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RESUMEN

El trebol blanco presenta dificultades de implantacion y producciéon en algunos
suelos. Tres cepas de rizobios nativas eficientes se seleccionaron por su
competitividad en 5 suelos. Las cepas seleccionadas se evaluaron en dos campos,
uno en Glencoe (INIA Tacuarembo) y otro en la UEPP (Unidad Experimental de
Palo a Pique, INIA Treinta y Tres). La implantacion en Glencoe fue mayor cuando se
inoculd con las cepas nativas N2 y 249. La produccién en la UEPP fue mayor con
U204 y N2, aunque U204 sélo ocupo el 30 % de los nddulos. En Glencoe la cepa 317
produjo mas forraje a los 12 meses, pero todas produjeron mas biomasa que el
control sin inocular y con la cepa U204 gque ocupo el 42 % de los nddulos. Las cepas
nativas N2, 249 y 317 ocuparon entre el 47 % y el 96 % de los nédulos de estolones,
por lo que fueron mas persistentes en los suelos que la cepa U204. No se encontraron
diferencias en la proporcion de nitrégeno fijado entre los tratamientos de la UEPP y
de Glencoe. Los valores obtenidos de fijacion bioldgica de nitrégeno oscilaron entre
60 y 97 %. La competitividad estimada con las cepas marcadas con el gen gusA, en
el conjunto de los suelos, confirmd que la cepa U204 es poco competitiva. Los
aislamientos de rizobios de trébol polimorfo evidenciaron un patrén biogeogréfico,
dado que la mayoria de las cepas agrupan segun su origen edafico. La produccion de
trébol blanco inoculado con aislamientos de trébol polimorfo evidencid que
aproximadamente el 50 % de las cepas establecen relaciones ineficientes o paréasitas
y el otro 50 % establece simbiosis de eficiencia intermedia. El inoculante comercial
para tréboles fue ineficiente en trébol polimorfo. Los resultados evidenciaron una
relacién inversa entre el nimero de nédulos y la produccion de biomasa de trébol
polimorfo. La secuencia del gen 16S ARNr de las cepas P3 y P18 tiene 100 % de
similitud con diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, entre ellas
U204, 317 y N2. La estructura microscopica de los nodulos inducidos por P3 en
trébol blanco mostré que estaban vacios y los inducidos por P18 una senescencia

acelerada.

Palabras clave: inoculantes, competitividad, Rhizobium leguminosarum
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Evaluation of rhizobia for the development of an efficient and competitive

inoculant of Trifolium repens

SUMMARY

White clover presents implantation and production problems in some soils. In this
work, three efficient native rhizobia strains were selected to test their
competitiveness in 5 different soils. The selected strains were evaluated in two fields,
Glencoe and UEPP. In Glencoe, white clover implantation was higher when it was
inoculated with N2 and 249 strains. Production in the UEPP was higher with U204
and N2, although U204 only occupied 30 % of the nodules. In Glencoe, differences
in production were found at 12 months. The highest production was with strain 317,
but all produced more biomass than the uninoculated control and strain U204 which
occupied 42 % of the nodules. The native strains N2, 249 and 317 occupied between
47 % and 96 % of the stolon nodules, so they were more persistent in the soils than
the U204 strain. No differences were found in the % of nitrogen fixed between
treatments of the UEPP and Glencoe. The values of BNF ranged from 60 to 97 %.
The competitiveness estimated with the strains marked with the gene gusA, for all
the soils tested, confirmed that the U204 strain is uncompetitive. The polymorphous
clover rhizobia isolates showed a biogeographic pattern, since most of the strains
group according to their edaphic origin. The production of white clover inoculated
with polymorphous clover isolates shows that approximately 50 % of the strains
establish inefficient or parasitic relationships and the other 50 % establish symbiosis
of intermediate efficiency. The commercial inoculant for clovers was inefficient in
polymorphous clover. The results showed an inverse relationship between the
number of nodules and the production of polymorphous clover biomass. The
sequence of the 16S rRNA gene of the strains P3 and P18 has 100 % similarity with
different strains of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii including U204, 317 and
N2. The microscopic structure of the nodules induced by P3 showed that they were

empty, and those induced by P18 appeared early senescence.

Key words: inoculants, competitiveness, Rhizobium leguminosarum
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1. INTRODUCCION

1.1. INCORPORACION DEL NITROGENO A LOS ECOSISTEMAS

En las plantas la deficiencia de N provoca la aparicién de clorosis y reduce su
productividad y vigor (Wiedenhoeft, 2006), dado que forma parte de aminoacidos,
acidos nucleicos y clorofilas entre otras moléculas, por lo que a menudo es un
nutriente limitante. Menos del 2 % del N se encuentra en el suelo como amonio,
nitratos y nitritos, por lo que muchas veces es necesario emplear fertilizantes

nitrogenados para aumentar la produccion agricola.

La produccion de amoniaco para producir fertilizantes se realiza mediante fijacion
industrial por el proceso de Haber-Bosch, a través del cual se incorporan en los
suelos aproximadamente 70 millones de toneladas de N/afio (Rojas, 2011), lo que
constituye aproximadamente el 25 % del total de N fijado anualmente (Stougaard,
2000). Este proceso requiere temperaturas del 6rden de 500 °C y 300 atm de presion,
lo que implica el uso de instalaciones especiales y de combustibles (85 L de gas y 2
L de petroleo para obtener un kg de amoniaco) y catalizadores inorganicos, lo que

tiene un alto costo de produccion.

Los fertilizantes nitrogenados son muy solubles en agua y del 100 % que se aplica al
suelo solo el 50 % es aprovechado por las plantas, el resto se escurre y puede
contaminar los cursos de agua. Por otra parte, en los suelos agricolas a partir del N
agregado como fertilizante se producen emisiones de gases con efecto invernadero
como NO y N2O (lannetta et al., 2016).

Como alternativa a la fijacion industrial del N, se encuentra la fijacion bioldgica del
N (FBN), que mediante diferentes aproximaciones se ha demostrado que es la
responsable de la incorporacion de entre 50 a 400 kg de N/ha/afio. Esto permite
disminuir el uso de fertilizantes sintéticos como la urea, y contribuye al equilibrio

ecologico de los suelos (Cayo y Rojas, 2006).



1.2. FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO

La enzima nitrogenasa es la responsable de la reduccion del N2 a NH4*, que ocurre

segun la siguiente reaccion:
N2 + 8H* + 8¢" + 16MgATP —» 2NH3+ Hy + 16MgADP + 16 Pi

Esta enzima est4 presente s6lo en procariotas, que se encuentran en vida libre o
asociados a plantas de diferentes maneras. Una de las asociaciones mas estudiadas es
la que ocurre entre bacterias Ilamadas colectivamente rizobios y raices y/o tallos de
las leguminosas. En esas plantas las bacterias inducen el desarrollo de nddulos, en los
cuales se transforman en bacteroides, donde ocurre la reduccion del N2 (Hirsch et al.,
2001).

La nitrogenasa demanda grandes cantidades de energia y poder reductor, por lo que
su sintesis y actividad se encuentran finamente reguladas (lzquierdo y Nusslein,
2006). EI complejo enzimético nitrogenasa consta de dos subunidades, una molibdo-
ferro-proteina (FeMo) de 250 KDa codificada por los genes nifD y nifK y una ferro-
proteina (Fe) de 70 kDa formada por dos subunidades idénticas codificadas por el
gen nifH (Zehr et al., 2003). La expresion de los genes de la nitrogenasa esta
regulada principalmente por la presencia de NHs en el medio, que puede reprimir la
transcripcion de los genes que la codifican (Frioni, 2006).

La nitrogenasa, ademas de catalizar la reaccién de reduccion del N2, cataliza la
reduccion de otras moléculas que contienen triples enlaces, como el acetileno (C2H2)
a etileno (C2Ha4) (Yang et al., 2011). Esta caracteristica es utilizada para determinar
su actividad, a través de un ensayo que se conoce como actividad reductora de
acetileno (ARA). La ARA permite estimar la FBN mediante cromatografia de gases
a través de la deteccion y cuantificacion de etileno (Hardy et al., 1968). La principal
limitacion de este ensayo reside en que es una aproximacion indirecta de la
capacidad de fijar N en un momento dado, y no da informacion sobre la capacidad de
fijarlo a lo largo del tiempo de cultivo (Anderson et al., 2004; Minchin et al., 1983).

A pesar de esto, se utiliza frecuentemente por su rapidez, sencillez y bajo costo



(Vessey, 1994), tanto en condiciones de laboratorio como de campo (Zablotowicz y
Reddy, 2007) para tener una aproximacion al potencial fijador, con las limitaciones

mencionadas que hay que considerar.

Otra forma de estimar la FBN es mediante el uso de is6topos estables del nitrogeno
(**N y ®N) que presentan diferencias cuantitativas en la atmdsfera y diferente masa
molecular y energias de activacion. Esta técnica tiene como ventaja el hecho de que
estos isOtopos se encuentran presentes en forma natural, y su distribucion y
abundancia varian en plantas y suelos. La abundancia natural de °N en el aire es
muy estable y constituye en éste el 0,3663 % (Mariotti, 1983), con una variacion de
+ 0,0004 % (Axmann y Zapata, 1990).

En el ensayo de dilucion isotopica de °N, las plantas fijadoras y no fijadoras son
crecidas en suelos o sustratos enriquecidos con N previo a la siembra mediante
fertilizacion con urea, amonio o nitrato. Las bacterias fijadoras de nitrégeno diluyen
el >N tomado del suelo en relacién a plantas no fijadoras, debido a que la FBN
utiliza el 2*N derivado del N atmosférico (99,6337 %). La diferencia del contenido en
15N en sus tejidos se utiliza para estimar el N fijado (Unkovich y Pate, 2000). Las
dificultades principales de aplicar esta metodologia incluye el alto costo del
fertilizante enriquecido, la pérdida de éste en el suelo en corto tiempo y su

distribucion no uniforme, ademas de la contaminacion cruzada (Witty y Ritz, 1984).

Otra forma de estimar la FBN es a través de la abundancia basada en el
enriquecimiento natural de N (8) de los suelos, en relacion a su abundancia en
atmosfera (8°N=0 %) (Unkovich y Pate, 2000). En las gramineas la composicion
isotopica de N depende del suelo, por lo que el 51°N refleja la composicion isotépica
de éste, mas los fraccionamientos isotdpicos que ocurren en la planta. En las
leguminosas noduladas la composicion isotdpica de N esta determinada por el suelo
y el aire. Si la leguminosa no fija N su composicion isotdpica esta determinada por el
valor 5!°N del aire (0 %) y los fraccionamientos isotpicos de N que ocurren a nivel

de la planta. Esta situacion es igual a lo que ocurre en las gramineas, en el supuesto



que las especies en cuestion tengan un ciclo vegetativo similar y absorban N de la
misma zona del suelo (Louis et al., 2005).

La ventaja principal de esta aproximacion es que no es necesario afiadir una fuente
enriquecida con **N (Unkovich y Pate, 2000) y que permite, al igual que la técnica de

enriquecimiento isotopico, estimar el N incorporado durante todo el periodo.

Varios estudios han utilizado los métodos isotopicos para estimar la FBN en
condiciones de campo con leguminosas forrajeras (Schwenke et al., 1998; Unkovich
et al., 1998; Peoples et al., 1996; Sanford et al., 1995; Hogh-Jensen y Schjgrring,
1994) y con la leguminosa de grano soja (Di Ciocco et al., 2013; Song et al., 1995),

entre otras.
1.3. CARACTERISTICAS TAXONOMICAS DE LOS RIZOBIOS

Los rizobios son bacilos gram negativos, heterdtrofos y aerobios, méviles debido a
flagelos peritricos y polares. Cuando se transforman en bacteroides adoptan una
forma pleomorfica (Stanier et al., 1996).

Los rizobios pertenecen a un grupo diverso de a y  proteobacteria que comprenden
diferentes familias que estan presentes en el entorno de 10° y 10° rizobios/g de suelo,
puede representar hasta el 0,1 % de los microorganismos cultivables totales de suelo
que contiene en el entorno 10° microorganismos/g (Thies et al., 1991).

Hasta el momento se han descrito 98 especies de rizobios pertenecientes a 13 géneros
(Cuadro 1). Actualmente, la taxonomia de los rizobios se basa en un enfoque
polifasico que incluye caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, fisioldgicas,
genéticas y filogenéticas, entre otras (Weir, 2016).



