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1. INTRODUCCION

La necesidad de satisfacer la demanda creciente de proteina animal
tanto carne como leche para el consumo humano, nos lleva a ser eficientes en
la produccion animal. Entre los factores que afectan esta eficiencia se
encuentra la nutricibn animal. El suministro de fuentes proteicas es
relativamente costoso y en tal sentido se trabaja en la busqueda de alternativas
gue resulten econdémicas y viables.

Las leguminosas son capaces de producir altos niveles de proteina, con
una tasa relativamente baja de disminucion de este componente mientras que
la planta avanza en su maduracidén (Rincon, citado por Dervin, 2015). Estas
plantas tienen la habilidad de utilizar el nitrégeno atmosférico mediante el
establecimiento de una relacion simbidtica, o sea una relacion de beneficio
mutuo, con bacterias colectivamente llamadas rizobios. Estas bacterias reducen
el N, a amonio (NH4"), que es asimilado por la planta. A su vez, la planta le
suministra a las bacterias diferentes moléculas carbonadas derivadas de la
fotosintesis, como fuente de carbono y energia. Esto significa que la fijacion
biologica del nitrégeno (FBN) utiliza energia solar, una fuente inagotable de
energia, y gracias a ella es posible reducir la utilizacién de fertilizantes.

El proceso industrial para producir fertilizantes quimicos nitrogenados y
su distribucién, consume grandes cantidades de energia (gas natural o
petréleo), recursos naturales no renovables, y ademas libera CO,, uno de los
causantes del efecto invernadero.

A su vez, el uso de fertilizantes quimicos nitrogenados tiene efectos
nocivos sobre el ambiente a través de los nitratos (NO3), que contaminan las
aguas superficiales y profundas de uso humano y animal, y del 6xido nitroso
(NO) que contribuye con el calentamiento global (Steinfeld et al., 2007). En este
sentido, la posibilidad de utilizar el N, atmosférico a través de la FBN contribuye
a disminuir esos efectos.

Entre los microorganismos capaces de reducir N, se encuentran los
rizobios, que son los fijadores de mayor importancia agronémica porque en
simbiosis con leguminosas permiten la entrada de nitrdgeno a los ecosistemas
agricolas. La cantidad de nitrogeno transferido a las plantas proveniente de la
fijacion simbidtica es variable, del orden de 50 a 70 kg-ha™*-afio !, mientras que
la cantidad de N aportada por la fijacion no simbidtica y las lluvias oscila entre
10 y 20 kg-ha *-afio * (Perdomo y Barbazan, 2008).

La introduccion de leguminosas en el campo natural proporciona
nitrdgeno al sistema, aumentando la calidad y cantidad de gramineas. Por esto



su utilizacidbn protege los recursos genéticos nativos y contribuye al
mantenimiento sustentable de la biodiversidad (FAO, 2003).

Debido a los aportes que derivan de FBN, antes de introducir una
leguminosa es aconsejable conocer que tan eficientes son los pares simbioticos
de distintas asociaciones rizobio — leguminosa. En este sentido, como se
desarrollaron hibridos interespecificos de L. uliginosus x L. corniculatus y el
reciproco, en esta tesis se evalla la eficiencia simbiotica de los inoculantes
comerciales actuales utilizados para inocular a los parentales.

1.1. OBJETIVO

Evaluar la eficiencia de los inoculantes rizobianos comerciales utilizados
en L. uliginosus y L. corniculatus en nuevos hibridos interespecificos entre estas
especies.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. USO DE LEGUMINOSAS E INOCULANTES EN URUGUAY

Las praderas artificiales y pasturas mejoradas con leguminosas
forrajeras son uno de los pilares de la agricultura y ganaderia en Uruguay; que
comprende unas 2.342.542 ha en 2012/13 (MGAP. DIEA, 2015). Para satisfacer
la demanda creciente de proteina animal se requiere una mayor productividad
ganadera, la cual estad acotada por la calidad de las pasturas naturales,
integradas basicamente por gramineas estivales.

En la dltima década la superficie de praderas artificiales y pasturas
mejoradas ha disminuido, en parte por el desplazamiento a suelos marginales
de las explotaciones ganaderas y lecheras como consecuencia de la expansion
del area agricola. Esto llevd, por un lado, a la disminucion del uso de
inoculantes por los productores por no observar un beneficio derivado de la
inoculacién, y por otro a tener que evaluar inoculantes que permitan mejorar la
implantacion, produccion y duracion de la pradera en diferentes ambientes
(Sanjuan y Rebuffo, 2010).

A su vez, los cambios progresivos en la estructura rural (disminucion
del numero de predios), especializacion productiva (disminucion de la
multiplicacion de semilla propia), extension del monocultivo de soja, entre otras,
también ha contribuido a esa disminucion de la superficie de praderas y
pasturas mejoradas (Sanjuan y Rebuffo, 2010).

2.2. UTILIZACION DE LOTUS EN EL MEJORAMIENTO DE PASTURAS

Debido a la importancia que tienen las leguminosas ya sea en el area
productiva, ambiental y social, se justifica una inversion importante en el
mejoramiento genético de muchas especies. En Uruguay, distintas especies del
género Lotus se utilizan en diferentes sistemas de produccion, con una
superficie aproximada de 500.000 ha (MGAP. DIEA, 2011), lo que evidencia la
importancia de estas leguminosas en nuestro pais.

Las mas de 200 especies de este género componen un conjunto
heterogéneo de plantas anuales y perennes ampliamente distribuidas en el
mundo (Grant, 1995), adaptadas a diversos ecosistemas. Entre las mismas se
encuentran especies forrajeras de interés agronémico y otras son utilizadas en
la recuperacion de ambientes marginales para la agricultura.

En Uruguay se usan como leguminosas forrajeras L. corniculatus L., L.
uliginosus Schkuhr (sindnimo L. pedunculatus Cav.) y L. tenuis Waldst. & Kit. Ex
Willd (sinbnimo L. glaber Mill) (perennes) y L. subbiflorus Lag. y L.
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angusstissimus L. (anuales), con diferentes ventajas y limitaciones, pero todas
contienen taninos, que evitan el meteorismo (Min et al., 2003).

2.2.1. Caracteristicas productivas y boténicas de L. corniculatus y L. uliginosus

Las especies del género Lotus presentan una buena adaptacion a
suelos de fertilidad y acidez media, caracteristicas comunes de suelos de
Uruguay. Dentro de las especies perennes se destacan L. corniculatus por su
tolerancia al déficit hidrico y el cultivar rizomatoso ‘Grasslands Maku’ (lotus
Maku; L. uliginosus) por su persistencia, contenido de taninos y tolerancia al
pastoreo (Reyno, 2014).

