Cuadro 3. Medio LB (Miller, 1972) 

 

 

 

 

 

Compuesto Cantidad 

K2HPO4 0,5 g 
MgSO4.7H2O 0,2 g 
NaCl 0,1 g 
Manitol 5 g 
Extracto de levadura 1 g 
Agua 1.000 mL 
Agar 1,5 g/L 
pH 6,8 – 7,0 

  

Compuesto Cantidad 

Triptona   10 g 
Extracto de levadura 5 g 
NaCl 5 g 
Agua   1.000 mL 
Agar   15 g/L 
pH  6,8 – 7,0 
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2.4. BIODIVERSIDAD DE LOS AISLADOS   

2.4.1 Aislamiento del ADN genómico  

 

El ADN de los aislados se obtuvo a partir de lisado celular según Rivas 

et al. (2001) con modificaciones. Se centrifugó 1 mL de cultivo a 13.000 

rpm durante 2 min, el precipitado se resuspendió en 100 μL de NaOH 0,05 

M, se incubó 4 min a 100 ºC y se transfirió a hielo 2 min. Se agregó 500 μl 

de agua MiliQ estéril, se centrifugó a 13.000 rpm durante 2 min y 100 μl del 

sobrenadante y se conservó a -20 ºC. 

2.4.2. Generación y análisis de perfiles ERIC-PCR 

 

Para amplificar el ADN genómico se usaron los cebadores ERIC (de 

Bruijn, 1992): 

  

ERIC1 (5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) y  

ERIC2 (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’).  

 

La amplificación por PCR se realizó según Agius et al. (1997). La 

reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 µl compuestos 

por: 5 L de ADN genómico, 2 L del cebador ERIC 1 y ERIC 2 (10M), 0,5 L 

de dNTPs (10mM), 0,4 L de Taq ADN polimerasa, 2 L de MgCl2 (25 mM) y 

2,5 L de Buffer NH4SO4 (10 X). El programa de amplificación utilizado fue: 

1 ciclo de 5 min a 95 ºC, 30 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1min a 52 ºC, 6 min a 

65 ºC y 1 ciclo de 16 min a 65 ºC. 

 

Los productos de amplificación generados se separaron por 

electroforesis en geles de agarosa al 1,2 % (p/v) con buffer TBE 0,5 X. La 

corrida se llevó a cabo con voltaje constante (aprox. 10 V/cm) durante 2 h. 

El ADN se cargó a razón de 10 L y 4 L de buffer de carga por pocillo. 

Como marcador de peso molecular se usó el GeneRuler 1Kb Plus DNA 
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Ladder Fermentas preparado según las indicaciones del fabricante: 

marcador de peso molecular 1 μL (0,5 μg), buffer de carga 1 μL y agua 

desionizada 4 μL. El ADN se tiñó por inmersión del gel en bromuro de etidio 

600 μg/mL durante 20 min y se visualizó con transiluminador UV.  

 

Para el análisis digital de la imagen de los productos amplificados y los 

análisis estadísticos se empleó el software Gelcompar versión 4.2 (Maths 

applied). El grado de diversidad genética entre los aislados se realizó 

mediante el análisis de conglomerados (cluster análisis).  

 

La similitud genética fue calculada con el coeficiente de Dice, 

mientras que la clasificación jerárquica de los aislados fue realizada con el 

método de agrupamiento UPGMA. Se consideraron para el análisis las 

bandas conservadas, de buena intensidad y en el rango de 300 y 3.000 pb. 

 

Para el análisis de la diversidad se calculó el índice de Shannon (H) 

como: H=S[(n1/n)ln(n1/n)] donde n1 es el numero de aislados en cada 

grupo y n es el numero de aislados con todos los grupos (Shannon y Weaver, 

1949). 

2.4.3. Amplificación de genes 

 

El gen 16S ARNr se amplificó para realizar ARDRA (Amplified 

Ribosomal DNA Restriction Analysis) y análisis de secuencia. Se usaron los 

cebadores (Herrera Cervera et al. 1999): 

  

41f     5’ GCTCAGATTGAACGCTGGCG 3’ y  

1488r  5’ CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC 3’  
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La reacción de PCR fue llevada a cabo según Herrera Cervera et al. 

(1999) en un volumen final de 25 µL compuesto por 5 µL de ADN genómico, 

0,5 µL del iniciador 41f (10 µM), 0,5 µL de cebador 1488r (10 µM), 0,4 µL de 

dNTPs (12.5 mM), 0,2 µL de Taq ADN polimerasa, 1,5 µL de MgCl2 (20 mM) y 

2,5 µL de Buffer NH4SO4 (10 X). El programa de amplificación utilizado fue: 

1 ciclo de 5 min a 95 ºC; 35 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1 min a 56 ºC, 2 min a 

72 ºC y 1 ciclo de 10 min a 72 °C. 

 

Para amplificar el gen atpD se usaron los siguientes cebadores (Gaunt 

et al., 2001): 

273….. 5’SCT GGG SCG YAT CMT GAA CGT3’ y  

771…….5’GCC GAC ACT TCC GAA CCN GCC TG3’ 

 

La reacción de PCR fue llevada a cabo según Gaunt et al., (2001) en 

un volumen final de 25 µL compuesto por 5 µL de ADN genómico, 0.625 µL 

del iniciador 273f (10 µM), 0.625 µL de cebador 771r (10 µM), 0,4 µL de 

dNTPs (12.5 mM), 0,4 µL de Taq ADN polimerasa (1 unidad), 1,5 µL de MgCl2 

(20 mM) y 2,5 µL de Buffer NH4SO4 (10 X). El programa de amplificación 

utilizado fue: 1 ciclo de 5 min a 95 ºC; 35 ciclos de 45 seg a 94 ºC, 1 min a 

50 ºC, 90 seg a 72 ºC y 1 ciclo de 4 min a 72 °C. 

 

Para amplificar el gen nodC se usaron los siguientes cebadores 

(Laguerre et al., 2001): 

nodCF2….. 5’ AYGTHGTYGAYGACGGCTC 3’ y  

nodCI ……..5’ CGYGACAGCCANTCKCTATTG 3’ 

 

La reacción de PCR fue llevada a cabo según Laguerre et al. (2001) en 

un volumen final de 25 µL compuesto por 5 µL de ADN genómico, 0.625 µL 

del iniciador nodCF2 (10 µM), 0.625 µL de cebador nodCI (10 µM), 0,5 µL de 

dNTPs (10 mM), 0,4 µL de Taq ADN polimerasa (1 unidad), 1,5 µL de MgCl2 
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(20 mM) y 2,5 µL de Buffer NH4SO4 (10 X). El programa de amplificación 

utilizado fue: 1 ciclo de 2 min a 95 ºC; 35 ciclos de 45 seg a 94 ºC, 1 min a 

55 ºC, 90 seg a 72 ºC y 1 ciclo de 4 min a 72 °C. 

 

Los productos de amplificación generados fueron separados como se 

indica en 2.4.2. El ADN amplificado se cargó a razón de 2 L y 2 L de 

buffer de carga por pocillo. El ADN se tiñó como se indica en 2.4.2. Los 

productos amplificados fueron purificados con el kit QIAquick Gel, 

extraction (Quiagen, Germantown, MD) y se secuenciaron en Macrogen Inc. 

(Seoul, Korea).  

2.4.4. ARDRA 

 

El producto de amplificación del gen 16S ARNr fue digerido con las 

enzimas de restricción HinfI y MspI, siguiendo las indicaciones del 

fabricante. La reacción fue llevada a cabo en un volumen final de 15 µL 

compuesto por 10 µL de ADN 16S RNA, 1,5 µL de Buffer 10 X, 0,5 µL de la 

enzima de restricción. La reacción fue incubada a 37 ºC durante 1 h. Los 

productos de restricción se separaron por electroforesis en geles de agarosa 

al 3 % (p/v), con buffer TBE 0,5 X. La corrida se llevó a cabo con voltaje 

constante (aprox. 5 V/cm) durante 3 h. El ADN se tiñó como se indica en 

2.4.2. Según el polimorfismo del tamaño de los fragmentos de restricción 

(RFLP) se asignaron los ribotipos (Estrella et al., 2009). 

 

2.5. EFICIENCIA SIMBIOTICA DE LOS AISLADOS  

2.5.1 Preparación del inóculo 

 

Para los ensayos en condiciones controladas las cepas usadas como 

inóculo crecieron en 30 mL de medio YEM como se indica en el apartado 

2.3.1., hasta una DO600 de aproximadamente 0,9, que corresponde a unas 



 35 

108 células/mL. El cultivo se centrifugó a 7.000 rpm 5 min, se lavó con agua 

estéril y se volvió a centrifugar como se indicó. El precipitado se 

resuspendió en el mismo volumen de agua estéril. Esta resuspensión se usó 

como fuente de inóculo.  

2.5.2 Producción de biomasa en macetas  

 

Como sustrato para el lcreciemiento de las plantas se usó arena-

vermiculita. La arena se trató 8 h con una solución de 50 mL HCl en 20 L 

agua, y se lavó con agua corriente hasta alcanzar un pH superior 6,5. La 

vermiculita se lavó con agua corriente durante 30 min. La mezcla arena-

vermiculita (1:1) se colocó en macetas de 350 mL y se esterilizó en 

autoclave a 121 ºC durante 20 min.  

 

Las semillas se trataron con alcohol 96 ºGL durante 2 min seguido de 

dos enjuagues con agua estéril, hipoclorito de sodio 4 % durante 2 min, y 4 

enjuagues con agua estéril. Las semillas permanecieron en agua estéril 

durante al menos 30 min para que se hidrataran y liberaran taninos. 

Seguidamente se colocaron en placas de Petri con agar-agua (1 % p/v) 

estéril y crecieron a 28 ºC en cámara hasta que la radícula se desarrollara 

unos 2 mm. En ese estado se sembraron en macetas con arena vermiculita. 

Las plantas crecieron en cámara de crecimiento con un fotoperíodo 16/8 h 

(luz/oscuridad), con una intensidad lumínica de 200 µE m-2·s-1 a 20/22 ºC 

de temperatura (día/noche) y una humedad relativa 30/89 % (día/noche). 

 

La inoculación se realizó a razón de 1 mL de inóculo por planta un día 

después de sembradas. Se regó cada 3 días, alternando uno con agua 

corriente y otro con solución Hornum sin nitrógeno (Handberg y Stougaard, 

1992). 
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Para evaluar la producción de biomasa de la parte aérea de las 

plantas se realizaron dos ensayos independientes que incluyeron 9 aislados 

el primero, y 3 cepas en el segundo. El el primer ensayo se testearon 9 

aislados de 80 evaluados, diferentes por ERIC en el estudio de diversidad, 

mientras que en el segundo ensayo se evaluó la eficiencia de una cepa 

frecuuente en los suelos de la Estanzuela denominada I. Los ensayos se 

realizaron en condiciones controladas y los cortes de la parte aérea se 

hicieron a 45 y 78 días después de la siembra. Para localizar las macetas en 

la cámara de crecimiento se realizó una aleatorización manual con los 

tratamientos correspondientes a 10 cepas, con 5 repeticiones. Se incluyó 

un control positivo (inoculante comercial) y control negativo (sin inocular y 

sin nitrógeno). La variable peso seco de la parte aérea se evaluó a través 

del análisis de varianza (ANOVA) y para las comparaciones de medias se usó 

la prueba de Tukey.  