Cuadro 1. Taxonomia de los rizobios (Weir, 2016).
Clase Familia Géneros

Rhizobium,
Rhizobiaceae
Sinorhizobium/Ensifer, Shinella

Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium

a—proteobacteria Hypomicrobiaceae Azorhizobium, Devosia

Phyllobacteriaceae = Mesorhizobium, Phyllobacterium
Brucellaceae Ochrobactrum
Methylobacteriaceae =~ Methylobacterium, Microvirga

p—proteobacteria Burkholderiaceae Burkholderia, Cupriavidus

1.4. FORMACION DE NODULOS

Muchas de las especies de rizobios interactlan solo con una o pocas especies de
leguminosas, mientras que otras lo hacen con un amplio rango de hospederos
(Ferguson et al., 2010).

Las bacterias pueden entrar a las plantas a través del dafio epidérmico lo que
corresponde a un modo ancestral de infeccion. Esta forma de ingreso se da en un
namero limitado de leguminosas, una de ellas el mani. La forma de infeccién comdn
a la mayoria de las leguminosas ocurre a través de una interaccion compleja entre la
planta y la bacteria que comienza con la adhesion del rizobio a la punta del pelo
radicular, induciendo la curvatura de éste. Seguidamente se genera un hilo de
infeccion que permite colonizar a las células del paréenquima cortical, lo que conduce

a la formacion del nodulo (Ferguson et al., 2010).



Las plantas exudan flavonoides por el sistema radicular y a concentraciones del
orden nM provocan quimiotaxis activa de los rizobios que se desplazan hacia la
superficie radical. A concentraciones del orden uM estos flavonoides inducen la
expresion de los genes responsables de la nodulacion (nod). Estos genes codifican los
factores Nod (FNs) que secretados inducen distintas respuestas en la raiz. Las plantas
reconocen los FNs (lipoquitoligosacéridos) por receptores de tipo quinasas (NFRs)
que se encuentran en la membrana de las células epidérmicas de la raiz (Oldroyd et
al., 2011). Una cascada de sefializacion a nivel molecular induce la expresion génica
y la organogénesis del nodulo, para lo cual se activa el ciclo celular en células
corticales de la raiz que comienzan a proliferar formando el primordio del nédulo
(Kouchi et al., 2010). Los hilos de infeccion, donde se reproducen los rizobios,
alcanzan el primordio y en sus células los rizobios son liberados al citoplasma
rodeados por la membrana peribacteroidea (MPB) formando los simbiosomas (Wang
et al., 2012) dentro de los cuales los rizobios se diferencian en bacteroides (Kouchi et
al., 2010).

La secuencia de la division celular inducida por los rizobios y la invasion celular
varia en las diferentes leguminosas, y esto tiene consecuencias sobre la morfogénesis
de nddulo, lo que da lugar a los nédulos determinados o indeterminados (Brewin,
1991). Los nodulos determinados se encuentran mayormente en las leguminosas
tropicales, mientras que los nodulos indeterminados son caracteristicos de legumbres

templadas.

En los nddulos determinados la actividad del meristemo se restringe a las primeras
etapas del desarrollo y los nddulos maduros de forma esférica, no tienen meristemo
persistente. En contraste, los nodulos indeterminados tienen forma alargada y
meristemo persistente en el extremo apical, incluso después de la maduracion

completa, como los de trebol.

En los nodulos indeterminados los hilos de infeccion permanecen en el nodulo y
liberan de forma continua las bacterias (Kouchi et al., 2010). En este tipo de nddulos

en estado maduro se distingue: zona I, meristema; zona Il de infeccion, interzona 11-



Il caracterizada por amiloplastos acumulados en sus células; la zona Ill donde los
bacteroides fijan N y la zona 1V senescente (Figura 1).

Symbiotic cell

b

Apical meristem

Infection zone
Interzone

Nitrogen
, fixation zone

Senescent zone

Figura 1. Estructura del nodulo indeterminado. En la zona | se encuentra el
meristemo apical. Las células vegetales infectadas se diferencian a lo largo de
multiples capas de células de la zona Il. En la zona Ill ocurre la FBN en los
bacteroides. La FBN disminuye en las células viejas, que senescen y forman la zona
IV. Tomado de Kondorosi et al. (2013).

Estudios enfocados a la evaluacion de la interaccion especifica que se da entre las
plantas y los rizobios, indican que ésta puede deberse a variaciones en los factores
Nod, receptores NFRs de las plantas, exopolisacaridos (EPS), lipopolisacéridos
(LPS), polisacaridos capsulares (KPS), B-glucanos ciclicos, patrones moleculares
asociados a microbios/patégenos (MAMPs/PAMPS), proteinas efectoras del sistema
de secrecién T3SS de bacterias y de determinantes relacionados a las respuestas
inmunes tanto en la leguminosa como en los simbiontes (Glyan'ko et al., 2015;
Gourion et al., 2015; Wang et al., 2012).

1.5. USO DE LEGUMINOSAS PARA MEJORAMIENTO DE SUELOS

El uso de leguminosas en pasturas y para el mejoramiento del suelo se remonta a los
romanos en el afio 37 a.C., sefialando que "las legumbres se deben plantar en suelos
ligeros, no tanto para sus propios cultivos sino para el bien que hacen a los cultivos
subsiguientes" (Graham y Vance, 2003). Las leguminosas forrajeras ademas de su

valor nutritivo, contribuyen a la sostenibilidad de la rotacion, reducen la erosion,



requieren bajas aplicaciones de pesticidas y herbicidas, bajos requerimientos de
fertilizacion, mejoran la estructura del suelo, pueden ser cultivadas en ambientes
marginales y aumentan la materia organica incrementando la rentabilidad agricola
(Rebuffo et al., 2006). Su aporte a la fertilidad de los suelos hace que sean
extensamente utilizadas en programas de mejoramiento de suelos a nivel

internacional.

Los tréboles son leguminosas perennes, aunque pueden comportarse como anuales,
bienales o de vida corta, de ciclo invernal y su mayor produccion se registra en
primavera (Carambula, 2003). Sin embargo, pueden ser utilizadas a lo largo de todo
el afio, ya sea alimentando a los animales a través del pastoreo o como ensilaje o
forraje (Dewhurst et al., 2009). Ademas se adaptan mejor a suelos de textura media a
pesados, fértiles y himedos, sin embargo no tolera suelos superficiales, y son

sensibles a sequia (Cardmbula, 2003; Langer, 1981).

Trifolium pratense (trébol rojo) y Trifolium repens (trébol blanco) tienen un alto
contenido de proteinas, que reduce el riesgo de acidosis, y cuando se combinan con
forraje como hierbas perennes o ensilado de maiz proveen una dieta adecuada para
los animales (Dewhurst et al., 2009). El trébol blanco es una especie estolonifera
nativa de Europa, Eurasia, Oriente Medio y Norte de Africa, que ha sido introducida
como especie cultivada en muchos paises del mundo (Annicchiarico y Carelli, 2014),
incluyendo Uruguay, para su uso en el mejoramiento de suelos y praderas (Rebuffo
et al., 2006).

1.6. ESTRATEGIAS PARA EVALUAR LA COMPETITIVIDAD

Los inoculantes rizobianos comenzaron a comercializarse en el 1930 (Datta et al.,
2015) y desde entonces la inoculacion de distintas leguminosas en diferentes paises
ha mostrado en general resultados ventajosos. Sin embargo también se han
comunicado situaciones en las que el inoculante no produjo respuestas beneficiosas
(Schumpp y Deakin, 2010; Alves et al., 2003; Denton et al., 2002; Lopez-Garcia et
al., 2002; Date, 2000; Brockwell y Bottomley, 1995; Berg et al., 1988).



Batista et al. (2015) realizaron ensayos de inoculacion de trébol rojo en distintos
suelos de Uruguay. Sus resultados confirman que la cepa usada como inoculante
comercial U204 de Rhizobium leguminosarum bv trifolii, cepa introducida utilizada
para trébol blanco y rojo, es poco competitiva y persistente en suelos con altas
poblaciones de rizobios nativos que nodulan trébol rojo, resultando en una

disminucidn de la eficacia del inoculante comercial.

Por su parte Sotelo et al. (2011) también denotan fracasos frecuentes de la
inoculacion debido al uso del inoculante comercial U510 usado para Lotus
corniculatus en Uruguay. Sus estudios sugieren que estos problemas pueden deberse
a la falta de competitividad y adaptabilidad de la cepa introducida, dado que no

ocupo nddulos obtenidos de diversos campos con distintas poblaciones de rizobios.

Los inoculantes se formulan en base a rizobios seleccionados para cada especie de
leguminosa, pero su performance varia segun la microflora nativa de cada suelo, que
frecuentemente se encuentra mejor adaptada a las condiciones bidticas y abidticas
(Bashan et al., 2014). Por esto, las cepas de rizobios seleccionadas para su uso como
inoculantes no solo deben ser eficientes en la fijacion de nitrogeno, sino también ser
capaces de competir con cepas nativas (Batista et al., 2015; Rodriguez Blanco et al.,
2010; Schumpp y Deakin, 2010; Janczarek et al., 2009; Laguerre et al., 2003;
Brockwell y Bottomley, 1995). De esta forma es recomendable evaluar la
competitividad de las cepas como un requisito para desarrollar inoculantes
comerciales, para lo que es necesario identificar a las cepas con precision mediante

técnicas que permitan el analisis de una cantidad elevada de muestras.

Para evaluar la competitividad de rizobios se utilizan distintas metodologias, o
combinaciones de ellas. Hasta la década de los 90' se usaron técnicas fenotipicas para
reconocer a las bacterias y evaluar asi su competitividad, mientras que los métodos
genotipicos se usaron principalmente para analisis de diversidad y filogenia de los
microorganismos. Desde que los métodos genotipicos se han vuelto mas sencillos y

accesibles economicamente, se han podido realizar estudios de competitividad



mediante el andlisis de muchas cepas, lo que contribuye a considerar este criterio en

el desarrollo de inoculantes comerciales.

Los métodos fenotipicos mas usados para la identificacion de rizobios son la
resistencia a antibioticos (Alexandre et al., 2006), analisis serologico (Thies et al.,
2001; Fabiano y Arias, 1991), producciéon de melanina (Rodriguez Blanco et al.,
2010) y perfil de proteinas totales (Irisarri et al., 1996; Zahran et al., 1994).

Por otra parte, los métodos genotipicos son mas precisos que los fenotipicos para
detectar e identificar microorganismos y permiten analizar con precision un alto
namero de muestras en poco tiempo. Ademas se puede analizar la variabilidad del
genoma completo de la bacteria, de plasmidos o de genes especificos.

Los métodos basados en el ADN o en la amplificacion del ADN por la técnica de la
PCR (Polymerase Chain Reaction) proporcionan lo que se considera huellas
genéticas (fingerprints) adecuadas para la tipificacion de cepas de rizobios (Castro y
Ferreira, 2006). Dentro de éstos se encuentran los métodos de anélisis de perfiles de
restriccion, en los que el ADN es digerido con enzimas de restriccion y los
fragmentos son separados y visualizados por electroforesis (Irisarri et al., 1996). El
inconveniente de esta estrategia es la dificultad que se genera para analizar estos
perfiles con numerosos fragmentos. Los métodos més utilizados, que se basan en el
empleo de enzimas de restriccion para generar fingerprints, son el RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) y el ARDRA (Amplified rDNA restriction analysis,
(Zhang et al., 2016; Batista et al., 2015; Grange y Hungria, 2004; Laguerre et al.,
2003; Laguerre et al., 1996). También se han generado fingerprints a traves del perfil
plasmidico para tipificar rizobios de Lotus corniculatus (Monza et al., 1992), L.
subbiflorus (lIrisarri et al., 1996) y Pisum sativum (Corich et al., 2001). Este método,
aunque esta limitado al anlisis de elementos extracromosémicos, ha sido usado en el
screening de los rizobios que contienen plasmidos, con numero y tamafo variable
(Corich et al., 2001) cuyo ADN puede representar aproximadamente el 40 % de su

genoma (Barreto et al., 2012).
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También se generan fingerprints a partir de las secuencias rep, elementos repetitivos
presentes en muchas copias en el genoma bacteriano. El uso de cebadores
complementarios a estas secuencias permite la amplificacion de los fragmentos de
ADN que se encuentran entre las secuencias rep, los productos de PCR tienen
distintos tamafios lo que produce un patrén de bandas caracteristico de cada cepa
(Versalovic et al., 1991; Stern et al., 1984). Entre las secuencias utilizadas para
identificar rizobios se encuentran los elementos REP (Repetitive extragenic
palindromic) de 35 a 40 pb, ERIC (Enterobacterial repetitive intergenic consensus)
de 124 a 127 pb y BOX (Box element) de 154 pb (Versalovic et al., 1994; De Bruijn,
1992; Versalovic et al., 1991). Mediante el uso de primers especificos REP, ERIC,
BOX y GTGs-PCR se pueden identificar cepas de rizobios (Batista et al., 2015;
Mauchline et al., 2014; Batista et al., 2013; Nangul et al., 2013; Rodriguez Blanco et
al., 2010; Yates et al., 2005; Denton et al., 2002; Svenning et al., 2001). Las técnicas
rep-PCR tienen como ventaja el ser simples y tener un costo relativamente bajo, lo

que permite evaluar un numero alto de cepas.