L. corniculatus presenta una raiz pivotante con numerosas
ramificaciones laterales principalmente en los primeros treinta a sesenta
centimetros del perfil del suelo y una corona lefiosa de la cual parten
numerosos tallos aéreos. Ese sistema radicular le permite explorar
ventajosamente el agua y nutrientes (Seaney y Henson, 1970).

La utilizacion de variedades criollas en el mejoramiento genético ha
permitido desarrollar el cultivar INIA Draco de L. corniculatus, que produce 10%
mas forraje que San Gabriel, la variedad tradicional (Rebuffo, 1998).

L. corniculatus, es de las especies mas recomendables y utilizadas para
la siembra con cultivos asociados dado su vigor inicial y recuperacion luego de
cosechado el cultivo. Presenta una alta produccion de semillas cuyo promedio a
nivel nacional es de 80 Kg-ha™ (Pritsch, 1992), sin embargo realizando manejos
adecuados se pueden alcanzar rendimientos superiores a los 400 Kg-ha™
(Formoso, 1996). Como desventaja, presenta facilidad de desgrane por lo que
requiere de una cosecha en tiempo y forma para obtener buenos rendimientos.

La produccion y distribucion estacional de pasturas puras de L.
corniculatus en Uruguay se resumen en el cuadro 1 y la produccién de forraje
promedio en diferentes afios en el cuadro 2.

Cuadro No. 1. Produccion anual y estacional de forraje de L.
corniculatus durante 4 afios, expresado como Kg MS.ha™ y proporcién
estacional dentro de afio.

Afos | Otono | % Invierno | % Primavera | % Verano | % Total
1 200 |44 600 13.3 2140 475 | 1570 | 34.8 | 4510
2 1520 | 20.1 1140 |15 3220 425 | 1700 |22.4 | 7580

3 640 |12.2 752 14.3 2810 53.4 | 1060 |20.1 | 5260

4 380 9.2 470 11.3 2434 58.7 860 |20.8 | 4140

Fuente: Diaz et al. (1996).



Cuadro No. 2. Produccién de forraje promedio de L. corniculatus en
diferentes afios.

Referencia Produccion (Kg MS.ha™) | Observaciones

Leborgne, citado 5000 Promedio de 4 afios.

por Zanoniani y

Ducamp (2004).

Risso, citado por 5100 Promedio de 5 afios
Zanoniani y (siembra en cobertura).
Ducamp (2004).

Garcia, citado por 7800 Promedio de 16 afios
Zanoniani y (del segundo afio).
Ducamp (2004).

Bemhaja, citado 4900 Promedio de 4 afios

por Zanoniani y (minimo laboreo).

Ducamp (2004).

Rebuffo, citado 4300 Promedio del 3er. y 4°. afio
por Zanoniani y (dos cultivares en dos fechas
Ducamp (2004). de siembra).

En Uruguay los tres cultivares de L. corniculatus mas utilizados son
Estanzuela Ganador, San Gabriel y Draco. En el cuadro 3 se muestra la
produccion de estos cultivares durante 3 afios.

Cuadro No. 3. Produccién anual de forraje en kg de MS.ha™ de tres
cultivares de L. corniculatus.

Cultivares 1 afio 2 afo 3 afo
Estanzuela 4939 8715 6999
Ganador

San Gabiriel 4720 8496 6682
INIA Draco 4667 9288 7658

Fuente: INIA (1999).

El cultivar Draco, de mas reciente liberacion por el INIA, busca
aumentar la persistencia productiva en base a seleccion de plantas mas
longevas fundamentalmente resistentes a enfermedades de raiz y corona
(Rebuffo, 1998).

L. uliginosus presenta diferentes habitos de crecimiento, variable entre
postrado, semipostrado, semierecto y erecto, segun el origen y el momento
fenoldgico que se considere. Poseen un sistema radicular extenso y superficial,
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concentrado en los primeros centimetros del suelo formado por una corona
primaria central y una raiz primaria pivotante a los que se agrega una
importante red de rizomas, estolones y raices fibrosas. Esta red entramada le
otorga una muy buena habilidad colonizadora del tapiz y estabilizadora de
suelos (Ayala y Carambula, 2009).

El lotus Maku, cultivar tetraploide originario de Nueva Zelanda, es el
mas usado en Uruguay, aun cuando se han evaluado otros cultivares diploides
(Hernandez et al., 2005). Esto se debe entre otras caracteristicas al valor
proteico y produccion de forraje, asi como a las capacidad de desarrollarse en
suelos acidos y soportar anegamientos (Diaz et al., 2005).

La principal desventaja del lotus Maku es el bajo rendimiento en la
produccion de semilla en las condiciones ambientales del Uruguay (Hernandez
et al., 2005), lo que lleva al alto costo de las mismas. Por este motivo el
programa de mejoramiento genético de INIA desarrollo el cultivar LE 205 de L.
uliginosus, con mayor produccion de semillas que lotus Maku. El cultivar LE 205
es tetraploide, perenne, de crecimiento prima vero-estivo-otofial, seleccionado
en INIA La Estanzuela con destino a sistemas ganaderos.

L. uliginosus ha tomado importancia en la actualidad debido a la
revalorizacion del contenido de taninos condensados, que mejoran la proteccion
de la proteina vegetal y por ende la produccion animal. Su adaptacion a
condiciones de baja fertilidad y sus bajos requerimientos de manejo han
permitido su destaque y promocion en nuestros sistemas de produccion. Esta
especie se utiliza principalmente en siembra en cobertura, aunque ultimamente
ha sido destacado su valor para la incorporaciébn en pasturas mezclas en
sistemas mas intensivos (Cardmbula et al., 1994).

En general los datos obtenidos en el pais demuestran una baja
produccién al primer afio, y un marcado aumento a partir del segundo, con una
distribucion de produccion de forraje marcadamente en primavera — otofio. La
produccion de forraje del lotus Maku se resume en el cuadro 4 siendo en
algunos casos superior a la mostrada por L. corniculatus.

Cuadro No. 4. Produccién de forraje (Kg MS.ha™) de L. uliginosus cv.
Grasslands Maku.

Referencia Kg MS-ha™-afio™” Observaciones
Bemhaja, citado por Zanoniani y 3900 Promedio de 3 afios
Ducamp (2004). (basalto profundo).
Bemhaja, citado por Zanoniani y 6700 Promedio de 3 suelos
Ducamp (2004). (siembra en cobertura).




Si bien la calidad de forraje en términos de proteina cruda y fibra es
menor en L. uliginosus respecto a otras leguminosas, se debe tener en cuenta
gue su contenido de taninos condensados hacen posible ganancias de peso
similares, que pasturas de mayor calidad (Montossi, 1995).