2.6. COMPETENCIA Y BIOMASA EN CAMPO 

 

Se realizaron 3 experimentos a campo (1, 2 y 3) que se sembraron en 

las fechas 22 de abril de 2008, 22 de mayo del 2008 y el 7 de abril del 2010 

respectivamente en la Estación Experimental INIA – La Estanzuela (ver 

información de este sitio en Cuadro 4). El diseño experimental utilizado fue 

de bloques al azar con 4 repeticiones. Se sembraron parcelas de 1,02 m 

ancho por 2,6 m de largo con una distancia entre fila de 0,17 m para evitar 

contaminación. Cada experimento constó de tres tratamientos: parcelas 

inoculadas con cepa comercial U204, parcelas inoculadas con la cepa 

experimental (317) y parcelas sin inocular, y en el experimento 3 se 

incorporó la cepa I. Se incluyó un tratamiento en el que se aumentó la dosis 

comercial del inoculante X5. Los inóculos, en soporte turba, los prepararon 

las fábricas de inoculantes Lage y Cía. y CALISTER S.A.  
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2.6.1. Determinación de la competencia  

 

De cada parcela se cosecharon 15 plantas al azar a los 6 y a los 12 

meses después de la siembra. De cada planta se colectaron de forma 

sistemática nódulos de dos zonas de la raíz, la zona superior (todos los 

nódulos de la raíz principal) y la zona distal (nódulos de la raíz principal y 

secundaria) que se conservaron a -20ºC pervio a la desinfección. Se 

consideró zona superior hasta 5 cm por debajo de la corona (Figura 5). Para 

cada tratamiento se analizaron un total de 25 nódulos de cada región de la 

raíz. 

 

Los nódulos se lavaron con agua, se sumergieron 1 min en etanol 70 % 

en agua (v/v), se enjuagaron con agua estéril, se trataron durante 3 min 

con solución de hipoclorito de sodio al 2 % en agua (v/v) y se realizaron 4 

enjuagues sucesivos con agua estéril. Luego de esterilizarlos 

superficialmente se maceraron individualmente en placas de Petri 

estériles. Se tomó del macerado una muestra con el ansa y se sembró en 

estrías en placas de Petri con medio YEM. Las placas se incubaron a 27 °C 

hasta aparición de colonias. Para la identificación de las cepas ocupadas se 

usó ERIC.PCR. A partir de colonias aisladas se hicieron cultivos en medio 

YEM líquido para aislar ADN (apartado 2.4.1.) y generar perfiles ERIC 

(apartado 2.4.2.). A partir de estos perfiles se determinó la ocupación de 

nódulos a campo. 

  

     

 

 

 

Figura 5. Sectores de la raíz definidos para realizar el muestreo de nódulos. Se 

consideró zona superior hasta 5 cm del cuello. 
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2.6.2. Producción de forraje y número de nódulos 

 

La producción de forraje del experimento 2 se determinó durante 3 

años. Los cortes se realizaron mecanicamente y el forraje se secó a 60 °C 

en estufa de aire forzado durante 3 días. 

Para cada tratamiento, se realizó un conteo de nodulos verdes y 

rosados por plantula por sector de la raíz establecidas desde la distancia 

del cuello de la raíz (Figura 5). 

2.7. COMPETENCIA DE CEPAS EN DIFERENTES SUELOS 

2.7.1. Colecta de suelos  

 

De 3 regiones de interés agrícola del Uruguay (cuadro 4) se colectaron 

de cada región de muestreo, al azar, 15 cilindros de PVC de 14 cm de alto 

por 7,5 cm de diámetro (Figura 6). Se colectó entre el 10 y el 12 de abril de 

2012 un total de 45 muestras. Los cilindros se enterraron y se removió la 

tierra de alrededor para facilitar su extracción, es decir el ensayo se 

realizó con suelo inperturbado. 

 

Cuadro 4. Sitios de colecta seleccionados para el muestreo de suelos. Se detalla la 

localización el tipo de suelo su historia. 

 

Sitio de colecta Localización Tipo de suelo Uso de los suelos 

La Estanzuela 

(Colonia) 

34°19’ S y 

57°43’ O 

Brunosol  
eutrico tipico  

Rotación agrícola Ganadera 

 

Tambores 

(Tacuarembó) 

31°54’ S y 

56°14’ O 

Litosol eutrico 

melanico  

Campo natural sobre basalto 

profundo 

 

Palo a Pique 

(Treinta y Tres) 

33°14’ S y 

54°15’ O 

Argisol 

subeutrico  

Campo natural de lomadas 

 



 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Colecta de muestras de suelo. A. enterrado de cilindros. B. cilindro con 

el suelo colectado.  

2.7.2. Marcaje de las cepas con el gen reportero gusA 

 

E. coli se cultivó en placa con medio LB sólido (Cuadro 3) Sp y Sm 

durante 24 h a 37°C. El cultivo de donador, E. coli cepa S 17-1 λ-pir (Wilson 

et al., 1995) se rejuveneció por repique en el mismo medio y con los 

antibióticos durante 6 h. Los antibióticos estreptomicina (Sm) y 

espectinomicina (Sp) se prepararon como soluciones 100 X en agua 

destilada, se esterilizaron con filtros de 0,45 μm y se conservaron en 

heladera a 4 ºC. La nitrofurantoína, usada para eliminar E. coli, se preparó 

en metanol. La concentración final de los antibióticos en el medio se 

detalla en el Cuadro 6. 

 

Las cepas 317, I y U204 (receptoras) se crecieron en medio TY sólido 

(Cuadro 5) durante 48 h. Las conjugaciones se realizaron en medio TY a 

partir de una ansada de cada cultivo, que se sembró uno sobre otro 

(receptor y donador) y se mezcló con el ansa. El co-cultivo se dejó 24 h a 

28 °C y se resuspendió una ansada en 1 mL de suero fisiológico, que se 

agitó con vortex vigorosamente 1 min. A partir de esta suspensión se 

hicieron diluciones de 10-1 a 10-4 y se sembraron por triplicado 100 μL de 

cada dilución, en placas con medio YEM con Sm, Sp y nitrofurantoína 

A B 
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(Cuadro 6). Como controles se usaron las cepas 317, I y U204 de Rhizobium 

leguminosarum y la cepa S17-1 λ-pir de E. coli que se sembraron en el 

mismo medio. Los cultivos se incubaron a 27 ºC hasta la aparición de 

colonias. Los transconjugantes se seleccionaron por la resistencia a 

antibióticos en placas con medio YEM con antibióticos (Cuadro 6).  

 

Cuadro 5. Medio TY (Beringer, 1974). 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 6. Concentración final de antibióticos en el medio de cultivo. 

 

 

 

 

2.7.

3. Verificación de la inserción gusA y cinética de nodulación in vitro  

 

Para verificar la expresión del gen gusA en simbiosis, así como la 

cinética de nodulación de los transcojugantes respecto a los parentales, se 

realizó un ensayo in vitro. Las plantas de trébol rojo se crecieron en medio 

Jensen (1942) estéril (Cuadro 7), en tubos de 3 cm x 16 cm. Se usó una 

cámara de crecimiento con las mismas condiciones que se describen en el 

apartado 2.5.2.  

Cuadro 7. Medio Jensen (1942). 

 
 
 
 
 
 

Antibiótico Concentración (µg/mL) 

 R. leguminosarum                E. coli  

Sulfato de estreptomicina (Sm) 200                                        50       
Espectinomicina (Sp) 150                                      100 
Nitrofurantoína                                              20 

Compuesto                         cantidad 
Triptona   5 g 
Extracto de levadura 3 g 
CaCl2.2H2O 0,9 g 
Agua   1000 mL 
Agar   15 g 
pH  6,8 – 7,0 

  

Compuesto Cantidad 

CaHPO4 1 g 
K2HPO4 0,2 g 
MgSO4.7H2O   0,2 g 
NaCl 0,2 g 
FeCl3 0,1 g 
Agua 1000 mL 
Agar 15 g 
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La cinética de nodulación fue evaluada a través de la aparición del 

primer nódulo en plantas inoculadas con las cepas parentales (U204, 317 e 

I) respecto a plantas inoculadas con las cepas transconjugantes 

(U204::gusA, 317::gusA e I::gusA). 

 

Para el ensayo se usó un diseño experimental con 18 tratamientos, 15 

correspondientes a 5 clones de cada transconjugante y los controles con las 

cepas parentales I, 317, U204. Se usaron 3 repeticiones, para un total de 54 

unidades experimentales. 

 

Las raíces se separaron de las plantas, se lavaron con agua destilada 

durante 15 min y se colocaron en un tubo tipo Falcon con una solución 1 

mM X-gluc (5-bromo-4-cloro-3indolil--D-glucurónido) en 50 mM de tampón 

fosfato sódico, pH 7,5 con 1 % de SDS (Wilson et al., 1995). Los tubos 

abiertos se colocaron en una campana en la que se realizó vacío durante 3 

min para que el sustrato se infiltre en el tejido. Los tubos se taparon y 

permanecieron durante 16 h a 37 ºC en oscuridad. Los nódulos ocupados 

por las cepas transformadas se visualizaron por aparición del color azul. 

2.7.4. Competencia de los inoculantes con las cepas presentes del suelo  

2.7.4.1. Preparación de los inoculantes con cepas marcadas con gusA 

 

La preparación de los inoculantes de trébol en el laboratorio fue 

realizada con la misma metodología que la usada por la industria para la 

elaboración de inoculantes rizobianos. Las cepas a multiplicar se sembraron 

en tubos de ensayo con tapa rosca inclinados con medio YEM y se crecieron 

durante 3 días a 27 °C. Cada cultivo se resuspendió en 10 mL de agua 

estéril, y ese volumen se sembró en 300 mL de medio YEM y incubó durante 

5 días a 27 ºC en agitación constante 140 rpm hasta que llegaron a una 

DO600 de aproximadamente 0,9, que corresponde a unas 109 células · mL-1. 



 42 

De ese cultivo se inyectaron 100 mL en bolsas con soporte de estabilización 

en base de turba, estéril. Las bolsas, 2 por cada cepa, se incubaron 7 días a 

temperatura ambiente a 25°C y se las movió periódicamente para 

favorecer que se mezcle el inóculo. 

 

Con el fin de constatar que el inoculante estaba en la concentración 

deseada se realizó el recuento de placa de rizobios según la metodología 

usada en el Laboratorio de Microbiología del Ministerio de Ganadería 

Agricultura y Pesca del Uruguay (Labandera y Mayans, 2006). Para ello, se 

tomaron 10 g de la formulación y se mezclaron con 90 mL de agua estéril. A 

partir de esta dilución (10-1) se hicieron diluciones seriadas hasta 10-7 y se 

sembró 1 mL de esta dilución, incorporada al medio YEM en placas de Petri. 