Por otro lado, también se ha usado en la identificacion de rizobios por fingerprints la
técnica RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) (Simon y Salava, 2006;
Moschetti et al., 2005; Corich et al., 2001), que consiste en el uso de un unico
oligonuclettido de 10 pb de una secuencia arbitraria para producir amplicones de

tamafo y localizacion aleatorios y diferentes en cada genoma (Williams et al., 1990).

Otra forma de evaluar la competitividad es mediante el uso de genes delatores como
gusA, lacz, GFP, phoA, celB, luxAB, (Wilson et al., 1999; Sessitsch et al., 1998).
En particular el gen gusA, que codifica para la enzima 3 glucuronidasa (Jefferson et
al., 1987) se ha utilizado para evaluar la ocupacion de nodulos (Batista et al., 2015;
Janczarek et al., 2009; Denton et al., 2003; Diouf et al., 2000). Segun el proposito, el
gen gusA puede estar bajo el control de un promotor inducible, como lo es el
promotor nifH que es activado por la proteina nifA (Sessitsch et al., 1998), o de un
promotor de expresién constitutiva (Wilson et al., 1995). Los rizobios pueden ser
transformados con relativa facilidad por conjugacion biparental, usando como
donadora a E. coli PCAM130 y PCAM131 (Wilson et al., 1995). Los rizobios que
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adquieren el trasposén se vuelven azules en presencia del sustrato de la enzima, el X-
gluc (&cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucurénido). EI gen gusA es un gen
delator apropiado para estudios de competencia rizobiana porque las cepas marcadas
se pueden detectar dentro de los nddulos, con la ventaja de que en general en plantas

y rizobios no hay actividad GUS natural (Wilson et al., 1995).

Esta estrategia es sencilla y elimina el tiempo de recoleccion de nddulos, aislamiento
y purificacion de cepas, extraccion de ADN, amplificacion y resolucion de perfiles
en geles, lo que hace posible analizar un gran namero de nodulos a la vez (Sessitsch
et al., 1998). A pesar de las ventajas del uso de genes delatores como gusA, las cepas
transformadas son consideradas organismos genéticamente modificados (OGM) y no

pueden ser utilizadas en ensayos en condiciones de campo.

1.7. INTERACCION DE LEGUMINOSAS CON RIZOBIOS INEFICIENTES
O PARASITOS

Desde hace décadas se ha puesto en evidencia que las leguminosas pueden distinguir
entre cepas efectivas e inefectivas (Jones y Hardarson, 1979). Cuando los rizobios
inefectivos son detectados de alguna forma por la planta, pueden no llegar a generar
la infecciéon, que aborta durante la formacion de los canales de infeccion, la
ontogenia del nédulo, la diferenciacién y maduracion del bacteroide, o en la etapa de
fijaciéon de nitrogeno (Schumpp y Deakin, 2010; Gamas et al., 1998; Vasse et al.,
1993).

Hay evidencias de que las leguminosas son noduladas preferencialmente con
simbiontes efectivos, lo que se ha propuesto denominar nodulacién selectiva
(Howieson et al., 2005). Sin embargo, también se ha reportado extensamente la
nodulacion de leguminosas con simbiontes inefectivos en condiciones de laboratorio
y frecuentemente en campo (Melino et al., 2012; Drew y Ballard, 2010; Reeve et al.,
2010a; Howieson et al., 2005; Yates et al., 2005; Ballard et al., 2004; Yates et al.,
2003; Denton et al., 2000; Pryor et al., 1998; Sadowsky y Graham, 1998).
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Yates et al. (2005) evaluaron varias cepas de rizobios con tréboles de distintos tipos
y origenes, y concluyeron que pocas cepas de rizobios tienen la capacidad de nodular
efectivamente a tréboles anuales y perennes. La regulacién genética de la
compatibilidad para la FBN ain no esta clara, y no se sabe por qué cepas de rizobios
ineficientes infectan frecuentemente especies de trébol (Melino et al., 2012). A su
vez, Howieson et al. (2005) en condiciones de invernaculo testearon 38 cepas de
rizobios obtenidas de 38 genotipos distintos de tréboles anuales y perennes y
observaron que menos del 7,5 % de las simbiosis en tréboles perennes fueron
efectivas, mientras que el 40 % fueron efectivas para tréboles anuales de origen
mediterrdneo. Estos resultados revelan la falta de simbiosis efectivas, sobre todo en

tréboles perennes.

Si bien se ha comunicado en muchos trabajos la baja eficiencia de inoculantes debido
a la presencia de la microflora nativa competitiva, también se ha reportado baja
eficiencia debido a la presencia de cepas introducidas para diferentes especies de
leguminosas. Esta situacion problema surge a menudo cuando se usan tréboles
perennes y anuales en la agricultura (Yates et al., 2003; Dutto, 2002; Patrick y
Lowther, 1995; Thornton y Davey, 1983). Particularmente en Uruguay (Dutto, 2002)
ocurren problemas de este tipo cuando se siembra Trifolium vesiculosum (trébol
vesiculoso, anual) en chacras donde previamente se sembro trébol blanco (perenne),
debido a la presencia remanente de la cepa U204, inoculante comercial para trébol
blanco. En este caso las plantas de trébol vesiculoso quedan de un color amarillo-
rojizo y la falta de N determina la muerte de la mayoria de las plantas (Dutto, 2002).

1.7.1. Deteccidn de cepas ineficientes por las leguminosas

Yates et al. (2003) describieron 4 tipos posibles de interaccion entre los rizobios y las
leguminosas: 1) no hay interaccion simbiotica, por lo que no hay nodulacién; 2) hay
interaccion inefectiva o de parasitismo en la cual se forman nodulos o protuberancias
parecidas a nddulos que no fijan N; 3) hay una interaccion parcialmente efectiva y se

establece la simbiosis con fijacién de N entre 20-75 % de la biomasa obtenida en
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relacion a un control con N y 4) hay interaccion efectiva donde las plantas noduladas
producen mas del 75 % de la biomasa producida por un control suplementado con N.

La deteccidn tardia de los rizobios ineficientes, indica que de algin modo éstos
pueden evadir o superar las respuestas de defensa de las plantas. Los mecanismos de
inmunidad de las plantas se basan en el reconocimiento de MAMPs (Patrones
moleculares asociados a microbios) como lo es la flagelina 22 que activa la
inmunidad de la planta y que reduce la habilidad de los rizobios para establecer la
simbiosis, e interfieren con la organogénesis del nddulo (Lépez-Gomez et al., 2011).
Los MAMPs también se han denominado patrones moleculares asociados a
patégenos, PAMPs (Patrones moleculares asociados a patdgenos). Las plantas
pueden detectar proteinas secretadas por microbios conocidas como proteinas
efectoras derivadas del sistema de secreciéon tipo Il (T3SS) (Zipfel, 2014; Jones et
al., 2008), lo que en varias ocasiones determina el rango de hospedero (Gourion et
al., 2015).

Uno de los principales mecanismos de defensas de las plantas implica el ataque a las
bacterias por especies reactivas del oxigeno (ROS) y eventualmente por especies
reactivas del N (RNS), tanto al inicio de la infeccién como durante la ontogenia del
nodulo. En los ultimos afios se ha determinado que éstas moléculas también son
necesarias para una nodulacién efectiva (Gourion et al., 2015; Ribeiro et al., 2015;
Toth y Stacey, 2015; Cardenas et al., 2008; Santos et al., 2001).

Otra forma de defensa de las plantas implica la produccién de hidrolasas &cidas
debido a la falla en el intercambio de metabolitos entre la planta y el rizobio con
posterior acidificacion del interior del bacteroide. Este mecanismo puede culminar
con la muerte de simbiosomas o senescencia de nodulos. Las plantas también se
defienden limitando el suplemento de carbono a los bacteroides no fijadores o a
nodulos enteros, o el suplemento de O, al nodulo (Kiers et al., 2006; Kiers et al.,
2003; Denison, 2000).

Las bacterias a su vez se protegen del ataque por ROS produciendo enzimas tales

como superoxido dismutasa, glutation S-transferasa y catalasa (Jamet et al., 2007;
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Ramu et al., 2002; Santos et al., 2001; Sigaud et al., 1999). El aumento de la
actividad de estas enzimas puede ser imprescindible para el establecimiento y

mantenimiento de la simbiosis (Jamet et al., 2007).

También se ha reportado que los EPS (exopolisacaridos) suprimen respuestas de
defensas de las plantas (Aslam et al., 2008), por quelar Ca*? que constituye una sefial

celular importante para la activacion de los mecanismos de inmunidad de las plantas.

Melino et al. (2012) demostraron que el desarrollo de nddulos suboptimos esta
relacionado con una senescencia temprana de bacteroides funcionales, mientras que
nodulos vegetativos inefectivos estdn asociados a la falla en la endocitosis de
bacterias desde los canales de infeccion. Por otro lado, el fenotipo nodulo
diferenciado pero inefectivo es el resultado de una baja cantidad de bacteroides que

fallaron al diferenciarse resultando en una reduccién de la funcion nodular.

Por su parte Schumpp y Deakin (2010) sugieren que los rizobios ineficientes tienen
distintos mecanismos para prolongar su persistencia dentro de los nédulos, que ain
son desconocidos. La figura 2 resume distintos tipos de infeccion con rizobios
ineficientes en relacion a una simbiosis eficiente. En a), en presencia de simbiontes
compatibles los nédulos desarrollan un color rojo; en la fase M0-M1 fijan altas
cantidades de N durante varias semanas y en la fase M2 se produce la senescencia
natural. En nddulos indeterminados la principal causa es el desbalance oxidativo,
posteriormente las células indiferenciadas son liberadas a la rizosfera donde
reestablecen la vida libre saprofitica, fase M3. b) En interacciones con simbiontes
irregulares, con baja compatibilidad, se da una fijacion de nitrégeno ineficiente, en la
fase MO se dan infecciones cronicas y las bacterias persisten dentro de los nddulos
durante varios meses, eventualmente resultan en nédulos grandes y rojos o rosados.
c) Ocurre una senescencia temprana que puede ser causada por estrés abidtico
dificultando la fijacion de nitrogeno en la fase MO-M1. Durante las fases M1y M2 se
liberan las bacterias de los nédulos del mismo modo que en la senescencia natural. d)
La interaccion con rizobios defectuosos genéticamente resulta en una senescencia

temprana, sin fijacion de N en la fase MO. Los rizobios son incapaces de establecer
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una infeccion crénica (ej. mutantes de BacA de S. meliloti). ) En otros casos se dan
interacciones que culminan en la formacion de nodulos jovenes activos en la fase

MO, pero repentinamente se vuelven necréticos en la fase M1.

En los ultimos afios han adquirido importancia los estudios del por qué en el campo
es tan frecuente la simbiosis con rizobios ineficientes. En este sentido se invierten los
esfuerzos para dilucidar los mecanismos o caracteristicas que les permiten a estas
cepas infectar a las plantas, ser competitivas y persistir en los ndédulos. Los estudios
de compatibilidad y competitividad de rizobios permitiran obtener una performance

mejor de los inoculantes en el campo.
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Figura 2. Tipos de infeccion por rizobios eficientes e ineficientes. En a) muestra la
simbiosis con rizobios compatibles, la FBN es activa y perdura en el tiempo; en b) se

representan interacciones con simbiontes con baja compatibilidad, la FBN es
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ineficiente pero perdura en el tiempo; c) en algunos casos la FBN es activa pero se da
senescencia temprana por factores externos, que dificulta la FBN; d) la interaccion
con rizobios ineficientes resulta en una senescencia temprana, sin FBN; e) en este
caso se observa FBN activa, pero los nddulos repentinamente se vuelven necréticos.
Tomado de Schumpp y Deakin (2010).