2.3 TANINOS

Los taninos son compuestos fendlicos de elevado peso molecular (500
a > 20000). En la naturaleza pueden encontrarse dos tipos: condensados e
hidrolizables. Los TC (taninos condensados) son polimeros flavonoides, que
pueden producir antocianidinas (Otero y Hidalgo, 2004). Los taninos se
sintetizan mediante la via de los fenilpropanoides que parte de los aminoacidos
fenilalanina y tirosina (figura 1). Mediante esta via se sintetizan diferentes tipos
de taninos condensados y no condensados. Los compuestos fendlicos son
dificiles de cuantificar, hay diferentes metodologias para determinarlos como la
técnica de la vainillina, como equivalentes del acido galico o como
protoantocianilinas.

En la practica, las dietas con taninos se utilizan para prevenir la
formacion excesiva de espuma en los rumiantes (timpanismo). Esto se debe a
que disminuye la pérdida de proteina de la ingesta en el rumen debida a la
protedlisis realizada por microorganismos, lo que aumenta la cantidad de
nitrégeno absorbida en el intestino delgado y disminuye la necesidad de
suplementacion proteica en la dieta (Taiz y Zeiger, 1998).

Una dieta con contenido medio de TC (entre el 2 y 4 % del peso seco)
aumenta en la produccién y calidad de la leche, la tasa de ovulacién y la
eficiencia de utilizacion del forraje (Waghorn y Shelton, 1997). Ademas los
taninos reducen la incidencia de ectoparasitos en los ovinos (Niezen et al.,
1995) y en las plantas contribuyen con la funcién defensiva frente a ciertos
herbivoros hongos y bacterias (Taiz y Zeiger, 1998). Entre las bacterias, los
rizobios son sensibles a los TC, que estan relacionados con la nodulacién
(Pankhurst y Jones, 1979). Asimismo, los TC es probable que cumplan un rol
en la modulacién de los mecanismos de tolerancia a distintos estreses abioticos
(Dixon y Paiva, 1995).

Sin embargo, concentraciones altas de TC en forraje, mayores al 4%
del peso seco, reducen la palatabilidad, la digestibilidad y la produccion de
carne de los rumiantes (Min et al., 2003).
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Fuente: modificado de Escaray et al. (2014).
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2.4 HIBRIDOS DE LOTUS

2.4.1 Importancia de los hibridos

L. corniculatus y L. uliginosus con diferentes estrategias de crecimiento
y desarrollo a nivel del sistema radicular y de la parte aérea, son leguminosas
con alto valor agrondmico que se incorporan para mejorar las pasturas.

L. uliginosus es una forrajera con caracteristicas de manejo que difiere
poco de las requeridas por L. corniculatus, a excepcidén de su rebrote que es
menos eficiente. No obstante, la elevada capacidad colonizadora de L.
uliginosus a través de su habilidad de propagacion vegetativa, contrasta con L.
corniculatus cuya multiplicacion depende de la semillazén (Carambula et al.,
1994).

Un objetivo del mejoramiento de L. corniculatus es la basqueda de
materiales de habito semipostrado, de coronas grandes y presencia de rizomas,
y para L.uliginosus una mayor produccion de semilla. Un biotipo con ambas
caracteristicas permitiria contar con plantas de mayor persistencia y tolerancia
al pastoreo.

2.4.2. Obtencién de hibridos

Con el objetivo de combinar caracteristicas y generar variabilidad
genética en especies cultivadas del género Lotus, Castillo et al. (2012)
realizaron cruzas interespecificas entre L. uliginosus (4n) y L. corniculatus (4n).
De este modo se obtuvieron hibridos G1 (L. uliginosus cv. LE 205 x L.
corniculatus cv. Draco) y G5 (L. corniculatus cv. Draco x L. uliginosus cv. LE
205), cuya eficiencia simbiética con los rizobios utilizados como inoculantes
comerciales de los parentales se evalGan en esta tesis.

Para los hibridos G1 se parti6 de 44 progenies de semilla F2
provenientes del cruzamiento de L. uliginosus x L. corniculatus. Para el hibrido
G5 se partié de 24 progenies del cruzamiento reciproco. La generacion de los
hibridos y policruza posterior de genotipos F1 para generar la semilla F2 ha sido
descrito por Castillo et al. (2012).

Los hibridos interespecificos pueden recombinar mecanismos
adaptativos presentes en las especies parentales y generar una fuente de
material sobre el cual luego operan los procesos de seleccion (Grant, citado por
Castillo et al., 2012).

Debido a la existencia de barreras reproductivas que mantienen el
aislamiento entre especies, los hibridos obtenidos por Castillo et al. (2012) se
obtuvieron mediante rescate de embriones, para lo que fue necesario el cultivo
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in vitro de embriones hasta estados que permitieron la obtencién de plantas.
Estos autores realizaron la confirmacién de los hibridos por citometria de flujo y
marcadores moleculares.

2.5. INOCULANTES RIZOBIANOS

Dentro de las practicas agricolas sustentables, la de mayor éxito ha
sido la FBN a través del desarrollo de inoculantes para leguminosas a base de
cepas de rizobios seleccionadas por su especificidad, infectividad y efectividad
(Toresani et al., 2007). La inoculacidon es una técnica que permite incorporar
bacterias fijadoras de nitrégeno a las semillas o al suelo artificialmente
(Hardanson et al., 1989).

Entre los afios 1960 y 1970 en Uruguay se realizé un programa de
seleccion de cepas de rizobios para ser usadas como inoculantes de
leguminosas forrajeras y en la década del ‘80 se generalizd el uso de turba
estéril como soporte en la formulacion de los inoculantes, con mejoras en la
calidad de los mismos. A esto se le suman politicas aplicadas por mas de 40
afios (Labandera, 2007), que hacen que el Uruguay sea un referente a nivel
mundial en relacién a la produccién y uso de inoculantes rizobianos (Date,
2000).

Actualmente se busca garantizar la calidad de los inoculantes
comerciales y se llevan adelante investigaciones relacionadas a la seleccion de
cepas para leguminosas forrajeras, asi como también nuevas tecnologias de
inoculacion, control de calidad y actualizacién del marco legal para el comercio
de inoculantes.

