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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 estudié la diversidad y
filogenia de rizobios que nodulan lotus. La diversidad de rizobios que
nodulan trébol se analizo a partir de 80 aislados de la zona Norte y Sur. La
diversidad se situé en un 48 % y la secuencia del gen 16S ARN revel6 que
son Rhizobium leguminosarum bv trifolii. Las plantas inoculadas con la
cepa nativa 317 produjeron mas biomasa que las inoculadas con el
inoculante comercial U204 en condiciones controladas. Mediante ERIC-PCR
se detectd, en campos del Sur, una poblacion de cepas nativas-
naturalizadas que compite con los inoculantes introducidos por la
formacion de nodulos. La habilidad competitiva de los inoculantes vs cepas
nativas se establecié marcando con gusA los aislados 317, | y la cepa U204,
el inoculante comercial. En suelos del Sur la poblacion nativa de rizobios
ocup6 mas del 50 % de los nddulos, pero en suelos del Norte y Este la
ocupacion por los inoculantes fue del 99 %. La diversidad genética de
rizobios que nodulan lotus se evaluo en 111 aislados de 4 sitios. Esta se
situ6 en un 68 % y por ARDRA se establecieron 3 ribogrupos. El analisis
filogenético basado en la secuencia del gen 16S ARN, atpD, recAy glnll y de
la region ITS indicé que las cepas del ribogrupo A estan relacionadas con
cepas de Bradyrhizobium japonicum bv. genistearum. Los aislados del
ribogrupo B no se asociaron con ninguna especie de Bradyrhizobium sp.
descrita y podrian representar una nueva especie de este género. El aislado
del ribogrupo C agrupé con la cepa de amplio rango NZP2037 de
Mesorhizobium sp. Estos rizobios adaptados a las condiciones locales
podrian 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, | 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 165 RNA gene sequence, atpD, glnll, 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. INTRODUCCION

1.1. INGRESO DE NITROGENO EN LOS ECOSISTEMAS

El nitrogeno es un elemento esencial para los seres vivos, dado que
forma parte de macromoléculas como aminoacidos, acidos nucleicos vy
clorofilas, entre otros. Las plantas extraen nitrogeno del suelo en forma de
nitrato (NOs) 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 atmosfera bajo la forma de dinitrogeno (N;) a

una concentracion cercana al 80 %.

El N, es muy estable y no puede ser utilizado como tal por plantas,
animales ni hongos. Sélo un grupo minoritario de procariotas denominados
diazétrofos, sea en vida libre o asociados a otros organismos, son capaces
de reducirlo a NH4" a través de un proceso conocido como Fijacion Bioldgica
de Nitrogeno (FBN). La FBN es un proceso natural que contribuye con el 80
% de la cantidad de nitrégeno fijado en la naturaleza anualmente (250 x 10°
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 interacciéon planta-bacteria mas
estudiada por la importancia agrondmica y econdmica que tiene el cultivo
de estas plantas a nivel mundial. En los sistemas agricolas de nuestra
region, 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.



1.2. SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA

1.2.1. Establecimiento de la simbiosis

El establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa comienza con el
intercambio de sefales entre ambas partes. Las raices 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 expresion de los genes
de nodulacion (nod) (Skorupska et al., 2010). La localizacion de los genes
nod y los genes simbidticos en general varia; en Bradyrhizobium y en
Mesorhizobium se encuentran agrupados en islas simbioticas en el
cromosoma (Sawada et al., 2003; Sullivan et al., 2002), mientras que en

Rhizobium se encuentran en plasmidos simbioticos (Crossman et al., 2008).

Independientemente de la localizacion, la expresion de los genes nod
conduce a la produccién y secrecion de los factores NOD (lipoquitin
oligosacaridos). Los factores NOD son especificos y solo el factor NOD
compatible puede inducir la formacion del nodulo en la planta huésped
(Skorupska et al., 2010). En la raiz el factor NOD induce la curvatura del
pelo radical, por donde los rizobios penetran a la planta a través de los
hilos de infeccion y estimulan la formacion 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 nodulo maduro, donde los bacteroides reducen

enzimaticamente el N, a NH; (Maj et al., 2009).

La mayoria de las leguminosas son huéspedes especificos, es decir,
solo 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



Broughton, 1999), mientras que otros como R. leguminosarum bv. trifolii
tienen un limitado rango de huésped y nodulan sélo tréboles. Por otro lado,
Valverde et al. (2005) aislaron y caracterizaron a partir de nodulos de
trébol rojo una nueva especie Phyllobacterium trifolii que es capaz de

nodular Trifolium pratense y Lupinus albus.

‘} @ nodD nodABC nodPQ and others
l com nod hsn nod
|
NodD Nod proteins

flavonoids or
betains, jasmonate,

xanthones, vanillin... Rhizobium

Figura 1. Eventos involucrados en la simbiosis rizobio - leguminosa. Las raices de
las leguminosas (a) exudan compuestos flavonoides (b) que son percibidos por los
rizobios (c) y activan los genes nod. La expresion de estos genes produce los
factores NOD (d) que intervienen en el curvamiento del pelo de la raiz (e) y en el
inicio del desarrollo del ndédulo (f). Los rizobios se unen a los pelos de la raiz y se
forman los hilos de infeccion (g), por donde penetran en los tejidos de las plantas
y se desarrollan los nddulos (h, i) (Tomado y modificado de Skorupska et al.,
2010).



En el género Lotus se han podido distinguir dos grupos segun el rizobio
que los nodula: L. corniculatus y L. tenuis, nodulados tipicamente 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 nodulos fijadores de nitrégeno
en la mayoria 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
diversificacion y estructuracion 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 nodulaciéon

La nodulacion se ve afectada por la temperatura del suelo, su
contenido de agua, acidez, salinidad, concentracion de nitrégeno
combinado y déficit de fésforo (Liu et al., 2011). En particular, y a los
efectos de esta propuesta de tesis, intereso el efecto de la concentracion
de nitrégeno combinado en el suelo sobre la induccién de nédulos y la

competencia.

Uno de los factores que determinan la nodulacién es la concentracion
de nitrogeno combinado en el suelo. Se ha demostrado que en el momento
de la siembra, la aplicacion de nitrégeno 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 nitrogeno combinado son altas, se inhibe la
nodulacion y por lo tanto disminuye la proporcion derivada de la FBN
(Gibson y Harper, 1985). La disminucion de la nodulacién por nitrégeno

combinado en suelo puede deberse a la represion de la expresion de genes



nod, a la disminucion de la sintesis de lectinas, menor formacion de pelos
radicales, aborto de los cordones de infeccion, o inhibicion de la

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

La disminucion de la nodulacion y de la actividad nitrogenasa en
suelos con alto contenido de nitrogeno combinado se debe a que el uso de
éste requiere menor gasto energético que la reduccion del N, atmosférico
(Liu et al., 2011). Ademas se han observado diferencias en la tasa de
inhibicién de la FBN seglin la fuente de nitrégeno utilizada. En Trifolium
repens, Svenning et al. (1996) encontraron que la inhibicion de la FBN por
NO;" fue mayor que con NH4" a igual concentracion. Gan et al. (2004)
evaluaron en soja el efecto de concentraciones de nitrégeno mineral altas
(10 mM) y bajas (1 y 3,75 mM). Con altas concentraciones de nitrégeno en
forma de NOs™ o NH4" se suprimio significativamente el nUmero de nodulos,
el peso seco de los nodulos y el nitrogeno fijado por planta. Sin embargo
bajas concentraciones de nitrogeno potenciaron la formacion de mayor
niumero de nddulos, peso seco de los nodulos y nitrégeno fijado por la

planta.

1.2.3. Fijaciéon de nitrégeno

Todos los diazotrofos tienen a la enzima nitrogenasa como
responsable del proceso de reduccion del nitrogeno a amonio. Esta enzima
estd compuesta por dos metaloproteinas, la reductasa dinitrogenasa
(proteina Fe) codificada por el gen nifH y la dinitrogenasa (proteina Mo-Fe)
codificada por los genes nifD, nifK. Ambas subunidades forman el complejo
enzimatico de la nitrogenasa, que cataliza una reaccion reductiva vy

endergonica cuya estequiometria teodrica es la siguiente:

N2 + 16MgATP + 8H" + 8¢ —» 2NH3 + Hy + 16MgADP + 16Pi

nitrogenasa



La reduccion de nitrogeno es un proceso energéticamente costoso
para el que se requiere de 16 a 18 ATP. La fuente de carbono y poder
reductor para la reduccion es suplementada por la planta en forma de
fotosintatos, que son trasportados al bacteroide. El NH;3; producido se
exporta a la planta a través de la membrana de peribacteroidal para ser
asimilado en el citosol vegetal. Esto constituye una relacidon favorable para

ambos organismos, por lo que se la denomina simbiosis.

1.2.4. Técnicas para la estimacion de la FBN

Para estimar la FBN se utilizan diferentes metodologias. La forma mas
directa y simple de medir la eficiencia de fijacion es la comparacion de la
produccion de materia seca de la parte aérea de plantas inoculadas y no
inoculadas en un medio libre de nitrogeno (Neira, 1995), debido a que el
rendimiento de materia seca de la leguminosa se correlaciona

positivamente con la cantidad de nitrégeno derivado de la atmdsfera.

Otro método utilizado para medir la FBN es la técnica de reduccion
del acetileno, que permite cuantificar la actividad nitrogenasa. Esta
enzima ademas de reducir N, a NH;, puede reducir otros sustratos con
triple enlace como el acetileno (C;H;) a etileno (C;H4). Ambos gases pueden
ser detectados y cuantificados por cromatografia 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 utilizacion de isétopos
de nitrégeno. EL nitrégeno tiene 6 isotopos, de los cuales el N y ™N son
estables y los restantes radiactivos. El isotopo '°N es usado como trazador
isotdpico ya que presenta minimas diferencias en las propiedades
fisicoquimicas con respecto al isdtopo '“N como consecuencia de la

diferencia de masa molecular. En la atmosfera la cantidad de N es de



0,3663 atomos por 100 del total de N, lo que hace un 99,634 % para el
isdtopo "N (Hardarson y Danso, 1990). Esta relacién hace posible el uso de

materiales enriquecidos en "N en algunos estudios.

Entre las técnicas isotopicas se encuentran métodos basados en la
dilucién isotépica de N y en la abundancia natural de "N. La dilucién
isotopica permite evaluar las diferentes fuentes de nitrégeno de la planta e
implica el crecimiento de una planta fijadora de N, y no fijadora en un
suelo o sustrato enriquecido con '°N. La dosis aplicada debe ser minima
para no afectar el proceso de fijacion de nitrogeno, que es lo que se quiere
medir. El enriquecimiento en "N de las plantas fijadoras es diluido por el
N fijado. El grado de disminucion de "N es un indicador de la cantidad de
nitrégeno fijado. Para esto es necesario una planta de referencia no
fijadora, que es totalmente dependiente del nitrégeno del suelo para su
crecimiento. Una consideracion metodoldgica a tener en cuenta es que la
exploracion radicular sea similar en ambas, es decir deben obtener
nitrégeno de la misma zona del suelo. El error mas frecuente en la
estimacion de FBN ocurre cuando la planta referencia y la leguminosa
difieren en la composicion isotdpica del nitrogeno absorbido del suelo
(Danso et al., 1992).

El método de abundancia natural tiene el mismo principio que la
técnica de dilucion isotopica, pero no se agrega una fuente enriquecida en
>N. Esta técnica se basa en las pequefias diferencias de abundancia natural
de "°N presente en la mayoria de los suelos, respecto al N, atmosférico. Es
decir, la mayoria de los suelos son ligeramente enriquecidos en '°N
(Ledgard y Steele, 1992) debido a procesos fisicos quimicos y bioldgicos. En
la medida que el ™N acumulado en el suelo es diluido por el nitrégeno

fijado se puede estimar la fijacion de nitréogeno (Danso et al., 1992).



El espectrometro de masa es uno de los equipos utilizados para
determinar el N y "N. Los métodos basados en determinar isétopos del N
tienen la ventaja de que pueden estimar las contribuciones individuales del
nitrogeno del suelo, fertilizante y la FBN, ademas de proveer una medida
integrada de la cantidad de nitrogeno fijado acumulado por el cultivo
durante toda la estacion de crecimiento. También son (tiles para evaluar
efectos tales como el nitrogeno 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 produccion de leche y carne desde
hace siglos (Russelle, 2001). Estas plantas juegan un rol clave en el
ecosistema porque aumentan el contenido de nitrogeno del suelo a través
de la FBN en simbiosis con bacterias de los géneros Rhizobium,
Sinorhizobium,  Mesorhizobium,  Bradyrhizobium,  Azorhizobium vy
Allorhizobium. Asimismo, cuando se manejan adecuadamente las
leguminosas son fuentes de proteinas, minerales (Mg?* y Ca®'), fibras vy

energia (Carambula, 2003).

Ademas del alto valor nutritivo, las leguminosas forrajeras
contribuyen a la sostenibilidad de la rotacion, reducen la erosion y
requerimientos de fertilizacion, mejoran la estructura del suelo vy
aumentan la materia organica incrementando la rentabilidad agricola
(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).



Las leguminosas pertenecen a la familia Fabaceae que a su vez se
divide en tres subfamilias Caesalpinoideas, Mimosoideas y Papilonoideas. E|
género Lotus, de origen mediterraneo, pertenece a la subfamilia
Papilonoideae e incluye mas de 180 especies. Son plantas herbaceas que
pueden ser anuales o perennes y estan 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
seleccion y tienen un importante valor agronomico a nivel mundial (Diaz et
al., 2005). Estas leguminosas presentan buena adaptacion a suelos con baja
disponibilidad de fosforo, taninos que impiden la ocurrencia de meteorismo
(Rebuffo et al., 2007) y alto aporte de proteina que se genera basicamente

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

El cultivar tetraploide ‘Grasslands Maku’ de L. uliginosus, originario
de Nueva Zelanda, es el mas usado en Uruguay, aiun cuando se han
evaluado otros cultivares diploides (Hernandez et al., 2005), debido, entre
otras caracteristicas, al alto valor proteico y produccién forrajera, asi como
a la capacidad de desarrollarse en suelos acidos y de soportar anegamiento
(Diaz et al., 2005).

En general los lotus establecen simbiosis especificas con rizobios
pertenecientes a los géneros Mesorhizobium y Bradyrhizobium (Jordan,
1982; Pankhurst et al., 1986). L. corniculatus y L. tenuis son nodulados
tipicamente 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 mas cultivadas en

Uruguay son el trébol rojo y el trébol blanco. Estas leguminosas y las cepas



usadas como inoculantes son introducidas en nuestro pais. El trébol rojo es
originario de Asia menor y el Sudeste Europeo, mientras que trébol blanco
tiene origen en Norte de Africa y Europa. Ambos tréboles tienen buena
capacidad para fijar nitrogeno 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 Microbiologia de suelo del Ministerio de Ganaderia
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 implantacién de mayor
severidad en campos sin historia de inoculacion. Las especies utilizadas
tienen dificultad para lograr la nodulacion y fijacion exitosa en
determinados suelos debido, bien a la ausencia de rizobios especificos, o a
la presencia de cepas nativas que nodulan a Trifolium polymorfum (trébol
de campo o polimorfo). Estas cepas son parasitas en los tréboles cultivados
y compiten por la ocupaciéon de nodulos con el inoculante comercial (Dutto,
2002).

El trébol blanco es el que tiene mayor problema de implantacion en
Uruguay. Una de las causas es el tamano pequeno de su semilla, que
dificulta llegar al nimero adecuado de rizobios del inoculante en la
superficie de la semilla (Dutto, 2002), lo que tiene consecuencias en la

implantacion. AUn cuando el trébol rojo tiene un comportamiento
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simbidtico similar al trébol blanco, los problemas de nodulacion suelen ser
menores, debido al mayor tamafno de semilla (Dutto, 2002).

El cultivo de las leguminosas forrajeras se ha visto afectado a
consecuencia de la expansion del area agricola, que genera un
desplazamiento a suelos menos productivos y con mayores limitaciones.
Ademas, para esos suelos es necesario contar con diferentes cepas que
puedan ser usadas como inoculantes eficientes que ayuden a la

implantacion del cultivo.

Por otra parte, la temperatura es un factor determinante de la
nodulacion, en este sentido el trébol se siembra en Uruguay en los meses
de marzo a mayo. Si se siembra sobre el final del periodo, considerando a
esto una siembra tardia, la temperatura determina problemas de
implantacion. En el laboratorio de Bioquimica se realizé un ensayo de
nodulacion 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 nodulacion. La inhibicion de la
nodulacion en trébol blanco fue clara cuando la temperatura fue igual o

inferior a 15 °C (Patricio Gobmez 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 composiciébn genética de los
microorganismos en el ambiente o habitat donde se encuentran y su rol
ecoldgico o funcional dentro del ecosistema (Schinner, 1996; Hunter-
Cevera, 1998).