1.8. NECESIDAD DE DESARROLLO DE INOCULANTES PARA TREBOL

Desde 1930 a 1960 se introdujeron exitosamente especies de leguminosas en nuestro
pais, incluyendo Trifolium repens L., Trifolium pratense L. y Lotus corniculatus L.
(Labandera, 2005). Actualmente estas leguminosas son las mas usadas para el
mejoramiento de praderas. En particular, los tréboles, tienen un destacado aporte de
forraje en sistemas intensivos lecheros y ganaderos (Diaz Lago et al., 1996) y se
utilizan mayormente como integrantes de mezclas complejas de praderas, aunque
también se realizan siembras puras consorciadas con cereales de invierno o raigras
(Ayala et al., 2010). La inclusién del trébol blanco en las pasturas templadas y
subtropicales, se basa principalmente en el aporte que realiza al sistema la FBN
(Labandera, 2005).

En las leguminosas forrajeras existe una relacion muy estrecha entre la produccién
de materia seca y la cantidad total de nitrégeno fijado. En nuestro pais, por cada
tonelada de materia seca producida por la leguminosa, se fijan aproximadamente 30
kg de nitrégeno (Labandera, 2005). A pesar de ésto, el area total de mejoramientos
forrajeros viene disminuyendo desde el afio 2007/2008 en un 13 % hacia el afio
2014/2015, alcanzando en 2014/2015 un é&rea total estimada en 2.342.049 de ha en
todo el territorio (DIEA, 2016).

Tanto el trébol blanco como el trébol rojo se inoculan desde 1962 con la misma cepa
de Rhizobium leguminosarum bv trifolii, introducida de Estados Unidos, designada
inicialmente como U-28 y actualmente en la coleccion del MGAP como U-204

(Nitragin, USA). Uruguay tiene una posicion destacada en la produccion y uso de
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inoculantes rizobianos, sin embargo hay dos problemas actuales que deben
considerarse. Uno es el abandono progresivo de la préctica de inocular, porque los
agricultores no siempre visualizan el beneficio esperado de la inoculacion, y el otro
es el desplazamiento de explotaciones ganaderas a zonas marginales por la expansion
del area agricola (DIEA, 2010; DIEA, 2007).

Las encuestas realizadas por Acosta et al. (2008) en el marco del Proyecto
Ampliacion de la Base Genética de Leguminosas Forrajeras Naturalizadas para
Sistemas Pastoriles Sustentables (FONTAGRO), han puesto en evidencia que el 52
% de los productores no inocula trébol blanco y el 22 % no inocula trébol rojo,
probablemente debido a no encontrar los resultados esperados de la inoculacion. En
cuanto al segundo problema, actualmente en las zonas del Centro y Norte del pais, la
ganaderia extensiva basada en la produccion de carne vacuna, ovina y lana, utiliza las
comunidades de pasturas naturales como la principal alimentacion del ganado

(Ménica Rebuffo, comunicacion personal, 15 febrero 2014).

Los tréboles en Uruguay tienen problemas de implantacion de mayor severidad en
campos sin historia de inoculacion, dada la ausencia de rizobios especificos y a la
presencia de rizobios competitivos y mejor adaptados a las condiciones de
crecimiento (Dutto, 2002). Rodriguez Blanco et al. (2010) también sefialan una
disminucion en la produccion y rendimiento del trébol luego del primer afio de
siembra en distintos campos del pais, junto con la disminucién del nimero de plantas
por m?, y un alto porcentaje de nédulos ineficientes. Para explicar este problema
sugieren que la falta de competitividad de las cepas introducidas en suelos con alto
nimero de cepas autdctonas es una de las principales causas del fracaso en la
simbiosis eficiente. También se ha planteado que rizobios provenientes del trébol de
campo o polimorfo (Trifolium polymorphum) son capaces de nodular trébol blanco
formando nodulos inefectivos o parésitos (Reeve et al., 2010a; Yates, 2008;
Howieson et al., 2005; Labandera, 2005; Yates et al., 2005; Dutto, 2002; Coll y
Zarza, 1992; Labandera y Vincent, 1975).
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El trébol polimorfo se encuentra presente en una extensa area que abarca Uruguay, el
extremo sur de Brasil, parte de Argentina y Chile. Es una planta perenne, rastrera y
estolonifera con raices fusiformes. Produce flores aéreas rosadas y subterraneas de
caracteristicas muy diferentes. Se encuentra ampliamente distribuido en Uruguay, en
una gran variedad de suelos y posiciones topogréaficas (Coll y Zarza, 1992). Presenta
gran adaptabilidad y plasticidad a diferentes condiciones de suelos, fértiles y secos,
profundos, pobres y blanquecinos, impermeables, escasos en materia organica,
arcillosos, arenosos, y en un rango de pH que varia entre 4,5 a 7,0 (Speroni e
Izaguirre, 2003). La fecundacion cruzada ha dado origen a una gran variacion en las
diversas caracteristicas de la planta que contribuyen a la adaptacién de la especie en

los diversos ambientes (Coll y Zarza, 1992).

Otros autores también han indicado la ineficiencia de rizobios provenientes de trébol
polimorfo en otras especies de tréboles como en T. subterraneum, T. purpureumy T.
glanduliferum (Melino et al., 2012; Reeve et al., 2010a, Labandera y Vincent, 1975).
Estas cepas con mayor competitividad respecto al inoculante comercial, podrian ser
responsables de los problemas de implantacion y baja produccion de trébol blanco en
algunos suelos de Uruguay. Sin embargo es muy escasa la informacién sobre esta
problematica, lo que hace necesario profundizar en este tipo de interaccion y evaluar
cepas nativas para el desarrollo de un inoculante rizobiano que, ademas de eficiente
sea competitivo en trébol blanco, adecuado para los nuevos suelos donde se siembran

praderas con esta leguminosa.
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1.9. OBJETIVOS

Obijetivo general

Seleccionar cepas nativas por su eficiencia y competitividad para desarrollar un
inoculante rizobiano para trébol blanco.

Obijetivos especificos

Comprobar si la inoculacion con cepas mas competitivas mejora la implantacion y la

produccién de biomasa en suelos problematicos.

Proponer una estrategia general para evaluar cepas a efectos de desarrollar

inoculantes rizobianos.

Conocer la competitividad y el grado de eficiencia o parasitismo que establecen

aislamientos nativos de T. polymorphum en T. repens.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL

Como hospederos se utilizaron Trifolium repens L. (trébol blanco) ‘Estanzucla
Zapican’ y Trifolium polymorphum (trébol polimorfo). Las semillas, suministradas
por Mdnica Rebuffo (INIA La Estanzuela) y Rafael Reyno (INIA Tacuarembd), y se
conservaron a 4 °C. Como especie de referencia para determinar la abundancia

isotopica de °N se utilizé Lolium multiflorum (raigrés anual).

2.1.1. Desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas se desinfectaron superficialmente segin Batista (2013), consistente en
pasaje por etanol 96 % 1 min, dos lavados con agua destilada estéril, NaCIO 20 %
(comercial puro) 4 min y 5 lavados sucesivos con agua destilada estéril, en la que
quedaron al menos 3 h antes de ser sembradas en agar - agua 0,8 %. Cuando la raiz

emergio 1 - 2 mm las semillas germinadas se transfirieron a macetas o tubos.

2.1.2. Desinfeccion y conservacion de nédulos

Los nodulos se desinfectaron superficialmente mediante lavado abundante con agua,
1 min en etanol 70 % v/v, enjuague con agua estéril y 3 min en una solucién de
NaClO al 4 % v/v, seguida de enjuagues con agua estéril. Los nddulos se
conservaron en glicerol 20 % en una solucién de NaCl 0,85 %, a -20 °C.

2.1.3. Crecimiento de plantas en condiciones controladas

Las plantas crecieron en camara de crecimiento con una intensidad luminica de 200
HE.m2.s%, con un fotoperiodo de 16/8 h (luz/oscuridad) a 22/20 °C (dia/noche).

Las plantas crecidas en macetas con arena:vermiculita (1:1) estéril se regaron
alternando agua y medio Hornum (Handberg y Stougaard, 1992) sin nitrogeno
(Anexo 1). Cuando crecieron en tubos estos contenian 15 mL de medio Jensen sin
nitrégeno (Anexo ). El crecimiento en los diferentes suelos se realizo en cilindros de

PVC de 14 cm de alto por 7,5 cm de diametro, que se regaron con agua. Los suelos
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definidos, con y sin historia de inoculacidon, fueron: Basalto, Areniscas, Brunosoles
del Noreste, Cristalino del Centro y Lomadas del Este (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas de los suelos usados para determinar competitividad de

cepas marcadas, en cilindros PVC.

Tipo de suelo Regidn de muestreo
Lomadas del Este- Argisol Unidad Experimental de Palo a Pique,
Subéutrico UEPP

(INIA Treinta y Tres) 33°15°S, 54°28°0
Basalto- Vertisol Haplico Unidad Experimental Glencoe
(Grumosoles) (Paysandu, INIA Tacuarembd) 32°01°S,
57°09°0

Cristalino Central- Brunosol Secretariado Uruguayo de la Lana

Subéutrico (Florida) 33°51°S, 55°35°0
Areni Luvisol Ocri Unidad Experimental La Magnolia
reniscas- Luvisol Lerico (Tacuarembo, INIA Tacuaremb@) 31°41°S,
55°48" 0
Brunosoles del Noreste- Santa Clotilde
Brunosol Districo Lavico (Tacuarembo, INIA Tacuarembd) 31°49°S,
55°36°0

2.1.4. Crecimiento de plantas en campo

Los ensayos se realizaron en Treinta y Tres, en la Unidad Experimental Palo a Pique
(UEPP) de INIA Treinta y Tres, en parcelas de 3 x 2 m, con una distancia entre
parcelas de 0,6 m, y en Paysandu en la Estacion de Glencoe de INIA Tacuarembd, en
parcelas de 4 x 2 m con una distancia entre parcelas de 1 m. En el cuadro 3 se
resumen caracteristicas del suelo y tipo de siembra en la UEPP y Glencoe. Los

ensayos se realizaron con un Disefio en bloques completamente al azar (DBCA).
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Cuadro 3. Caracteristicas del suelo y tipo de siembra en la UEPP y Glencoe.

UEPP GLENCOE
Argisol Subéutrico Vertisol Haplico

SUELO Melanico Abruaptico. (Grumosoles). CONEAT
CONEAT 10,7 12,21

Campo natural sin historia
USO DEL SUELO _ _,
de inoculacion

Campo natural con historia

de inoculacion

Corg/Ntotal/pH 19%/0,3%/5,9 3,9% /0,45 %/ 5,7
METODO DE _ _

Cobertura Siembra directa
SIEMBRA
DENSIDAD DE 5 kg/ha escarificacion .

) 5 kg/ha escarificacion ligera
SIEMBRA ligera

80 u P20s (209 g/par 0-21-
23-0)

FERTILIZACION

80 u P20s (105 g/par 0-21-
23-0)

2.2. BACTERIAS

2.2.1. Rizobios

Se utilizaron las cepas N2, N5, 249 y 317 de Rhizobium leguminosarum bv trifolii
aisladas de T. pratense (FONTAGRO FTG-787/2005-2010) seleccionadas de un

total de 18 aislamientos y las cepas 1 al 43 aisladas de T. polymorphum. Como

referencia se utilizo la cepa U204, el inoculante comercial para tréboles (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Caracteristicas de las cepas de rizobios utilizadas y clones marcados con el

gen delator gusA.

Cepas

Caracteristicas

249

Colonia. Suelo sin historia de
inoculacién. Obtenida en marco del proyecto FONTAGRO FTG-
787/2005-2010.

Aislado de T. pratense.

249gusA

Clon 249.1derivado de la cepa 249 con insercion gusA. En esta

tesis.

N2

Aislado de T. pratense. San José (34°26'S, 56°81'0). Pradera de
primer afio en suelo sin historia de pradera. Denominacion
original de la cepa P89/6/N2 (Hernandez, 2011).

N2gusA

Clon N2.10 derivado de la cepa N2 con insercion de gusA. En

esta tesis.