A los 5 días se realizó el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). 

2.7.4.2 Inoculación y siembra en cilindros de suelo 

 

Con un clon de cada transconjugante se prepararon los inóculos en 

turba estéril, según se describe en el apartado 2.7.4.1. La inoculación se 

realizó con la misma proporción inoculante – semilla que la usada en el 

campo: el inoculante en turba y el adherente a razón 800 mL cada 25 Kg. 

de semilla. Las semillas peleteadas se dejaron secar y se sembraron a razón 

de 5 a 8 en los cilindros con los diferentes suelos, sin eliminar la capa 

vegetal, para simular siembra en cobertura. Las plantas crecieron durante 

45 días después de sembradas en las mismas condiciones de luz, 

temperatura y humedad indicadas en el apartado 2.5.2. 

2.7.4.3 Ocupación de los nódulos 

 

Se levantaron 4 plantas de cada cilindro, se desagregó el suelo y las 

raíces noduladas se lavaron con abundante agua. Las raíces se separaron de 

las plantas y se tiñeron como se indica en el apartado 2.7.3. 
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Se usó un experimento factorial dispuesto en un diseño 

completamente aleatorizado con 2 factores, suelos y transcunjugantes, 3 

niveles para los suelos de diferentes regiones (cuadro 4) y 3 niveles para los 

transconjugantes (317::gusA, I::gusA y U204::gusA); con 9 tratamientos y 5 

repeticiones para un total de 45 unidades experimentales. 

 

La variable número de nódulos ocupados por 317::gusA, I::gusA y 

U204::gusA sobre el total de nódulos, expresado como %, se evaluó a través 

de análisis de varianza (ANOVA). Así se determinó la ocupación de nódulos 

con los diferentes inoculantes (317::gusA, I::gusA. y U204::gusA) en T. 

pratense y la interacción entre los factores suelo-cepa sobre la ocupación 

de nódulos. Para la comparación de medias se usó el test de Tukey.  

2.8. USO DEL 15N PARA ESTIMAR LA FBN  

Para estimar la cantidad de N fijado por la simbiosis rizobio - trébol 

rojo se utilizó la técnica de dilución isotópica-DI mediante enriquecimiento 

de 15N. Las muestras vegetales se secaron a 65 ºC en una estufa de aire 

forzado hasta peso constante y se molieron con mortero de ágata hasta 

alcanzar el tamaño granulométrico necesario (consistencia talco). 

2.8.1. FBN por un inoculante vs cepas nativas 

Para determinar el N proveniente de la FBN cuando se usa un 

inoculante se empleó suelo de Tambores (Cuadro 7), colectado como se 

indica en el apartado 2.7.1. En 4 cilindros se sembró trébol rojo inoculado 

con la cepa nativa 317 como se describe en el apartado 2.7.4.1., 

seleccionada por la alta eficiencia simbiótica en ese hospedero en 

condiciones controladas. En otros 4 cilindros se sembró la leguminosa sin 

inocular para estimar la fijación por cepas nativas y 2 cilindros se dejaron 

con raigrás (Lolium perenne), usado como referencia para estimar el N 

proveniente del suelo. Después de la emergencia de las plantas se aplicó 

una dosis única de sulfato de amonio NH4(SO4)2 enriquecido al 10 % At15N, 
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equivalente a 10 Kg de N · ha-1 (Campillo et al., 2001). La dosis utilizada 

reproduce un contenido de N en suelo de aproximadamente 0,7 mM, que no 

inhibe la nodulación ni el proceso de FBN. Las plantas fueron regadas 3 

veces por semana con agua corriente. 

Cuando las plantas estuvieron fisiológicamente maduras, criterio 

asumido por el engrosamiento de la corona a los 90 días, se cosechó la 

parte aérea, se secó y las hojas de cada cilindro se molieron por separado. 

La concentración de 15N de la solución de NH4(SO4)2 se determinó utilizando 

un analizador elemental Flash EA 112 acoplado a un espectrómetro de masa 

DeltaPlus (Finnigan MAT, Bremen, Germany). 

La estimación de la proporción de N derivado del aire (pNFa) por DI se 

estimó según Chalk (1985) de la siguiente manera: 

pNFa = 1- (at%15N fijadora/at%15N referencia) 

donde la concentración isotópica se expresa como at%15N. La planta de 

referencia utilizada para la estimación de pNFA fue raigrás (Lolium 

perenne) crecido sin leguminosas. 

2.8.2. Efecto de la concentración de nitrógeno en el medio sobre la FBN  

 

Para conocer el efecto de la dosis de N sobre la FBN se usaron 

macetas con arena vermiculita (1:1) preparadas como se indica en el 

apartado 2.5.1. Se sembraron 6 semillas estériles por maceta (apartado 

2.5.2.) y al segundo día fueron inoculadas con la cepa nativa 317. El 

suministro de agua fue semanal y se alternó con solución nutritiva Hornum 

(Handberg y Stougaard, 1992) libre de N. A los 8 días post-emergencia se 

raleó a 4 plantas por maceta. Después de que las plántulas de trébol rojo 

emergieron se hizo una única aplicación de nitrógeno con concentraciones 

0,7 mM, 1,2 mM, 1,7 mM, 3 mM y 4 mM en forma de NH4(SO4)2 enriquecido 

al 10 % At 15N. La concentración de 15N de las soluciones de sulfato de 
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amonio, se determinó utilizando un analizador elemental Flash EA 112 

acoplado a un espectrómetro de masa DeltaPlus (Finnigan MAT, Bremen, 

Germany). El diseño experimental fue completamente aleatorizado, con 5 

repeticiones y los tratamientos correspondieron a 5 dosis de nitrógeno 

aplicadas.  

Cuando las plantas estuvieron fisiológicamente maduras y aparecieron 

las primeras flores (74 días), se cosechó de cada maceta la parte aérea, 

incluidos los pimpollos, que se secaron y molieron.  

A partir del NT y at%15N de las muestras de trébol rojo se estimó la 

fracción de N de la planta que derivó del fertilizante (NDDF). A partir del 

principio de dilución isotópica, la estimación de NDDF se calcula como:  

NDDF= (15N á.e. de TR/15N á.e fertilizante)*100 

Si el aire atmosférico y el fertilizante fueron las únicas fuentes de N 

disponibles para la planta, la diferencia respecto al total NT dará la 

proporción N de la planta que provino del aire. 

Si se considera además el rendimiento de NT en la muestra vegetal 

por maceta, se puede determinar el rendimiento de N del fertilizante en el 

vegetal y cuál fue la utilización o recuperación del N del fertilizante por el 

cultivo, de la siguiente manera: 

Rendimiento de N del fertilizante= N TR x %NDDF/100 

%Utilización de Fertilizante= (Rend N del Fertilizante/Dosis de N 

fertilizante) x 100 

La diferencia entre el contenido de NT de la planta y el rendimiento 

de NT del fertilizante permite estimar la cantidad de N que provino del 

aire.  
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. DIVERSIDAD DE RIZOBIOS QUE NODULAN TRIFOLIUM PRATENSE 

El primer paso en la búsqueda de un inoculante es establecer la 

diversidad genética de las cepas, en este caso nativas-naturalizadas, dado 

que constituyen la base para la selección. Para lograr éste propósito se 

caracterizaron 80 aislados de rizobios obtenidos de nódulos de Trifolium 

pratense provenientes de 3 sitios de muestreo (Cuadro 1), y la cepa U204 

de Rhizobium leguminosarum bv trifolii, el inoculante comercial usado 

para tréboles, como testigo. 

 

Los perfiles se generaron a partir del ADN genómico obtenido por 

lisado, que se usó como molde en las reacciones de PCR con primers ERIC. 

Así se obtuvieron 81 perfiles ERIC, con entre 2 y 12 bandas cada uno, 

comprendidas en un rango de 300 y 2.000 pb y se consideraron iguales los 

aislados cuyos perfiles tuvieron una similitud de bandas igual o mayor al 60 

%. Este valor se asumió por comparación de perfiles generados a partir de 

ADN de extracciones diferentes del mismo aislado y amplificado en 

diferentes termocicladores (Figura 7). Establecido este criterio se 

analizaron los perfiles ERIC de los aislados y se identificaron 38 perfiles 

genómicos únicos, de manera que la diversidad general se situó en 48 % 

(Figura 8). Esta diversidad genética de rizobios nativos – naturalizados 

adaptados a los ambientes locales, da una ventaja para la selección de 

inoculantes para mejorar la FBN. En este sentido, constituyen una fuente 

sostenible de cepas que pueden ser usadas para desarrollar inoculantes 

comerciales (Lindström et al., 2010). Por otra parte una amplia diversidad 

puede considerarse como un indicador de la salud del suelo y de la 

productividad (Ferreira et al., 2000; Kaschuk et al., 2006), así como 

también podría garantizar un efecto amortiguador fomentando la FBN 

incluso bajo condiciones ambientales estresantes (Loreau et al., 2001). 
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Si bien la cepa U204 se usa como inoculante comercial para trébol 

rojo desde el año 1962 (MGAP, 2008), sólo uno de los 80 perfiles analizados, 

el correspondiente al aislado 758, fue igual al del inoculante comercial 

(Figura 8). En general, el agrupamiento de los aislados siguió un patrón 

diferencial por sitio de colecta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Comparación de perfiles ERIC. El ADN de la cepa U204 se amplificó por 

triplicado partiendo de diferentes extracciones en 3 termocicladores (T1, T2, T3). 

Los aislados con igual o más de un 60 % de similitud se consideraron iguales.  

 

Con el objetivo de evaluar si la diversidad varía con la historia de 

inoculación del sitio se realizó el análisis de conglomerado por sitio de 

colecta. El análisis de diversidad mostró el mayor índice de Shannon (2,627) 

en los aislados provenientes de Cangué, sitio sin historia de inoculación, 

mientras que los provenientes de San Pedro y La Estanzuela, sitios con 

historia de inoculación, tuvieron índices menores (2,237 y 2,425 

respectivamente). Así, la mayor diversidad en valores absolutos fue 

encontrada en Cangué, y debe ser considerada sólo como indicador de 

tendencias, dado que no se pudieron realizar análisis estadísticos para 

comparar los índices de Shannon, debido a que no contamos con 

repeticiones para cada sitio. Por otra parte en el momento de realizado el 

muestreo el sitio Cangué, había pasado un período de sequía de 

aproximadamente 3 meses por lo que el contenido de agua en el suelo fue 
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menor (56 mm) al de los sitios San Pedro y la Estanzuela (85 mm) (Cuadro 

1). 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Dendrograma construido con los perfiles ERIC de los 80 aislados y la cepa 

U204. Se consideraron perfiles iguales cuando la semejanza entre las bandas fue 

igual o mayor al 60 %. La flecha indica el perfil del inoculante comercial. 