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

numero de especies, y la abundancia relativa de éstas o distribucion de los
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individuos entre esas especies (Begon et al., 2006). Para esto se usan
diferentes indices con el fin de caracterizar a las comunidades bacterianas
del suelo. Uno de ellos es el indice de diversidad de Simpson (D), que se
calcula a partir de la proporcion de individuos de cada especie i que
contribuyen al total de la muestra (Begon et al., 2006). El indice de
diversidad D viene dado por:

D=1/3p;*

donde p; es la proporcion de individuos de la especie i

El valor del indice D depende de la riqueza de especie y de la
distribucion de individuos entre las especies (equitatividad). Para una
rigueza dada, D aumenta con la equitatividad y para una equitatividad

dada, D aumenta con la riqueza.

Otro indice ampliamente usado en estudios de diversidad es el indice
de Shannon-Weaver (H) (Coutinho et al., 1999; Palmer y Young, 2000), que

viene dado por:

H=- 2 pi(ln (pi))
donde p; es la proporcion de individuos de la especie i.

El indice 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 indices de diversidad son ampliamente usados en varios
estudios, se han encontrado ciertas limitaciones: en el caso particular del
indice Simpson se considera que es dificil de interpretar debido a que
representa una medida combinada de riqueza y dominancia. Ademas 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
tipificacion tienen diferente poder discriminatorio, lo cual influye en el
numero y el tipo de cepas identificadas y por lo tanto se debe tener
precaucion dado que no todos los estudios son realmente comparables
(Mclnnes 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 afnos, para
clasificar a los rizobios se consideraba la leguminosa que nodulaban, el
tiempo de generacion, la utilizacion de distintos compuestos carbonados y
la acidificacion o alcalinizacion del medio. Asi se establecieron dos grupos:
los rizobios de crecimiento rapido (Rhizobium) y de crecimiento lento
(Bradyrhizobium) (Monza et al., 1992; Irisarri et al., 1996).

Para la identificacion de cepas de rizobios se usaron diferentes
aproximaciones como la producciéon de melanina un pigmento de color
marron-negro (Cubo et al., 1988). Con esta estrategia Rodriguez 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 lipopolisacaridos (LPS) como para la identificacion
de Bradyrhizobium aislados de Lotus subbiflorus (Santamaria et al., 1999).
Sin embargo los perfiles de LPS tienen una limitacion ya que los patrones
dependen de enzimas biosintéticas, y no hay prueba de correlacidon entre

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

Otra técnica ampliamente usada para identificar cepas de rizobios ha
sido la resistencia a antibioticos (Turco et al., 1986; Ramirez et al., 1998;
Alexandre et al., 2006). Esta metodologia tiene limitaciones debido a que

los genes de resistencia a antibioticos en algunas poblaciones estan

13



codificados en plasmidos que pueden ser facilmente transferidos o
perdidos. También se utilizaron métodos serologicos, rapidos y Utiles para
la identificacion de algunas bacterias. Aunque este tipo de analisis tiene la
limitacion de que algunos aislados presentan reacciones cruzadas (Thies et
al., 2001).

El perfil de plasmidos y de proteinas totales también han ido usados
con el fin de identificar cepas (Monza et al., 1992; Irisarri et al., 1996). Los
plasmidos estan presentes en tamanos y nUmeros variables y proporcionan
una base para la caracterizacion de una cepa (Monza et al., 1992; Corich et
al., 2001). Sin embargo el analisis de diversidad segin el perfil de
plasmidos debe ser tomado con precaucion ya que en Rhizobium
leguminosarum los plasmidos 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 proteinas totales (Monza
et al., 1992; Zahran et al., 1994). Pereira et al. (2006) utilizaron esta
técnica para evaluar una poblacion de Rhizobium leguminusarum biovar
viceae en presencia de metales pesados. Por otra parte, el perfil de
proteinas totales tiene poca capacidad de discriminar entre aislados
relacionados (Thies et al., 2001) porque varia con el estado de desarrollo

del cultivo, y sélo da informacion 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 identificacion precisa de cepas
como las que derivan de las dificultades para su aplicacion a muchas

muestras, Como es necesario en ensayos de campo.

Otra forma de estimar la diversidad de los rizobios es mediante la
generacion de patrones gendmicos obtenidos con primers especificos
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 tipificacion (Castro y Ferreira, 2006).

Algunos de los elementos repetidos en el genoma que se han
empleado para la tipificacion de bacterias son los elementos repetitivos
extragénicos palindromicos, 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 nddulos de Lotus uliginosus (Batista et al.,
en prensa), de Mesorhizobium sp. aislados de L. corniculatus (Sotelo et al.,
2011; Agius et al., 1997), asi como de aislados de R. leguminosarum
obtenidos de nédulos de Trifolium pratense (Hernandez, 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 al., 2007; Batista et al., 2007; Pinto et al., 2007).

Para realizar estudios filogenéticos se utilizan frecuentemente como
marcador molecular los genes 165 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 pequena del ribosoma, es un buen marcador
molecular para construir filogenias de linajes a nivel de dominio, division, y
género. En algunos casos usando este gen se puede llegar a determinar
especie. Sin embargo, dada la alta conservacion de éste, a veces no es
posible la determinacion a nivel de especie (Lloret y Martinez-Romero,
2005).

15



Una alternativa para buscar informacion filogenética y taxonémica es
al analisis del patrén de restriccion del amplificado del gen 16S ARN
conocida como amplifield ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA). El
analisis de los patrones generados con esta técnica puede ser utilizado para
estudios de identificacion taxondmica 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 nucleotidica 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, glnll, 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 simbidticos como nifH y los
genes del operon 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). Ademas, la filogenia establecida con los genes nod
ha permitido poner en evidencia la coevolucion 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 proteinas, han sido propuestos
como marcadores filogenéticos para distinguir especies cercanamente
relacionadas (Stackebrandt et al., 2002). Estos genes tienen una tasa de
evolucion mas rapida que el gen 16S ARNr, pero son lo suficientemente
conservados para mantener la informacion genética. De esta forma, los
arboles filogenéticos construidos a partir de las secuencias de estos genes
pueden concatenarse para el analisis, de manera que la senal filogenética
se potencia mediante clados fuertemente apoyados (Vinuesa et al., 2005).
Por esta razon, el analisis combinado de varios genes housekeeping
multilocus sequence analysis (MLSA) se usa para dilucidar relaciones
taxondmicas entre especies (Christensen et al., 2004; Rivas et al., 2009).
Igualmente el uso de MLSA esta limitado por la disponibilidad de secuencias

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

Debido a las restricciones de las técnicas individuales, la taxonomia
de rizobios se basa en una aproximacion polifasica (Vandamme et al., 1996)
es decir con la integracion de informacién fenotipica, genotipica y

filogenética.

1.4.2. Condiciones del suelo que afectan la diversidad de rizobios

La diversidad de rizobios se ve afectada por diferentes factores
edaficos que influyen tanto en el numero 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 frio 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 10° C,
pero toleran hasta 4° C (Graham, 1992).
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El pH del suelo también afecta la diversidad de rizobios. Mientras el
nimero de rizobios en suelos neutros puede alcanzar 10° UFC.g™', en suelos
moderadamente acidos usualmente no excede las 10> UFC.g”" (Brockwell et
al., 1991). En general, los rizobios de crecimiento lento Bradyrhizobium
son mas tolerantes a la acidez que los rizobios de rapido 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 suelo en suelos de pH alcalinos, pero sélo 37 UFC.g" en
suelos con pH<6. Aunque S. meliloti parece mas 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 infeccion (Hungria y
Vargas, 2000). En muchos de nuestros suelos la alfalfa presenta problemas
de implantacion a pH inferiores a 5,5, ocasionando ademas mermas de

rendimiento y menor persistencia (Morén, 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 difusion y concentracion
de nutrientes en el suelo. Los rizobios tienen un amplio rango de tolerancia
al estrés hidrico, independientemente del criterio taxondmico y relaciones
filogenéticas usadas (Sadowsky, 2005). De todas formas Bushby y Marshall
(1977) propusieron que los rizobios de Bradyrhizobium sp. tolera mas el
estrés hidrico 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
numero de rizobio pero la riqueza de cepas no se vio afectada (Laguerre et
al., 2006).

El aumento de la concentracién de sal tiene efectos perjudiciales
sobre las poblaciones microbianas del suelo debido al estrés osmotico e
idnico que esta genera. Si bien en Uruguay no hay suelos salinos, en otras
regiones la concentracion 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 Rio Salado (Argentina) fue menor en suelos

salinos y alcalinos que en suelos con condiciones menos estresantes.

También las practicas de manejo del suelo afectan la diversidad de
rizobios debido a que se crean ambientes altamente selectivos y
homogéneos (Martinez-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 Gltimo sistema. Este
resultado puede deberse a que el sistema de no laboreo es mas 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 (Hungria y Vargas, 2000).
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1.5. COMPETENCIA DE LAS CEPAS POR LA OCUPACION DE NODULOS

La competencia por la nodulacion es un caracter cuantitativo,
determinado por la capacidad de una cepa de rizobio de ocupar los nodulos
de la leguminosa huésped, en presencia de otras cepas del suelo (Dowling y
Broughton, 1986). La competencia es un fenomeno complejo que depende
de parametros del suelo y de caracteristicas 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 inoculacion 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 nodulos.
Esto puede tener consecuencias negativas, cuando esas asociaciones
simbioticas no son eficientes fijando nitrogeno (Denton et al., 2002), e
incluso se pueden establecer relaciones parasitas. En trébol rojo y trébol
blanco ocurre una situacion de este tipo en suelos donde hay cepas nativas
que nodulan trébol polimorfo, y son parasitas en trébol rojo y trébol blanco
(Dutto, 2002).

Ha sido dificil evaluar la competencia a campo entre cepas nativas e
inoculantes porque esto implica contar con técnicas precisas para
identificar un alto nUmero 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

deteccion de acidos nucleicos para su uso en la ecologia de rizobios.
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1.5.1. rep-PCR para evaluar la competitividad

La evaluacion 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 Utiles para estudios de
diversidad como también para identificar cepas usadas como in6culo, dado
que cada cepa posee un perfil caracteristico (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 til para el control de calidad de inoculantes y para la
caracterizacion preliminar de una coleccion de rizobios. Esta misma
metodologia 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 variacion genotipica 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 segun la region geografica, hubo un perfil altamente frecuente
sugiriendo que estos aislados con igual perfil estaban mejor adaptados a las
condiciones locales y por lo tanto fueron mas 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 B-glucoronidasa (GUS),

que escinde sustratos de tipo glucurénidos como XglcA (5-bromo-6-cloro-3-
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indolyl-B-D-glucuronide) con liberacion de un producto de color azul, a

través del cual se visualiza (Figura 3).

plasmido PCAM131

X OriT  PnifH gusA  trpA Sm/Sp Tnp

S —

Genoma de Rizobium leguminosarum l MTn5SSgusA31l
C D

Rizobium leguminosarum bwv trifolii::gusA

Figura 2. Esquema de la conjugacion biparental. (A) rizobio receptor, en nuestro
caso Rhizobium leguminosarum bv trifolii y (B) cepa donadora, en nuestro caso E.
coli S17-1 A-pir portadora del plasmido PCAM131. (C) insercidon del transposon en
el genoma del receptor (D) Placa con los transconjugantes seleccionados en medio

con antibioticos.

El uso de genes delatores requiere, en primer lugar, insertar en el
cromosoma bacteriano un transposon (Figura 2) que contiene el gen en
cuestion, 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 nodulos, 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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Cl o-glucuranic OH
Br acid g-glucuranidase B \

N,

MH MH

Yol + glucuronic
acid
Cl oxidation
dimerizatian

5. 5'-dibromo-4, 4'-dichlaro-indigo
insoluble, colored)

Figura 3. Reaccion catalizada por la B-glucoronidasa. El X-Gluc (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-B-D-glucurdnico) es escindido por la enzima R-glucoronidasa para
producir acido glucurdnico 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 agricola 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 nédulos en el sistema de
raices (Sessitsch et al., 1998). Esta metodologia es sencilla dado que los
nodulos se tinen, lo que no hace necesario el aislamiento de bacterias
desde nddulos ni la extraccion y amplificacion de ADN, procedimientos a
seguir cuando se usan las técnicas de tipificacion 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 si 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 marcoé con PnifH-gusA a 2

aislados de campo que dominaron la ocupacion de nédulos

1.6. INOCULANTES RIZOBIANOS PARA FORRAJERAS

Uno de los objetivos del estudio de poblaciones de rizobios nativos -
naturalizados en distintos suelos y localizaciones geograficas es la
posibilidad que entre ellos se puedan seleccionar cepas para usarse como
inoculantes. En la produccion de inoculantes la seleccion de cepas es el
comienzo del proceso y cuanto mayor es la diversidad de éstas mayor es la
base sobre la que se realizara la seleccidn. Los principales criterios que se
contemplan en la seleccion de cepas son la efectividad e infectividad,
evaluadas en una secuencia que va desde condiciones controladas

(laboratorio e invernaculo) al campo.

Asi, la inoculacion es una tecnologia desarrollada con el fin de
incorporar rizobios altamente infectivos y eficientes en las leguminosas de
interés agronomico. Los inoculantes rizobianos son formulaciones
comerciales, con microorganismos vivos, para aplicarse a la semilla o al
suelo durante la siembra. Las cepas mas eficientes seran aquellas que
ocupen la mayor cantidad de nédulos medianos y grandes, ubicados en raiz
principal, lo que favorece una rapida y prolongada fijacion. Esto es
acompanado por una mayor produccion de materia seca. Los rizobios menos
eficientes inducen nddulos mas pequenos, de coloracion verde. De esta

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

desarrollo de una agricultura sustentable.

Como se menciond anteriomente, la principal caracteristica de una
cepa para ser usada como inoculante es ser capaz de producir nédulos y
fijar N en una determinada leguminosa. Pero para llegar a esto debe
competir con la poblacion de rizobios presentes en el suelo. Ademas, el
inoculante también debe formar nodulos y fijar N, en presencia del
nitrégeno 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 bioticos y
abioticos, mantener estabilidad genética y ser compatible con agroquimicos
(Stephens y Rask, 2000; Herridge, 2007).

Un inoculante debe proveer abundante nimero de rizobios por gramo
de producto. En Uruguay, la exigencia establecida por el MGAP es de 2x10°
rizobios por gramo de producto en el momento de la elaboraciéon y de 1 x

10° rizobios por gramo de producto al vencimiento, a los 6 meses.

En los Gltimos afos la expansion del area agricola 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 implantacion, produccion vy
duracion de las praderas en este nuevo escenario. Mas alla de esta
situacion, se ha registrado una disminucién de la materia seca de las
pasturas de trébol en diferentes zonas de Uruguay, después del segundo

ano de sembradas (Rodriguez Blanco et al., 2010).
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A su vez, se viene dando un abandono progresivo de los agricultores
de la practica 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 inoculacion en trébol blanco, trébol rojo y lotus
en las siembras asociadas de la region agricola y en el marco del Proyecto
Ampliacién 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 practica que se asumia como adoptada
por la totalidad de los productores (Labandera, 2007). Por esto se hace
necesario profundizar en el conocimiento de la interrelacion entre las
especies introducidas y el ambiente donde se siembran y generar
informacion 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 relacion 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 publicacion incluida en el Anexo.
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1.7. OBJETIVOS

Objetivo general

En este trabajo se presentan dos abordajes con un objetivo comun: 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 especificos
1. Determinar la eficiencia simbiotica y competitividad de las cepas
seleccionadas para ser usadas como inoculantes de trébol rojo en
campo
2. Evaluar cepas nativas seleccionadas segun la competitividad frente a
rizobios que nodulan tréboles presentes en diferentes suelos.
3. Analizar el efecto del nitrégeno 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 METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL

Se us6 como hospedero Trifolium pratense L. cv Estanzuela 116

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

2.2. BACTERIAS

2.2.1. Rizobios

Se partié de una coleccién de rizobios aislados de nédulos 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
realizd 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
region, tuvo diferente historia de manejo, Cangué (Norte) sin historia
previa de inoculacion, San Pedro y La Estanzuela (Sur) con historia de
inoculacion (Cuadro 1). Los 80 aislados de rizobios evaluados se obtuvieron
de nodulos conservados en solucion salina (NaCl 5 % en agua p/v) y glicerol
7% (v/v) a-80°C.