N5

Aislado de T. pratense. Colonia (34°23'S, 57°49'0). Pradera
engramillada de 4 afios. Denominacion original de la cepa
P96/9/N5 (Herndndez, 2011).

N5gusA

Clon N5.4 derivado de la cepa N5 con insercion de gusA. En esta

tesis.

317

Aislado de T. pratense. Cangué, Paysandu: 32°34'S, 58°40'0 en

un predio sin historia de inoculacién (Batista, 2013).

317gusA

Clon derivado de la cepa 317 con insercion de gusA. Obtenido
por Batista et al. (2015).

U204

R. leguminosarum bv trifolii Nitragin USA. Inoculante comercial
para T. repens y T. pratense en Uruguay (Punschke, 2010).
Utilizada desde 1962
originalmente U-28 en la coleccion del MGAP (Labandera y
Mayans, 2006) de ahora en adelante U204.

como inoculante, denominada

U204gusA

Clon derivado de la cepa U204 con insercion de gusA. Obtenido
por Batista et al. (2015).

lal 15

Aislados de T. polymorphum. Glencoe, Paysandu, INIA
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Tacuarembo: 32°01°S, 57°09°0. Tipo de suelo Basalto. Sin
historia de pradera. En esta tesis.
Aislados de T. polymorphum. INIA La Magnolia, Tacuarembo:
16 al 19 31°41°S, 55°48°0. Tipo de suelo Areniscas. Sin historia de
pradera. En esta tesis.
Aislados de T. polymorphum. UEPP, INIA Treinta y Tres:
20 al 37 33°15°S, 54°28°0. Tipo de suelo Lomadas del este. Sin historia
de pradera. En esta tesis.
Aislados de T. polymorphum. Cuchilla de los Ladrones, Treinta y
38al 41 Tres (33°0'S, 54°36'0). Tipo de suelo Lomadas del este. Sin
historia de pradera. En esta tesis.
42y 43 Aislados de T. polymorphum. Lavalleja (34°17'S, 55°16'0). Tipo
de suelo: Lomadas del este. Sin historia de pradera. En esta tesis.
256, 262,
267, 297,
311, 750,
756, 763, Aislamientos de T. pratense. Proyecto FONTAGRO FTG-
772,776, 787/2005-2010.
1056, 1082,
P8ING,
P9615N4

2.2.2. Escherichia coli

Como donadora su utiliz6 E. coli cepa S17-1A-pir, que contiene el plasmido

pCAM131, con el gen gusA bajo el control de un promotor inducible PnifH y gen de

resistencia a antibioticos Estreptomicina y Espectinomicina (Sm/Sp), segun se

resume en la figura 3 (Wilson et al., 1995).
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Figura 3. Esquema del transposon mTn5SSgusA31 (ver Wilson et al., 1995). El
transposén contiene el gen gusA y el gen de resistencia a Estreptomicina y

Espectinomicina (Sm/Sp).

2.2.3. Crecimiento y conservacion de bacterias

Los rizobios crecieron a 28 °C en medio extracto de levadura manitol (YEM) (Anexo
). E. coli pCAM131 creci6 a 37 °C en medio Luria Bertani (LB) suplementado con
Sm 100 pg/mL. La conjugacion se realizdé a 28 °C en medio triptona extracto de
levadura (TY) y la seleccion de los transconjugantes en medio YEM Sm 100 pg/mL
y 20 pg/mL de nitrofurantoina (Nf) para eliminar E. coli. Para el recuento de rizobios
sobre semillas se adicion6 al medio YEM vancomicina (Vn) 1 mg/L (Penna et al.,
2011). En medio liquido los cultivos se agitaron a 250 rpm. La composicion de los
medios figura en el Anexo . Los antibiéticos Smy Vn se disolvieron en agua y la Nf
en metanol, se esterilizaron por filtracién (Millipore 0,45 uM) y se conservaron a 4
°C.

Las cepas de rizobios y los clones marcados con gusA se mantuvieron en YEM —
glicerol y E. coli en LB - glicerol Sm 100 pg/mL, ambos a -20 °C. El glicerol se
preparo al 60 % en solucion de NaCl 0,85 % y a 300 pL de esa solucidn se agregaron
700 pL de cultivo crecido en el medio correspondiente. Para el uso a corto plazo las

bacterias se mantuvieron en tubos con YEM agar o LB agar a 4 °C.

2.2.4. Aislamiento de rizobios de ndédulos

El aislamiento se realiz6 macerando nddulos desinfectados superficialmente entre

dos portaobjetos estériles, sobre 30 uL de agua estéril. Se cargd el ansa con el
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producto del macerado y se sembrd por estria en placa con medio YEM. Por

sucesivos repiques se obtuvieron rizobios puros.

2.2.5. Preparacion de inoculos

Para los ensayos en laboratorio los rizobios crecieron en medio YEM hasta una
DOsgoo de 0,8 que corresponde a 1 x 10° ufc/mL. Los cultivos se centrifugaron a 6.000
rpm 2 min y se suspendieron en agua estéril. Con la suspension se inocularon las

plantas en tubos 0 macetas segun se indica en cada apartado.

Para producir el inoculante en turba en laboratorio se inyectaron 100 mL del cultivo
por bolsa de 200 g de turba estéril y se homogeneizé manualmente. En los ensayos
en campo se utilizo el inoculante producido por las empresas (CALISTER S.A. y
Lage S.A)).

2.2.6. Coinoculacion

La coinoculacion se realizé con las cepas 317 y U204 marcadas con gusA (clones
317.1 y U204.1) y la cepa P3 aislada de trébol polimorfo. Los cultivos centrifugados
se suspendieron en agua destilada estéril y se ajustd la DOsoo. Las plantas, una por
tubo, se inocularon a razén de 200 pL con: 317.1 - P3 en relacién 1:1, 317.1 - P3 en
relacion 1:2, U204.1 - P3 en relacion 1:1, U204.1 - P3 en relacion 1:2.

De cada tratamiento se hicieron 8 repeticiones. Para analizar los resultados se trabajé
con la proporcion de nddulos azules respecto al total de nodulos, usando como
variable de respuesta el niumero de nédulos azules y covariable el nimero de nédulos
totales mediante un modelo lineal generalizado mixto, con distribucion binomial,

funcion de enlace logit.

2.2.7. Recuento de rizobios sobre semilla

El nimero de rizobios viables sobre semilla se hizo por recuento en placa segun el
protocolo utilizado por el MGAP (2013). Se colocaron 90 semillas inoculadas en 90
mL de solucion de NaCl 0,85 % y 360 uL de dispersante Tween 80 y se agitaron
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durante 15 min periddicamente en vortex. De la suspension se realizaron diluciones
seriadas hasta 10 en solucion de NaCl 0,85 % estéril y se sembraron por triplicado
100 pL de cada dilucion en placas con medio YEM - Vn, por extension en superficie.
Las placas se incubaron durante 7 dias y se utilizaron para el conteo aquellas que
presentaron entre 30 y 300 colonias. Se promediaron los resultados de las tres

repeticiones.

2.2.8. Recuento de rizobios en inoculante en turba

Para determinar el numero de rizobios en turba se siguid el procedimiento
recomendado por el Laboratorio de Microbiologia del Ministerio de Ganaderia
Agricultura y Pesca del Uruguay (Labandera y Mayans, 2006). Se homogeneizo el
contenido de la bolsa, se sanitizé con alcohol el lugar donde se cortd para extraer 10
g del inoculante, que se suspendi6é en 90 mL de solucién de NaCl 0,85 % estéril. La
mezcla se agité durante 15 min y se realizaron diluciones seriadas hasta la 10”'. Las
diluciones 10®° 10° y 107 se sembraron por triplicado y por extension en medio
YEM. El recuento de colonias se realiz6 a los 3 dias, y se verificd a los 5 dias. El
conteo se realizo en placas que presentaron entre 30 y 300 colonias, promediando los

resultados entre las repeticiones.

2.2.9. Determinacion del nimero de rizobios en suelo

El nimero de rizobios que nodulan trébol en los diferentes suelos se determin6 segun
el método del nimero mas probable (NMP), segln Frioni (2006) con modificaciones.
Para ésto, 10 g de suelo se colocaron en un matraz con 90 mL de una solucién
consistente de las sales del medio YEM pero sin manitol ni extracto de levadura, y
0,01 % de Tween 80. Se agitd vigorosamente con voértex y se hicieron diluciones
seriadas hasta la 10 en 9 mL de solucién de NaCl 0,85 %, agitando en cada paso. Se
inoculé con 200 pL de cada dilucion por cuadruplicado cada semilla germinada, al
dia siguiente de sembrada en tubo con medio Jensen. De cada dilucion se hicieron
cuatro repeticiones. Las plantas se cosecharon 4 semanas después de la inoculacion y
se contabilizaron los tubos positivos y negativos. Para obtener el NMP se us6 la tabla
de Fisher y Yates (1963).
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2.2.10. Eficiencia simbiética en macetas

Las plantas crecieron en macetas y se realizaron dos cortes, a los 30 y 60 dias para
determinar la biomasa de la parte aérea. Las muestras se secaron en estufa a 60 °C
durante 72 h. Los resultados se analizaron con el programa Infostat, mediante un
Modelo lineal general y mixto, y se compararon las medias con LSD Fisher con
p<0,05.

2.3. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE ADN

2.3.1. Extraccion de ADN

Las células se lisaron segin Rivas et al. (2001). Se centrifugé 1 mL de cultivo a
13.000 rpm 2 min y el precipitado se suspendié en 100 puL de NaOH 0,05 M y se
incubd 4 min a 100 °C y 2 min en hielo. Se agregaron 500 pL de agua MiliQ estéril y
se centrifugd a 13.000 rpm durante 2 min. Se recogieron 100 pL del sobrenadante

que se conservo a -20 °C.

2.3.2. Amplificacién con cebadores ERIC v resolucion de perfiles

El ADN se amplificé por PCR con los cebadores ERIC (De Bruijn, 1992):
ERIC1 5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3'y
ERIC2 5' AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3'

La amplificacion por PCR se realiz6 segun Agius et al. (1997). La reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 25 pL compuesto por: 2,5 pL de buffer NH4SO4 (10X),
2 puL de MgCl, (25 mM), 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 2 puL del cebador ERICL y
ERIC2 (25 pM), 0,4 pL de Tag ADN polimerasa y 5 pL de ADN gendmico. El
programa utilizado fue: 1 ciclo de 5 min a 95 °C, 30 ciclos de 1 min a 54 °C, 6 min a

65 °C y una fase final de elongacion de 16 min a 65 °C.

Los productos de amplificacion se separaron por electroforesis en geles de agarosa 1
% (p/v) con buffer TAE 1X y 3 uL GoodView o SyBrSafe en 100 mL (Anexo I). En
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cada pocillo se sembraron 5 uL compuestos por 4 pL del producto de amplificacion
y 1 pL de buffer de carga o 5L de marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb
Plus ADN Ladder, Fermentas). La electroforesis se llevd a cabo a 100 volts (10

vol/cm) durante 1 h. El gel se visualizé en transiluminador UV.

Los perfiles ERIC se analizaron con el software GelCompar version 6.2 (Applied
Maths NV). La diversidad de perfiles de cepas aisladas de nddulos se realizd
mediante el analisis de conglomerados (andlisis de cluster). Se utilizo el coeficiente
de Dice para calcular la similitud genética y se agruparon mediante el método
UPGMA. Se tomaron en cuenta las bandas con tamafios entre 250 y 1200 pb, de
buena intensidad y definicidn, y se consideraron iguales los perfiles con al menos 60
% de similitud. Para el analisis de diversidad se calcul6 el indice de Shannon (H)
como H= 2S[(n1/n)In(n1/n)] donde nl es el numero de aislados en cada grupo y n es

el nimero de aislados con todos los grupos (Shannon y Weaver, 1949).

La ocupacién de nddulos en los ensayos de campo se analiz6 mediante un modelo
lineal generalizado mixto, usando como variable de respuesta nddulos ocupados y
como covariable nddulos totales. Para evaluar los datos se usé una distribucién

binomial, con funcién logit.

2.3.3. Amplificacion v secuenciacion del 16S ARNr

La amplificacion del gen 16S ARNTr se realizd segun Herrera-Cervera et al. (1999).

Para esto se usaron los cebadores:
27f 5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'y
1525r 5" AAGGAGGTGATCCAGCC 3'.