 

Sin embargo, según los valores del índice de Shannon, la falta de 

agua en Cangué por el período indicado no se puede separar el efecto de la 

inoculación sobre la diversidad de rizobios. Si bien la diversidad de rizobios 
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puede haberse visto afectada, es decir disminuida, como consecuencia del 

estrés, como no se hizo un estudio previo a la sequía no se puede 

determinar si la población varió como consecuencia de ésta. En un estudio 

de diversidad de aislados de Mesorhizobium sp. obtenidos de nódulos de 

Lotus corniculatus, Sotelo et al. (2011) no encontraron diferencias 

significativas en el índice de Shannon al comparar la diversidad de los 168 

aislados procedentes de las mismas dos regiones (1,18 ± 0,02 y 1,11 ± 0,09). 

 

Si bien la diversidad genética de las poblaciones puede disminuir por 

sequía, pH extremos del suelo, presencia de metales pesados y alta 

salinidad entre otros (Kaschuk et al., 2006; Estrella et al., 2009), no 

podemos afirmar con nuestros resultados que la diversidad genética de 

rizobios que nodulan trébol se haya visto afectada por el período de sequía. 

Del mismo modo Batista et al. (2013) usaron el índice de Shannon para 

estimar la diversidad genética de aislados que nodulan Lotus uliginosus 

colectados en cuatro regiones de Uruguay. En este trabajo determinaron el 

menor índice de Shannon (1,04) en la región que presentó mayor 

porcentaje de aluminio en el suelo y menor pH, aunque el coeficiente de 

correlación entre el índice de diversidad y los valores de aluminio no fue 

estadísticamente significativo. Por otra parte, Estrella et al. (2009) 

observaron que la diversidad de simbiontes de Lotus tenuis en la cuenca 

del Río Salado (Argentina) fue menor en los suelos alcalinos y salinos de 

tierras bajas que en los suelos con condiciones menos estresantes. 

 

La diversidad de rizobios puede estar afectada por la temperatura, 

las horas de luz y diferentes factores edáficos. En este sentido Duodu et al. 

(2007) analizaron la variación de rizobios nativos que nodulan trébol rojo 

en suelos del Norte de Escandinavia en diferentes estaciones del año, para 

lo que caracterizaron 431 aislados en otoño y verano mediante ERIC-PCR. 

Estos autores encontraron que la composición de las poblaciones de rizobios 

es genéticamente diversa, con pocos cambios asociados a efectos 
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estacionales. La colecta de los aislados usados en esta tesis se realizó en 

una única estación, otoño, dado que el objetivo fue evaluar la diversidad 

de rizobios en relación a diferentes regimenes hídricos y condiciones de 

inoculación. Si la colecta se hubiera realizado en otra estación con mayor 

cantidad de horas luz y temperaturas contrastantes, los resultados podrían 

haber sido diferentes debido a que los muestreos estacionales generan 

información acerca de la variabilidad y dinámica de las poblaciones de 

rizobios. En otro estudio, Duodu et al. (2006) utilizaron diferente formas de 

muestreo para evaluar la diversidad de aislados que nodulan trébol rojo y 

trébol blanco recuperados de plantas trampa colocadas a campo y de 

plantas trampa inoculadas con diluciones de suelo en condiciones 

controladas. Los perfiles ERIC variaron según el método de muestreo y la 

diversidad de los aislados recuperados de plantas noduladas con diluciones 

de suelo fue mayor a la obtenida a partir de nódulos de plantas trampa en 

condiciones de campo. En esta tesis se usaron plantas trampa sembradas en 

campo un año antes de la colecta, y a partir de nódulos se aislaron los 

rizobios. De esta forma pudimos haber seleccionado y caracterizado 

poblaciones de rizobios más competitivas y/o mejor adaptadas a las 

condiciones edáficas locales. 

3.2. DETERMINACIÓN TAXONÓMICA DE LOS AISLADOS  

 

El gen 16S RNA es un buen marcador molecular porque está muy 

conservado entre géneros bacterianos y evoluciona lentamente en el 

tiempo (Woese, 1987). Por esto ha sido uno de los primeros genes utilizados 

en estudios taxonómicos y filogenéticos a nivel de dominio, subdivisión y 

género, pero a nivel de especie no siempre es suficiente debido al alto 

grado de conservación que existe dentro organismos muy relacionados 

(Lloret y Martínez-Romero, 2005; Vinuesa et al., 1998).  
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Para determinar la especie a la que pertenecen los aislados de trébol 

en estudio, se amplificó el gen 16S RNA de los 38 aislados con perfiles 

diferentes. El producto de amplificación se visualizó como una única banda 

de unos 1.400 pb, tamaño esperado para los genes 16S RNA de la mayoría 

de los miembros de la familia Rhizobiaceae (Laguerre et al., 1994). Ese 

amplificado se digirió con las endonucleasas MspI y HinfI, ampliamente 

usadas en estudios taxonómicos de rizobios (Laguerre et al., 1994; Estrella 

et al., 2009; Lorite et al., 2012). Todos los aislados y el inoculante 

comercial presentaron el mismo patrón de restricción con cada enzima 

(Figura 9). Resultados similares obtuvieron Laguerre et al. (1994) con 11 

cepas de Rhizobium leguminosarum que presentaron un único patrón de 

restricción con 9 endonucleasas diferentes, entre ellas MspI y HinfI, lo que 

evidencia la homogenidad de las distintas biovariedades (trifolii, viceae, 

phaseoli). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. ARDRA del gen 16S RNA generados con MspI y HinfI. Se muestran 8 

perfiles de aislados de nódulos de trébol rojo y el del inoculante comercial, 

señalado con una flecha. A la izquierda se indica (en pb) el tamaño de los 

fragmentos del marcador de peso molecular 1kb Plus. En el carril central se repite 

el marcador de peso molecular 

 

Como los 38 aislados presentaron el mismo ARDRA, se secuenció el 

gen 16S ARN de dos aislados (317 e I) y el de la cepa U204. El análisis de la 

secuencia de 1.150 pb del gen 16S RNA permitió establecer una identidad 

del 100 % con secuencias del gen 16S ARNr de cepas de Rhizobium 
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leguminosarum bv trifolii (Cuadro 8). En ese cuadro se muestran las 

secuencias de microorganismos cultivables que presentan mayor identidad 

con las secuencias de los aislados 317, I y la cepa U204. 

 

Los genes con funciones conservadas, conocidos como genes 

housekeeping, se usan también para establecer aproximaciones 

taxonómicas. Con este fin se analizó la secuencia del gen atpD de los 

aislados 317 e I y el de la cepa U204. El análisis de las secuencias mostró 

una identidad entre 97 % y 100 % con cepas del género Rhizobium sp. En 

particular, la secuencia del gen atpD de la cepa U204 mostró mayor 

similitud con las cepas BIHB 1167 y BIHB 1164 de R. leguminosarum bv 

viciae. Resultados similares obtuvieron Yates et al. (2008) al comparar la 

secuencia del gen atpD de los aislados WSM1325 y WSM2304 obtenidos de 

Trifolium sp y Trifolium polymorphum respectivamente, ambos con mayor 

similitud con la secuencia del gen atpD de R. leguminosarum bv viceae 

(AF169586). Los autores proponen que los aislados en estudio difieren en 

sus backgrounds simbióticos y cromosomales, dado que las secuencias de 

los genes cromosomales atpD y glnII tuvieron mayor similitud con especies 

del biovar viceae. Por otra parte, la secuencia del gen atpD del aislado 317 

no reveló el epíteto específico, mientras que para el aislado I mostró un 97 

% de similitud con R. leguminosarum bv. trifolii cepa WSM2304 (Cuadro 8).  

 

Los genes simbióticos, codificados en plásmidos o integrados al 

cromosoma, tienen utilidad taxonómica relativa porque pueden ser ganados 

o perdidos por mecanismos de transferencia horizontal (Ochman y Moran, 

2001). La transferencia horizontal implica el movimiento de genes entre 

células que no necesariamente comparten un ancestro común (Gomes-

Barcellos et al., 2007). Los genes de la nodulación son usados para definir 

biovariedades entre las especies de rizobios. Entre ellos, el gen nodC está 

involucrado en la síntesis de la estructura básica de los factores Nod, el 

lipoquitín-oligosacárido (LCO), cuya longitud en si misma, puede contribuir 
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con la especificidad de huésped (Kamst et al., 1997). Variaciones alélicas 

en el gen nodC pueden determinar variaciones en la longitud así como 

también incorporación de ácidos grasos al LCO, lo cual influye sobre la 

actividad del factor Nod y por lo tanto el rango de huésped (Roche et al., 

1996). En nuestro caso la secuencia del gen simbiótico nodC de los aislados 

317 e I y el de la cepa U204, evidenció una fuerte relación con cepas de R. 

leguminosarum biovar trifolii (Cuadro 8). 

 
Cuadro 8. Comparación de secuencias de los genes 16S RNA, atpD y nodC. En el 

cuadro figuran los microorganismos con similitudes iguales o mayores al 97 %.  

Cepa Gen Bases 

 

Similitud Especie Cepa Nº acceso 

(NCBI) 

317 16S RNAr 1162 100 % 
100 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
R. leguminosarum bv. trifolii 

SRDI943 
3.22 

JN585114.1 
JQ795192.1 

I 16S RNAr 1185 100 % 
100 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
R. leguminosarum 

SE25a 
PVR3 

JF810503.1 
AB608021.1 

U204 16S RNAr 1164 100 % 
100 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
R. leguminosarum bv. trifolii 

SRDI943 
3.22 

JN585114.1 
JQ795192.1 

317 atpD 512 100 % 
99 % 

R. leguminosarum 
Rhizobium sp. 

CCBAU 65141 
CCBAU 83477 

HM070198.1 
EU152337.1 

I atpD 516 97 % 
97 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
Rhizobium sp. 