Como referencia, para todos los ensayos se usdé 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 Coleccion Nacional de Cepas
de Rizobios del MGAP figura con el numero 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 denominara U204.
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Cuadro 1. Informacion de los sitios de colecta donde fueron aislados rizobios de

trébol rojo.
Caracteristicas del suelo
Sitios de Historia AWC* Numero
colecta del (mm) de
predio aislados
pH %C P Bray
agua organico (ugg"')
Cangué- Norte Sin 56+16 6,1 1,96 7,5 38
32° 34'S Inocular
58° 40' W
San Pedro-Sur Inoculado 85425 6,7 2,35 2,4 22
34°20°42 S
57°46°50,9" W
Estanzuela- Sur Inoculado 85+24 6,0 2,0 21,5 20
34° 20 47,7 S
57°72'62,3° W

*AWC: contenido de agua en el suelo (mm). Promedio + desviacion estandar del 1
de enero al 31 de mayo del 2006 estimado por periodos de 10 dias (GRAS, 2006).

2.2.2. Escherichia coli

La cepa S17-1 A-pir de E. coli, que contiene el plasmido PCAM131 que
tiene resistencia a ampicilina y es portador del transposon mTn5SSgusA31,
se usd6 como donadora en la conjugacion bipararental con el rizobio
receptor. En esta construccion (Wilson et al., 1995) el gen gusA esta bajo el
control del promotor inducible PnifH, tiene fusionado el terminador
transcripcional trpA y lleva un casete de resistencia a estreptomicina y

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

e
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Figura 4. Esquema del transposon mTn5SSgusA31. El transposon 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 °C en glicerol 20 % y 50 ug/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 °C. Se us6 medio solido para verificar la pureza de los

cultivos a través del aspecto de las colonias y liquido, con agitacion

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

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

80 °C para su conservacion a largo plazo y a -20 °C para su uso de rutina.

Cuadro 2. Medio YEM (Vincent, 1970)

Compuesto Cantidad
K,HPO, 0,5¢g
NaCl 0,1¢g
Manitol 5¢
Extracto de levadura 1¢g

Agua 1.000 mL
Agar 1,5¢/L
pH 6,8-7,0

2.3.2. Escherichia coli

E. coli se crecio a 37 °C en medio Luria Bertami

(LB), cuya

composicion (Miller, 1972) figura en el Cuadro 3. Cuando se us6 medio

liquido se hizo en agitacion orbital de 140 rpm.

Cuadro 3. Medio LB (Miller, 1972)

Compuesto Cantidad
Triptona 10¢g
Extracto de levadura 5¢g

NaCl 5¢g

Agua 1.000 mL
Agar 15g/L
pH 6,8-7,0
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2.4. BIODIVERSIDAD DE LOS AISLADOS

2.4.1 Aislamiento del ADN genémico

EL ADN de los aislados se obtuvo a partir de lisado celular segun Rivas
et al. (2001) con modificaciones. Se centrifugdé 1 mL de cultivo a 13.000
rpm durante 2 min, el precipitado se resuspendié en 100 pL de NaOH 0,05
M, se incubd 4 min a 100 °C y se transfirié a hielo 2 min. Se agreg6 500 pl
de agua MiliQ estéril, se centrifugd a 13.000 rpm durante 2 min y 100 pl del

sobrenadante y se conservo a -20 °C.

2.4.2. Generacion y analisis de perfiles ERIC-PCR

Para amplificar el ADN gendmico se usaron los cebadores ERIC (de
Bruijn, 1992):

ERIC1 (5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) y
ERIC2 (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’).

La amplificacién por PCR se realizdo segun Agius et al. (1997). La
reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pl compuestos
por: 5 uL de ADN gendmico, 2 ulL del cebador ERIC 1y ERIC 2 (10uM), 0,5 pL
de dNTPs (10mM), 0,4 uL de Tag ADN polimerasa, 2 uL de MgCl; (25 mM) y
2,5 uL de Buffer NH4SO4 (10 X). El programa de amplificacion utilizado fue:
1 ciclo de 5 min a 95 °C, 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1min a 52 °C, 6 min a
65 °C y 1 ciclo de 16 min a 65 °C.

Los productos de amplificacion generados se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1,2 % (p/v) con buffer TBE 0,5 X. La
corrida se llevd a cabo con voltaje constante (aprox. 10 V/cm) durante 2 h.
El ADN se carg6 a razon de 10 uL y 4 uL de buffer de carga por pocillo.

Como marcador de peso molecular se us6 el GeneRuler 1Kb Plus DNA
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Ladder Fermentas preparado segun las indicaciones del fabricante:
marcador de peso molecular 1 pL (0,5 pg), buffer de carga 1 pL y agua
desionizada 4 pL. EL ADN se tind por inmersion del gel en bromuro de etidio

600 pg/mL durante 20 min y se visualizo con transiluminador UV.

Para el analisis digital de la imagen de los productos amplificados y los
analisis estadisticos se empled el software Gelcompar version 4.2 (Maths
applied). El grado de diversidad genética entre los aislados se realizd

mediante el analisis de conglomerados (cluster analisis).

La similitud genética fue calculada con el coeficiente de Dice,
mientras que la clasificacion jerarquica de los aislados fue realizada con el
método de agrupamiento UPGMA. Se consideraron para el analisis las

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

Para el analisis de la diversidad se calculd el indice de Shannon (H)
como: H=25[(n;/n)ln(n;/n)] donde n; 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. Amplificacion de genes

El gen 16S ARNr se amplifico para realizar ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) y analisis 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 reaccion de PCR fue llevada a cabo segun Herrera Cervera et al.
(1999) en un volumen final de 25 pL compuesto por 5 yL de ADN genomico,
0,5 pL del iniciador 41f (10 uM), 0,5 pL de cebador 1488r (10 pM), 0,4 pL de
dNTPs (12.5 mM), 0,2 uL de Taqg ADN polimerasa, 1,5 L de MgCl; (20 mM) y
2,5 pL de Buffer NH4S04 (10 X). El programa de amplificacion utilizado fue:
1 ciclo de 5 min a 95 °C; 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 56 °C, 2 min a

72 °C y 1 ciclo de 10 min a 72 °C.

Para amplificar el gen atpD se usaron los siguientes cebadores (Gaunt
etal., 2001):

273..... 5’SCT GGG SCG YAT CMT GAACGT3’ y
771....... 5’GCC GAC ACT TCC GAA CCN GCC TG

La reaccion de PCR fue llevada a cabo segin Gaunt et al., (2001) en
un volumen final de 25 pL compuesto por 5 uL de ADN gendomico, 0.625 pL
del iniciador 273f (10 pM), 0.625 pL de cebador 771r (10 pM), 0,4 pL de
dNTPs (12.5 mM), 0,4 uL de Taqg ADN polimerasa (1 unidad), 1,5 pL de MgCl,
(20 mM) y 2,5 pL de Buffer NH4SO4 (10 X). El programa de amplificacion
utilizado fue: 1 ciclo de 5 min a 95 °C; 35 ciclos de 45 seg a 94 °C, 1 min a
50°C, 90 sega 72 °Cy 1 ciclode 4 mina 72 °C.

Para amplificar el gen nodC se usaron los siguientes cebadores

(Laguerre et al., 2001):

nodCF2..... 5 AYGTHGTYGAYGACGGCTC 3’ y
nodCl ....... .5’ CGYGACAGCCANTCKCTATTG 3’

La reaccion de PCR fue llevada a cabo segun Laguerre et al. (2001) en
un volumen final de 25 pL compuesto por 5 yL de ADN genomico, 0.625 pL
del iniciador nodCF2 (10 pM), 0.625 pL de cebador nodCl (10 pM), 0,5 pL de
dNTPs (10 mM), 0,4 puL de Taq ADN polimerasa (1 unidad), 1,5 yL de MgCl,
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(20 mM) y 2,5 pL de Buffer NH4S04 (10 X). El programa de amplificacion
utilizado fue: 1 ciclo de 2 min a 95 °C; 35 ciclos de 45 seg a 94 °C, 1 min a
55°C, 90sega72°Cy1ciclode 4 mina72 °C.

Los productos de amplificacion generados fueron separados como se
indica en 2.4.2. El ADN amplificado se cargd a razon de 2 uL y 2 uL de
buffer de carga por pocillo. El ADN se tind como se indica en 2.4.2. Los
productos amplificados fueron purificados con el kit QlAquick Gel,
extraction (Quiagen, Germantown, MD) y se secuenciaron en Macrogen Inc.

(Seoul, Korea).

2.4.4. ARDRA

El producto de amplificacion del gen 165 ARNr fue digerido con las
enzimas de restriccion Hinfl y Mspl, siguiendo las indicaciones del
fabricante. La reaccion fue llevada a cabo en un volumen final de 15 pL
compuesto por 10 pyL de ADN 16S RNA, 1,5 uL de Buffer 10 X, 0,5 puL de la
enzima de restriccion. La reaccion fue incubada a 37 °C durante 1 h. Los
productos de restriccion se separaron por electroforesis en geles de agarosa
al 3 % (p/v), con buffer TBE 0,5 X. La corrida se llevd a cabo con voltaje
constante (aprox. 5 V/cm) durante 3 h. El ADN se tind como se indica en
2.4.2. Segln el polimorfismo del tamano de los fragmentos de restriccion

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

2.5. EFICIENCIA SIMBIOTICA DE LOS AISLADOS

2.5.1 Preparacion del inoculo

Para los ensayos en condiciones controladas las cepas usadas como
inoculo crecieron en 30 mL de medio YEM como se indica en el apartado

2.3.1., hasta una DO4yy de aproximadamente 0,9, que corresponde a unas
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10® células/mL. El cultivo se centrifugd a 7.000 rpm 5 min, se lavé con agua
estéril y se volvio a centrifugar como se indicé. El precipitado se
resuspendio en el mismo volumen de agua estéril. Esta resuspension se uso

como fuente de inoculo.

2.5.2 Produccién de biomasa en macetas

Como sustrato para el lcreciemiento de las plantas se usé arena-
vermiculita. La arena se trato 8 h con una solucion de 50 mL HCl en 20 L
agua, y se lavo con agua corriente hasta alcanzar un pH superior 6,5. La
vermiculita se lavo con agua corriente durante 30 min. La mezcla arena-
vermiculita (1:1) se colocé en macetas de 350 mL y se esterilizdo en

autoclave a 121 °C durante 20 min.

Las semillas se trataron con alcohol 96 °GL 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 °C en camara hasta que la radicula se desarrollara
unos 2 mm. En ese estado se sembraron en macetas con arena vermiculita.
Las plantas crecieron en camara de crecimiento con un fotoperiodo 16/8 h
(luz/oscuridad), con una intensidad luminica de 200 pyE m?2-s' a 20/22 °C

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

La inoculacion se realizd a razén de 1 mL de inéculo por planta un dia
después de sembradas. Se regé cada 3 dias, alternando uno con agua
corriente y otro con solucion Hornum sin nitrogeno (Handberg y Stougaard,
1992).
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Para evaluar la produccion 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 evalud la eficiencia de una cepa
frecuuente en los suelos de la Estanzuela denominada |. Los ensayos se
realizaron en condiciones controladas y los cortes de la parte aérea se
hicieron a 45 y 78 dias después de la siembra. Para localizar las macetas en
la camara de crecimiento se realizd una aleatorizacion manual con los
tratamientos correspondientes a 10 cepas, con 5 repeticiones. Se incluyo
un control positivo (inoculante comercial) y control negativo (sin inocular y
sin nitrogeno). La variable peso seco de la parte aérea se evalud a través
del analisis de varianza (ANOVA) y para las comparaciones de medias se uso

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 Estacion Experimental INIA - La Estanzuela (ver
informacion de este sitio en Cuadro 4). El diseio 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
contaminacion. Cada experimento consté 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
incorporo la cepa |. Se incluyo un tratamiento en el que se aumento la dosis
comercial del inoculante X5. Los indculos, en soporte turba, los prepararon

las fabricas de inoculantes Lage y Cia. y CALISTER S.A.
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2.6.1. Determinacion 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
sistematica nodulos de dos zonas de la raiz, la zona superior (todos los
nodulos de la raiz principal) y la zona distal (nédulos de la raiz principal y
secundaria) que se conservaron a -20°C pervio a la desinfeccion. Se
consider6 zona superior hasta 5 cm por debajo de la corona (Figura 5). Para
cada tratamiento se analizaron un total de 25 nédulos de cada region de la

raiz.

Los nddulos 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 solucion 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 tomoé del macerado una muestra con el ansa y se sembrd en
estrias en placas de Petri con medio YEM. Las placas se incubaron a 27 °C
hasta aparicion de colonias. Para la identificacion de las cepas ocupadas se
usd ERIC.PCR. A partir de colonias aisladas se hicieron cultivos en medio
YEM liquido para aislar ADN (apartado 2.4.1.) y generar perfiles ERIC

(apartado 2.4.2.). A partir de estos perfiles se determiné la ocupacion de
\/ 4 Raiz principal
‘ superior

nodulos a campo.

Raices secundarias
inferiores

Figura 5. Sectores de la raiz definidos para realizar el muestreo de nodulos. Se

considerd zona superior hasta 5 cm del cuello.
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2.6.2. Produccion de forraje y numero de nodulos

La produccion de forraje del experimento 2 se determind durante 3
anos. Los cortes se realizaron mecanicamente y el forraje se sec6 a 60 °C

en estufa de aire forzado durante 3 dias.

Para cada tratamiento, se realizd un conteo de nodulos verdes y
rosados por plantula por sector de la raiz establecidas desde la distancia

del cuello de la raiz (Figura 5).

2.7. COMPETENCIA DE CEPAS EN DIFERENTES SUELOS

2.7.1. Colecta de suelos

De 3 regiones de interés agricola del Uruguay (cuadro 4) se colectaron
de cada region de muestreo, al azar, 15 cilindros de PVC de 14 cm de alto
por 7,5 cm de diametro (Figura 6). Se colecto entre el 10 y el 12 de abril de
2012 un total de 45 muestras. Los cilindros se enterraron y se removié la
tierra de alrededor para facilitar su extraccion, es decir el ensayo se

realiz6 con suelo inperturbado.

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

localizacion el tipo de suelo su historia.

Sitio de colecta Localizacion Tipo de suelo Uso de los suelos

La Estanzuela 34°19° S 'y Brunosol Rotacion agricola Ganadera
(Colonia) 57°43’ O eutrico tipico

Tambores 31°54’ S vy Litosol eutrico Campo natural sobre basalto
(Tacuarembo) 56°14’ O melanico profundo

Palo a Pique 33°14° S y Argisol Campo natural de lomadas
(Treintay Tres) 54°15’ O subeutrico
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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 cultivd en placa con medio LB sélido (Cuadro 3) Sp y Sm
durante 24 h a 37°C. El cultivo de donador, E. coli cepa S 17-1 A-pir (Wilson
et al., 1995) se rejuveneci6 por repique en el mismo medio y con los
antibioticos durante 6 h. Los antibioticos estreptomicina (Sm) vy
espectinomicina (Sp) se prepararon como soluciones 100 X en agua
destilada, se esterilizaron con filtros de 0,45 pym y se conservaron en
heladera a 4 °C. La nitrofurantoina, usada para eliminar E. coli, se preparo
en metanol. La concentracion final de los antibidticos en el medio se

detalla en el Cuadro 6.

Las cepas 317, | y U204 (receptoras) se crecieron en medio TY sélido
(Cuadro 5) durante 48 h. Las conjugaciones se realizaron en medio TY a
partir de una ansada de cada cultivo, que se sembr6 uno sobre otro
(receptor y donador) y se mezclo con el ansa. El co-cultivo se dejo 24 h a
28 °C y se resuspendio una ansada en 1 mL de suero fisioldgico, que se
agitd con vortex vigorosamente 1 min. A partir de esta suspension se
hicieron diluciones de 10" a 10 y se sembraron por triplicado 100 pL de

cada dilucion, en placas con medio YEM con Sm, Sp y nitrofurantoina
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(Cuadro 6). Como controles se usaron las cepas 317, | y U204 de Rhizobium
leguminosarum y la cepa S17-1 A-pir de E. coli que se sembraron en el
mismo medio. Los cultivos se incubaron a 27 °C hasta la aparicion de
colonias. Los transconjugantes se seleccionaron por la resistencia a

antibidticos en placas con medio YEM con antibioticos (Cuadro 6).

Cuadro 5. Medio TY (Beringer, 1974).

Compuesto cantidad
Triptona 5¢

Extracto de levadura 3g
CaCl,.2H,0 09¢

Agua 1000 mL
Agar 15¢g

pH 6,8-7,0

Cuadro 6. Concentracion final de antibioticos en el medio de cultivo.

Antibiotico Concentracion (pg/mL)
R. leguminosarum E. coli
Sulfato de estreptomicina (Sm) 200 50
Espectinomicina (Sp) 150 100
Nitrofurantoina 20

2.7.
3. Verificacion de la insercion gusA y cinética de nodulacion in vitro

Para verificar la expresion del gen gusA en simbiosis, asi como la
cinética de nodulacién de los transcojugantes respecto a los parentales, se
realizé 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 us6 una
camara de crecimiento con las mismas condiciones que se describen en el
apartado 2.5.2.