Si bien en nuestro pais no hay leguminosas nativas del género Lotus
sp., existen poblaciones de rizobios que los nodulan en la mayoria de nuestros
suelos con eficiencias variables. Estos rizobios, a los que se denominan
genéricamente nativos, probablemente son naturalizados (Batista, 2013) y
deriven de los introducidos hace méas de 40 afios. A su vez, dada su
adaptacion y persistencia a las condiciones edafoclimaticas locales, estas
cepas pueden ser fuente para la seleccion de de nuevos inoculantes (Batista,
2013) y también explicar por qué un porcentaje cercano al 50% de los
productores abandonen la practica de inocular al ver que las leguminosas se
nodulan en ausencia de inoculante (Sanjuan y Rebuffo, 2010). El abandono de
la practica de inocular constituye un problema, porque en muchos casos la baja
poblacién de rizobios especificos o la presencia de cepas poco eficientes en el
suelo pueden tener consecuencias negativas sobre la produccion de la pradera.

En el género Lotus se han podido distinguir dos grupos segun el rizobio
que los nodula: L. corniculatus y L. tenuis son nodulados tipicamente por
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bacterias del género Mesorhizobium, mientras que L. subbiflorus y L. uliginosus
son nodulados por bacterias del género Bradyrhizobium (Brockwell et al., 1994),
gue generalmente se encuentran en baja cantidad en los suelos, por lo que
compiten poco con las cepas introducidas (Gwynne y Beckett, 1980). Estos
grupos simbiéticos tienen relaciones de incompatibilidad entre ellos, y las
bacterias de un grupo pueden producir nédulos de tipo inefectivo o parasito en
el otro grupo. De esta forma, si la especie de lotus sembrada no pertenece al
mismo grupo simbidtico que la poblacién de rizobio predominante en el suelo,
puede provocar un establecimiento defectuoso o pérdida de rendimiento
(Gwynne y Beckett, 1980).

L. corniculatus se ha utilizado en Uruguay desde los afios 60 en
diferentes sistemas de rotaciones. Por este motivo, en esos suelos como se
dijo, suele haber cantidad y diversidad de cepas nativas — naturalizadas mas o
menos efectivas para este huésped (Sotelo et al., 2011). Estas cepas a las que
nos referiremos genéricamente como nativas de aqui en adelante estan
presentes incluso en chacras sin historia de cultivo. Generalmente L.
corniculatus presenta nodulos ocupados por Mesorhizobium sp., con mucha
variabilidad en la eficiencia simbiética (Baraibar et al. 1999, Sotelo et al. 2011).
Sin embargo algunas cepas de Mesorhizobium, tienen amplio rango de
hospedero y pueden formar nodulos fijadores de nitrdgeno en la mayoria de las
especies del género Lotus (Barrientos et al., 2002), entre ellas L. uliginosus
(Batista et al., 2013).

La cepa U226 (U510), utilizada como inoculante comercial de L.
corniculatus y de L. tenuis es eficiente en estas especies. Esto que es ventajoso
para futuras siembras de estas especies, es una dificultad cuando se pretende
sembrar posteriormente otras especies del género Lotus que son no
compatibles simbidticamente con los rizobios presentes en el suelo. Esto
sucede con L. subbiflorus cv. Rincén o lotus Maku. En estas especies, la cepa
comercial de L. corniculatus es competitiva pero parasita, por lo que para una
buena implantacién de lotus Rincén y de lotus Maku es necesario inocular con
el inoculante especifico (Dutto, 2002).

Estas relaciones no implican renunciar a la siembra de L. uliginosus en
potreros con antecedentes de L. corniculatus, dado que la competencia entre
cepas muestran que a concentracion baja de la cepa efectiva frente a la
inefectiva, la planta puede establecer una simbiosis de tipo eficiente con la
primera. Esto evidencia la necesidad de inocular con el inoculante especifico
para lograr una concentracibn minima adecuada de rizobio por semilla que
haga posible una efectiva nodulacion y establecimiento (Labandera et al.,
2005).
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Un hecho interesante, es que ocurren eventos de transferencia
horizontal de genes entre especies nativas de rizobios e inoculantes
introducidos, lo cual marca una 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).

2.6. NITROGENO

El N es uno de los elementos mas comunes del planeta y limita la
produccion de los cultivos en mayor medida. Esto es debido a que la molécula
de N, (N=N) es inerte, con una gran estabilidad por su triple enlace (Perdomo y
Barbazan, 2008).

En forma natural, el nitrdgeno del aire puede llegar a la planta a través
de dos mecanismos principales: transferido por las bacterias, que previamente
lo han reducido a amonio por el proceso de fijacibn simbiotica, o
asimbidticamente, siendo el principal mecanismo el de fijacion simbi6tica
(Perdomo y Barbazan, 2008).

En la naturaleza existen dos fuentes principales de reserva de nitrégeno
para las plantas. La mayor es la atmosfera, que tiene 78% de N, aunque
también existen otras formas gaseosas cuantitativamente de menor
importancia. La otra reserva importante de nitrdgeno es la materia organica del
suelo (Perdomo y Barbazan, 2008).

Los cambios en el contenido de nitrégeno del suelo al cambiar el
manejo de una situacion determinada, ocurren porque cambia el balance de
mecanismos de pérdida y ganancia de nitrégeno del suelo, siendo uno de los
principales mecanismos de ganancia la FBN. Este proceso tiene gran
importancia en la produccién agropecuaria, donde se realizan rotaciones de
cultivos con praderas mezclas de leguminosas y gramineas, estas praderas
generalmente permanecen en produccidn por tres o cuatro afios. Gran parte del
nitrégeno que utiliza la pradera mezcla es obtenido de la fijacion simbiética
llevado a cabo por los rizobios en los nédulos de las raices de leguminosas
como alfalfa, tréboles y lotus (Perdomo y Barbazan, 2008).

En Uruguay, la cantidad de nitrdgeno que pueden fijar las pasturas
mezclas en su segundo afio de produccién puede ser hasta 300 kg. ha™ . afio™
(Mallarino et al., 1990). En una rotacion de cultivos y pasturas, el nitrdgeno
fijado por las leguminosas puede ser utilizado luego por los cultivos siguientes.

El nitrdgeno presente en el suelo bajo formas organicas tampoco esta
disponible como tal para las plantas, sino que para ser absorbido tiene que
pasar a formas inorganicas. El nitrogeno inorganico representa un 2% del
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nitrogeno total del suelo, donde se encuentra como nitrato (NO3’), amonio
(NH4") y nitrito (NOy). Estas formas inorganicas son transitorias en el suelo,
determinadas por las reacciones de oxidacion y de reduccion (figura 2), por lo
cual sus cantidades son extremadamente variables y oscila entre pocos gramos
hasta mas de 100 kg. ha™ de nitrégeno (Perdomo y Barbazan, 2008).

El N, debe ser reducido a NH,4 para poder ser utilizado por las plantas,
dicha reduccién es realizada por un grupo pequefio de procariotas, llamado
diazotrofos, ha este proceso se le llama fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN).