WSM2304 
 RPVR32 

CP001191.1 
GQ863523.1 

U204 atpD 509 100 % 
100 % 

R. leguminosarum bv. viciae 
R. leguminosarum bv. viciae 

BIHB 1167 
BIHB 1164 

JF759813.1 
JF759812.1 

317 nodC 876 98 % 
97 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
R. leguminosarum bv. trifolii 

3.22 
TT-7A 

JX122929.1 
HQ650579.1 

I nodC 879 99 % 
99 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
R. leguminosarum bv. trifolii 

3.22 
R200 

JX122929.1 
HQ394246.1 

U204 nodC 884 98 % 
99 % 

R. leguminosarum bv. trifolii 
R. leguminosarum bv. trifolii 

3.22 
R200 

JX122929.1 
HQ394246.1 

 

3.3. EVALUACIÓN DE AISLADOS SEGÚN LA EFICIENCIA SIMBIÓTICA  

 

En la selección de cepas a ser usadas como inoculante el criterio 

eficiencia simbiótica, es decir la capacidad de fijar nitrógeno en 

determinado hospedero, es clave. Esta evaluación se hace en invernáculo o 

en cámara de crecimiento con condiciones controladas, y la forma más 

directa y simple de determinar la eficiencia simbiótica es la producción de 

materia seca de la parte aérea de plantas inoculadas y no inoculadas, en un 

medio libre de nitrógeno (Neira, 1995). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380766121?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KH8FV1Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/389648045?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5KH8FV1Z014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/337730370?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KJH86MY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380766121?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KK03VAT01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/389648045?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5KK03VAT01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297528194?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KKDX7E901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158251842?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5KKDX7E901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209533368?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KKTEW3C01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/262064637?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5KKTEW3C01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350998665?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KMHH6TJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/350998663?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5KMHH6TJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/402797709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KN14RUB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/330426959?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5KN14RUB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/402797709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KN7NBMF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348549356?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=5KN7NBMF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/402797709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5KRA8T64016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/348549356?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=5PH9WABP01R
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Se evaluaron 9 aislados, 7 de Cangué, sitio sin historia de inoculación, y 2 

de La Estanzuela, sitio con historia de inoculación. Entre los aislados se 

seleccionó el 317, porque en el segundo corte a los 78 días de la siembra, 

la biomasa de la parte aérea fue mayor a la obtenida cuando se usó el 

inoculante comercial (Figura 10). Las plantas control sin inocular 

produjeron la misma cantidad de biomasa que la simbiosis con los aislados 

314 y 1116, diferenciandose del tratamiento conel inoculante comercial, 

U204. El resto de los aislados no se diferenciaron estadísticamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Biomasa producida por la parte aérea de trébol rojo en simbiosis con 

distintos rizobios. Se incluyó un control sin inocular y sin nitrógeno(s/inoc) y el 

inoculante comercial cepa U204. La biomasa se expresa como peso seco de la 

parte aérea por maceta, al segundo corte (78 días después de la siembra). Las 

diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Tukey p<0,05). 

3.4. HABILIDAD COMPETITIVA DE LOS INOCULANTES EN EL CAMPO 

 

En distintos ensayos de evaluación de cepas se observó que la 

selección en base a la eficiencia simbiótica no asegura el éxito de la 

inoculación en campo (Thies et al., 1992; Dowling y Broughton, 1986; Toro, 

1996). La habilidad de una cepa para ocupar nódulos depende de su 

competitividad y la competitividad del inoculante respecto a las cepas 

nativas es una característica a tener en cuenta en la selección. Sin embargo 
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esta propiedad de las cepas ha sido escasamente evaluada en ensayos a 

campo debido a las dificultades para identificarlas de manera sencilla y en 

gran número. 

 

En esta tesis se evaluó la competitividad, en condición de campo, de 

la cepa U204 y del aislado 317 respecto a las cepas nativas presentes en el 

suelo. El ensayo, realizado en INIA La Estanzuela, constó de tres 

tratamientos: inoculación con la cepa U204, inoculación con el aislado 317 

y sin inocular. Los nódulos se colectaron al azar de la zona superior de la 

raíz principal (RP) y de la zona distal de raíces secundarias (RS) a los 6 y 12 

meses después de la siembra. Para determinar la ocupación de los 

inoculantes respecto a las cepas del suelo se analizaron para cada 

tratamiento 50 nódulos tomados al azar de las dos zonas, 25 de la RP y 25 

de la RS. La ocupación de nódulos se determinó mediante el perfil ERIC de 

50 aislados de cada tratamiento que incluyeron todas las parcelas, de esta 

forma la unidad experimental fue el tratamiento. Los resultados que se 

presentan corresponden a 3 ensayos a los que nos referiremos como 

experimento 1, experimento 2 y experimento 3.  

 

A los 6 meses, los resultados del experimento 1 pusieron en 

evidencia que la cepa U204 ocupó el 36 % de los nódulos de la RP (Figura 

11A y Figura 12) mientras que el aislado 317 ocupó el 72 % de los nódulos 

(Figura 11B y Figura 12). En las RS el 16 % de los nódulos estaban ocupados 

por la cepa U204 (Figura 11A y Figura 13) y el 12 % por el aislado 317 

(Figura 11B y Figura 13). Debido a dificultades climáticas (sequía al 

momento de la siembra y temporal de piedra) el experimento 1 fue 

cosechado a los 6 meses. En el experimento 2, a los 6 meses la cepa U204 

ocupó el 40 % de los nódulos de la RP (Figura 11A y Figura 14) mientras que 

el aislado 317 ocupó el 36 % (Figura 11B y Figura 14). En las raíces 

secundarias el 20 % de los nódulos estaban ocupados por el aislado 317, 

mientras que no se encontraron nódulos ocupados por la cepa U204 (Figura 
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11A y B Figura 15). A los 12 meses después de la siembra el 8 % de los 

nódulos estaba ocupado por el aislado 317 (Figura 11B), y no se encontraron 

nódulos ocupados por la cepa U204 en la RP (Figura 11A y Figura 16). Por 

otro lado, las cepas U204 y 317 ocuparon por igual el 12 % de los nódulos de 

las RS raíces (Figura 11A, B y Figura 17).  

 

En el experimento 3 se analizó la ocupación a los 6 meses, y la cepa 

U204 no fue recuperada de ninguno de los nódulos de la RP, ni tampoco de 

las RS, es decir todos los nódulos estaban ocupados por cepas nativas 

(Figura 11A y Figura 18). Por otra parte, el aislado 317 fue recuperado de 2 

nódulos, uno de la raíz principal y otro de la raíces secundarias (Figura 11B 

y Figura 19). Las diferencias en el grado de ocupación de las cepas 

inoculadas podría estar asociada a una menor densidad de cepas nativas 

como consecuencia de la sequía severa ocurrida previo a la siembra del 

ensayo 3. 

 

Denton et al. (2002) evaluaron, usando ERIC-PCR, la habilidad 

competitiva del inoculante comercial (TA1) respecto a cepas de rizobios 

nativas – naturalizadas de suelos alcalinos de Australia obtenidas de 

Trifolium alexandrinum, T. purpureum y T. resupinatum. La cepa TA1 

mostró una baja ocupación de nódulos en 2 de los sitios, aunque en uno de 

ellos en el primer año ocupó el 39 % de los nódulos de T. alexandrinum. Los 

autores explican la escasa ocupación de nódulos por el inoculante debido a 

baja sobrevivencia después de la siembra, inhabilidad para alcanzar la zona 

infectiva de las raíces, escasa adaptación a los suelos alcalinos, y por una 

pobre interacción planta- rizobio (Denton et al., 2002). 

 

 En Islandia, Svenning et al. (2001) estudiaron la ocupación de 

nódulos de trébol blanco por 3 cepas de Rhizobium leguminosarum bv. 

trifolii en campo durante tres estaciones de crecimiento, mediante ERIC-

PCR. En el tratamiento consistente de inóculo mixto, encontraron que la 
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cepa 20-15 ocupó el 80-90 % de los nódulos mientras que la cepa 32-28 

estuvo presente en el 3 %. Estos autores propusieron que el ERIC-PCR es un 

método eficiente y confiable para identificar cepas de rizobios a partir de 

nódulos. 

 

Loureiro et al. (2007) evaluaron la diversidad de rizobios que 

nodulan soja (Glycine max) de suelos de Brasil mediante BOX-PCR. Los 

perfiles generados permitieron evaluar la habilidad competitiva de 4 

inoculantes introducidos en las décadas de 1960 y 1970. Los resultados 

confirmaron que la capacidad saprofítica y la competitividad de SEMIA 

5019, seleccionada en la década de 1970 es mayor que la de SEMIA 587 

seleccionada en la década de 1960. El 44 % de 240 cepas mostraron 

similitud con una de las 4 cepas inoculantes. Los autores sugieren que la 

alta diversidad genética, o la baja similaridad con las cepas de los 

inoculantes, podrían deberse a factores estresantes que pueden causar una 

presión selectiva generadora de variabilidad rizobiana. Además se ha 

evidenciado transferencia horizontal de genes entre cepas de inoculantes e 

indígenas (Batista et al., 2007) que podrían explicar la alta diversidad 

genética encontrada. Camargo (2012), utilizando BOX-PCR para evaluar la 

ocupación de nódulos en campo, determinó la competitividad entre 

inoculantes experimentales y cepas nativas, para un nuevo cultivar diploide 

de Lotus uliginosus. Los resultados evidenciaron que el inoculante 

comercial para L. uliginosus `Grasslands Maku`, la cepa U526 de 

Bradyrhizobium sp., ocupó el 84 % de los nódulos. Esto demostró que esa 

cepa introducida es más competitiva que las cepas nativas - naturalizadas 

del sitio de ensayo. También mediante BOX-PCR Menna et al. (2009) 

reportaron que estos primers deben considerarse una importante y eficaz 

herramienta para el control de calidad de los inoculantes rizobianos en 

campo. 
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En Uruguay Rodríguez Blanco et al. (2010) evaluaron la habilidad 

competitiva en condiciones controladas de la cepa U204, usada como 

inoculante comercial para trébol, y dos aislados nativos de T. pratense a 

través de GTG5-PCR fingertprinting y por producción de melanina. Los 

experimentos de ocupación de nódulos evidenciaron que la cepa efectiva 

(T126) tuvo una alta habilidad competitiva en comparación a la cepa no 

efectiva (T70) cuando con ellas se co-inoculó trébol. Estos resultados 

mostraron que las cepas efectivas fueron más competitivas en la formación 

de nódulos que las cepas inefectivas. Por otra parte la cepa efectiva 

compitió con el inoculante U204 por la formación de nódulos en trébol rojo 

y trébol blanco, pero la ocupación dependió de la proporción de co-inóculo 

usado. Como se trató de un estudio en medio estéril, las conclusiones 

pueden no aplicarse a los estudios a campo de la presente investigación. 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 11. Ocupación de nódulos en el campo en 3 experimentos. A) porcentaje de 

nódulos ocupados por el inoculante comercial (U204) y  B) porcentaje de nódulos 

ocupados por el inoculante experimental (317). Ambos son respecto a cepas 

nativas, a los 6 y 12 meses post- siembra. 
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Figura 12. Ocupación de nódulos de la raíz principal (experimento 1) a los 6 meses 

post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 75 perfiles ERIC, de los 

cuales 25 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204, 25 al 

tratamiento inoculado con la cepa 317 y 25 al tratamiento control sin inocular. La 

cepa U204 se señala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco. 
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Figura 13. Ocupación de nódulos de las raíces secundarias (experimento 1) a los 6 

meses post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 75 perfiles ERIC, de 

los cuales 25 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204, 25 al 

tratamiento inoculado con la cepa 317 y 25 al tratamiento control sin inocular. La 

cepa U204 se señala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco. 
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Figura 14. Ocupación de nódulos de la raíz principal (experimento 2) a los 6 meses 

post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 75 perfiles ERIC, de los 

cuales 25 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204, 25 al 

tratamiento inoculado con la cepa 317 y 25 al tratamiento control sin inocular. La 

cepa U204 se señala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco. 
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Figura 15. Ocupación de nódulos de las raíces secundarias (experimento 2) a los 6 

meses post siembra. El dendrograma se construyó a partir de 75 perfiles ERIC, de 

los cuales 25 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204, 25 al 

tratamiento inoculado con la cepa 317 y 25 al tratamiento control sin inocular. La 

cepa U204 se señala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco. 
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Figura 16. Ocupación de nódulos de la raíz principal (experimento 2) a los 12 

meses post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 75 perfiles ERIC, de 

los cuales 25 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204, 25 al 

tratamiento inoculado con la cepa 317 y 25 al tratamiento control sin inocular. La 

cepa U204 se señala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco. 
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Figura 17. Ocupación de nódulos de las raíces secundarias (experimento 2) a los 12 

meses post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 75 perfiles ERIC, de 

los cuales 25 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204, 25 al 

tratamiento inoculado con la cepa 317 y 25 al tratamiento control sin inocular. La 

cepa U204 se señala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco. 
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Figura 18. Ocupación de nódulos de raíces primarias y secundarias (experimento 3) 

a los 6 meses post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 100 perfiles 