Cuadro 7. Medio Jensen (1942).

Compuesto Cantidad
CaHPO, 1¢g
K,HPO, 0,2¢g
MgSO4.7H20 0,2 g
NaCl 0,2¢g
FeCl; 0,1¢g
Agua 1000 mL
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La cinética de nodulacion fue evaluada a través de la aparicion del
primer nédulo en plantas inoculadas con las cepas parentales (U204, 317 e
I) respecto a plantas inoculadas con las cepas transconjugantes
(U204::gusA, 317::gusA e |::gusA).

Para el ensayo se uso un disefio 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 raices se separaron de las plantas, se lavaron con agua destilada
durante 15 min y se colocaron en un tubo tipo Falcon con una solucion 1
mM X-gluc (5-bromo-4-cloro-3indolil-B-D-glucurénido) en 50 mM de tampdn
fosfato sodico, pH 7,5 con 1 % de SDS (Wilson et al., 1995). Los tubos
abiertos se colocaron en una campana en la que se realizé vacio durante 3
min para que el sustrato se infiltre en el tejido. Los tubos se taparon y
permanecieron durante 16 h a 37 °C en oscuridad. Los nodulos ocupados

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

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

2.7.4.1. Preparacion de los inoculantes con cepas marcadas con gusA

La preparacion de los inoculantes de trébol en el laboratorio fue
realizada con la misma metodologia que la usada por la industria para la
elaboracion 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 dias a 27 °C. Cada cultivo se resuspendido en 10 mL de agua
estéril, y ese volumen se sembré en 300 mL de medio YEM y incub6 durante
5 dias a 27 °C en agitacion constante 140 rpm hasta que llegaron a una

DOggo de aproximadamente 0,9, que corresponde a unas 10° células - mL™".
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De ese cultivo se inyectaron 100 mL en bolsas con soporte de estabilizacion
en base de turba, estéril. Las bolsas, 2 por cada cepa, se incubaron 7 dias a
temperatura ambiente a 25°C y se las movido peridodicamente para

favorecer que se mezcle el indculo.

Con el fin de constatar que el inoculante estaba en la concentracion
deseada se realizo el recuento de placa de rizobios segin la metodologia
usada en el Laboratorio de Microbiologia del Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca del Uruguay (Labandera y Mayans, 2006). Para ello, se
tomaron 10 g de la formulacion y se mezclaron con 90 mL de agua estéril. A
partir de esta dilucion (10™") se hicieron diluciones seriadas hasta 107 y se
sembré 1 mL de esta dilucién, incorporada al medio YEM en placas de Petri.

A los 5 dias se realizé el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).

2.7.4.2 Inoculacion y siembra en cilindros de suelo

Con un clon de cada transconjugante se prepararon los inoculos en
turba estéril, seglin se describe en el apartado 2.7.4.1. La inoculacion se
realizd con la misma proporcion inoculante - semilla que la usada en el
campo: el inoculante en turba y el adherente a razén 800 mL cada 25 Kg.
de semilla. Las semillas peleteadas se dejaron secar y se sembraron a razon
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 dias después de sembradas en las mismas condiciones de luz,

temperatura y humedad indicadas en el apartado 2.5.2.

2.7.4.3 Ocupacion de los nodulos

Se levantaron 4 plantas de cada cilindro, se desagreg6 el suelo y las
raices noduladas se lavaron con abundante agua. Las raices se separaron de

las plantas y se tiferon como se indica en el apartado 2.7.3.
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Se us6 un experimento factorial dispuesto en un diseno
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, l::gusA y U204::gusA); con 9 tratamientos y 5

repeticiones para un total de 45 unidades experimentales.

La variable numero de noédulos ocupados por 317::gusA, l::gusA vy
U204::gusA sobre el total de nodulos, expresado como %, se evaluo a través
de analisis de varianza (ANOVA). Asi se determind la ocupacion de nodulos
con los diferentes inoculantes (317::gusA, l::gusA. y U204::gusA) en T.
pratense y la interaccion entre los factores suelo-cepa sobre la ocupacion

de nddulos. Para la comparacion de medias se uso el test de Tukey.

2.8. USO DEL "°N PARA ESTIMAR LA FBN

Para estimar la cantidad de N fijado por la simbiosis rizobio - trébol
rojo se utilizéd la técnica de dilucion isotopica-DI mediante enriquecimiento
de "N. Las muestras vegetales se secaron a 65 °C en una estufa de aire
forzado hasta peso constante y se molieron con mortero de agata hasta

alcanzar el tamano 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 empled suelo de Tambores (Cuadro 7), colectado como se
indica en el apartado 2.7.1. En 4 cilindros se sembro trébol rojo inoculado
con la cepa nativa 317 como se describe en el apartado 2.7.4.1.,
seleccionada por la alta eficiencia simbidtica en ese hospedero en
condiciones controladas. En otros 4 cilindros se sembré la leguminosa sin
inocular para estimar la fijacion por cepas nativas y 2 cilindros se dejaron
con raigras (Lolium perenne), usado como referencia para estimar el N
proveniente del suelo. Después de la emergencia de las plantas se aplico

una dosis Unica de sulfato de amonio NH4(SOs4); enriquecido al 10 % At"N,
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equivalente a 10 Kg de N - ha™' (Campillo et al., 2001). La dosis utilizada
reproduce un contenido de N en suelo de aproximadamente 0,7 mM, que no
inhibe la nodulacion ni el proceso de FBN. Las plantas fueron regadas 3

veces por semana con agua corriente.

Cuando las plantas estuvieron fisioldgicamente maduras, criterio
asumido por el engrosamiento de la corona a los 90 dias, se cosechd la
parte aérea, se seco y las hojas de cada cilindro se molieron por separado.
La concentracion de "N de la solucion de NH4(S04); se determiné utilizando
un analizador elemental Flash EA 112 acoplado a un espectrémetro de masa

DeltaPlus (Finnigan MAT, Bremen, Germany).

La estimacion de la proporcion de N derivado del aire (pNFa) por DI se

estimod segln Chalk (1985) de la siguiente manera:
pNFa = 1- (at%"N fijadora/at%'°N referencia)

donde la concentracidn isotopica se expresa como at%'°N. La planta de
referencia utilizada para la estimacion de pNFA fue raigras (Lolium

perenne) crecido sin leguminosas.

2.8.2. Efecto de la concentracion de nitrégeno 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 dia fueron inoculadas con la cepa nativa 317. El
suministro de agua fue semanal y se alternd con solucion nutritiva Hornum
(Handberg y Stougaard, 1992) libre de N. A los 8 dias post-emergencia se
raled a 4 plantas por maceta. Después de que las plantulas de trébol rojo
emergieron se hizo una Unica aplicacion de nitrégeno con concentraciones
0,7 mM, 1,2 mM, 1,7 mM, 3 mM y 4 mM en forma de NH4(SO4); enriquecido

al 10 % At N. La concentracion de "N de las soluciones de sulfato de
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amonio, se determinod utilizando un analizador elemental Flash EA 112
acoplado a un espectrometro de masa DeltaPlus (Finnigan MAT, Bremen,
Germany). El diseno experimental fue completamente aleatorizado, con 5
repeticiones y los tratamientos correspondieron a 5 dosis de nitrogeno

aplicadas.

Cuando las plantas estuvieron fisiologicamente maduras y aparecieron
las primeras flores (74 dias), se coseché de cada maceta la parte aérea,

incluidos los pimpollos, que se secaron y molieron.

A partir del NT y at%'°N de las muestras de trébol rojo se estimo la
fraccion de N de la planta que derivo del fertilizante (NDDF). A partir del

principio de dilucion isotopica, la estimacion de NDDF se calcula como:
NDDF= ("N 4.e. de TR/™N a.e fertilizante)*100

Si el aire atmosférico y el fertilizante fueron las Unicas fuentes de N
disponibles para la planta, la diferencia respecto al total NT dara la

proporcion N de la planta que provino del aire.

Si se considera ademas el rendimiento de NT en la muestra vegetal
por maceta, se puede determinar el rendimiento de N del fertilizante en el
vegetal y cual fue la utilizacion o recuperacion del N del fertilizante por el

cultivo, de la siguiente manera:
Rendimiento de N del fertilizante= N TR x $NDDF/100

%Utilizacion 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 DISCUSION

3.1. DIVERSIDAD DE RIZOBIOS QUE NODULAN TRIFOLIUM PRATENSE

El primer paso en la busqueda de un inoculante es establecer la
diversidad genética de las cepas, en este caso nativas-naturalizadas, dado
que constituyen la base para la seleccion. Para lograr éste proposito se
caracterizaron 80 aislados de rizobios obtenidos de nodulos 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 gendmico obtenido por
lisado, que se usé como molde en las reacciones de PCR con primers ERIC.
Asi 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 asumid por comparacion 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
gendémicos Unicos, de manera que la diversidad general se situdé en 48 %
(Figura 8). Esta diversidad genética de rizobios nativos - naturalizados
adaptados a los ambientes locales, da una ventaja para la seleccion de
inoculantes para mejorar la FBN. En este sentido, constituyen una fuente
sostenible de cepas que pueden ser usadas para desarrollar inoculantes
comerciales (Lindstrom 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), asi como
también podria 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 ano 1962 (MGAP, 2008), sélo 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 siguié un patron

diferencial por sitio de colecta.

U204T3
U204T3
U204T3
U204T1
U204T1
U204T1
U204T1
U204T12
u204T2
u204T2

Figura 7. Comparacion de perfiles ERIC. El ADN de la cepa U204 se amplificdé por
triplicado partiendo de diferentes extracciones en 3 termocicladores (T1, T2, T3).

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

Con el objetivo de evaluar si la diversidad varia con la historia de
inoculacion del sitio se realizo el analisis de conglomerado por sitio de
colecta. El analisis de diversidad mostré el mayor indice de Shannon (2,627)
en los aislados provenientes de Cangué, sitio sin historia de inoculacion,
mientras que los provenientes de San Pedro y La Estanzuela, sitios con
historia de inoculacion, tuvieron indices menores (2,237 y 2,425
respectivamente). Asi, la mayor diversidad en valores absolutos fue
encontrada en Cangué, y debe ser considerada solo como indicador de
tendencias, dado que no se pudieron realizar analisis estadisticos para
comparar los indices 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, habia pasado un periodo de sequia 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).
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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, segln los valores del indice de Shannon, la falta de
agua en Cangué por el periodo indicado no se puede separar el efecto de la

inoculacion 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 sequia no se puede
determinar si la poblacion varid como consecuencia de ésta. En un estudio
de diversidad de aislados de Mesorhizobium sp. obtenidos de nodulos de
Lotus corniculatus, Sotelo et al. (2011) no encontraron diferencias
significativas en el indice 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
sequia, 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 periodo de sequia.
Del mismo modo Batista et al. (2013) usaron el indice 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 indice de Shannon (1,04) en la region que presenté mayor
porcentaje de aluminio en el suelo y menor pH, aunque el coeficiente de
correlacion entre el indice de diversidad y los valores de aluminio no fue
estadisticamente significativo. Por otra parte, Estrella et al. (2009)
observaron que la diversidad de simbiontes de Lotus tenuis en la cuenca
del Rio 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 edaficos. En este sentido Duodu et al.
(2007) analizaron la variacion de rizobios nativos que nodulan trébol rojo
en suelos del Norte de Escandinavia en diferentes estaciones del ano, para
lo que caracterizaron 431 aislados en otono y verano mediante ERIC-PCR.
Estos autores encontraron que la composicion 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 realizo en
una Unica estacion, otono, dado que el objetivo fue evaluar la diversidad
de rizobios en relacion a diferentes regimenes hidricos y condiciones de
inoculacion. Si la colecta se hubiera realizado en otra estacion con mayor
cantidad de horas luz y temperaturas contrastantes, los resultados podrian
haber sido diferentes debido a que los muestreos estacionales generan
informacion acerca de la variabilidad y dinamica 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 segun 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 nédulos de plantas trampa en
condiciones de campo. En esta tesis se usaron plantas trampa sembradas en
campo un ano antes de la colecta, y a partir de nodulos se aislaron los
rizobios. De esta forma pudimos haber seleccionado y caracterizado
poblaciones de rizobios mas competitivas y/o mejor adaptadas a las

condiciones edaficas locales.

3.2. DETERMINACION TAXONOMICA DE LOS AISLADOS

El gen 165 RNA es un buen marcador molecular porque esta 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 taxonomicos y filogenéticos a nivel de dominio, subdivision y
género, pero a nivel de especie no siempre es suficiente debido al alto
grado de conservacion que existe dentro organismos muy relacionados

(Lloret y Martinez-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 amplifico el gen 16S RNA de los 38 aislados con perfiles
diferentes. El producto de amplificacion se visualizd como una Unica banda
de unos 1.400 pb, tamano esperado para los genes 16S RNA de la mayoria
de los miembros de la familia Rhizobiaceae (Laguerre et al., 1994). Ese
amplificado se digirid con las endonucleasas Mspl y Hinfl, ampliamente
usadas en estudios taxondmicos de rizobios (Laguerre et al., 1994; Estrella
et al., 2009; Lorite et al., 2012). Todos los aislados y el inoculante
comercial presentaron el mismo patron de restriccion con cada enzima
(Figura 9). Resultados similares obtuvieron Laguerre et al. (1994) con 11
cepas de Rhizobium leguminosarum que presentaron un Unico patron de
restriccion con 9 endonucleasas diferentes, entre ellas Mspl y Hinfl, lo que
evidencia la homogenidad de las distintas biovariedades (trifolii, viceae,
phaseoli).
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Figura 9. ARDRA del gen 165 RNA generados con Mspl y Hinfl. Se muestran 8
perfiles de aislados de nddulos de trébol rojo y el del inoculante comercial,
senalado con una flecha. A la izquierda se indica (en pb) el tamano 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 secuencio el
gen 16S ARN de dos aislados (317 e I) y el de la cepa U204. El analisis de la
secuencia de 1.150 pb del gen 165 RNA permitié 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, | y la cepa U204.

Los genes con funciones conservadas, conocidos como genes
housekeeping, se wusan también para establecer aproximaciones
taxonomicas. Con este fin se analizd la secuencia del gen atpD de los
aislados 317 e | y el de la cepa U204. El analisis de las secuencias mostro
una identidad entre 97 % y 100 % con cepas del género Rhizobium sp. En
particular, la secuencia del gen atpD de la cepa U204 mostré 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 simbidticos y cromosomales, dado que las secuencias de
los genes cromosomales atpD y glnll tuvieron mayor similitud con especies
del biovar viceae. Por otra parte, la secuencia del gen atpD del aislado 317
no revelo el epiteto especifico, mientras que para el aislado | mostro un 97

% de similitud con R. leguminosarum bv. trifolii cepa WSM2304 (Cuadro 8).

Los genes simbioticos, codificados en plasmidos o integrados al
cromosoma, tienen utilidad taxondémica 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 comdn (Gomes-
Barcellos et al., 2007). Los genes de la nodulacion son usados para definir
biovariedades entre las especies de rizobios. Entre ellos, el gen nodC esta
involucrado en la sintesis de la estructura basica de los factores Nod, el

lipoquitin-oligosacarido (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 asi como
también incorporacién de acidos 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 simbidtico nodC de los aislados
317 e | y el de la cepa U204, evidencié una fuerte relacion con cepas de R.

leguminosarum biovar trifolii (Cuadro 8).