Nitrificaciéon

Fijaciéon
de
nitrégeno

Oxico
Anéxico

— \«\\\BC\OH
No'[ de c:\bo

proteinas Amonte® Fijacién
N/. o
C—

Denitrificacion

Figura 2. Ciclo del nitrégeno. Las reacciones de oxidacién estan
representadas por las flechas amarillas y las de reduccion con flechas rojas. La
fijacion biologica de nitrbgeno permite su incorporacion a los ecosistemas,
mientras que la desnitrificacion su salida bajo la forma de N, N,O o NO.
Fuente: tomado de Madigan et al. (2004).

La capacidad de desnitrificar es infrecuente entre los rizobios, y solo
algunas cepas del Bradyrhizobium pueden realizarla. La via completa, consiste
en la accion secuencial de las enzimas nitrato reductasa, nitrito reductasa, 6xido
nitrito reductasa y oxido nitroso reductasa (Monza et al., 2006).



2.7. ESTABLECIMIENTO DE SIMBIOSIS

La importancia de la FBN radica en que es responsable de la entrada a
los ecosistemas terrestres de unas 250 x 10° toneladas de nitrégeno anuales,
aporte esencial para la alimentacibn humana y animal (Monza y Palacios,
2004).

El establecimiento de la simbiosis rizobio - leguminosa comienza con el
intercambio de sefiales entre ambas partes. Las raices liberan exudados entre
los que se encuentran flavonoides, isoflavonoides y no flavonoides. 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 expresion de los genes nod permite la produccion de factores NOD
especificos que pueden inducir la formacion del nédulo (Skorupska et al., 2010).
En la figura 3 se resume el proceso. El factor NOD induce la curvatura del pelo
radical, por donde los rizobios penetran a la planta por 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 y el primordio se transforma
en nddulo maduro, donde los bacteroides producen NH3 a partir de N, (Maj et
al., 2009).

Los bacteroides no tienen capacidad de divisiébn, cuando la planta
muere los rizobios que estan en los cordones de infeccion quedan libres en el
suelo y pueden infectar otras raices (Monza y Palacios, 2004).

2.8. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO Y DIAZOTROFOS

La FBN es un proceso natural que contribuye con el 80% de la cantidad
de nitrégeno fijado en la naturaleza, anualmente unas 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 interaccion planta-bacteria mas estudiada por la importancia agronémica y
econdmica que tiene el cultivo de estas plantas a nivel mundial.
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Figura 3. 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 nédulo (f). Los rizobios se unen a
los pelos de la raiz y se forman los hilos de infeccién (g), por donde penetran en
los tejidos de las plantas y se desarrollan los nédulos (h, i) (Fuente: tomado y
modificado de Skorupska et al., 2010).

Los diazotrofos tienen distintas formas de vida, una que se conoce
como vida libre en suelos y aguas y otra denominada simbidtica, que
corresponda en general a las asociaciones a plantas.

Este grupo de procariotas tiene en comudn el complejo enzimético
nitrogenasa compuesto basicamente por dos proteinas, la Fe-S (dinitrogenasa
reductasa) codificada por el gen nifH y la Mo-Fe (dinitrogenasa) codificada por
los genes nifD, nifK. Los requisitos de esta enzima son ATP y poder reductor
(NAD(P)H o ferredoxina), que en las leguminosas genera el bacteroide a partir
de la fuente carbonada suministrada por la planta, principalmente como malato
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y succinato. El NH4" producido se exporta a la planta a través de la membrana
peribacteroidal y es asimilado en el citosol vegetal (Monza y Palacios, 2004).

El proceso de FBN implica un elevado costo de energia, debido a la
estabilidad dada por el triple enlace de la molécula N, dicha reaccion
estequiometrica se presenta a continuacion (Taiz y Zeiger, 2010).

N, + 8¢+ 8H" + 16 ATP — 2NH3 + H, + 16 ADP + 16Pi

La enzima nitrogenasa es inactivada en presencia de O, sin embargo
los microorganismos han desarrollado diferentes estrategias de proteccién
(Sanjuan y Olivares, 1991).

Los bacteroides requieren de O, para la generacién de ATP, en tanto
qgue la FBN es un proceso esencialmente anaerobio. Esta aparente paradoja se
resuelve en la simbiosis de las especies de rizobios con las leguminosas a
través de una regulaciéon del flujo de O, mediante diferentes estrategias
bioquimicas vy fisiolégicas generadas por la planta y la bacteria, que permiten
mantener la condicion microaerofilica que garantice la actividad nitrogenasa
(Urztay Baca, 2001).

2.8.1. Factores vy procesos que afectan la nodulacion

La alta demanda de fotosintatos en los periodos de fijacion de nitrogeno
activa, puede ser muy elevada, siendo un alto porcentaje de los carbohidratos
netos totales asimilados por la planta. Por esto los factores que afectan la tasa
de fotosintesis o la distribucion de fotosintatos en la planta afectan
significativamente la fijacion de nitrogeno. Dichos factores pueden ser,
biolégicos, ambientales o nutricionales. Los factores biolégicos de mayor
importancia son los genéticos, los ambientales y nutricionales, generalmente
afectan la fijacion de nitrégeno debido a la variacion de fotosintatos, pero
algunos factores ambientales pueden afectar directamente la FBN (Havelka et
al., 1982).

La FBN en leguminosas esta fuertemente relacionada con el estado
fisioldégico de la planta huésped. La diversidad de los resultados de eficiencia
simbidtica en diferentes condiciones ambientales descritos en la literatura
(Aranjuelo et al., Galvez et al., Purcell et al., Schulze, Serraj, citados por
Aranjuelo et al., 2014) pone de manifiesto la complejidad de los nodulos. Los
principales procesos que limitan el funcionamiento del nédulo son la
disponibilidad de fuentes de carbono, acumulacibn de compuestos
nitrogenados, permeabilidad de O, y la acumulacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Aranjuelo et al., 2014).
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También afectan el funcionamiento del nédulo la temperatura, contenido
de agua, acidez, salinidad, concentracion de nitrgeno combinado y déficit de
fésforo, entre otros. Si bien en esta tesis se eliminan estos efectos para evaluar
especificamente la cepa dada, se deberan realizar ensayos posteriores a nivel
de campo.

2.9. CEPAS UTILIZADAS COMO INOCULANTES COMERCIALES

Clasicamente los inoculantes comerciales se desarrollaron a partir de
cepas eficientes, es decir que en simbiosis con la leguminosa indujeran la
mayor cantidad de biomasa, y que ademas fueran persistentes. El criterio de
competitividad, si bien se sabia que era necesario el monitoreo en campo de la
ocupacion, no fue posible hasta hace unos 15 afios. De esta forma, los
inoculantes comerciales que se utilizan en Uruguay fueron desarrollados
basicamente por su eficiencia.