ERIC, de los cuales 50 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa U204 y 

50 al tratamiento control sin inocular. La cepa U204 se señala con una flecha. 
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Figura 19. Ocupación de nódulos de raíces primarias y secundarias (experimento 3) 

a los 6 meses post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 100 perfiles 

ERIC, de los cuales 50 corresponden al tratamiento inoculado con la cepa 317 y 50 

al tratamiento sin inocular. La cepa 317 se señala con un asterisco. 
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3.5. EFICIENCIA SIMBIÓTICA EN CAMPO  

 

Otro de los parámetros usados para evaluar la FBN es el número de 

nódulos producido por las plantas. Para esto, se realizaron dos 

experimentos en los que se determinó, en diferentes zonas de las raíces, 

los nódulos inducidos a los 60 días después de la siembra en plantas 

inoculadas con el aislado 317, con la cepa U204 y sin inocular. En el 

experimento 1, el número de nódulos inducidos en plantas inoculadas con 

la cepa U204 no se diferenció estadísticamente del obtenido cuando el 

inoculante fue la cepa 317 y al tratamiento sin inocular (p-valor = 0,851) 

(Figura 20A). Los resultados del experimento 2 tampoco mostraron 

diferencias al analizar el número de nódulos inducidos en plantas 

inoculadas con la cepa U204, con la 317 y sin inocular (p-valor=0,595) 

(Figura 20B). De esta forma, la proporción de nódulos inducidos por cada 

inoculante y por los rizobios nativos en las distintas zonas de la raíz fue la 

misma (Figura 20). 

 

En esta tesis se determinó la ocupación de nódulos de las cepas 

inoculantes en dos zonas de la raíz (raíz principal superior y de las raíces 

secundarias inferiores), de tal forma que la proporción de nódulos 

analizados por ERIC-PCR en el apartado 3.4., corresponde 

aproximadamente al 50 % de los nódulos totales presentes en la raíz 

principal y superior (Figura 20). Es importante tener en cuenta que los 

inoculantes ocupan mayormente la raíz principal y los primeros centímetros 

de las laterales dado que el desplazamiento de los rizobios es limitado 

(Fernández-Canigia, 2003). Por estas razones consideramos justificadas las 

zonas analizadas.  

 

La eficiencia simbiótica en campo fue evaluada mediante el peso 

seco de la parte aérea de los tratamientos inoculados con las cepas U204 y 



 67 

0

50

100

150

200

250

300

Sin inocular U204 317

Tratamientos

N
ú

m
e
ro

 d
e
 n

ó
d

u
lo

s
/p

la
n

ta

RPS

RSS

RPI

RSI

Total

0

50

100

150

200

250

Sin inocular U204 317

Tratamientos

N
ú

m
e
ro

 d
e
 n

ó
d

u
lo

s
/p

la
n

ta

RPS

RSS

RPI

RSI

Total

317, con dos dosis de inoculación, la normal (X 1) y cinco veces más (X 5). 

El experimento 2 se mantuvo por 3 años, durante los cuales se realizaron 8 

cortes para determinar la eficiencia de los pares simbióticos y del control 

sin inocular. No se obtuvieron diferencias significativas entre los 

tratamientos inoculados X1 y sin inocular en ninguna de las fechas 

evaluadas (Figura 21).  

            A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20, Nódulos inducidos en diferentes zonas de la raíz de Trifolium pratense 

en campo. Los valores corresponden al promedio del número de nódulos de 

plantas inoculadas con la cepa U204, el aislado 317 y el testigo sin inocular. En A 

experimento 1 y en B experimento 2. Las barras verticales representan el error 

estándar. RPS:raíz principal superior, RSS:raíces secundarias superiores, RPI: raíz 

principal inferior, RSI: raíces secundarias inferiores. 

B 
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Tampoco se determinaron diferencias en el rendimiento de forraje al 

aumentar X5 la dosis de inoculación. La igualdad en la producción de 

biomasa en todos los tratamientos posiblemente sea consecuencia de que 

el nitrógeno combinado en el suelo suplió las necesidades de este 

macroelemento para la etapa de crecimiento de la planta, o que las cepas 

presentes en el suelo, fueron más competitivas que los inoculantes, 

nodulando (Figura 20) y aportarando suficiente nitrógeno para el desarrollo 

de las plantas.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 21. Biomasa producida por la parte aérea de plantas de Trifolium pratense. 

Los tratamientos corresponden a plantas inoculadas con la cepa U204 y el aislado 

317 con dos dosis de inoculación, la recomendada comercialmente (X 1) y cinco 

veces mayor (X 5). Se incluyó un tratamiento sin inocular. Los valores 

corresponden a la media del peso seco del forraje y las barras verticales al desvío 

estándar. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos en ninguno de 

los 2 experimentos (p>0,05). 

3.6. OCUPACIÓN DE NÓDULOS CON DIFERENTES DOSIS DE INOCULACIÓN 

 

La baja ocupación de nódulos por un inoculante puede ser superada 

con una práctica que consiste en aumentar la dosis del inoculante 

recomendada (Catroux et al., 2001). Esta práctica es recomendada cuando 
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las cepas nativas son muy competitivas o parásitas, práctica con la que se 

ha logrado aumentar el número de rizobios del inoculante por semilla, y 

con ello la nodulación (Dutto, 2002). 

 

Para mejorar la ocupación de nódulos por la cepa U204, el 

inoculante comercial para trébol, se aumentó cinco veces la dosis de 

inoculación, y los ensayos se instalaron en INIA La Estanzuela. La ocupación 

de nódulos se siguió a través del patrón ERIC-PCR de 50 aislados de nódulos 

de parcelas inoculadas y 50 aislados de nódulos de parcelas sin inocular, en 

dos momentos, a los 6 y 12 meses después de la siembra en el experimento 

2. Los resultados evidenciaron que de los 50 nódulos analizados a los 6 y 12 

meses en las dos zonas de la raíz (RP y RS), ninguno estaba ocupado por el 

inoculante comercial (Figuras 22 y 23). Mediante esta práctica, también 

conocida como “hiperinoculación”, si bien se quintuplicó la concentración 

del inoculante comercial no se logró aumentar el número de nódulos 

ocupados por él. Estos resultados hacen pensar que las cepas nativas - 

naturalizadas de los suelos de La Estanzuela tienen una competitividad 

mayor que la del inoculante, o bien que éste no persiste. La ausencia de 

respuesta en biomasa aérea estaría indicando que las cepas nativas fueron 

eficientes. 

 

El aumento de la dosis de inoculación se usó en un semillero de 

trébol blanco en el Departamento de Lavalleja, en presencia de cepas 

parásitas quedando la planta amarilla y enana. En ese ensayo se evaluaron 

3 niveles de inoculación: alta media y baja, donde la media corresponde a 

la dosis usada en la siembra por los productores. En este ensayo se observó 

un marcado efecto sobre la implantación y producción de trébol blanco 

como consecuencia del aumento de la dosis de inoculación (Dutto, 2002). 

Aumentando la dosis de inoculante en este ambiente se mejora la 

colonización de cepas efectivas. 
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Figura 22. Dendrograma construido con perfiles ERIC de aislados de nódulos a los 6 

meses post-inoculación de plantas inoculadas con una dosis X 5 y sin inocular. Se 

usaron 100 aislados de raíces primarias (RP) y secundarias (RS), 50 del tratamiento 

inoculado con la cepa U204 X 5 (H) y 50 del tratamiento sin inocular (sin). La cepa 

U204 se señala con una flecha. 
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Figura 23. Dendrograma construido con perfiles ERIC de aislados de nódulos a los 

12 meses post-inoculación realizada con dosis X 5 y sin inocular. Se usaron 100 

aislados de raíces primarias (RP) y secundarias (RS), 50 del tratamiento inoculado 

con la cepa U204 X 5 (H) y 50 del tratamiento sin inocular (sin). ). La cepa U204 se 

señala con una flecha. 
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3.7. EVALUACIÓN A CAMPO DE UNA CEPA EFICIENTE Y FRECUENTE EN 

NÓDULOS DE TRÉBOL ROJO 

 

 En general, la selección de rizobios se realiza entre cepas con buena 

eficiencia simbiótica obtenida en condiciones controladas, antes de evaluar 

su persistencia y/o tolerancia en campo (Howieson et al., 2000). Con este 

criterio se seleccionó el aislado 317, como se vio en el apartado 3.3. Sin 

embargo hay una aproximación alternativa que consiste en ensayar las 

capacidades simbióticas y competitivas de aislados nativos – naturalizados 

que colonizan gran parte de los nódulos colectados en campo (Denton et 

al., 2003).  

 

 Los experimentos en INIA La Estanzuela pusieron en evidencia que un 

aislado, denominado I, ocupó el 44 % de los nódulos del tratamiento no 

inoculado (Figura 15) en el ensayo 2, lo que supone una competitividad 

interesante. Por esto se evaluó la eficiencia simbiótica en condiciones 

controladas de ese aislado. En esas condiciones, la biomasa de la parte 

aérea de plantas inoculadas con el aislado I, al segundo corte, fue la misma 

que la obtenida cuando se inoculó con la cepa U204 o con el aislado 317 

(Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Biomasa producida por la parte aérea de plantas de Trifolium pratense 

en condiciones controladas. Se incluyó el aislado nativo 317, el inoculante 

comercial cepa U204 y un control sin inocular y sin nitrógeno(s/inoc). La biomasa 

se expresa como el peso seco por maceta al segundo corte (78 días post-siembra). 

Las diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Tukey p<0,05). 
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El ensayo a campo con el aislado I se realizó en INIA La Estanzuela, 

con dos tratamientos, inoculado con I y sin inocular (ensayo 3). Los nódulos 

se colectaron y analizaron procediendo como se indica en el apartado 3.4 

de este capítulo. A los 6 meses de sembrado no se recuperó el aislado I de 

ninguno de los 50 nódulos analizados, 25 de RP y 25 de RS (Figura 25). Dado 

que el ensayo se realizó en el mismo suelo donde fue colectado el aislado I, 

y que se elaboró en la industria con el mismo procedimiento y controles 

que los usados para producir el inoculante comercial, los resultados podrían 

explicarse por las condiciones climaticas. El ensayo 3 estuvo instalado en 

un ambiente húmedo normal durante 1 año pero fue posterior a una sequía. 