Cuadro 8. Comparacion 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 N° acceso
(NCBI)
317 16S RNAr | 1162 100 % R. leguminosarum bv. trifolii SRDI943 JIN585114.1
100 % R. leguminosarum bv. trifolii 3.22 JQ795192.1
| 16S RNAr | 1185 100 % R. leguminosarum bv. trifolii SE25a JF810503.1
100 % R. leguminosarum PVR3 AB608021.1
U204 16S RNAr | 1164 100 % R. leguminosarum bv. trifolii SRDI1943 JIN585114.1
100 % R. leguminosarum bv. trifolii 3.22 JQ795192.1
317 atpD 512 100 % R. leguminosarum CCBAU 65141 HM070198.1
99 % Rhizobium sp. CCBAU 83477 EU152337.1
| atpD 516 97 % R. leguminosarum bv. trifolii WSM2304 CP001191.1
97 % Rhizobium sp. RPVR32 GQ863523.1
U204 atpD 509 100 % R. leguminosarum bv. viciae BIHB 1167 JF759813.1
100 % R. leguminosarum bv. viciae BIHB 1164 JF759812.1
317 nodC 876 98 % R. leguminosarum bv. trifolii 3.22 JX122929.1
97 % R. leguminosarum bv. trifolii TT-7A HQ650579.1
| nodC 879 99 % R. leguminosarum bv. trifolii 3.22 JX122929.1
99 % R. leguminosarum bv. trifolii R200 HQ394246.1
U204 nodC 884 98 % R. leguminosarum bv. trifolii 3.22 JX122929.1
99 % R. leguminosarum bv. trifolii R200 HQ394246.1

3.3. EVALUACION DE AISLADOS SEGUN LA EFICIENCIA SIMBIOTICA

En la seleccion de cepas a ser usadas como inoculante el criterio
eficiencia simbidtica, es decir la capacidad de fijar nitrégeno en
determinado hospedero, es clave. Esta evaluacion se hace en invernaculo o
en camara de crecimiento con condiciones controladas, y la forma mas
directa y simple de determinar la eficiencia simbidtica es la produccion de
materia seca de la parte aérea de plantas inoculadas y no inoculadas, en un

medio libre de nitrogeno (Neira, 1995).
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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

Se evaluaron 9 aislados, 7 de Cangué, sitio sin historia de inoculacion, y 2
de La Estanzuela, sitio con historia de inoculacion. Entre los aislados se
selecciono el 317, porque en el segundo corte a los 78 dias de la siembra,
la biomasa de la parte aérea fue mayor a la obtenida cuando se usé 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 estadisticamente.
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Figura 10. Biomasa producida por la partéepgsérea de trébol rojo en simbiosis con
distintos rizobios. Se incluyé un control sin inocular y sin nitrégeno(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 dias 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 evaluacion de cepas se observo que la
seleccion en base a la eficiencia simbidtica no asegura el éxito de la
inoculacion en campo (Thies et al., 1992; Dowling y Broughton, 1986; Toro,
1996). La habilidad de una cepa para ocupar nodulos depende de su
competitividad y la competitividad del inoculante respecto a las cepas

nativas es una caracteristica a tener en cuenta en la seleccion. 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 nimero.

En esta tesis se evalud la competitividad, en condicion 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, constdo de tres
tratamientos: inoculacion con la cepa U204, inoculacion con el aislado 317
y sin inocular. Los nodulos se colectaron al azar de la zona superior de la
raiz principal (RP) y de la zona distal de raices secundarias (RS) a los 6 y 12
meses después de la siembra. Para determinar la ocupacion de los
inoculantes respecto a las cepas del suelo se analizaron para cada
tratamiento 50 nddulos tomados al azar de las dos zonas, 25 de la RP y 25
de la RS. La ocupacién de nodulos se determind 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 ocup6 el 36 % de los nédulos de la RP (Figura
11A y Figura 12) mientras que el aislado 317 ocupd el 72 % de los noédulos
(Figura 11B y Figura 12). En las RS el 16 % de los nodulos 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 climaticas (sequia 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
ocupo el 40 % de los nodulos de la RP (Figura 11A y Figura 14) mientras que
el aislado 317 ocup6 el 36 % (Figura 11B y Figura 14). En las raices
secundarias el 20 % de los nodulos estaban ocupados por el aislado 317,

mientras que no se encontraron nodulos 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
nodulos estaba ocupado por el aislado 317 (Figura 11B), y no se encontraron
nodulos 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 nodulos de

las RS raices (Figura 11A, B y Figura 17).

En el experimento 3 se analizo la ocupacién a los 6 meses, y la cepa
U204 no fue recuperada de ninguno de los nédulos de la RP, ni tampoco de
las RS, es decir todos los nddulos estaban ocupados por cepas nativas
(Figura 11A y Figura 18). Por otra parte, el aislado 317 fue recuperado de 2
nodulos, uno de la raiz principal y otro de la raices secundarias (Figura 11B
y Figura 19). Las diferencias en el grado de ocupacion de las cepas
inoculadas podria estar asociada a una menor densidad de cepas nativas
como consecuencia de la sequia 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
mostro una baja ocupacién de nodulos en 2 de los sitios, aunque en uno de
ellos en el primer ano ocupo el 39 % de los nddulos de T. alexandrinum. Los
autores explican la escasa ocupacion de nodulos por el inoculante debido a
baja sobrevivencia después de la siembra, inhabilidad para alcanzar la zona
infectiva de las raices, escasa adaptacion a los suelos alcalinos, y por una

pobre interaccion planta- rizobio (Denton et al., 2002).

En Islandia, Svenning et al. (2001) estudiaron la ocupacion de
nodulos 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 in6culo mixto, encontraron que la
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cepa 20-15 ocupd el 80-90 % de los nédulos 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

nodulos.

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 saprofitica 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, podrian deberse a factores estresantes que pueden causar una
presion selectiva generadora de variabilidad rizobiana. Ademas se ha
evidenciado transferencia horizontal de genes entre cepas de inoculantes e
indigenas (Batista et al., 2007) que podrian explicar la alta diversidad
genética encontrada. Camargo (2012), utilizando BOX-PCR para evaluar la
ocupacion de nddulos en campo, determind 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., ocup6 el 84 % de los nédulos. Esto demostréo que esa
cepa introducida es mas 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 Rodriguez 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 GTGs-PCR fingertprinting y por produccion de melanina. Los
experimentos de ocupacion de nodulos evidenciaron que la cepa efectiva
(T126) tuvo una alta habilidad competitiva en comparacion a la cepa no
efectiva (T70) cuando con ellas se co-inoculé trébol. Estos resultados
mostraron que las cepas efectivas fueron mas competitivas en la formacion
de nodulos que las cepas inefectivas. Por otra parte la cepa efectiva
compitié con el inoculante U204 por la formacion de nodulos en trébol rojo
y trébol blanco, pero la ocupacion dependio de la proporcion de co-in6culo
usado. Como se tratdé de un estudio en medio estéril, las conclusiones

pueden no aplicarse a los estudios a campo de la presente investigacion.
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Figura 12. Ocupacion de ndédulos de la raiz principal (experimento 1) a los 6 meses
post-siembra. El dendrograma se construyé 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 senala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco.
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Figura 13. Ocupacion de nodulos de las raices secundarias (experimento 1) a los 6
meses post-siembra. El dendrograma se construyé 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 senala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco.
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Figura 14. Ocupacion de nddulos de la raiz principal (experimento 2) a los 6 meses

post-siembra. El dendrograma se construyo 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 senala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco.
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Figura 15. Ocupacion de nddulos de las raices secundarias (experimento 2) a los 6
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Figura 16. Ocupacién de nodulos de la raiz principal (experimento 2) a los 12
meses post-siembra. El dendrograma se construyé 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 senala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco.
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Figura 17. Ocupacion de nodulos de las raices secundarias (experimento 2) a los 12
meses post-siembra. El dendrograma se construyd 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 sefala con una flecha, y la cepa 317 con un asterisco.
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Figura 18. Ocupacion de noédulos de raices primarias y secundarias (experimento 3)
a los 6 meses post-siembra. El dendrograma se construyd 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 sefala con una flecha.
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Figura 19. Ocupacion de nodulos de raices primarias y secundarias (experimento 3)
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3.5. EFICIENCIA SIMBIOTICA EN CAMPO

Otro de los parametros usados para evaluar la FBN es el nimero de
nodulos producido por las plantas. Para esto, se realizaron dos
experimentos en los que se determino, en diferentes zonas de las raices,
los nddulos inducidos a los 60 dias después de la siembra en plantas
inoculadas con el aislado 317, con la cepa U204 y sin inocular. En el
experimento 1, el nUmero de nddulos inducidos en plantas inoculadas con
la cepa U204 no se diferenci6 estadisticamente 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 numero de nddulos inducidos en plantas
inoculadas con la cepa U204, con la 317 y sin inocular (p-valor=0,595)
(Figura 20B). De esta forma, la proporcion de noddulos inducidos por cada
inoculante y por los rizobios nativos en las distintas zonas de la raiz fue la

misma (Figura 20).

En esta tesis se determind la ocupacion de nddulos de las cepas
inoculantes en dos zonas de la raiz (raiz principal superior y de las raices
secundarias inferiores), de tal forma que la proporcion de nodulos
analizados por ERIC-PCR en el apartado 3.4., corresponde
aproximadamente al 50 % de los nddulos totales presentes en la raiz
principal y superior (Figura 20). Es importante tener en cuenta que los
inoculantes ocupan mayormente la raiz principal y los primeros centimetros
de las laterales dado que el desplazamiento de los rizobios es limitado
(Fernandez-Canigia, 2003). Por estas razones consideramos justificadas las

zonas analizadas.

La eficiencia simbiotica en campo fue evaluada mediante el peso

seco de la parte aérea de los tratamientos inoculados con las cepas U204 y
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317, con dos dosis de inoculacion, la normal (X 1) y cinco veces mas (X 5).
El experimento 2 se mantuvo por 3 anos, durante los cuales se realizaron 8
cortes para determinar la eficiencia de los pares simbioticos 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).
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Figura 20, Nodulos inducidos en diferentes zonas de la raiz de Trifolium pratense

en campo. Los valores corresponden al promedio del niumero de noédulos 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
estandar. RPS:raiz principal superior, RSS:raices secundarias superiores, RPI: raiz

principal inferior, RSI: raices secundarias inferiores.
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Tampoco se determinaron diferencias en el rendimiento de forraje al
aumentar X5 la dosis de inoculacion. La igualdad en la produccion de
biomasa en todos los tratamientos posiblemente sea consecuencia de que
el nitrégeno combinado en el suelo suplio las necesidades de este
macroelemento para la etapa de crecimiento de la planta, o que las cepas
presentes en el suelo, fueron mas competitivas que los inoculantes,
nodulando (Figura 20) y aportarando suficiente nitrégeno para el desarrollo

de las plantas.
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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 inoculacion, la recomendada comercialmente (X 1) y cinco
veces mayor (X 5). Se incluyd un tratamiento sin inocular. Los valores
corresponden a la media del peso seco del forraje y las barras verticales al desvio
estandar. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos en ninguno de

los 2 experimentos (p>0,05).

3.6. OCUPACION DE NODULOS CON DIFERENTES DOSIS DE INOCULACION

La baja ocupacion de nodulos por un inoculante puede ser superada
con una practica que consiste en aumentar la dosis del inoculante

recomendada (Catroux et al., 2001). Esta practica es recomendada cuando
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las cepas nativas son muy competitivas o parasitas, practica con la que se
ha logrado aumentar el nimero de rizobios del inoculante por semilla, y

con ello la nodulacion (Dutto, 2002).

Para mejorar la ocupacion de nodulos por la cepa U204, el
inoculante comercial para trébol, se aumentd cinco veces la dosis de
inoculacion, y los ensayos se instalaron en INIA La Estanzuela. La ocupacion
de nddulos se siguiod a través del patron ERIC-PCR de 50 aislados de nodulos
de parcelas inoculadas y 50 aislados de nédulos 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 nddulos analizados a los 6 y 12
meses en las dos zonas de la raiz (RP y RS), ninguno estaba ocupado por el
inoculante comercial (Figuras 22 y 23). Mediante esta practica, también
conocida como “hiperinoculacion”, si bien se quintuplicé la concentracion
del inoculante comercial no se logro aumentar el namero de nddulos
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 estaria indicando que las cepas nativas fueron

eficientes.

El aumento de la dosis de inoculacion se usé en un semillero de
trébol blanco en el Departamento de Lavalleja, en presencia de cepas
parasitas quedando la planta amarilla y enana. En ese ensayo se evaluaron
3 niveles de inoculacion: alta media y baja, donde la media corresponde a
la dosis usada en la siembra por los productores. En este ensayo se observo
un marcado efecto sobre la implantacion y produccion de trébol blanco
como consecuencia del aumento de la dosis de inoculacion (Dutto, 2002).
Aumentando la dosis de inoculante en este ambiente se mejora la

colonizacion de cepas efectivas.
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Figura 22. Dendrograma construido con perfiles ERIC de aislados de nédulos a los 6
meses post-inoculacion de plantas inoculadas con una dosis X 5 y sin inocular. Se
usaron 100 aislados de raices primarias (RP) y secundarias (RS), 50 del tratamiento
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Figura 23. Dendrograma construido con perfiles ERIC de aislados de nodulos a los
12 meses post-inoculacion realizada con dosis X 5 y sin inocular. Se usaron 100
aislados de raices 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

sefala con una flecha.
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3.7. EVALUACION A CAMPO DE UNA CEPA EFICIENTE Y FRECUENTE EN
NODULOS DE TREBOL ROJO

En general, la seleccion de rizobios se realiza entre cepas con buena
eficiencia simbiotica obtenida en condiciones controladas, antes de evaluar
su persistencia y/o tolerancia en campo (Howieson et al., 2000). Con este
criterio se selecciond el aislado 317, como se vio en el apartado 3.3. Sin
embargo hay una aproximacion alternativa que consiste en ensayar las
capacidades simbioticas y competitivas de aislados nativos - naturalizados
que colonizan gran parte de los nodulos colectados en campo (Denton et
al., 2003).

Los experimentos en INIA La Estanzuela pusieron en evidencia que un
aislado, denominado |, ocup6 el 44 % de los nodulos del tratamiento no
inoculado (Figura 15) en el ensayo 2, lo que supone una competitividad
interesante. Por esto se evalud la eficiencia simbidtica 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 inoculd con la cepa U204 o con el aislado 317

0.49

(Figura 24). T.

0.37 A

peso seco (g/maceta)

0.12

B
0.00

317 u204 I sfinoc
cepas

Figura 24. Biomasa producida por la parte aérea de plantas de Trifolium pratense

en condiciones controladas. Se incluyd el aislado nativo 317, el inoculante
comercial cepa U204 y un control sin inocular y sin nitrégeno(s/inoc). La biomasa
se expresa como el peso seco por maceta al segundo corte (78 dias 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 | se realizd en INIA La Estanzuela,
con dos tratamientos, inoculado con | y sin inocular (ensayo 3). Los nodulos
se colectaron y analizaron procediendo como se indica en el apartado 3.4
de este capitulo. A los 6 meses de sembrado no se recupero el aislado | de
ninguno de los 50 nodulos analizados, 25 de RP y 25 de RS (Figura 25). Dado
que el ensayo se realizd en el mismo suelo donde fue colectado el aislado |,
y que se elabord en la industria con el mismo procedimiento y controles
que los usados para producir el inoculante comercial, los resultados podrian
explicarse por las condiciones climaticas. El ensayo 3 estuvo instalado en
un ambiente himedo normal durante 1 ailo pero fue posterior a una sequia.
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. Validaciéon 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 |, se marcaron las
cepas con el gen delator gusA a efecto de poder analizar de forma rapida
un nimero alto de nédulos. Como la insercion del transposon que contiene
el gen gusA ocurre al azar en el genoma del receptor, la misma puede
generar mutaciones por insercion que afecten genes requeridos para la
simbiosis (Sessitsch et al., 1997; Anyango et al., 1998). Por esto el uso de
estos mutantes requiere la evaluacion respecto a su parental en relacion a
la caracteristica a ser evaluada. En nuestro caso, una vez verificada la
insercion del transposon por seleccion en medio con antibidticos, se
evaluaron 10 clones de cada transconjugante, designados como U204::gusA,

317::gusA e l::gusA, en relacion al tiempo de aparicion del primer nédulo y
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numero de nddulos inducidos respecto a cada cepa salvaje, en condicion in

vi tgo. w0

0 80 100

19P20S

Figura 25. Ocupacion de nodulos en raices primarias y secundarias (experimento 3)
a los 6 meses post-siembra. El dendrograma se construyd a partir de 100 perfiles
ERIC, de los cuales 50 corresponden al tratamiento inoculado con el aislado |y 50

al tratamiento sin inocular. La cepa | se senala con una flecha.
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El tiempo de aparicion del primer nddulo fue a los 12 -14 dias

después de la inoculacion, tanto cuando se us6 como indculo U204::gusA,

317::gusA e l::gusA como cuando se usaron los respectivos parentales. No

se encontraron diferencias significativas en la induccion de nodulos 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 ocupacion de nodulos entre l::gusA e

317::gusA con sus parentales | e 317, con un p-valor 0,974 y 0,199

respectivamente (Figura 26 C, D, Ey F).

Numero de nédulos

O RO

TOREG

U204::qusA

y=0.048.t-0.54

y=0.045.t+0.25
| AN W W N N W N NN W
317::gusA

317

"~ y=0.069.t-1,43

10 20 20 40 50

Tiempo (dias)

y=0.069.t-0.66

Figura 26. Cinética de nodulacion de los transconjugantes y los parentales. Se

representa el niumero de nodulos en funcion del tiempo (dias) para los

transconjugantes (U204::gusA, l::gusA y 317::gusA) y sus respectivos parentales

(U204, 1 y 317). En cada caso se muestran los modelos de regresion lineal general

asumiendo una distribucion tipo Poisson.