El criterio de persistencia es discutible en algunos casos, y si bien en
general es deseable que el rizobio utilizado como inoculante permanezca en el
suelo en vida libre o en otra leguminosa cuando la planta huésped no esta
presente, no en todos los casos es deseable. En el caso de la cepa comercial
de L. corniculatus, que es “parasita” en lotus Rincon y lotus Maku no constituye
la persistencia una caracteristica deseable. De todas formas en esa situacion la
inoculacion con la cepa especifica levanta este inconveniente (Dutto, 2002).

Una caracteristica sin duda deseable de los inoculantes es que sean
competitivos, de manera que si hay rizobios nativos en el suelo, la cepa
utilizada como inoculante ocupe mayormente los nédulos. Muchas veces las
cepas nativas o naturalizadas, bien adaptadas a las condiciones locales pero no
necesariamente eficientes, son mas competitivas que el inoculante comercial.*

En las simbiosis eficientes se pueden observar nodulos poco
numerosos, rosados, ubicados principalmente en la raiz primaria junto al cuello
y de mayor tamafio que los que ocupan las raices secundarias. Los nddulos
presentes en grandes cantidades, de color blanco — verdoso, de tamafio
pequefio y ubicados en todas las raices por lo general son ineficientes.

Existen otras caracteristicas externas de las plantas que reflejan si la
simbiosis se da eficientemente, como el buen desarrollo, vigorosidad y color
verde tipico. Dichas caracteristicas fueron consideradas en el trabajo de tesis
para poder estimar la eficiencia simbiotica de los hibridos y especies parentales
inoculadas con las cepas utilizadas como inoculantes.

! Monza, J. 2016. Com. personal.
#Monza, J. 2015. Com. personal.
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2.10. HIPOTESIS

Las cepas de Mesorhizobium y Bradyrhizobium utilizadas como
inoculantes comerciales para los parentales L. uliginosus y L. corniculatus
pueden no tener la misma eficiencia simbiética en los hibridos debido a
diferente concentracion de taninos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Material vegetal

Se utilizé L. uliginosus (4x) LE 205, L. corniculatus (4x) Draco y a los
hibridos G1 y G5 obtenidos respectivamente de los cruzamientos de L.
uliginosus x L. corniculatus y L. corniculatus x L. uliginosus. Las semillas fueron
suministradas por la Ing. Agr. Ménica Rebuffo, INIA La Estanzuela (Colonia,
Uruguay).

3.1.2. Microorganismos

Como in6culo se utilizé Mesorhizobium sp. cepa U226, inoculante
comercial para L. corniculatus y L. tenuis y Bradyrhizobium sp. cepa U526,
inoculante comercial para L. uliginosus. Las caracteristicas de las cepas de
rizobio se resumen en el cuadro 5.

Cuadro No. 5. Caracteristicas de las cepas comerciales utilizadas Uruguay.

Designaciones de las cepas. Origen Plantas
huésped
U226 (U510) Australia L. corniculatus
L. tenuis
U526 (NZP2309) Nueva L. uliginosus
Zelanda

Fuente: MGAP (2008).
3.2. CRECIMIENTO DE BACTERIAS Y PREPARACION DE INOCULOS

Los rizobios crecieron a 27°C en medio YEM (Yeast - Extract - Manitol,
Vicent, 1970) liquido o solidificado con agar 1.5% (p/v) cuya composicion se
detalla en el cuadro 6. Para el crecimiento en medio liquido se utilizd agitacion
orbital a 180 rpm.

Los in6culos se crecieron en medio liquido hasta una DOggg entre 0.8 y
0.9, que corresponde aproximadamente a 10° UFC mL™, y se centrifugaron 30
mL a 6.000 rpm por 5 min. Las bacterias se lavaron con agua estéril y se re-
suspendieron en 30 mL de agua estéril. Con 250 puL de esa suspension se
inocularon las plantas, a razon de 8 por maceta al momento de la siembra.
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Cuadro No. 6. Composicién del medio YEM.

Compuesto Cantidad
K;HPO,4 0.5¢
MgSO4:7H20 0.2 g
NacCl 0.1g
Manitol 10 g
Extracto de levadura 1.0g
Agar 159
Agua destilada 1L
pH 6.8-7.2

Fuente: Vincent (1970).
3.3. ESTERILIZACION Y GERMINACION DE SEMILLAS

Las semillas se escarificaron manualmente con lija de arena y se
esterilizaron superficialmente mediante tratamiento con etanol 96 GL durante 1
min agitando manualmente, un lavado con agua estéril, NaClO 40 % (v/v) 2 min
agitando manualmente y al menos cuatro enjuagues sucesivos con agua estéril.

Las semillas permanecieron en agua estéril al menos durante 1 h para
que liberen taninos y germinaron en agar - agua 1% (p/v) estéril, a 27°C, hasta
la emergencia de de 1 - 3 mm de radicula. En ese estado se sembraron a razén
de 8 por maceta y después de 10 dias se ralearon para dejar 4 plantas en cada
una.

3.4. CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS EN CONDICIONES CONTROLADAS

Una vez germinadas las semillas se sembraron en macetas con arena y
vermiculita lavadas con agua corriente durante 30 min. Las mezclas de 350 mL
se llenaron con la arena: vermiculita en relaciéon 1:1 y se esterilizaron en
autoclave 120°C durante 20 min.

Las plantas permanecieron en camara de crecimiento con una
intensidad luminica de 200 pE/m2 - s, fotoperiodo 16/8 h (luz/oscuridad),
25/18°C de temperatura y 50 - 60 % de humedad relativa.

Al momento de la siembra se regé con KNO3 2 mM y luego con agua
estéril hasta el primer corte (45 dias). A partir del primer corte se reg6 con agua
estéril y se alterné con riegos con medio Rigaud y Puppo sin nitrégeno (Cuadro
7).
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Cuadro No. 7. Composicion del Medio Rigaud y Puppo.

Macroelementos mg/L
KH,PO,4 200
MgSO,4 7H,0 200
KCL 200
CaS0O, 2H,0 120
Na,FeEDTA 25
Na,MO, :2H,0 4
pH 6.8-7.2
Microelementos mg/L
EDTA-Fe 25
Na,Mo00,4.2H,0 0,11

H3;BO3 2,85
CuS04.5H,0 0,2
ZnS0,4.7H,0 0,55
MnSQO4.H,O 3,07

Fuente: Rigaud y Puppo (1975).
3.5. DISENO Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

Con cada uno de los cuatro genotipos vegetales ensayados (L.
uliginosus LE 205, L. corniculatus Draco y los hibridos G1 y G5) se realizaron
tres tratamientos, con cinco repeticiones cada uno, correspondientes a:
inoculacion con U226, con U526 y sin inocular (control).