Por lo tanto seguramente este estrés haya afectado las poblaciones de 

rizobios, dado que las mismas fueron diferentes.  

3.8. COMPETITIVIDAD DE LOS INOCULANTES EN DISTINTOS SUELOS  

3.8.1. Validación de los transconjugantes para su uso en ensayos de 

competencia  

 

Para evaluar la competitividad de la cepa U204 y de los aislados 

usados como inoculantes experimentales, el 317 y el I, se marcaron las 

cepas con el gen delator gusA a efecto de poder analizar de forma rápida 

un número alto de nódulos. Como la inserción del transposón que contiene 

el gen gusA ocurre al azar en el genoma del receptor, la misma puede 

generar mutaciones por inserción que afecten genes requeridos para la 

simbiosis (Sessitsch et al., 1997; Anyango et al., 1998). Por esto el uso de 

estos mutantes requiere la evaluación respecto a su parental en relación a 

la característica a ser evaluada. En nuestro caso, una vez verificada la 

inserción del transposón por selección en medio con antibióticos, se 

evaluaron 10 clones de cada transconjugante, designados como U204::gusA, 

317::gusA e I::gusA, en relación al tiempo de aparición del primer nódulo y 
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número de nódulos inducidos respecto a cada cepa salvaje, en condición in 

vitro. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Ocupación de nódulos en raíces primarias y secundarias (experimento 3) 

a los 6 meses post-siembra. El dendrograma se construyó a partir de 100 perfiles 

ERIC, de los cuales 50 corresponden al tratamiento inoculado con el aislado I y 50 

al tratamiento sin inocular. La cepa I se señala con una flecha. 
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El tiempo de aparición del primer nódulo fue a los 12 -14 días 

después de la inoculación, tanto cuando se usó como inóculo U204::gusA, 

317::gusA e I::gusA como cuando se usaron los respectivos parentales. No 

se encontraron diferencias significativas en la inducción de nódulos por 

U204::gusA y el parental U204, cuando se compararon sus pendientes, que 

tuvieron un p-valor=0,584 (Figura 26 A y B). Tampoco se observaron 

diferencias significativas en la ocupación de nódulos entre I::gusA e 

317::gusA con sus parentales I e 317, con un p-valor 0,974 y 0,199 

respectivamente (Figura 26 C, D, E y F).  

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Cinética de nodulación de los transconjugantes y los parentales. Se 

representa el número de nódulos en función del tiempo (días) para los 

transconjugantes (U204::gusA, I::gusA y 317::gusA) y sus respectivos parentales 

(U204, I y 317). En cada caso se muestran los modelos de regresión lineal general 

asumiendo una distribución tipo Poisson. 

 

Estos resultados indican que el patrón de nodulación de las cepas 

marcadas no se afectó como consecuencia de la inserción del gen gusA, por 
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lo que se usaron en los ensayos de competencia planteados en esta tesis. 

Este material permitió evaluar de manera sencilla y confiable la 

competitividad del inoculante comercial y de los experimentales en 

diferentes suelos, en condiciones controladas. 

 

3.8.2. Competitividad de los inoculantes respecto a la de cepas nativas 

de diferentes suelos  

 

Con U204::gusA, 317::gusA e I::gusA se prepararon inoculantes, para 

lo que crecieron en YEM y el soporte turba se impregnó con ese cultivo. A 

los 7 días, la concentración final en turba de U204::gusA fue 5,9 x 109 ufc.g-

1, la de 317::gusA 4,7 x 109 ufc.g-1 y la de I::gusA 5,7 x 109 ufc.g-1. De esta 

forma con los transconjugantes en turba se logró la concentración de 

rizobios necesaria para su uso como inoculante según lo establece la 

normativa de control de calidad de inoculantes del Ministerio de Ganadería 

Agricultura y Pesca, que exige para la comercialización de los mismos una 

concentración inicial superior de 2 x 109 ufc.g-1 (Labandera y Mayans, 

2006). 

Para evaluar la habilidad competitiva de los inoculantes respecto a 

las cepas nativas se usaron suelos, confinados en cilindros, de tres 

localidades: La Estanzuela, Tambores y Palo a Pique. Este procedimiento 

reproduce en forma adecuada el perfil biológico del suelo, dado que 

contiene los primeros 10 cm de profundidad, que es el espacio en el cual 

hay mayor biomasa de raíces en los pastizales pastoreados (López, 2011). 

 

El número de nódulos ocupados por U204::gusA, 317::gusA e I::gusA 

fue determinado a partir del conteo de nódulos que adquirían color azul, 

después de la inmersión de los sistemas radiculares completos en buffer 

fosfato con el sustrato X-glu (Figura 27).  
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Figura 27. Ocupación de nódulos en raíces de trébol rojo por U204::gusA y cepas 

nativas. Los nódulos azules están ocupados por U204::gusA y los nódulos sin color, 

indicados con flechas, por rizobios del suelo.  

La habilidad competitiva de los inoculantes marcados respecto a las 

cepas nativas en diferentes suelos se expresó como el número de éxitos, es 

decir lo nódulos ocupados (porcentaje de nódulos azules) sobre el total de 

los nódulos (azules y blancos) en cada cilindro, la unidad experimental. La 

variable dependiente, porcentaje de nódulos azules, fue analizada a nivel 

del efecto de: i) de la interacción suelo-cepa sobre el número de nódulos 

ocupados, ii) la cepa inoculante sobre el número de nódulos ocupados y iii) 

del suelo sobre el número de nódulos ocupados. 

 

El efecto de la interacción suelo-cepa sobre el número de nódulos 

ocupados, la interacción fue significativa con un p-valor= 0,0244. En La 

Estanzuela 317::gusA ocupó el doble de nódulos que U204::gusA, mientras 

que el número de nódulos ocupados por I::gusA mostró valores intermedios 

y no se diferenció del número de nódulos ocupados por 317::gusA y 

U204::gusA (Cuadro 9). En los suelos de Tambores y Palo a Pique la 

cantidad de nódulos ocupados por los inoculantes marcados fue la misma.  

Se pudo establecer que las cepas nativas-naturalizadas presentes en 

el suelo de La Estanzuela son más competitivas que U204::gusA, es decir 

que el inoculante comercial, mientras que la ocupación de nódulos por 
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317::gusA fue similar a la lograda por las cepas nativas (Cuadro 9). Los 

resultados obtenidos en La Estanzuela coinciden con los obtenidos en 

ensayos a campo en el mismo sitio usando técnicas moleculares (ERIC-PCR), 

anteriormente descritos (apartado 3.4.). En La Estanzuela los suelos tienen 

uso agrícola-ganadero y el trébol es inoculado con la cepa U204 de 

Rhizobium leguminosarum desde la década de 1970. Es probable que la 

repetida inoculación permita el establecimiento de poblaciones de rizobios 

naturalizadas, derivadas de los inoculantes introducidos (Dutto, 2002), pero 

con mayor competitividad. De esta forma, a lo largo del tiempo las cepas 

introducidas habrían experimentado un proceso de deriva genética y de 

éste habrían resultado poblaciones con distinto grado de eficiencia 

simbiótica y capacidad para formar nódulos (Loureiro et al., 2007; Batista 

et al., 2013). Esto explicaría la menor ocupación de nódulos por U204 

respecto a los rizobios nativos en las plantas de trébol sembradas en este 

suelo (Cuadro 9).  

 

Sin embargo, en los suelos del Norte y Este se observó una situación 

diferente, dado que los inoculantes utilizados fueron más competitivos que 

las cepas nativas. Entre un 93 y el 98 % de los nódulos estaban ocupados 

por las cepas usadas como inoculantes. Es decir, en los suelos de Tambores 

y Palo a Pique el porcentaje de nódulos ocupados por cepas nativas fue 

bajo, entre el 2 y el 9 %, mientras que en La Estanzuela entre el 48 y el 74 

% de los nódulos estaban ocupados por cepas del suelo. Los suelos 

colectados en Tambores y Palo a Pique son suelos de campo natural, sin 

historia previa de inoculación, por lo que la población nativa de rizobios no 

proviene del inoculante comercial. En esas zonas hay un trébol nativo 

(Trifolium polimorfum) cuyos rizobios asociados pueden formar nódulos 

inefectivos y parásitos en trébol rojo y trébol blanco. En estos casos el 

éxito de la implantación del cultivo dependerá que los rizobios del 

inoculante compitan más que los rizobios de las poblaciones nativas, y 

formen más nódulos efectivos (Dutto, 2002). De todas formas los resultados 
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obtenidos en los suelos de Tambores y Palo a Pique evidencian que, si bien 

hay cepas nativas, los inoculantes son más competitivos que estas, o bien 

estas se encuentran en cantidades muy bajas. 

 

El gen gusA ha sido utilizado para evaluar la habilidad competitiva de 

cepas de rizobios. En este sentido Denton et al. (2003) evaluaron la 

habilidad competitiva del inoculante comercial TA1 de Trifolium 

alexandrinum y 2 aislados nativos de suelos alcalinos del Sur de Australia. 

Los autores marcaron con PnifH-gusA a los aislados nativos RW185D y 

RW855D que presentaban alta frecuencia de ocupación de nódulos a 

campo. Para evaluar la competencia entre las cepas nativas y el inoculante 

comercial sembraron semillas inoculadas con éste en suelos alcalinos 

esterilizados, e inocularon con los aislados marcados. Los autores 

demostraron que aumentando el número de células de rizobios marcados en 

el suelo y reduciendo el número de células del inoculante comercial, la 

proporción de nódulos ocupados por el inoculante se reducía. Por esto 

concluyeron que la habilidad de las cepas de campo para dominar la 

ocupación de nódulos se debe a la pobre sobrevivencia del inoculante 

comercial. Este estudio tuvo un abordaje diferente al utilizado en esta 

tesis, dado que las cepas con alta frecuencia se evaluaron contra el 

inoculante comercial, y no en relación a las cepas nativas presentes en el 

suelo.  

 

La habilidad competitiva de las cepas promisorias frente al 

inoculante comercial usado en nuestro país debería ser considerada en 

futuras evaluaciones. 
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Cuadro 9. Competitividad de los inoculantes con las cepas nativas de diferentes 

sitios. Las semillas se inocularon con U204::gusA, 317::gusA e I::gusA y se 

sembraron en cilindros con los distintos suelos, por quintuplicado. El ensayo se 

levantó 45 días después de la inoculación. La eficiencia de ocupación se expresa 

como la media del número de nódulos ocupados por el inoculante respecto al total 

de nódulos. Las letras diferentes indican diferencias significativas (Test Tukey p< 

0,05).  

. 