El volumen final fue de 25 pL: 2,5 pL de buffer NH4SO4 (10 X), 1,5 pL de MgCl»
(25 uM), 0,4 pL de dNTPs (10 mM), 0,5 pL de cada cebador 27f (10 uM) vy del
1525r (10 uM), 0,2 uL de Tag ADN polimerasa, y 5 uL de ADN gendmico. El
programa de amplificacion fue: 1 ciclo de 3 min a 94 °C; 35 ciclos de 18 sa 94 °C, 1
min a 58 °C, 1 min a 72 °C; y un ciclo final de 10 mina 72 °C.
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Los productos de amplificacion se separaron en geles de agarosa segun se describe
en el apartado anterior. EI ADN se extrajo con QIlAquick Gel Extraction kit de
Quiagen. El analisis de las secuencias hechas en Macrogen (Korea) se hizo usando la

base de datos de GenBank NCBI, Center for Biotechnology Information.
2.4. EVALUACION DE LA COMPETITIVIDAD CON EL GEN GUSA

2.4.1. Competitividad de las cepas en condiciones controladas

2.4.1.1. Marcaje con gusA y actividad glucuronidasa en nodulos

Previo a la conjugacion las cepas de rizobio receptoras (N2, N5 y 249) se evaluaron
en relacion a su resistencia natural al antibidtico de seleccion (Sm) en medio YEM.
Para la conjugacion las cepas de rizobio crecieron durante 24 h en placa con medio
TY y el donador E. coli pCAM131 durante 8 h en placa con LB Sm. Las
conjugaciones se realizaron mezclando una ansada del donador y una del receptor en

medio TY sin antibidtico, y se incubaron a 28 °C durante 12 h (Batista et al., 2015).

Una ansada de cada conjugacion se suspendid en agua estéril y se realizaron
diluciones 0, -1 y -2 que se sembraron en placas con YEM Sm y Nf. De cada
conjugacion se tomaron 10 transconjugantes (de ahora en adelante clones) que se
repicaron sucesivas veces para su purificacién en placas con YEM Sm y Nf. Para
probar la ausencia de E. coli después de los repiques los clones se sembraron en LB

sin antibiotico y se incubaron a 37 °C durante 24 h.

Para determinar la expresion del gen gusA, las raices noduladas se lavaron con H,O
destilada y se colocaron en tubos con 5 mL de solucion de buffer fosfato
(Na2HPO4/NaH2PO4) con X-gluc (disuelto en DMF) 1 mM y SDS 1 % y se
incubaron 12 h a 37 °C.
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2.4.1.2. Nodulacién inducida por los clones y las cepas parentales

Las cepas parentales y los clones crecieron en los medios correspondientes y con 100
pL de cada suspension se inocularon las semillas germinadas, sembradas a razén de

una por tubo con medio Jensen, por cuadruplicado.

Las plantas se mantuvieron 30 dias en cdmara de crecimiento y los nédulos se
contaron entre los 6 y 30 dias luego de la inoculacion. Para el anélisis estadistico se
utilizé el programa Infostat, y se realizd una regresion lineal usando variables

dummy.
2.4.1.3. Preparacion de inoculantes en turba

Para evaluar la competitividad de las cepas se utilizaron diferentes suelos (Cuadro 2)
extraidos sin perturbar con cilindros de PVC. Las cepas U204, N2, N5, 249 y los
clones derivados de estas N2.10, N5.4, 249.1 y U204.1 crecieron en medio YEM y se
inyectaron 100 mL de cultivo a bolsas con 200 g de turba estéril que se incubaron 7

dias a temperatura ambiente.

La inoculacion con los clones y las cepas parentales se realizé con la cantidad de
indculo recomendada para campo (200 g de in6culo/25 kg de semilla). Para esto, se
prepar6 una solucion A de adherente:agua (1,5:1), una solucion B de
inoculante:solucion A (1:2,7) y una mezcla C de semillas:solucion C (31:1).

Para 50 g de semilla se usaron:

Solucién A: 25 mL de adherente + 16,5 mL de agua = 41,5 mL.
Solucion B: 9,2 g de inoculante + 25 mL de sol A = 32 mL sol 2.
Solucién C: 1,6 mL de sol B + 50 g de semilla.

Las semillas inoculadas se dejaron secar 30 min en condiciones ambiente y se
sembraron en los cilindros con suelo a razén de 8 semillas por cilindro, que se

ralearon a 4 a los 20 dias.
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2.4.2. Competitividad de las cepas en diferentes suelos

Las semillas inoculadas con los clones N2.10, N5.4, 249.1 y U204.1 se sembraron en
cilindros con los suelos definidos (Cuadro 2). La unidad experimental fue el cilindro,
con 4 semillas cada uno y se realizaron 5 repeticiones para cada cepa en cada tipo de
suelo y de uso de tierra. La ocupacion de los nddulos se determind 65 dias después
de la siembra. Para analizar los resultados se utilizd un Modelo lineal generalizado
mixto, usando la distribucion binomial, con la funcién de enlace logit. Como variable
de respuesta se usé el numero de nodulos azules, y como covariable el nimero de
nodulos totales. La cepa se definié como anidada dentro del ensayo y asi se elimind
el efecto del ensayo en la comparacion entre las cepas.

2.5. MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE NODULOS

Se obtuvieron nddulos inducidos por las cepas U204, P3 y P18 en plantas de trébol
blanco crecidas en tubos con medio Jensen durante 30 dias. Los nodulos se fijaron en
formaldehido 4 % en buffer fosfato (NaxHPO4/NaH:PO4) 50 mM, pH 8, se
deshidrataron en series crecientes de etanol al 50 %, 70 %, 85 %, 95 % y 100 %
durante 1 h en cada solucion. Posteriormente los nédulos se sumergieron en alcohol
butilico terciario (ABT) para remover el solvente de deshidratacion. La primera vez
permanecieron 8 h y la segunda vez 2 h, renovando el ABT. La ultima transferencia
se realizd a una solucion de ABT:aceite de parafina (1:1) durante 1 h. Las muestras
se sumergieron en parafina durante 8 h en estufa a 60 °C, se repitid la inclusién
renovando la parafina una vez mas y se armaron los cubos de parafina. Los cortes de
5 um se realizaron con micrétomo. Los cortes fueron depositados sobre portaobjetos
que contenian una gota de adhesivo de Haupt (Anexo ) y cantidad suficiente de
formol 3 %. Los portaobjetos con la muestra se colocaron sobre una placa a 30-35 °C
el tiempo suficiente para que se estiren los cortes, se secaron durante 24 h y se
removio la parafina sumergiendo los portaobjetos dos veces en xilol durante 15 min.
Para la tincion los portaobjetos se sumergieron en una solucion con azul de toluidina

1 % p/v en agua y se lavaron con agua destilada (Robledo et al., 2011). Una vez
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secos, los portaobjetos se visualizaron mediante microscopia dptica y se tomaron

fotos utilizando el software DinoCapture 2.0.
2.6. EVALUACION DE LAS CEPAS PROMISORIAS EN CAMPO

Se realizaron dos ensayos en campo, en el ensayo 1 se evalud a la cepa 317 en la
UEPP vy en el ensayo 2 se evaluaron las cepas N2, 249 y 317 en la UEPP y en
Glencoe.

2.6.1. Implantacion y produccion de biomasa

La implantacion se estim6 como el nimero de plantas por m? segn el procedimiento
usado por INIA Tacuarembé e INIA Treinta y Tres. EI material vegetal se seco en
estufa a 65 °C durante 3 dias con aire forzado y la produccién de biomasa se estimo
como peso seco de la parte aérea al primer corte, y a partir del primer corte hasta el
ultimo se analizé la biomasa acumulada, es decir: biomasa de primer corte, biomasa
del corte 1 + corte 2, biomasa del corte 1 + corte 2 + corte 3, biomasa del corte 1 +
corte 2 + corte 3 + corte 4.

La implantacion y la biomasa se analizaron mediante un modelo lineal general y
mixto, con correccién de la heterocedasticidad de varianzas. En el analisis de
implantacion se analizd el nimero de plantas por m? de cada area muestreada

anidado dentro de la repeticion, y se particionaron los datos por momento del conteo.

2.6.2. Determinacion del nitrégeno proveniente de la fijacion

A los 7 meses de la siembra se obtuvieron muestras de parte aérea de plantas de cada
tratamiento para analizar las composiciones isotdpicas de nitrégeno. Las muestras se
secaron hasta peso constante a 60 °C durante 72 h. El material vegetal se molié con
un molino rotatorio (SampleTekModel 200 Vial Rotator, Lincoln, Nebraska) hasta
lograr un polvo fino (tipicamente una consistencia aproximada a la del polvo de
talco) que es la necesaria para el analisis >N mediante espectrometria de masas. El

porcentaje de N fijado se calculd con la formula:
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FBN (%) = 8" Ngraminea - 8*°Nieguminosa X100

515Ngraminea— b

En la formula, b es el valor de 8*°N en la leguminosa cuando su Unica fuente de N es

el aire, que se determina en plantas inoculadas crecidas en medios sin N.

Los resultados se analizaron usando una comparacion de medias con test de Tukey

con p<0,05.

2.6.3. Ocupacion de noédulos

De cada parcela se cosecharon 15 plantas al azar en los meses especificados en de
cada experimento y se tomaron muestras de nddulos de raiz principal (hasta 5 cm por
debajo de la corona), raices secundaria y raices de estolones (Figura 4). De cada zona

de la raiz y por tratamiento y sitio se analizaron 40 nodulos.

Raiz Raiz Raizde
principal  secundaria estolon

Figura 4. Zonas de la raiz definidas para muestrear nédulos. En el esquema se indica

la raiz principal, secundaria y las raices adventicias de los estolones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. SELECCION DE CEPAS EFICIENTES EN TREBOL BLANCO

Se parti6 de una coleccion de 80 cepas de rizobios nativos — naturalizados que
nodulan trébol rojo, y de ellas, las 18 mas eficientes en esa leguminosa se evaluaron
en trebol blanco. La biomasa acumulada en dos cortes, a los 30 y 60 dias después de
la inoculacion (Figura 5) evidencié que 14 de las cepas tuvieron la misma eficiencia
simbiotica que la cepa U204, el inoculante comercial usado para tréboles en
Uruguay. Entre estas cepas se encuentra la 317, que fue evaluada en trébol rojo

(Batista, 2013), en el que tuvo igual o mayor eficiencia que el inoculante comercial.

1,55 AB AB A

ABC
ABCD ABCD ABCD ABCD ABC
ABCDE —A|'

=TT

. - T 1] [
“ T

Peso seco (9)

0,54

0,21

0 256 297 267 311 776 772 P8IN6 262 1056 763 1082 P89GN2 756 P961SNA 249 750 U204 317 POGONS
Tratamiento

Figura 5. Eficiencia simbiotica en trébol blanco. Se evalu6 la eficiencia simbiética de
18 cepas promisorias respecto al inoculante comercial (U204) en macetas con arena
vermiculita, O corresponde al control sin inocular. Se representa la media del peso
seco aéreo acumulado en dos cortes (30 y 60 dias luego de la inoculacion) de 5
repeticiones por tratamiento. Los datos se analizaron mediante un modelo lineal
general mixto, letras diferentes indican diferencias significativas entre los

tratamientos mediante LSD Fisher con p<0,05.

En ensayos independientes en condiciones controladas realizados por Batista et al.
(2015), la cepa 317 indujo en trébol rojo mayor peso seco de la parte aérea que el

inoculante comercial. Sin embargo cuando la cepa 317 se us6 en ensayos en campo,
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la produccion de forraje no se diferencid estadisticamente en los dos cortes respecto
al tratamiento inoculado con la cepa U204 y sin inocular. EI aumento de cinco veces
la dosis del inoculante 317 tampoco llevé a diferencias en la produccion de forraje
(Batista et al., 2015).

De las 14 cepas que en simbiosis con trébol blanco produjeron igual biomasa que
U204. Seleccionamos a la 249, P969N5 (N5 de ahora en adelante) y P896N2 (N2 de
ahora en adelante) para evaluar su competitividad, una caracteristica que es deseable

en los inoculantes comerciales.

3.2. MARCAJE DE CEPAS PARA EVALUAR LA COMPETITIVIDAD POR
LA NODULACION

Las cepas 249, N2 y N5 seleccionadas por su eficiencia simbidtica, se marcaron con
el gen gusA para evaluar su competitividad en trébol blanco en diferentes suelos. De
cada conjugacion se seleccionaron 3 clones y se evaluo si la insercién del transposon

afectd la tasa de nodulacion de los transconjugantes respecto a la cepa parental.