Estos resultados indican que el patron de nodulacion de las cepas

marcadas no se afecté como consecuencia de la insercién del gen gusA, por
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lo que se usaron en los ensayos de competencia planteados en esta tesis.
Este material permitidé 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 l::gusA se prepararon inoculantes, para
lo que crecieron en YEM y el soporte turba se impregno con ese cultivo. A
los 7 dias, la concentracién final en turba de U204::gusA fue 5,9 x 10° ufc.g’
' la de 317::qusA 4,7 x 10° ufc.g™ y la de I::gusA 5,7 x 10° ufc.g™". De esta
forma con los transconjugantes en turba se logré la concentracion de
rizobios necesaria para su uso como inoculante segin lo establece la
normativa de control de calidad de inoculantes del Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca, que exige para la comercializacion de los mismos una
concentracion inicial superior de 2 x 10° ufc.g" (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 biolégico del suelo, dado que
contiene los primeros 10 cm de profundidad, que es el espacio en el cual

hay mayor biomasa de raices en los pastizales pastoreados (Lopez, 2011).

El nUmero de nodulos ocupados por U204::gusA, 317::9usA e |::gusA
fue determinado a partir del conteo de ndédulos que adquirian color azul,
después de la inmersion de los sistemas radiculares completos en buffer

fosfato con el sustrato X-glu (Figura 27).
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Figura 27. Ocupacion de nodulos en raices de trébol rojo por U204::gusA y cepas
nativas. Los nodulos azules estan ocupados por U204::gusA y los nodulos 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 expresé como el niUmero de éxitos, es
decir lo noédulos ocupados (porcentaje de nédulos azules) sobre el total de
los nddulos (azules y blancos) en cada cilindro, la unidad experimental. La
variable dependiente, porcentaje de nddulos azules, fue analizada a nivel
del efecto de: i) de la interaccidn suelo-cepa sobre el numero de nodulos
ocupados, ii) la cepa inoculante sobre el nUmero de nédulos ocupados v iii)

del suelo sobre el nUmero de nddulos ocupados.

El efecto de la interaccion suelo-cepa sobre el nimero de nodulos
ocupados, la interaccion fue significativa con un p-valor= 0,0244. En La
Estanzuela 317::gusA ocupd el doble de ndédulos que U204::gusA, mientras
que el nimero de ndédulos ocupados por I::gusA mostré valores intermedios
y no se diferenci6 del nimero de nodulos ocupados por 317::gusA y
U204::gusA (Cuadro 9). En los suelos de Tambores y Palo a Pique la
cantidad de nodulos ocupados por los inoculantes marcados fue la misma.

Se pudo establecer que las cepas nativas-naturalizadas presentes en
el suelo de La Estanzuela son mas competitivas que U204::gusA, es decir

que el inoculante comercial, mientras que la ocupacion de nodulos 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 agricola-ganadero y el trébol es inoculado con la cepa U204 de
Rhizobium leguminosarum desde la década de 1970. Es probable que la
repetida inoculacion 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 habrian experimentado un proceso de deriva genética y de
éste habrian resultado poblaciones con distinto grado de eficiencia
simbiotica y capacidad para formar nddulos (Loureiro et al., 2007; Batista
et al., 2013). Esto explicaria la menor ocupacion de nodulos 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 observo una situacion
diferente, dado que los inoculantes utilizados fueron mas competitivos que
las cepas nativas. Entre un 93 y el 98 % de los nédulos estaban ocupados
por las cepas usadas como inoculantes. Es decir, en los suelos de Tambores
y Palo a Pique el porcentaje de nodulos ocupados por cepas nativas fue
bajo, entre el 2y el 9 %, mientras que en La Estanzuela entre el 48 y el 74
% de los nodulos estaban ocupados por cepas del suelo. Los suelos
colectados en Tambores y Palo a Pique son suelos de campo natural, sin
historia previa de inoculacion, por lo que la poblacion nativa de rizobios no
proviene del inoculante comercial. En esas zonas hay un trébol nativo
(Trifolium polimorfum) cuyos rizobios asociados pueden formar nddulos
inefectivos y parasitos en trébol rojo y trébol blanco. En estos casos el
éxito de la implantacion del cultivo dependera que los rizobios del
inoculante compitan mas que los rizobios de las poblaciones nativas, y

formen mas nodulos 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 mas 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 ocupacion de nodulos 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 niUmero de células de rizobios marcados en
el suelo y reduciendo el nimero de células del inoculante comercial, la
proporcion de nodulos ocupados por el inoculante se reducia. Por esto
concluyeron que la habilidad de las cepas de campo para dominar la
ocupacion de nédulos 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 relacion a las cepas nativas presentes en el

suelo.
La habilidad competitiva de las cepas promisorias frente al

inoculante comercial usado en nuestro pais deberia 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 l::gusA y se
sembraron en cilindros con los distintos suelos, por quintuplicado. El ensayo se
levant6 45 dias después de la inoculacion. La eficiencia de ocupacion se expresa
como la media del nimero de nddulos ocupados por el inoculante respecto al total
de nodulos. Las letras diferentes indican diferencias significativas (Test Tukey p<
0,05).

Sitios Inoculantes % de nédulos ocupados % de nodulos
marcados por inoculantes ocupados por
marcados rizobios del suelo
La Estanzuela (LE) U204::gusA 25,80 c 74,20 a
317::9usA 51,60 b 48,40 b
I::gusA 34,00 bc 66,00 ab
Tambores (T) U204::gusA 97,80 a 2,20 ¢
317::9usA 98,20 a 1,80 c
I::gusA 93,20 a 6,80 c
Palo a Pique (PP) U204::gusA 98,20 a 1,80 c
317::9usA 88,25 a 9,40 c
I::gusA 98,00 a 2,00 c

El efecto de la cepa inoculante sobre el nUmero de nodulos en los 3
suelos se situ6 entre 74 y 79 % (Cuadro 10). Esto quiere decir que,
independientemente del inoculante usado, el nimero de nddulos ocupados
fue el mismo ya que no se determinaron diferencias significativas entre los
tres inoculantes (p-valor=0,4454). Sin embargo cuando se evaluo el efecto
del suelo sobre la variable numeros de nodulos 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 ocupacion mas altos, y se diferenciaron de los obtenidos en
suelos de La Estanzuela, en donde el porcentaje de ocupacion de nodulos

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 % de nodulos ocupados

marcados con gusA

317::gusA 79,35a
I::gusA 75,13a
U204::gusA 73,93a

Cuadro 11. Efecto del suelo sobre el total de nodulos ocupados por las cepas
usadas como inoculantes. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(Test Tukey p< 0,05).

Suelo % de nédulos ocupados

por cepa marcada

Tambores 96,0a
Palo a Pique 94,82a
Estanzuela 37,20b

3.9. ESTIMACION DE LA FIJACION DE NITROGENO

3.9.1. Fijacion de nitréogeno por el inoculante vs. cepas nativas

Para evaluar el nitrégeno proveniente de la FBN mediante la técnica
de dilucidn isotépica del "N se usé el aislado 317 en suelo de Tambores
confinado en cilindros. El porcentaje de nitrogeno de las plantas de trébol
proveniente de la fijacion, cuando se uso6 la cepa 317 como inoculante, no
mostré 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 observo gran variabilidad de los valores en las plantas
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sin inocular. En el tratamiento inoculado el % de nitrogeno fijado fue
homogéneo (entre 71 y 84 %), mientras que en el tratamiento sin inocular
la variacion fue grande (entre 2 y 97 %). Es probable que la FBN haya
variado menos cuando se inoculé porque la demanda de nitrogeno fue
aportada mayormente por el inoculante, mientras que en el tratamiento sin
inocular depende de la cepa que ocupa el nodulo, sea esta parasita o mas o
menos efectiva. El bajo porcentaje de nitrogeno fijado que se observo en
una repeticion del tratamiento sin inocular, podria 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 inoculacion y con presencia de cepas parasitas la
practica de inoculacion seria imprescindible para aumentar el éxito en el
establecimiento del trébol rojo, dado que disminuiria la infeccion con

cepas de rizobios nativas no efectivas.

Barrientos et al. (1995) utilizaron "N para determinar diferencias en
la fijacion de nitrégeno de 11 cepas de R. leguminosarum bv. trifolii en
trébol blanco en suelos agricolas de Chile. Los resultados pusieron en
evidencia que esas cepas después de 3 6 4 cortes llegaron a ser la Unica
fuente de N para las plantas. Del mismo modo Campillo et al. (2003)
estudiaron la contribucion de la FBN en cuatro leguminosas forrajeras,
trébol blanco (Trifolium repens L.), trébol rojo (Trifolium pratense L.),
trébol subterraneo (Trifolium subterraneum L.) y alfalfa (Medicago sativa
L.), con y sin inoculacidn especifica de rizobio, mediante la metodologia de
dilucion isotopica. Los resultados no evidenciaron diferencias significativas
al efecto de la inoculacion con Rhizobium, excepto en alfalfa y solo 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".afio”" para

trébol subterraneo y alfalfa respectivamente.
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Figura 28. Nitrogeno proveniente de la fijacion en la simbiosis rizobio-trébol rojo.
La concentracion de nitrégeno se determind por dilucion isotdpica del N
suministrado como K(NH4);SO4. Las diferentes letras indican diferencias

significativas (Prueba T p<0,05).

3.9.2. Efecto de la concentracion del nitrégeno combinado del suelo
sobre la FBN

El nitrogeno proveniente de la fertilizacion presente en el suelo
puede inhibir la FBN. Para evaluar la dosis de fertilizacion que puede
inhibir la nitrogenasa y a consecuencia afectar la fijacion se realizd un
ensayo con diferentes dosis de nitrégeno en arena vermiculita. El efecto de
la fertilizacion con K(NH4);SO4 sobre la FBN fue significativo (p-valor=
0,001) dado que cuando su concentracion fue 3 mM disminuyd el porcentaje
de nitrégeno proveniente de la atmdsfera. En la figura 29 se muestra que el
nitrogeno proveniente de la fijacion es menor a medida que aumenta la
concentracion de K(NH4);SO4 en el medio. El porcentaje de nitrogeno fijado
con concentraciones de K(NH4),SO4 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
inhibicion de la nitrogenasa y por lo tanto de la FBN también sucede en
condicion de campo. La cantidad de fertilizante maxima que podria ser
agregada al suelo sin afectar la tasa de fijacion se encuentra en el entorno
de 1,7 mM (Figura 29), que corresponde a 24 Kg de N /ha. Este calculo fue
realizado considerando que el volumen de 1 ha de suelo son 2.000 m* para
un suelo tipo y a capacidad de campo, en el cual el 50 % esta compuesto
por suelo, 25 % de aire y el 25 % de agua. A partir de esa concentracion de
nitrogeno la planta utiliza nitrogeno proveniente del fertilizante y la FBN se
inhibe gradualmente. En futuros estudios deberia evaluarse ademas como

es el efecto de estas dosis de nitrogeno con respecto a la nodulacion.
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Figura 29. Nitrégeno proveniente de la fijacion en la simbiosis del aislado 317 con
trébol rojo. Se evaluaron 5 concentraciones de nitrégeno (0,7 mM, 1,2 mM, 1,7
mM, 3 mM y 4 mM) suministrado en forma de KNH4(SO,),, enriquecido al 10 %

At"N. 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 nitrégeno afecta la nodulacion de trébol rojo.
Para ello utilizaron 3 concentraciones de nitrégeno que consideraron baja,
media y alta, correspondientes a 0,07, 0,7 y 7,1 mM. Los resultados

evidenciaron que el nitrogeno reduce la biomasa de los nédulos y la tasa de
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fijacion de N. Es decir, encontraron efectos negativos mayormente sobre la
materia seca de los nodulos, debido a que hubo un mayor tamano de
nodulos individual por plantas a bajas concentraciones de N asi como
también una alta actividad nitrogenasa. En esta tesis el efecto inhibitorio
del nitrogeno fue estimado través de la proporcion de N fijado, en futuros
estudios deberia evaluarse conjuntamente otros parametros como son el

numero de nédulos y actividad nitrogenasa.

Por otra parte en experimentos de campo, en mezclas de gramineas
y leguminosas Hagh-Jensen y Schjerring (1994) evaluaron los efectos de
fertilizacion de N inorganico en trébol rojo, trébol blanco y raigras (Lolium
perenne). Para ello fertilizaron con 2 niveles N, correspondientes a 400 y
20 kg N/ha. La fijacion de nitrogeno derivado de la atmosfera fue estimada
por 2 métodos, dilucién isotdpica y abundancia natural del 'N. Ambos
métodos mostraron que a 400 kg N/ha se redujo la fijacion
significativamente. Con altas tasas de fertilizacion N inorganico, el
nitrégeno proveniente de la fijacion fue marcadamente reducido, en un
rango de 0,73 a 0,96 a 20 kg N ha por ano, y de 0,50 a 0,64 a 400 kg de
fertilizante de N/ha por ano (Hegh-Jensen y Schjgrring, 1994).
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4. CONCLUSIONES

La diversidad de los rizobios que nodulan trébol constituye una base

genética interesante para la seleccion 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 inoculacion en relacion a la ocupacion de nodulos es

evidente cuando en suelos sin historia de inoculacion.

El gen gusA permite evaluar la competitividad de cepas en diferentes

suelos, y con esto incorporar ese criterio en la seleccion de inoculantes.

Dado que en campos con historia de inoculacion el inoculante ocupa la

minoria de los nddulos, el N fijado proviene de las cepas nativas.

El uso de DI permite proponer que la practica de inocular mantiene

estables las tasas de fijacion en campos sin historia de inoculacion.

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 seleccion y desarrollo

de inoculantes adecuados para suelos marginales.

La cepa comercial para L. uliginosus no es recuperada a campo desde
nodulos 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 sera 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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Lotus uliginosus is generally nodulated by rhizobia of the genus Bradyrhizobium when used for improve-
ment of Uruguayan pastures. The genetic diversity and phylogenetic relationships of 111 isolates from
nodules of L. uliginosus collected from four felds with or without prior inoculation history were analyzed
in this study. Genetic diversity estimated by ERIC-PCR revealed 75 different genomic fingerprints, and
showed a relatively greater value compared with other methods and varied by soil type. 165 ribosomal

'ée-”w D_"’ls"j_ i RNA gene RFLP analysis revealed three different ribogroups, A, B and C, with 71 isolates in ribogroup A,
S;:;EEB versity three isolates in ribogroup B and only one in ribogroup C. Phylogenetic analyses based on 165 RNA gene

sequences, ITS, as well as atpD, recA and ginll gene sequences indicated that ribogroup A strains were affil-
iated with B. japonicum bv. genistearum strains. The three isolates in ribogroup B did not clearly associate
with any Bradyrhizobium species described previously and could represent a novel species within this
genus. Unlike B. japonicum strains these isolates were able to nodulate and fix nitrogen with other Lotus
species as well as with Spartium, a leguminous shrub. The unique isolate in ribogroup C clustered with
Mesorhizebium and appeared genetically and phenotypically related to broad host-range Mesorhizobium
Sp. NZP2037. Our data suggest that Uruguayan soils contain native or naturalized bradyrhizobia that are
able to nodulate L. uliginosus as efficiently as the commercial strain NZP2309 but could have adaptive

Bradyrhizobia
Housekeeping genes
Symbiotic genes

advantages making them more suitable for inoculant purposes.

@ 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lotus includes about 130 species of legumes, including Lotus cor-
niculatus, L. glaber, L. uliginosus and L. subbiflorus, which have been
domesticated and genetically modified in order to improve pas-
tures (Diaz et al., 2005a). In addition, L. japonicus is used as a model
for genetic and molecular studies (Diaz et al., 2005b). Like most
legumes, Lotus spp. can establish symbioses with nitrogen-fixing
rhizobia, usually of the genera Mesorhizobium or Bradyrhizobium
(Jordan, 1982; Pankhurtst et al., 1986; Lorite et al., 2012) as well
as Rhizobium or Aminobacter (Estrella et al., 2009). Moreover, it
was recently found that L. lancerottensis, L. areticus and L. arabi-
cus establish highly specific symbioses with Ensifer (Sinorhizobium)
species (Leon-Barrios et al., 2009; Merabet et al., 2010). L. uliginosus
is known to be nodulated by slow-growing rhizobia (Irisarri et al.,
1996), but very few reports have verified the taxonomic affiliation

* Corresponding author. Tel.: +598 23540229,
E-mail addresses: 1batista@fagro.edu.uy (L. Batista), ivanna@fcien.eduuy
(1. Tomasco), mjlorite@eez.csic.es (M. Lorite), juan.sanjuan@eez.csices (. Sanjuan),
imonza@fagro.eduuy, monzajorge@gmail.com (]. Monza).