Sitios Inoculantes 
marcados 

% de nódulos ocupados 
por inoculantes 

marcados 

% de nódulos 
ocupados por 

rizobios del suelo 

La Estanzuela (LE) U204::gusA 

317::gusA 
I::gusA 

25,80 c 

51,60 b 
34,00 bc 

74,20 a 

48,40 b 
66,00 ab 

Tambores (T) U204::gusA 
317::gusA 

I::gusA 
 

97,80 a 
98,20 a 

93,20 a 

2,20 c 
1,80 c 

6,80 c 

Palo a Pique (PP) U204::gusA 
317::gusA 

I::gusA 
 

98,20 a 
88,25 a 

98,00 a 

1,80 c 
9,40 c 

2,00 c 

 

 

El efecto de la cepa inoculante sobre el número de nódulos en los 3 

suelos se situó entre 74 y 79 % (Cuadro 10). Esto quiere decir que, 

independientemente del inoculante usado, el número de nódulos ocupados 

fue el mismo ya que no se determinaron diferencias significativas entre los 

tres inoculantes (p-valor=0,4454). Sin embargo cuando se evaluó el efecto 

del suelo sobre la variable números de nódulos inducidos por los 

inoculantes marcados se registraron diferencias significativas (p-valor = 

0,0001). En los suelos de Tambores y Palo a Pique ocurrieron los 

porcentajes de ocupación más altos, y se diferenciaron de los obtenidos en 

suelos de La Estanzuela, en donde el porcentaje de ocupación de nódulos 

por los inoculantes fue menor (Cuadro 11).  
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Cuadro 10. Competencia de los inoculantes respecto a los rizobios presentes en 

suelos de Tambores, Palo a Pique y La Estanzuela. Las diferentes letras indican 

diferencias significativas (Test Tukey p< 0,05).  

 

Inoculantes  

marcados con gusA 

% de nódulos ocupados 

317::gusA 79,35a 

I::gusA 75,13a 

U204::gusA 73,93a 

 

Cuadro 11. Efecto del suelo sobre el total de nódulos ocupados por las cepas 

usadas como inoculantes. Las letras diferentes indican diferencias significativas 

(Test Tukey p< 0,05). 

 

Suelo % de nódulos ocupados 

por cepa marcada 

Tambores 96,0a 

Palo a Pique 94,82a 

Estanzuela 37,20b 

 

3.9. ESTIMACIÓN DE LA FIJACIÓN DE NITRÓGENO  

3.9.1. Fijación de nitrógeno por el inoculante vs. cepas nativas 

 

Para evaluar el nitrógeno proveniente de la FBN mediante la técnica 

de dilución isotópica del 15N se usó el aislado 317 en suelo de Tambores 

confinado en cilindros. El porcentaje de nitrógeno de las plantas de trébol 

proveniente de la fijación, cuando se usó la cepa 317 como inoculante, no 

mostró diferencias significativas (p-valor= 0,4529) con las plantas sin 

inocular (Figura 28). A pesar de no haber diferencias en el promedio de los 

tratamientos, si se observó gran variabilidad de los valores en las plantas 
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sin inocular. En el tratamiento inoculado el % de nitrógeno fijado fue 

homogéneo (entre 71 y 84 %), mientras que en el tratamiento sin inocular 

la variación fue grande (entre 2 y 97 %). Es probable que la FBN haya 

variado menos cuando se inoculó porque la demanda de nitrógeno fue 

aportada mayormente por el inoculante, mientras que en el tratamiento sin 

inocular depende de la cepa que ocupa el nódulo, sea esta parásita o más o 

menos efectiva. El bajo porcentaje de nitrógeno fijado que se observó en 

una repetición del tratamiento sin inocular, podría deberse a que cepas 

inefectivas que establecen simbiosis con el trébol nativo Trifolium 

polimorfum se hayan asociado a las plantas de trébol rojo (Dutto, 2002). En 

suelos sin historia de inoculación y con presencia de cepas parásitas la 

práctica de inoculación sería imprescindible para aumentar el éxito en el 

establecimiento del trébol rojo, dado que disminuiría la infección con 

cepas de rizobios nativas no efectivas. 

 

 

Barrientos et al. (1995) utilizaron 15N para determinar diferencias en 

la fijación de nitrógeno de 11 cepas de R. leguminosarum bv. trifolii en 

trébol blanco en suelos agrícolas de Chile. Los resultados pusieron en 

evidencia que esas cepas después de 3 ó 4 cortes llegaron a ser la única 

fuente de N para las plantas. Del mismo modo Campillo et al. (2003) 

estudiaron la contribución de la FBN en cuatro leguminosas forrajeras, 

trébol blanco (Trifolium repens L.), trébol rojo (Trifolium pratense L.), 

trébol subterráneo (Trifolium subterraneum L.) y alfalfa (Medicago sativa 

L.), con y sin inoculación específica de rizobio, mediante la metodología de 

dilución isotópica. Los resultados no evidenciaron diferencias significativas 

al efecto de la inoculación con Rhizobium, excepto en alfalfa y sólo en la 

primera temporada. La cantidad de N fijado en todas las temporadas fue 

alta y con todas las leguminosas, variando entre 60 y 770 kg.ha-1.año-1 para 

trébol subterráneo y alfalfa respectivamente. 
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Figura 28. Nitrógeno proveniente de la fijación en la simbiosis rizobio-trébol rojo. 

La concentración de nitrógeno se determinó por dilución isotópica del 15N 

suministrado como K(NH4)2SO4. Las diferentes letras indican diferencias 

significativas (Prueba T p<0,05).  

 

3.9.2. Efecto de la concentración del nitrógeno combinado del suelo 

sobre la FBN 

 

El nitrógeno proveniente de la fertilización presente en el suelo 

puede inhibir la FBN. Para evaluar la dosis de fertilización que puede 

inhibir la nitrogenasa y a consecuencia afectar la fijación se realizó un 

ensayo con diferentes dosis de nitrógeno en arena vermiculita. El efecto de 

la fertilización con K(NH4)2SO4 sobre la FBN fue significativo (p-valor= 

0,001) dado que cuando su concentración fue 3 mM disminuyó el porcentaje 

de nitrógeno proveniente de la atmósfera. En la figura 29 se muestra que el 

nitrógeno proveniente de la fijación es menor a medida que aumenta la 

concentración de K(NH4)2SO4 en el medio. El porcentaje de nitrógeno fijado 

con concentraciones de K(NH4)2SO4 de 0,7, 1,2 y 1,7 mM fue mayor y 

significativamente diferente al de las concentraciones 3 y 4 mM.  
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Si bien este ensayo fue realizado en condiciones controladas, la 

inhibición de la nitrogenasa y por lo tanto de la FBN también sucede en 

condición de campo. La cantidad de fertilizante máxima que podría ser 

agregada al suelo sin afectar la tasa de fijación se encuentra en el entorno 

de 1,7 mM (Figura 29), que corresponde a 24 Kg de N /ha. Este cálculo fue 

realizado considerando que el volumen de 1 ha de suelo son 2.000 m3 para 

un suelo tipo y a capacidad de campo, en el cual el 50 % está compuesto 

por suelo, 25 % de aire y el 25 % de agua. A partir de esa concentración de 

nitrógeno la planta utiliza nitrógeno proveniente del fertilizante y la FBN se 

inhibe gradualmente. En futuros estudios debería evaluarse además como 

es el efecto de estas dosis de nitrógeno con respecto a la nodulación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 29. Nitrógeno proveniente de la fijación en la simbiosis del aislado 317 con 

trébol rojo. Se evaluaron 5 concentraciones de nitrógeno (0,7 mM, 1,2 mM, 1,7 

mM, 3 mM y 4 mM) suministrado en forma de KNH4(SO4)2, enriquecido al 10 % 

At15N. Diferentes letras indican diferencias significativas Test de Duncan p<0,05. 

 

Resultados similares han sido reportados por Hellsten y Huss-Danell 

(2000) al evaluar como el nitrógeno afecta la nodulación de trébol rojo. 

Para ello utilizaron 3 concentraciones de nitrógeno que consideraron baja, 

media y alta, correspondientes a 0,07, 0,7 y 7,1 mM. Los resultados 

evidenciaron que el nitrógeno reduce la biomasa de los nódulos y la tasa de 
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fijación de N. Es decir, encontraron efectos negativos mayormente sobre la 

materia seca de los nódulos, debido a que hubo un mayor tamaño de 

nódulos individual por plantas a bajas concentraciones de N así como 

también una alta actividad nitrogenasa. En esta tesis el efecto inhibitorio 

del nitrógeno fue estimado través de la proporción de N fijado, en futuros 

estudios debería evaluarse conjuntamente otros parámetros como son el 

número de nódulos y actividad nitrogenasa. 

 

Por otra parte en experimentos de campo, en mezclas de gramíneas 

y leguminosas Høgh-Jensen y Schjørring (1994) evaluaron los efectos de 

fertilización de N inorgánico en trébol rojo, trébol blanco y raigrás (Lolium 

perenne). Para ello fertilizaron con 2 niveles N, correspondientes a 400 y 

20 kg N/ha. La fijación de nitrógeno derivado de la atmósfera fue estimada 

por 2 métodos, dilución isotópica y abundancia natural del 15N. Ambos 

métodos mostraron que a 400 kg N/ha se redujo la fijación 

significativamente. Con altas tasas de fertilización N inorgánico, el 

nitrógeno proveniente de la fijación fue marcadamente reducido, en un 

rango de 0,73 a 0,96 a 20 kg N ha por año, y de 0,50 a 0,64 a 400 kg de 

fertilizante de N/ha por año (Høgh-Jensen y Schjørring, 1994). 
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4. CONCLUSIONES 

La diversidad de los rizobios que nodulan trébol constituye una base 

genética interesante para la selección de cepas. 

 

El ERIC-PCR permite explorar la diversidad y la habilidad competitiva 

de cepas en forma precisa y sencilla en ensayos de campo y laboratorio. 

 

El efecto de inoculación en relación a la ocupación de nódulos es 

evidente cuando en suelos sin historia de inoculación. 

 

El gen gusA permite evaluar la competitividad de cepas en diferentes 

suelos, y con esto incorporar ese criterio en la selección de inoculantes. 

 

Dado que en campos con historia de inoculación el inoculante ocupa la 

minoría de los nódulos, el N fijado proviene de las cepas nativas. 

 

El uso de DI permite proponer que la práctica de inocular mantiene 

estables las tasas de fijación en campos  sin historia de inoculación. 

 

En los suelos de Uruguay hay Bradyrhizobium sp y Mesorhizobium sp. 

nativos - naturalizados que nodulan Lotus uliginosus adaptados a las 

condiciones locales, que pueden ser la base para la selección y desarrollo 

de inoculantes adecuados para suelos marginales.  

 

La cepa comercial para L. uliginosus no es recuperada a campo desde 

nódulos de plantas inoculados, pero hay cepas nativas – naturalizadas bien 

adaptadas a las condiciones locales, que establecen simbiosis eficiente con 

esta leguminosa y pueden ser una fuente para el desarrollo de un 

inoculante que será objeto de futuras evaluaciones. Estos resultados son los 

primeros informados en Sudamérica sobre la diversidad y filogenia de 

Bradyrhizobium que nodulan Lotus uliginosus. 
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ANEXO  

 

Artículo publicado en la revista Applied Soil Ecology: 

Diversity and phylogeny of rhizobial strains isolated from Lotus 

uliginosus grown in Uruguayan soils 
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