Cada tratamiento tuvo 5 repeticiones, considerando como unidad
experimental a la maceta. De esta forma se trabajé con 60 macetas con 4
plantas cada una. La distribucion de los tratamientos se muestra en la figura 4.
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Tratamiento 1
(control)

Tratamiento 2
(U 526)

Tratamiento 3
(U 226)

Figura 4. Esquema de distribucién de tratamientos en camara. Las
macetas se rotaron para mitigar efectos de luz pero se mantuvo la ubicacién de
cada tratamiento para evitar contaminacion.

3.6. ESTIMACION DE LA BIOMASA PRODUCIDA

La biomasa de las plantas se determiné en dos cortes, a los 45y 75
dias después de la siembra. En cada corte la determinacion de la biomasa se
realiz6 sobre las mismas plantas y se expres6 como peso seco de la parte
aérea a partir de lo cortado a nivel del primer nudo. El peso seco se determiné
en plantas secadas en estufa a 65°C durante 48 h.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los tratamientos con las diferentes cepas fueron aplicados bajo un
disefio completamente al azar con 5 repeticiones por tratamiento. Cada maceta
corresponde a una repeticion y en cada una de ellas habia 4 plantas. La
variable analizada fue la produccién de biomasa aérea por planta promedio por
maceta y se realizaron dos cortes a lo largo del ensayo.

La variable peso seco de la parte aérea se analiz6 a través del andlisis
de varianza (ANOVA). El modelo utilizado para dicho analisis es un modelo
lineal general y mixto, el programa que se utilizo es InfoStat.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La generaciébn de hibridos interespecificos de L. uliginosus x L.
corniculatus (hibrido G1) y el reciproco (hibrido G5), hizo necesario evaluar la
eficiencia simbidtica de los inoculantes comerciales utilizados en los parentales.
L. uliginosus se inocula con la cepa U526, un Bradyrhizobium sp. y L.
corniculatus con la cepa U226 (U510), un Mesorhizobium sp., (Brockwell et al.,
1994) que ha sido reasignado como Mesorhizobium huakuii (Batista et al.,
2013). La evaluacion de la eficiencia simbiotica de ambos hibridos y los
parentales se realizo en condiciones controladas y se estim6 como el peso seco
de la biomasa aérea en dos cortes, a los 45 dias después de la siembra (primer
corte) y 30 dias después del primero (segundo corte).

Cuando los parentales L. uliginosus y L. corniculatus y los hibridos G1 y
G5 se inocularon con la cepa U526, la biomasa aérea producida en el primer
corte fue la misma en los cuatro genotipos (figura 5). Sin embargo, cuando L.
corniculatus y el hibrido G5 se inocularon con la cepa U226 produjeron mas
biomasa que L. uliginosus y que el hibrido G1, que produjeron igual a los
respectivos controles sin inocular (figura 4). Los controles sin inocular de todos
los genotipos no se diferenciaron en la produccién de biomasa.

En el segundo corte (figura 6), realizado 30 dias después del primero, el
par simbibtico establecido entre la cepa U526 con L. uliginosus fue el que
produjo mas biomasa aérea respecto a las simbiosis establecidas con L.
corniculatus y los hibridos G1 y G5. Por su parte, la cepa U226 establecid
simbiosis mas eficientes en L. corniculatus y en el hibrido G5 que en L.
uliginosus y el hibrido G1, que produjeron la misma biomasa que el tratamiento
sin inocular.
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Figura 5. Biomasa de los hibridos y los parentales en el primer corte.
Los hibridos G1 (madre L. uliginosus) y G5 (madre L. corniculatus) y los
parentales L. uliginosus y L. corniculatus, se inocularon con las cepas U526 y
U226 (U510), inoculantes comerciales para L. uliginosus y L. corniculatus
respectivamente. Como controles se utilizaron los cuatro genotipos sin inocular.
Las barras verticales representan el desvio estandar y las letras iguales
corresponden a medias que no son significativamente diferentes (p>0,005).
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Figura 6. Biomasa de los hibridos y los parentales en el segundo corte.
Los hibridos G1 (madre L. uliginosus) y G5 (madre L. corniculatus) y los
parentales L. uliginosus y L. corniculatus, se inocularon con las cepas U526 y
U226, inoculantes comerciales para L. uliginosus y L. corniculatus
respectivamente. Como controles se utilizaron los cuatro genotipos sin inocular.
Las barras verticales representan el desvio estandar y las letras iguales
corresponden a medias que no son significativamente diferentes (p>0,005).

Los resultados obtenidos en los dos cortes, en las condiciones de
ensayo definidas, evidencian que el hibrido G1 establece simbiosis mas
eficientes con la cepa U526 que con la cepa U226. La cepa U526 es el
inoculante comercial para L. uliginosus, genotipo utilizado como madre en este
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hibrido.® Por otra parte, el hibrido G5, de madre L. corniculatus, establece
simbiosis mas eficientes con la cepa U226, el inoculante comercial utilizado en
esa leguminosa.

De esta forma, el hibrido G5 tuvo la misma eficiencia simbidtica que la
madre con ambos inoculantes, en los dos cortes, mientras que el hibrido G1 se
comporté como la madre en el primer corte con ambas cepas, pero en el
segundo corte L. uliginosus inoculado con la cepa U526 produjo mas biomasa
que los hibridos y L. corniculatus.

El establecimiento de la simbiosis rizobio - leguminosa y su eficiencia
esta determinada por el intercambio de sefiales entre ambas partes (Skorupska
et al., 2010). En muchas situaciones la simbiosis entre una cepa y distintos
hospederos muestra diferentes grados de eficiencia y capacidad de nodular
(Dutto, 2002). Cuando se siembra lotus Rincén en campos con historia de L.
corniculatus, se induce una relacion ineficiente-parasita, con formacion de
seudonddulos en las raices del primero. Estas estructuras son similares a los
nodulos, de color rojo intenso, pero sus células no estan ocupadas por
bacteroides.* Es probable que la produccién de antocianinas por la planta, que
le dan ese color rojo intenso a los seudonédulos, determine la muerte de las
bacterias.