0925-1393/5 - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
hittp: || dx.doiorg/ 10,1016/ j.apsoil 2013.01.009

of these bacteria within the Bradyrhizobium genus (Lorite et al.,
2012). The number of species within the Bradyrhizobium genus is
low relative to other genera with 12 species described so far: B.
betae (Rivas et al., 2004), B. canariense (Vinuesa et al., 2005), B. deni-
trificans(van Berkum et al., 2006), B. elkanii (Kuykendall et al., 1992),
B.iriomotense (1slam et al., 2008), B. japonicum (Jordan, 1982), B. jica-
mae (Ramirez-Bahena et al., 2009), B. linoningense (Xu et al., 1995),
B. pachyrhizi (Ramirez-Bahena et al., 2009), B. yuanmingense (Yao
et al., 2002), B. cytisi (Chahboune et al., 2011} and B. lablabi (Chang
etal, 2011).

Use of 165 rRNA gene sequences for taxonomical purposes
in Bradyrhizobium can not be done with great certainty because
of the high similarity between species as well as the occur-
rence of horizontal gene transfer (Willems et al., 2001b; Gevers
et al, 2005). Although sequences from the intergenic spacers
(ITS) between 165 and 235 rRNA genes show higher variabil-
ity (Barry et al, 1991), there are limitations for use of ITS
sequences in phylogenetic analyses in Bradyrhizobium. The ITS
region can be horizontally transferred (Gevers et al., 2005) and
the region has a relatively low evolutionary rate (Vinuesa and
Silva, 2004). Protein-encoding housekeeping genes have been
proposed for use as phylogenetic markers to help in distinguishing
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these closely related species (Stackebrandt et al., 2002). Although
these genes have a higher evolution rate than 165 rRNA genes, they
are sufficiently conserved so as to provide informative phyloge-
netic data. Furthermore, by using a concatenation of these gene
sequences the phylogenetic signal can be enhanced to provide
highly supported clades (Vinuesa et al., 2005). For this reason,
the combined analyses of several housekeeping genes (Multilo-
cus Sequence Analysis, MLSA) is used for estimating taxonomic
relationships among species (Christensen et al., 2004; Rivas et al.,
2009). These single-copy genes are broadly distributed amongst
genomes and taxons (Gevers et al., 2005). For phylogenetic pur-
poses, atpD, recA, rpoA, rpoB, thrC, dnak, dna, ginll, gap, ginA, gltA,
gyrB, and pnp gene sequences have been used (Gaunt et al., 2001;
Vinuesa et al., 2008; Stepkowski et al., 2005; Turner and Young,
2000; Rivas et al., 2009). Another concern in using a molecular
phylogeny approach is the observation that rhizobial genomes are
extremely plastic and subject to internal rearrangements and hor-
izontal transfer events (Galli-Terasawa et al., 2003; Minamisawa
et al., 1998; Sawada et al., 2003).

The aim of this work was to establish the genetic diversity
and taxonomic affiliation of rhizobia that nodulate L. uliginosus in
Uruguayan soils, where this legume was introduced in the 1980s.
L. uliginosus is widely used for improvement of pastures, and inoc-
ulated since 1995 with a Bradyrhizobium sp. strain NZP2309 from
New Zealand. The existing rhizobial diversity may be the basis for
the selection of novel strains for development of inoculants ade-
quate for marginal soils, considering that pasture areas in Uruguay
are being displaced to marginal soils due to the expansion of agri-
culture.

2. Materials and methods
2.1. Sampling sites and bacteria isolation

L. uliginosus plants were collected at four different locations, Palo
aPigue, Glencoe, La Magnolia and Litoral (Table 1). Two sites of each
location, with or without previous inoculation history were sam-
pled, except for Litoral where fields had always been inoculated.in
the past. Fields with history of inoculation had pastures inoculated
at least 7 years back. In each site, all the nodules of the upper 5cm
of roots from 10 plants were collected. Nodules were washed and
surface sterilized for 1 min in 90% (v|v) ethanol followed by two

Table 1

washes with sterile water and treated for 3 min in NaClO 4% (v/v).
MNodules were finally rinsed three times with sterile water and kept
in glycerol 7% (v/v) at —20°C.

At least three nodules from each plant collected in the inocu-
lated sites were selected at random. In the case of non inoculated
sites all the plant nodules were selected (Table 1). Nodules were
individually crushed, plated on YEM agar (Vincent, 1970} and incu-
bated at 28 °C until bacterial growth was evident. The native strain
collection was provided by the Laboratorio de Microbiologia, Mini-
sterio de Ganaderia Agricultura y Pesca. The isolates were kept in
glycerol 20% (v/v) YEM at —80°C.

2.2, Isolation of genomic DNA, ERIC-PCR and diversity analysis

Genomic DNA was isolated and purified according to Estrella
etal.(2009).Primers ERIC1 and ERIC2 (de Bruijn, 1992 ) were used to
amplify genomic DNA according to Agius et al. (1997), see Table S.1.
The analysis of ERIC-PCR genomic fingerprints was done using
Gelcompar 4.2 (Maths applied). Genetic similarity was estimated
using the Dice coefficient and UPGMA was applied for hierarchical
clustering. Diversity was calculated by using the Shannon index:
H'=%"5](ny/n)ln{ny/n)] (Shannon and Weaver, 1949), where ny is
the number of isolates in each group and n is the number of isolates
in all groups. To determine the relationship between the diver-
sity and the natural aluminum soil content, the Pearson correlation
coefficient was used.

2.3. Gene amplification, RFLP and sequencing

165 rRNA genes of the isolates were amplified using primers 41f
and 1488r according to Herrera-Cervera et al. (1999), see Table 51.
The amplified 165 rRNA gene fragments were digested with the
endonucleases Mspl and Hinfl according to the manufacturer's
instructions (Fermentas). The RFLP patterns were resolved on 3%
(w/v) agarose gels for 2h at BOV. The restriction patterns were
compared manually and grouped according to their RFLP patterns
into rRNA gene ribotypes (Estrella et al., 2009). The ITS region was
amplified using primers FGP51490-72F/FGPL132'-38R (Normand
et al., 1996) using the same PCR amplification conditions as for the
165 rRNA gene (Herrera-Cervera et al., 1999; see Table S1).

The atpD gene was amplified with primers atpD-273F and atpD-
771Raccording to Gaunt etal.(2001), see Table 51. The glnll and recA

Origin of Lotus uliginosus nodule isolates and some features of soils and sampling sites. Strains from soils without history of inoculation (non-inoculated ) were designated CN
and strains from fields inoculated previously as Lu, followed by the location initials. pH was measured in water; OM, organic matter; (P) phosphorous expressed as P-Bray

(pgfg); Al aluminum expressed as milliequivalents per 100 g of soil.

Location coordinates Isolates and soil of origin

Soil characteristics

pH oM % P Al
Palo a Pique Non inoculated 5.3 =00 4 010
5334 CNP19, CNP21, CNP22, CNP29
W54 14 Inoculated 5 4.4 7 015
LUP1, LUPZ, LUP3, LUP4, LUPS, LUPG, LUP7, LUPS, LUPY, LUP12, LUP13, LUP14, LUP16,
LUP18, LUP19, LUPZ0, LUP21, LUP23, LUP24, LUP25, LUP27, LUP28, LUP29, LUP30
Glencoe Non inoculated 5.8 ] 3 a
532724 CHGT, CNG2Z, CNG4, CNGT, CNGE
WS57-08" Inoculated 5.4 =0 16 005
LUGT, LUGZ, LUG3, LUG4, LUGS, LUGY, LUG10, LUGT1, LUG12, LUG13, LUG14, LUG16,
LUG1T7, LUG20, LUGZ21, LUG22, LUG23, LUG24, LUG2S5, LUG27, LUGZS, LUG29, LUG20
La Magnolia Non inoculated 48 49 5 057
53174 CNL1, CNL2, CNL4. CNL7. CNLE. CNLS
W 55749 Inoculated 4.5 26 9 071
LULT, LUL3, LUL4, LULS, LULG, LUL7, LULS, LUL11, LULZ, LUL13, LUL15, LUL1E, LUL17,
LUL1TE, LUL20, LUL21, LUL23, LUL24, LUL25, LUL26, LUL27, LUL2E, LUL29, LUL30
Litoral Inoculated 6.4 53 3 0
53330 LULIT1, LULIT3, LULIT4, LULITS, LULITS, LULIT?, LULITS, LULITS, LULIT11, LULIT12,
W ST-47" LULIT13, LULIT16, LULIT17, LULIT18, LULIT1S, LULIT20, LULIT21, LULIT23, LULIT24,

LULIT25, LULIT26, LULIT27, LULIT2, LULIT29, LULIT30
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genes were amplified using primers pairs ginll12F/gInlI689R and
recA41F|recAG40R, respectively, following Vinuesa et al. (2005), see
Table S1. The nodC and nifH genes were amplified with the primers
nodCF2/nodCl and nifHI/nifHF, respectively, according to Laguerre
et al. (2001), see Table 51. An aliguot of the PCR products was
checked by agarose 1% (w/v) gel electrophoresis, and the remaining
was purified (QlAquick Gel extraction kit, Quiagen, Germantown,
MD) and sequenced (Macrogen Inc., Seoul, South Korea).

The isolates selected for gene sequencing were all the ones of
ribogroup A that nodulated L. corniculatus and L. uliginosus (LUG11,
LUP27, CNL1, LULIT25, CNL2, LULIT23, LUP4) and three others
selected randomly (LUP3, CNP29, CNG1) and all the ones from
the ribogroup B (CNL7,CNL8, CNL9) and C (LULIT12). Sequences
were deposited in GenBank under the accession numbers were
JX316034 to JX316048 for 165 rRNA, JX316049 to JX316065 for
atpD, JX316066 to JX316079 for ginll, JX316117 to JX316131 for
recA, JX316080 to JX316092 for ITS regions, JX316093 to JX316107
for nifH and JX316108 to [X316116 for nodC.

24. Phylogenetic analysis

The sequences obtained in this study were edited manually
and compared with others available in GenBank. Alignments were
performed with CLUSTALX (Thompson et al.,, 1997) with default
options. In case of coding sequences the absence of in/dels that shift
the reading frame in the alignment was verified, in order to assume
the right positional homology. Phylogenetic reconstructions were
conducted in MEGAS (Tamura et al., 2011) and inferred using the
Neighbor-Joining method (Saitouand Nei, 1987 )with the p distance
(number of base pair differences per site) and the option “pairwise
deletion”™ The relative support for each clade in reconstructions was
assessed by 50% majority rule consensus trees from 1000 bootstrap
replications (Felsenstein, 1985). Phylogenies were inferred sepa-
rately for each gene as well as for concatenated sequences of three
housekeeping genes (atpD, ginll and recA) to generate the species
tree in a more robust way. There were a total of 1527, 206, 865,
784, 1945, 604 and 487 positions in the final dataset for 165 rRNA,
atpD, nodC, nifH, ITS, ginll and recA genes, respectively, and 1416
positions for the tree obtained from concatenated sequences of the
atpD-recA-ginll genes.

2.5. Host specificity tests

The symbiotic ability of all isolates was tested in the original
host, L. uliginosus ‘Grass-lands Maku’ as well as L. corniculatus ‘San
Gabriel." Selected isolates from different ribogroups, Bradyrhizo-
bium sp. NZP2309 (commercial inoculant) and Mesorhizobium sp.
NZP2037 (a broad host range inoculant) were also tested in other
legumes: L. tenuis ‘Esmeralda,’ L. subbiflorus ‘El Rincén’, L. japonicus
‘Gifu’, Lupinus gibertianus ‘Smith,’ Lupinus bracteolaris var. lepto-
phyllus ‘Bentham' and Spartium junceum.

Seeds were surface sterilized for 2min in 90% (v/v) ethanol,
rinsed twice with sterile water followed by 2 min in 10%(v/v) NaClO
and rinsed three times with sterile water. Seeds were then germi-
nated on sterile water-agar (1%, p/v) in petri dish in the dark at
25+=C. After the radicule reached a 2-3 mm length, three seedlings
were sown in a tube containing nitrogen-free Jensen agar medium
(Jensen, 1942).

For each strain three tubes were inoculated with 300 pL bacte-
rial suspensions containing 10° cells mL~. Plants were grown for
40 days in a chamber with 16/8 h light/darkness (200 pkEm—2s-1)
at 22/20°C day/night and 30/80% day/night relative humidity. The
efficiency of symbiosis in these monoxenic systems was deter-
mined by visual inspection of nodules and by comparing size
and appearance of inoculated plants with nitrogen-starved, non-
inoculated control plants. The symbiosis was considered Fix* when

plants did not show N-deficiency symptoms (Sotelo et al., 2011) at
40 days post inoculation.

3. Results and discussion
3.1. Soil characteristic and bacteria isolation

The four soils sampled chosen were different in pH, organic
matter, phosphorus and aluminum. pH ranged from the most acid
soil La Magnolia (pH 4.5-4.8) to the most basic soil in Litoral (pH
6.4), the organic matter percentage varies from the highest amount
from soils at Glencoe and Palo a Pique without inoculation (>9)
to the lowest value found in La Magnolia inoculated fields. Addi-
tionally the quantity of aluminum were highest in soils from La
Magnolia and lowest in Litoral (Table 1), thus soils from La Magno-
lia showed the most adverse conditions while soils from Litoral
have in general better conditions for bacterial growth and sur-
vival.

A total of 111 isolates were collected from plant nodules at the
four different sites from Uruguay. All fields with the exception of
Litoral have soils with and without inoculation history and nod-
ules from both sites were collected naming isolated from soils with
inoculation past starting by LU and soils without inoculation past
starting by CN.

‘We sampled a total of 28 isolates from Palo a Pique, 4 of them
were isolated from soils without inoculation history (CNP) and 24
isolates proceeded from inoculated soils (LUP). 28 isolates were
collected at Glencoe, whenever isolates come from soils without
inoculations past (5 isolates) were named as CNG, while the 23
isolates from inoculated soils were named as LUG. A total of 30
isolates were obtained from La Magnolia, 6 isolates {CNL) were col-
lected from soils without inoculation history and 24 isolates were
obtained from soils that were previously inoculated (LUL). The 25
isolates at Litoral were named as LULIT as all the fields from this
place had an inoculation past (Table 1).

3.2. Analysis of ERIC genomic fingerprints

ERIC genomic fingerprints from the 111 isolates and the com-
mercial inoculant strain Bradyrhizobium sp. strain NZP2309( known
as U526 in Uruguay) were obtained (Fig. 51). Fingerprints showed
3-17 bands in a range of 300-3000 bp. In order to assess the degree
of reproducibility of the fingerprints, an isolate from each sampling
site was chosen at random and amplified twice. The conglomerate
analysis showed that each isolate clustered together with its dupli-
cate with a minimum similarity value of 80% and a maximum of
100%. Therefore, isolates showing a similarity equal to or greater
than 80% were considered identical. The ERIC analysis resolved
75 distinct fingerprints which corresponded to a diversity of 68%
(Fig. 51) and a cophenetic correlation of 72%. None of fingerprints
of the isolates were identical to that of the commercial strain U526
(Fig. 51).

The highest Shannon diversity index among isolates at a given
location (1.40) was found in Palo a Pigque and Glencoe, those
isolated from Litoral showed an intermediate value (1.18) and
La Magnolia the lowest (1.04). The differences among sites may
be due to the soil conditions. Thus, soils in La Magnolia may
represent more adverse conditions since these showed the high-
est aluminum concentration and the lowest pH values (Table 1)
that may cause the lower diversity found in this site. When the
relationship between diversity estimated by Shannon index and
the aluminum content in soils, a negative correlation coefficient
(—0.78)was found. This coefficient indicates an inverse relationship
among soil aluminum content and rhizobial diversity. However,
this relation was not significant since the p-value was 0.22. Factors
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B, japomicum by genistearum FN13 (UB9636)
LUGT1 (JX316041)
LUP2T (JX316040)
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Fig. 1. Phylogeny based on 165 rRNA gene sequences. GenBank access numbers are next to the species name. Numbers above nodes are bootstrap consensus values (1000
pseudoreplicates). Sequences retrieved in this study are in bold. There was a total of 1208 positions in the final data set. Horizontal branch length is proportional to number
of changes measured as number of base pair differences per site. Burkholderia ruberum STMEG78 [NR_027 554 ) was used as outgroup but is not shown.

like salinity, pH, pollution or land use may negatively affect rhizo-
bial genetic diversity (Kaschuk et al., 2006; Estrella et al., 2009).
For instance, Estrella et al. (2009) observed that diversity of L.
tenuis symbionts in the Salado River Basin (Argentina) was lower
in the lowland alkaline and saline soils than in soils with less
stressful conditions. In contrast, Sotelo et al. (2011) did not find
significant differences in the diversity of L. corniculatus rhizo-
bia collected from Uruguayan soils subject to contrasting water
regimes.