Los 9 clones evaluados respecto a sus parentales no presentaron diferencia en el
tiempo de aparicion del primer nddulo, entre 7 y 10 dias después de la inoculacion, ni
en el numero total de nddulos inducidos (datos no mostrados). Tampoco hubo
diferencias significativas en la tasa de nodulacién entre las cepas parentales y cada
uno de sus respectivos clones (Cuadro 5), lo que indica que la insercion del
transposén no afectd la nodulacion. Los clones seleccionados se denominaron
N2::gusA, N5::gusA y 249::gusA. La tasa de nodulacion del clon 317.1 utilizado en

esta tesis, habia sido evaluada anteriormente por Batista et al. (2015).
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Cuadro 5. Tasa de nodulacion de los clones respecto a sus parentales. En negrita las
cepas parentales y sin negrita los clones. B corresponde al valor de la pendiente de la
regresion lineal del niamero de nddulos en funcion del tiempo (30 dias). Medias con

letras diferentes indican diferencias significativas segun DGC (p<0,05).

Cepal/clon B

N2 0,18 A
N2.1 0,20 A
N2.9 0,22 A
N2.10 0,18 A
N5 0,23 A
N5.3 0,20 A
N5.4 0,22 A
N5.8 0,19 A
249 0,18 A
249.1 0,20 A
249.9 0,23 A
249.10 0,17 A

3.3. COMPETITIVIDAD DE LAS CEPAS EN SUELOS PROBLEMA

Para determinar la competitividad de las cepas candidatas se usaron los clones
N2.10, N5.4 y 249.10 en suelos en los que se siembra comunmente trébol blanco,
con diferentes condiciones edaficas y uso, es decir con historia de trébol blanco (CH)
y sin historia de trébol blanco (SH). Las semillas se inocularon segin las
recomendaciones del fabricante, con inoculantes en turba producidos con las cepas
marcadas. La cantidad de rizobios en los inoculantes fue mayor a la exigida por el
MGAP (2,0 x 10° ufc por gramo de turba). Las semillas se sembraron en cilindros
con los suelos colectados con minima perturbacion y crecieron en condiciones
controladas (Figura 6). A los 65 dias se levanto el ensayo para analizar la ocupacion
de los nodulos mediante la actividad X-gluc.

Antes de sembrar las semillas se determiné el NMP de rizobios capaces de nodular
trébol blanco en cada suelo (Cuadro 6). EI nimero de rizobios obtenido en los suelos

analizados oscild entre 1 a 350 rizobios por gramo de suelo. En suelo CH de lomadas
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de la UEPP el nimero de rizobios fue 22 veces mayor que en suelo SH, y
presentaron respectivamente 350 y 16 rizobios/g de suelo. En los otros suelos
evaluados, vertisoles de Glencoe, brunosoles del SUL y Santa Clotilde, y areniscas
de La Magnolia, no hubo diferencias significativas en el nimero de rizobios segun la
historia de trébol blanco (Cuadro 6). EI nimero de rizobios en los suelos CH y SH de
Glencoe y de Santa Clotilde varié entre 43 y 90 rizobios/g de suelo. Tampoco hubo
diferencia debidas a la historia de cultivo en la cantidad de rizobios, entre 6 y 9
rizobios/g de suelo, en los suelos de Glencoe y los del SUL. En los suelos del SUL se
encontr6 un menor namero de rizobios que en suelo CH de la UEPP y que en suelo
CH de Santa Clotilde. Los suelos de La Magnolia y del SUL presentaron los valores

mas bajos de rizobios, entre 1y 9 rizobios/g de suelo.

Figura 6. Competitividad en diferentes suelos. Los suelos con distinta geologia CH y
SH se colectaron con minima perturbacion en cilindros de PVC. La foto esta tomada

a los 65 dias de la siembra, momento previo al levantamiento del ensayo.
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Cuadro 6. NMP de rizobios que nodulan trébol blanco en distintos suelos. CH con
historia de trébol blanco, SH sin historia de trébol banco. Letras diferentes indican

diferencias significativas segin Tukey con p<0,05.

SUELO NMP/g suelo
Lomadas del Este (UEPP), CH 3,5x 10 A
Lomadas del Este (UEPP), SH 1,6 x 10! D
Basalto (Glencoe), CH 7,0x 10! BC
Basalto (Glencoe), SH 4,3 x 10! BCD
Cristalino Central (SUL), CH 8,5CD
Cristalino Central (SUL), SH 6,0 CD
Brunosoles del Noreste (NE), CH 9,0x 10' B
Brunosoles del Noreste (NE), SH 6,3 x 10! BCD
Areniscas (ARE), CH 1,3D
Areniscas (ARE), SH 05D

En suelo SH de la UEPP y CH de Glencoe el nimero de rizobios que nodulan trébol
blanco fue bajo (Cuadro 6) y a los 30 dias las plantas presentaron sintomas de
clorosis por falta de N, poco crecimiento, y ndédulos pequefios y blancos similares a

los controles sin inocular (Figura 7).

Figura 7. Plantas noduladas por cepas de suelos de la UEPP y de Glencoe. A. Plantas
en los tubos inoculadas con diluciones -1 a -4 de suelo CH de Glencoe. B y C.
Plantas de 30 dias inoculadas respectivamente con diluciones de suelo SH de la
UEPP y CH de Glencoe.
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Para evaluar la ocupacion de los nddulos por los clones marcados con el gen delator
gusA, se contd el nimero de nodulos azules y totales. La figura 8 muestra un ejemplo
de ndédulos ocupados con cepas marcadas en suelo SH de la UEPP. Como se observa
en la figura N5::gusA ocup0 la totalidad de los nédulos mientras que U204::gusA no

ocupo ninguno.

Figura 8. Ocupacion de nodulos por cepas con diferente competitividad. Los nodulos
provienen de plantas inoculadas con U204::gusA (A) y N5::gusA (B), sembradas en
el suelo SH de la UEPP.

Se analizé el conjunto de nddulos ocupados por los inoculantes en suelos con
diferente origen edéfico (Cuadro 7), con diferente historia (Cuadro 8) y por cada
cepa en cada suelo (Cuadro 9), y de esta forma se presentan los resultados, porque no
se encontrd interaccion entre las cepas con las demas variables (CH, SH y tipo de
suelo), mientras que hubo interaccion significativa entre el origen edéafico y la

historia de inoculacion.

En el cuadro 7 se observa que la ocupacion por las cepas marcadas usadas como
inoculantes fue diferente en cada suelo, y que la mayor cantidad de nddulos
ocupados fue en suelo de areniscas de La Magnolia (70 %). En el suelo de lomadas
de la UEPP y brunosoles de Santa Clotilde el conjunto de los inoculantes ocuparon
casi el doble de nédulos (40 %) respecto a los vertisoles de Glencoe y brunosoles del
SUL (23 - 26 %). Los resultados sugieren que el origen del suelo incide en la
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ocupacion de nddulos por los inoculantes, aunque se debe tener en cuenta la

interaccion con la historia de inoculacion.

Cuadro 7. Ocupacion de nodulos para el conjunto de inoculantes en distintos suelos.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias (Tukey con p<0,05).

Proporcién de nédulos

Suelo
ocupados por inoculantes
La Magnolia 0,70 £ 0,06 A
UEPP 0,40+0,03B
Santa Clotilde 0,40+0,05B
SUL 0,26 +0,05C
Glencoe 0,23+0,04C

En el cuadro 8 se muestra la ocupacién de nddulos por los inoculantes en suelos SH
y CH. En suelos SH de inoculacion las cepas ocuparon mas del doble de nédulos que

en suelos CH, 56 y 25 % respectivamente.

La ocupacion de nodulos por las cepas promisorias N2, N5 y 249 respecto al
inoculante comercial fue mayor, entre 52 - 63 % vs 6 % respectivamente (Cuadro 9).
Dado que las cepas N2 y 249 fueron las mas competitivas, se seleccionaron para

evaluarlas en ensayos en campo.
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Cuadro 8. Ocupacion de nodulos para el conjunto de los inoculantes en suelos CH y
SH de inoculacion. Letras diferentes indican diferencias significativas segin Tukey
p<0,05.

Historia de inoculacion de trébol Proporcién de nodulos
blanco ocupados por inoculantes
Sin historia (SH) 0,56 £0,03 A
Con historia (CH) 0,25+0,03B

Cuadro 9. Ocupacion de nodulos por cepas usadas como inoculantes en el conjunto
de los diferentes suelos. Letras diferentes indican diferencias significativas segun

Tukey p<0,05.

Proporcién de nédulos

Cepa ocupados por el inoculante
N5 0,52+0,05A

U204 0,06 +£0,02B
249 0,60 0,04 A
N2 0,63+0,04 A

Las diferencias observadas en el NMP entre los suelos SH y CH de lomadas de la
UEPP pueden deberse a una larga historia de mejoramiento con trébol blanco
(Jaurena et al., 2016). Sin embargo, un periodo de 21 afios de mejoramiento en
vertisoles de Glencoe (Rafael Reyno, comunicacion personal, 9 de Marzo de 2017)
no se acompafd de diferencias en la cantidad de rizobios que nodulan trébol blanco

en suelos CH y SH. El suelo de La Magnolia fue considerado CH porque se sembro
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trébol blanco un afio, hace 15 afios (Rafael Reyno, comunicacion personal, 9 de
Marzo de 2017). Este suelo de areniscas no presentd diferencia con el nimero de
rizobios del suelo SH. Tampoco se encontraron diferencias en el NMP entre los
suelos SH y CH en los brunosoles de Santa Clotilde y del SUL, que fueron
mejorados con trébol blanco inoculado con U204 durante los tltimos 10 afios (Rafael
Reyno, comunicacion personal, 9 de Marzo de 2017) y 17 afios respectivamente

(Gerénimo Cardozo, comunicacion personal, 7 de Marzo de 2017).

El bajo nimero de rizobios y la alta ocupacion por los inoculantes en suelos acidos
de areniscas de La Magnolia, evidencia la mayor competitividad de los inoculantes
frente a las cepas nativas, aunque probablemente la eficacia de los inoculantes
también se deba a la baja presencia de rizobios nativos. Sin embargo, a pesar de que
el nimero de rizobios en los suelos CH y SH de Glencoe y del SUL era bajo, la
ocupacion de nodulos por las cepas también fue baja. Los rizobios presentes en estos
suelos pueden ser mas competitivos que los inoculantes, o bien caracteristicas como
el pH, contenido de N y presencia de otros microorganismos antagonistas (Diouf et
al., 2000) en los suelos podrian ser la causa de que los inoculantes no prosperen.
Estos suelos en los que los inoculantes presentaron inconvenientes en la nodulacion,
fueron definidos previamente como problematicos para la implantacion y produccion
de mejoramientos de trébol blanco (Monica Rebuffo, comunicacién personal, 3 de
junio de 2013).

Batista et al. (2015) analizaron el NMP de rizobios para trébol rojo en tres suelos. En
La Estanzuela, con 47 afios de historia de inoculacion de trébol determinaron 5,1 x
10* rizobios/g de suelo y proponen que la historia de inoculacion condujo al
establecimiento de poblaciones naturalizadas mas adaptadas y competitivas que el
inoculante comercial, que ocuparon una alta proporcion de nddulos. Otros suelos SH
evaluados por Batista et al. (2015) fueron vertisoles de Tambores y lomadas de
UEPP, en los que midieron por g de suelo 3,2 x 10! y 1,9 x 10* rizobios que nodulan
trébol rojo respectivamente. Estas cepas, probablemente nativas, pueden provenir de
trébol polimorfo, un trébol que esta presente en esos suelos. En Tambores y en la

UEPP las cepas 317 y U204 fueron méas competitivas que los rizobios nativos,
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ocupando méas de un 88 % de los nodulos, a diferencia de lo evaluado en La
Estanzuela. A pesar de que en la UEPP se cuantificd una poblacion de rizobios de
igual magnitud que en La Estanzuela, los nédulos formados fueron ineficientes, de
tamafo pequefio y color verde, y las plantas presentaron sintomas de deficiencia de
N, color amarillento y poco crecimiento. Los mismos sintomas fueron identificados
en esta tesis con plantas de trébol blanco sembradas en los suelos SH de la UEPP y
en suelos CH de Glencoe (Figura 7). En lomadas de la UEPP esto puede deberse a la
presencia de trébol polimorfo, mientras que en Glencoe deberia realizarse una
evaluacion maés detallada, dado que el suelo ha sido mejorado durante varios afios y
no hay trébol polimorfo en campos CH (Rafael Reyno comunicacion personal, 9 de
Marzo de 2017), lo que no quiere decir que no haya rizobios provenientes de ese
trébol. De todos modos en campo natural de Glencoe existe trébol polimorfo y la
cantidad de rizobios proveniente de esta especie alcanza valores de 3,3 x 10* /g de
suelo y son capaces de nodular ineficientemente a trébol blanco (Yates et al., 2005).
En nuestro caso, en suelo SH de Glencoe determinamos 4,3 x 10! rizobios/g de suelo,
pero el suelo evaluado por Yates et al. (2005) tenia pH de 4,8 y en nuestro caso 5,7.
Por lo general los rizobios no persisten en suelos acidos (Martyniuk y Oron, 2008).
Es posible que el trébol polimorfo que se encuentra adaptado a las condiciones acidas

de nuestros suelos, esté nodulado por rizobios adaptados a tales condiciones.