Los taninos son polifenoles que tienen diferentes funciones en las
plantas, una de ellas es la de defensa frente a bacterias y hongos (Taiz y
Zeiger, 1998). El hecho que la cepa U226 establezca simbiosis poco eficientes
en L. uliginosus y con el hibrido G1 puede deberse a que tanto el parental como
el hibrido tienen mayor concentracion de compuestos fendlicos totales que L.
corniculatus, la leguminosa que se inocula con esta cepa. El contenido total de
polifenoles en L.corniculatus es del orden de 20% menor que la cantidad de
estos compuestos en L.uliginosus.* Por otra parte en el hibrido G5 la
concentracion de polifenoles es algo menor al hibrido G173, lo que explicaria que
este hibrido establezca una simbiosis mas eficiente que G1 con la cepa U226
(figura 5).

La cepa U526 es un Bradyrhizobium sp. utilizado como inoculante
comercial para L. uliginosus (Brockwell et al., 1994), leguminosa con mayor
concentracion de taninos que L. corniculatus (Otero y Hidalgo 2004, Varon et al.
2015). El hecho que la cepa U226 establezca simbiosis poco eficientes en L.
uliginosus (figura 6) y con el hibrido G1 (madre L. uliginosus) puede ser
consecuencia de la mayor concentracion de compuestos fendlicos en estos
genotipos respecto a L. corniculatus.

® Castillo, A. 2016. Com. personal.
* Monza, J. 2016. Com. personal.
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Figura 7. L. uliginosus inoculado con la cepa U226 (U510) y el control
sin inocular.

Los taninos condensados, ademas de ser una defensa de la planta
frente a diferentes parasitos y de los animales que las ingieren para controlar
parasitos gastrointestinales y meteorismo, también participan en la defensa
frente a bacterias (Taiz y Zeiger, 1998). Por este motivo la concentracion y tipo
de taninos podrian afectar el establecimiento de simbiosis eficientes o la
nodulacién de las leguminosas.

La concentracion de taninos en L. uliginosus se sitla entre 6y 7 % de la
materia seca (Otero y Hidalgo, 2004) mientras que en L. corniculatus entre 0.25
y 2% (Varon et al.,, 2015). La concentracion de taninos, determinada por la
técnica de vainillina (Reyno, 2014) y equivalencia de acido gélico ® en el cultivar
de L. uliginosus utilizado en la generacién de los hibridos G1 y G5 es mayor
qgue en el cultivar de L. corniculatus utilizado para la generacion de los mismos
hibridos.

Los hibridos G1 y G5 se estan evaluando en condiciones de campo en
INIA La Estanzuela y Glencoe. Estos hibridos, que corresponden a la F3,
fueron inoculados con Bradyrhizobium sp. U526 y mostraron una nodulacién
abundante (figura 8 A) con nédulos de color rosado que evidencian su estado
funcional (figura 8 B). Estos nédulos pueden tener un doble origen, inoculante
comercial o cepas nativas-naturalizadas presentes en esos suelos.
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Figura 8. Nodulacion de hibridos en campo. (A) Densidad y distribucién
de nédulos. (B) aspecto de un nédulo, en el que se observa la coloracién de la
leghemoglobina (Fuente: fotografia tomada por Reyno en 2016).
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5. CONCLUSIONES

La cepa de Bradyrhizobium sp. U526 es eficiente en los hibridos G1 y
G5, mientras que la cepa Mesorhizobium huakuii U226 (U510) es eficiente en el
hibrido G5 pero no en el hibrido G1.

La menor eficiencia simbiotica del hibrido G1 con la cepa U226 (U510)
puede deberse a la diferente concentracion de taninos, mayor en L. uliginosus
(madre del hibrido G1).
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6. RESUMEN

La generacion de hibridos interespecificos de Lotus uliginosus x L.
corniculatus (hibrido G1) y el reciproco (hibrido G5), hizo necesario evaluar la
eficiencia simbidtica de los inoculantes comerciales utilizados en los parentales.
L. uliginosus se inocula con la cepa U526 de, Bradyrhizobium sp. y L.
corniculatus con la cepa U226 (U510) de, Mesorhizobium sp. La evaluacion de
la eficiencia simbiotica de los hibridos y los parentales se realizd en condiciones
controladas y se estim6 como el peso seco de la biomasa aérea en dos cortes,
realizados a los 45 dias después de la siembra (primer corte) y 30 dias después
del primero (segundo corte). Con cada uno de los cuatro genotipos ensayados
(L. uliginosus LE 205, L. corniculatus INIA Draco y los hibridos G1 y G5) se
realizaron tres tratamientos (inoculacion con U226 (U510), inoculacién con
U526 y control sin inocular), con cinco repeticiones cada uno. El hibrido G5 se
comporté igual a la madre con ambos inoculantes en ambos cortes, mientras
que el hibrido G1 se comporté como la madre en el primer corte con las dos
cepas, pero en el segundo corte L. uliginosus inoculado con la cepa U526
produjo mas biomasa que los hibridos y que L. corniculatus. La nodulacén con
U226 (U510) fue ineficiente en L. uliginosus y G1; es probable que la cepa
U226 que nodula eficientemente a L. corniculatus forme simbiosis ineficientes
con L. uliginosus y el hibrido G1, cuya madre es L. uliginosus, debido a la
mayor concentracion de compuestos polifendlicos en estas leguminosas.

Palabras clave: Hibridos interespecificos; Mesorhizobium; Bradyrhizobium.
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7. SUMMARY

The generation of interspecific hybrids L. uliginosus x L. corniculatus (hybrid G1)
and the reciprocal (hybrid G5), made necessary to evaluate the symbiotic
efficiency of commercial inoculants used in parental materials. L. uliginosus is
inoculated with the strain U526 of Bradyrhizobium sp. and L. corniculatus with
strain U226 (U510) of, Mesorhizobium sp. The assessiment of the symbiotic
efficiency of hybrids and parental was performed under controlled conditions
and was estimated as the dry weight of the aboveground biomass in two cuts,
made 45 days after sowing (first cut) and 30 days after first (second cut). Three
treatments (inoculation with U226 (U510), inoculation with U526 and
uninoculated control) were performed for each of the four tested genotypes (L.
uliginosus LE 205, L. corniculatus INIA Draco and hybrid G1 and G5), with five
replicates each. The G5 hybrid behaved like the mother with both inoculants in
both cuts, while the hybrid G1 behaved like the mother in the first cut with the
two strains, but in the second cut L. uliginosus inoculated with the strain U526
produced more biomass than the hybrids and L. corniculatus. The nodulation
with U226 was inefficient for L. uliginosus and G1; it is likely that the strain U226
that efficiently nodulates L. corniculatus forms inefficient symbiosis with L.
uliginosus and hybrid G1, whose mother is L. uliginosus, due to the higher
concentration of polyphenol compounds in these legumes.

Keywords: Interspecific hybrids; Mesorhizobium; Bradyrhizobium.
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