The estimated diversity of rhizobial isolates nodulating L. ulig-
inosus (68%) was higher than that reported for L. subbiflorus
symbionts (53%) (Irisarri et al., 1996) in Uruguayan soils although
the diversity were determined using other approaches (total pro-
tein profile and serological tests) and less number of isolates
analyzed. Recently Lorite et al. (2012) found very low genetic diver-
sity among isolates of Bradyrhizobium nodulating L. uliginosus in
soils in Portugal with pH 6.5-5.4 and high concentrations of heavy
metals (As, Hg and Pb).

3.3, RFLP analysis of 165 rRNA genes

A 165 rRNA gene fragment of ca. 1400 bp was PCR amplified
from 75 isolates representative of the different groups with distinct
ERIC fingerprints. This size is expected for 165 rRNA genes for most
members of the Rhizobiaceae (Laguerre et al., 1994). Three different
ribogroups (A, Band C) were distinguished after RFLP analysis using
endonucleases Hinfl and Mspl. Ribogroup A included most (71) iso-
lates and the commercial strain NZP2309 Ribogroup B (CNL7, CNL8
and CNL9) comprised three isolates from a non-inoculated field in
La Magnolia. One isolate from Litoral was assigned to ribogroup C
(LULIT12). This distribution was similar to results reported by Lorite
et al. (2012) among L. uliginosus isolates in Portugal, where two
ribogroups were identified with one ribogroup consisting of almost
all isolates including Bradyrhizobium sp. strain NZP2309, whereas
the second ribogroup included only two isolates. As shown below,
the dominant ribogroups in Uruguay and Portugal represent closely
related bacteria belonging to B. japonicum species, which suggests
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Fig. 2. Phylogeny estimated based on integenic spacer 165-235 (ITS) sequences. Genbank access numbers are next to the species name. Numbers above nodes are bootstrap
consensus values (1000 pseudoreplicates . Sequences retrieved in this study are in bold. Horizontal branch length is proportional to number of changes measured as number
of base pair differences per site. Burkholderia sp. (F]981712) was used as outgroup but is not shown.

that these rhizobia are widely distributed in unrelated geographical
areas.

34. Phylogenetic relationships

34.1. 165 rRNA gene analysis

Isolates from ribogroups A and B clustered with Bradyrhizobium
(Fig. 1). Bootstrap values at the species level were generally low.
Isolates from ribogroup A (CNL2, LUP3, LUP27, LUG11, LULIT25,
CNG1, CNL1) and L. uliginosus NZP2309 had sequences identical
to that of Bradyrhizobium Cs6020 (Lafay and Burdon, 2006) and B.
Jjaponicum strains 8LBI and 3LBC from Portugal (Lorite et al., 2012).
On the other hand, isolates LULIT23, LUP4 and CNP29, also from
ribogroup A, had identical 165 rRNA sequences that where slightly
divergent (0.17%) from those of the above subgroup (Fig. 1). Iso-
lates CNL9, CNL8 and CNL7 (ribogroup B) shared identical 165 rRNA
sequences and were associated with Bradyrhizobium sp. NGR231
(Fig. 1), a strain isolated from the non-legume Parasponia in Papua
New Guinea (Trinick, 1980).

The only isolate in ribogroup C, LULIT12, clustered within genus
Mesorhizobium and was closely related to M. huakuii which includes
strain U510. Strain NZP2037, which has a broad host range (Saeki
and Kouchi, 2000) was also placed in this cluster. Strain NZP2037

efficiently nodulates L. uliginosus, L corniculatus, L. tenuis and L. sub-
biflorus (Gonnet and Diaz, 2000) (Fig. 1) and was previously used
as a commercial inoculant for L. corniculatus and L. uliginosus in
Uruguay in the 1980s; however its use was not continued because
it shows moderate to low nitrogen-fixing efficiencies in both hosts
(Irisarri et al., 1996).

3.4.2. IT5 sequence analysis

The 165-235 internal transcribed spacer (IT5) has been used for
determining relationships among closely related Bradyrhizobium
strains that are difficult to distinguish using the 165 rRNA gene
(Willems et al., 2001a).

The ITS sequences of isolates belonging to ribogroup A: CNL2,
LUP3, LUP27, LUG11, LULIT25, CNG1, CNL1 and inoculant strain
NZP2309 were identical to that of B. japonicum ISLU227 (Fig. 2),
whereas LUP4 was slightly different and clustered with Bradyrhi-
zobium sp. bv. genistearum FN13. Isolates of ribogroup B, CNL7,
CNLS, CNL9 were identical among them and distinct from those of
other bradyrhizobia (Fig. 2). As with 165 rRNA gene phylogeny, ITS
sequences of the LULIT12 isolate had high similarity with Mesorhi-
zobium, and in particular with M. huakuii LMG14107 as well as
strain U510,
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Fig. 3. Phylogeny based on the concatenation of atpD, recA and ginll gene sequences. Genbank access numbers are next to the species name. Numbers above nodes are
bootstrap consensus values (1000 pseudoreplicates). Sequences retrieved in this study are in bold. There were a total of 199 positions in the final data set. Horizontal branch
length is proportional to number of changes measured as number of base pair differences per site. Burkholderia cenocepacia bpoe721 (F]G66042.1) was used as outgroup but

is not shown.

34.3. Analysis of atpD, recA and ginll genes

Phylogenetic trees were constructed for individual gene
sequences (Figs. S2-54) as well as for the concatenated assem-
bly of the three genes (Fig. 3). The results with the concatenated
sequences were generally congruent with those of the individ-
ual genes but generated more robust and confident groupings. As
expected, the tree obtained from the concatenation of atpD, recA
and ginll genes resulted in stronger nodes with higher bootstrap
values (Fig. 3). The phylogenies were also consistent with 165 rRNA
gene and ITS sequences.

The great majority of isolates (ribogroup A) clustered with B.
Jjaponicum, and had a close relationship with B. japonicum bv. genis-
tearum strains FN13 and ICMP 14,752. This result is consistent with
the phylogeny of Portuguese L. uliginosus isolates reported by Lorite
et al. (2012}, who also found that these rhizobia were phylogenet-
ically related to B. japonicum bv. genistearum strains. Our results
suggest, however, that some L. uliginosus rhizobia isolates from
Uruguay could represent a novel species of Bradyrhizobium. Iso-
lates CNL7, CNLS and CNL9 did not show a clear affiliation with

any of the species so far described for this genus. The isolates were
closely related to Bradyrhizebium sp. CH2509, a strain originally
isolated from a nodule of Lupinus albescens in Rio Grande do Sul,
a Brazilian state bordering Uruguay (Stepkowski et al., 2007). The
Uruguayan and Brazilian isolates formed a distinct robust clade,
clearly separated from other clades within Bradyrhizobium. As dis-
cussed below, these bacteria could represent a new Bradyrhizobium
species and a native group of rhizobia that have L. uliginosus as one
of their legume hosts.

On the other hand, strain LULIT12, the only representative in
ribogroup C, was clearly affiliated with Mesorhizobium and closely
related to type strain M. loti NZP2213 (Fig. 3). This result differs
from that found for 165 rRNA gene and ITS sequence. This discrep-
ancy must be considered with caution due to low bootstrap values
obtained for the internal nodes of the Mesorhizobium genus in the
165 and ITS trees. If these associations were corroborated, they may
be due to the mosaic nature of bacterial genomes. Horizontal trans-
fer of housekeeping genes, despite its low rate, could be responsible
for the lack of agreement among phylogenies from different genes.
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Fig. 4. Phylogeny based on nodC gene es. G access bers are next to the species name. Numbers above nodes are bootstrap consensus values (1000

pseudoreplicates). Sequences retrieved in this study are in bold. There was a total of 199 positions in the final data set. Horizontal branch length is proportional to number
of changes measured as number of base pair differences per site. Burkholderia tuberum DUS833 (EF566977.1) was used as outgroup but is not shown.

As further discussed below, although isolated from L. uliginosus,
LULIT12 may represent a unique broad host range mesorhizobia in
Uruguayan soils.

34.4. Analysis of nodC and nifH genes

The phylogeny of nodC gene shows that ribogroup A isolates
(CNG1, CNL1, LULIT25, LUP27) clustered with strain NZP2309 and
Portuguese L. uliginosus rhizobia (3LBC, 8LBI, 9LBC, 6LBC, 7LBC)
described by Lorite et al. (2012) (Fig. 4). Bradyrhizobia nodulat-
ing genistoid legumes and classified as bv. genistearum were also
in the same cluster. Within this cluster, but forming a distinct clade
were nodC sequences from isolates CNL7 and CNL9 (ribogroup B),
which were closely related to Bradyrhizobium sp. BLUH1, a strain
that nodulates Lupinus spp. (Fig. 4).

The nodC sequence of LULIT12, single isolate of ribogroup C,
clustered with Mesorhizobium sp. NZP2037. This result was in
agreement with inoculation tests (Table 2; see below) showing that
isolate LULIT12 shares host range with NZP2037.

Regarding nifH (Fig. 5) and consistent with nodC phylogeny,
ribogroup A strains clustered with L. uliginosus Portuguese isolates,
strain NZP2309 and other B. japonicum bv. genistearum strains. In
contrast, isolates from ribogroup B were clearly distinct from other
bradyrhizobia, but were related to B. canariense BTA-1. The nifH
sequence in isolate LULIT12, ribogroup C, had high similarity with
that of strain NZP2037, consistent with nodC gene phylogeny.

Table 2

Host range of L. uliginosus nodule isolates. Representative isolates were inoculated
on each of the legume hosts as indicated. The commercial strain NZP2309 and the
broad-host-range mesorhizobia NZP2037 were used as references. Lu, Lotus uligi-
nosus; Lc, Lotus corniculatus; Lt, Lotus tenuis; Ls, Lotus subbiflorus; Lj, L. japonicus; Sj,
Spartium junceum.

Ribogroup Isolate or strains Symbiotic phenotype
W s L Lt L Sj
A CNP29 Fix* Fix* Nod- Fix* Fix* Fix'
LULIT25 Fix* Fix* Fix" Fix*  Fix- Fix*
CNG1 Fix* Fix* Nod- Fix- Fix- Fix*
LUG11 Fix* Fix* Fix" Nod- Fix~ Nod-
B CNL7 Fix* Fix* Fix® Fix* Fix* Fix*
CNL8 Fix* Fix* Fix® Fix* Pix* Fix'
CNL9 Fix* Fix* Fix* Fix*  Fix* Fix*
C LULIT12 Fix* Fix* Fix* Fix* Fix* Fix*
A NZP2309 Fix* Fix* Fix® Fix* Fix- Fix'
C NZP2037 Fix* Fix* Fix" Fix* Fix® -

Fix* are isolates forming efficient symbiosis: Fix* are partially effective or moderate
nitrogen-fixers; Fix~ are isolates able to nodulate but ineffective; and Nod~ are non
- nodulating, - not tested.

3.5. Host range

The symbiotic ability of the 111 isolates was tested in the orig-
inal host L. uliginosus as well as L corniculatus. All isolates formed
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Fig. 5. Phylogeny based on nifH gene sequences. Genbank access numbers are next to the species name. Numbers above nodes are bootstrap consensus values (1000
pseudoreplicates). Sequences retrieved in this study are in bold. There were a total of 197 positions in the final data set. Horizontal branch length is proportional to number
of changes measured as number of base pair differences per site. Burkhelderia sp. STMG7S (A]302315.1) was used as outgroup but is not shown.

Fix* nodules in L uliginosus whereas seven isolates from ribogroup
A (LULIT23, LULIT25, LUG11, LUP27, CNL1, CNL2 and LUP4), three
isolates from ribogroup B (CNL7, CNL8, CNL9) and the single isolate
from ribogroup C(LULIT12) induced Fix* nodules on L. corniculatus.
The occurrence of the first nodule (14 days after inoculation) was
the same for all isolates including strain NZP2309 on L. uliginosus,
but nodulation on L. comiculatus plants only occurred at 22 days
after inoculation (data not shown).

Four isolates from ribogroup A (CNP29, LULIT25, CNG1, LUG11),
strain NZP2309 and all isolates of ribogroup B and C were host-
range tested in other Lotus species as well as non Lotus legumes
(Table 2). As expected, all efficiently nodulated L. subbiflorus with
the first nodule evident 15 days after inoculation. It was reported
that this species and L. uliginosus can share the same symbiotic
rhizobia (Irisarri et al.,, 1996). LUG11 was the only isolate that did
not nodulate either 5. junceum or L. tenuis. Isolates LULIT25, CNG1,
LUG11 and strain NZP2309 showed a Fix~ phenotype in L. japonicus
although the time of occurrence of the first nodule was 25 days
after inoculation. Isolate CNG1 was also unable to fix nitrogen in
association with L. tenuis (Table 2). Nodules appeared 15 days after
inoculation on L tenuis plants using isolates CNP29 and LULIT25.
Nodules were seen at 20 days after inoculation of 5. junceum when
isolates CNG1, LULIT25, CNP29 or strain NZP2 309 were used.

These results are supported by phylogenetic inferences that
relate isolates from ribogroup A with species of bradyrhizobia
nodulating genistoid legumes like Spartium. On the other hand,
the host range test showed that isolate LULIT12 could nodulate
the four species of lotus tested (L. uliginosus, L. subiflorus, L. tenuis,

L. corniculatus) further supporting these phylogenetic inferences.
None of these bacteria induced nodules in L. gibertian or L. bracteo-
laris var. leptophyllus (data not shown).

The genetic diversity of the Uruguayan populations of L. uligi-
nosus rhizobia examined here was considerably higher, compared
with another study (Lorite et al., 2012}, as shown by ERIC fin-
gerprinting and phylogenetic analyses. It is worth noting that
none of our isolates were identical to the commercial strain U526
(NZP2309), which has been used as an inoculant for decades in
Uruguay, although a few isolates showed ERIC fingerprints related
to U526. In addition, most isolates included in ribogroup A have
very close phylogenetic affinity with strain U526 and other B. japon-
icum symbionts of L. uliginosus, as deduced from housekeeping and
symbiotic gene phylogenies. Considering that L uliginosus is not
native to Uruguay and the extensive use of U526 as an inoculant, our
results suggests that at least some ribogroup A isolates might have
derived from U526 after release. We can speculate another possibil-
ity, involving that ribogroup A strains may have been unconsciously
introduced into Uruguay, for instance as L. uliginosus seed contami-
nants. The presence of ribogroup A strains in soils with no history of
inoculation would support this possibility. Another, perhaps more
speculative possibility is that ribogroup A isolates might be derived
from native strains, which could have acquired enhanced symbiotic
performance after receiving symbiotic regions from the inoculant
U526 by horizontal transfer events. Sequence analysis of relevant
genomic regions in U526 and representative ribogroup A isolates
should provide useful information for distinguishing amongst such
possibilities.
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In addition we found three bradyrhizobial isolates (CNL7, CNL8
and CNL9) which were clearly distinct from the majority of iso-
lates and reference strains. These isolates were from soils having no
previous history of inoculation. Phylogenetic analysis showed that
these isolates were distinct from previously described Bradyrhizo-
bium species, but were very closely related to a strain (CH2509)
isolated from L. albescensin southern Brazil. Although isolates CNL7,
CNL8 and CNL9 did not nodulate the two Lupinus species tested in
this study, their close phylogenetic relationship to the above Brazil-
ian strain together with the fact that they were isolated from soils
with no history of inoculation, suggest that these isolates may be
native to regional soils. One possibility is that they can efficiently
nodulate Lotus but may have other legume(s) as primary host. As
such, it might be worthwhile to search for native rhizobia that could
serve as effective Lotus inoculants and that would be well adapted
to the soil and climatic conditions of the region.

Isolate LULIT12 also appeared to be a broad host-range strain
related to Mesorhizobium, although it clustering with a particular
species was unclear. The nifH and nodC genes of isolate LULIT12,
however, were highly similar to those of strain NZP2037 (U261),
which could suggest horizontal transfer from this non-native com-
mercial inoculant as indicated above. Thus, isolate LULIT12 may
represent a native bacterium that might have acquired symbiotic
regions or genes from strain NZP2037. The host range of isolate
LULIT12 was also similar to that of strain NZP2037 providing further
support for horizontal transmission of symbiotic genetic informa-
tion. More detailed studies will be necessary, however, to assess the
origin and to characterize the symbiotic abilities of this isolate, par-
ticularly nitrogen fixing efficiency and nodulation competitiveness
with Lotus used for improvement of Uruguayan pastures.

This work has for the first time explored the genetic diversity of
rhizobia nodulating L. uliginosus in a South American country like
Uruguay, where L. uliginosus was introduced several decades ago
and is commonly inoculated with acommercial strain brought from
New Zealand. Our results indicate that despite its wide utilization,
the commercial strain NZP2039 does not survive very well in the
Uruguayan soils, and strongly support the notion that Uruguayan
soils contain native andjor naturalized L uliginosus symbionts,
likely well adapted to the local conditions which can be the source
for development of improved inoculants.
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