Por otro lado Martyniuk y Oron (2008), a partir de 46 suelos de campo natural en
Polonia determinaron en 31 de ellos un alto nimero de R. leguminosarum bv trifolii,
(102 y 10° rizobios/g de suelo), en 8 suelos valores bajos (17 y 58 rizobios/g de
suelo), en 3 suelos muy bajos (6 y 7 rizobios/g de suelo) y en 4 suelos no encontraron
rizobios. En La Magnolia, Glencoe y el SUL la cantidad de rizobios que nodulan
trébol blanco es baja, entre 1 y 70 rizobios/g de suelo (Cuadro 6), en Santa Clotilde
la cantidad de rizobios también fue baja, entre 63 y 90 rizobios/g de suelo y solo en
el suelo CH de la UEPP los valores se asemejaron a los obtenidos por Martyniuk y
Oron (2008) en los 31 suelos.

La cantidad de rizobios presentes en suelo de la UEPP SH fue 1000 veces menor que
la determinada por Batista et al. (2015) para rizobios que nodulan trébol rojo en el
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mismo suelo y 100 veces menor a la comunicada por Wielbo et al. (2010) también en
trébol rojo, que reportaron 4,2 x 10° rizobios/g suelo en Polonia. En trébol blanco
Pryor y Crush (2006) obtuvieron 3,2 x 10° rizobios/g de suelo CH en Nueva Zelanda.
Las diferencias pueden deberse a condiciones del suelo, pero ademas a las especies
de trébol utilizadas (Sprent, 2007) y a la metodologia usada para determinarlos, por
ejemplo si las muestras se tomaron en periodos del afio muy diferentes (invierno o

verano) las poblaciones de bacterias pueden variar mucho.

En cuanto a la forma de estimar el tamafio de las poblaciones de rizobios presentes
en los suelos MacDonald et al. (2011) determinaron por NMP y por gPCR la
cantidad de rizobios capaces de nodular trébol blanco. Los autores concluyen que
con el gPCR la cantidad de rizobios es mayor que cuando usa el NMP. Esto podria
suceder con las estimaciones de rizobios obtenidas en esta tesis, pero de todas formas
nuestros resultados son comparables entre si y con los de otros que usaron el NMP
como forma de estimar la cantidad de rizobios, mas alla de las limitaciones que esta

estrategia tiene.
3.4. COMPETITIVIDAD EN CONDICIONES DE CAMPO

Para evaluar la eficiencia simbi6tica y la competitividad de las cepas en condiciones
de campo, se instalaron ensayos en lomadas de la UEPP y en vertisoles de Glencoe y
se utilizaron como inoculantes a las cepas promisorias, al inoculante comercial, y se
incluyd un control sin inocular. Antes de instalar los ensayos se determiné el NMP
de rizobios capaces de nodular trébol blanco y el ndmero de rizobios en los

inoculantes en base turba utilizados en los ensayos.

En cada tratamiento se determind la implantacion, como el nimero de plantas por
m?, la produccion de materia seca aérea, el nitrdgeno fijado a través de la abundancia
isotopica del N y la ocupacion de los nddulos por identificacion de perfiles ERIC
generados por PCR.
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3.4.1. Experimento 1: evaluacion en campo de la cepa 317

En la coleccion de cepas del Laboratorio de Bioquimica de Facultad de Agronomia
se cuenta con una cepa promisoria 317 (Batista et al., 2015; Batista, 2013). Se valud
a la cepa 317 en trébol blanco en la UEPP en un campo SH en un ensayo con el

disefio que se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Esquema de instalacion del experimentol. El disefio fue un DBCA vy la

unidad experimental fue la parcela.

Bloque | Parcelal | Parcela2 | Parcela3
1 317 Sl U204
2 U204 317 Si
3 U204 Sl 317
4 S U204 317

El NMP de rizobios previo a la siembra fue de 6 x 10* /g de suelo, valor que esta en
el mismo orden de magnitud que el obtenido para el ensayo de cilindros con suelo

(Cuadro 6), en suelos SH de inoculacion.

Los inoculantes en turba usados para inocular las semillas se prepararon con las
cepas 317 y U204. EIl nimero de rizobios en turba para ambas fue mayor al minimo
requerido por MGAP (2 x 10° rizobios/g de turba).

A los 30, 60 y 90 dias luego de la siembra se cont6 el nimero de plantas por m?
(Cuadro 11) y a los 7 meses se determind la ocupacion de nodulos de raices
principales, raices secundarias y de raices de estolones. Se analizaron 10 nédulos de
cada tipo de raiz para cada tratamiento y repeticion. Con los aislamientos obtenidos

se generaron 362 perfiles ERIC (Cuadro 12).
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A los 30 dias el nimero de plantas por m? fue igual entre los tratamientos y mayor a
la cantidad establecida en los otros dos tiempos de conteo (Cuadro 11). A los 60 y 90
dias hubo mayor nimero de plantas en los tratamientos con la cepa 317 y U204
respecto al control (p<0,05), sin diferencias significativas entre ellos (Cuadro 11). A
los 90 dias el nimero de plantas en las parcelas inoculadas fue unas 3 veces mayor
que en las parcelas sin inocular. Los resultados de implantacion a los 60 y 90 dias se
aproximan mas al ndmero de plantas que logran establecerse, menor al numero
registrado en el primer conteo. Los resultados evidencian que la inoculacién mejora

la implantacion de trébol y también la necesidad de inocular en este suelo.

Cuadro 11. Implantacion a los 30, 60 y 90 dias luego de la siembra. Sl, tratamiento
control sin inocular. Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias

segin DGC con p<0,05.

Momento de conteo

(dias) Tratamiento N° plantas/m?

Si 191+44 A

30 317 205+ 16 A
U204 216 £ 15 A

Si 101+17B

60 317 157+ 17 A
U204 154 +17 A

Sl 25 + 3B

90 317 83 + 6A
U204 9 + 9A
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Cuadro 12. Ocupacion de nédulos por las cepas 317 y U204. Después de 7 meses de
la siembra se aislaron rizobios de nédulos de raices principales, secundarias y de
estolones. EI ADN se amplificd con cebadores ERIC vy los perfiles se analizaron con
el software GelCompar 6.2. Sl, tratamiento control sin inocular. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun DGC con p<0,05.

Tratamiento Tipo de raiz Proporcién de ocupacion de

nodulos

Principal 0,98 A

U204 Secundaria 0,95 A

De estoldn 0,12B

Principal 1,00 A

317 Secundaria 1,00 A

De estoldn 0,96 A
. Principal 0,25(317) | 0,05 (U204)
Secundaria 0,24 (317) 0,07 (U204)

Los resultados de la ocupacion de nddulos se obtuvo del anélisis de 40 nddulos de
cada tipo de raiz (principal, secundaria y de estolon), provenientes de 40 a 60 plantas
de cada tratamiento (Anexo Il). EI nimero de aislamientos analizados en esta tesis,
1200, fue mayor a los analizados por Batista (2013), Howieson et al. (2005) y Yates
et al. (2003), que también evaluaron la ocupacion de nédulos en campo mediante
rep-PCR. De esta forma, consideramos la solidez de estos resultados, dada la
cantidad de nodulos analizados de cada tratamiento y el nimero de plantas de las que

provienen.

A 7 meses después de la siembra, las cepas 317 y U204 usadas como inoculantes,
ocuparon mas del 95 % de los nodulos de raiz principal y secundaria, sin diferencias

significativas entre ellas. Estos resultados indican que las cepas tienen igual

49



competitividad en este suelo SH de la UEPP. Cuando Batista et al. (2015) analizaron
el total de nédulos ocupados de las raices principales y secundarias por ERIC PCR,
la cepa 317 estuvo presente en el 88 % de los nddulos y la cepa U204 en el 98 %,
también sin diferencias significativas. Batista et al. (2015) en este suelo SH de la
UEPP, con las mismas cepas marcadas que utilizamos en esta tesis, obtuvieron un

resultado similar en trébol rojo, crecido durante 45 dias en cilindros de suelos.

Cuando se analizé la ocupacion de nodulos de los estolones (Cuadro 12) se observo
que la misma fue significativamente mayor con la cepa 317 (96 %) respecto a la cepa
U204 (12 %). Este resultado sugiere que la cepa 317 serd mas habil para persistir en
este suelo de lomadas respecto a la cepa U204, que hizo posible la ocupacion de
nodulos que se formaron probablemente al 4to 6 5to mes después de la siembra.
Estos nddulos aportaran N a las plantas que broten de los estolones en el segundo afio
del mejoramiento. El resultado de ocupacion de nddulos de estolones de trébol

blanco no habia sido comunicado hasta ahora, al menos en nuestro medio.

Los resultados evidencian que la inoculacion de trébol blanco con cepas eficientes
como 317 y U204 mejora su implantacion en lomadas del Este. La ocupacion de
nddulos de raices principales y secundarias por estas cepas indica por qué compiten
igual en este suelo SH y con bajo numero de rizobios capaces de nodular trébol
blanco. Por otro lado la ocupacion de nodulos de raices de estolones por la cepa
nativa 317 evidencia la mayor persistencia de ésta respecto al inoculante comercial,
dado que ocupd la mayoria de los nédulos de estolones. Si bien el resultado de
nodulacion de estolones permite plantear que la cepa 317 tiene mayor persistencia
que U204, para determinar esta caracteristica es necesario realizar ensayos en campo

en diferentes suelos y tiempos, dirigidos a responder esa pregunta.

3.4.2. Experimento 2: evaluacion en campo de las cepas N2, 249 y 317

En el experimento 2 se evaluo la performance de las cepas N2 y 249, seleccionadas
por su competitividad usando al delator gusA, y se incluy6 a la cepa 317. Los
ensayos se instalaron en lomadas de la UEPP sobre campo natural y en vertisoles de

Glencoe en campo con historia de trébol blanco. En ambos sitios se sembraron 4
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repeticiones de cada tratamiento, definidos como inoculacion con las cepas
experimentales N2, 249 y 317, con el inoculante comercial U204 y control sin
inocular (Cuadro 13). Al momento de la inoculacién de las semillas los inoculantes
de las tres cepas tenian un numero de rizobios en turba mayor al requerido por
MGAP (2 x 10°rrizobios/g de turba).

Cuadro 13. Esquema de instalacion del experimento 2. El ensayo se realizo en la
UEPP y en Glencoe. Los tratamientos fueron: inoculacion con 317, N2, 249 y el
inoculante comercial (U204) y un control sin inocular (SI). El disefio fue un DBCA 'y

la unidad experimental fue la parcela.

Bloque | Parcelal | Parcela?2 | Parcela3 | Parcela4 | Parcela5
1 249 317 Si U204 N2
2 N2 U204 249 317 Sl
3 U204 249 Si 317 N2
4 SI N2 U204 317 249

3.4.2.1. NMP de rizobios que nodulan trébol blanco en los suelos

Previo a la instalacion de cada ensayo se determin6 el NMP de rizobios capaces de
nodular trébol blanco. En suelo CH de Glencoe y con un contenido de 3,9 % de C
organico, el NMP fue de 5 x 10! rizobios/g en suelo, el mismo que el obtenido en
muestras de los cilindros con ese suelo, 12 meses antes. En la UEPP SH y con un
contenido de 1,9 % de C organico, el NMP fue 3 x 10 rizobios/g en suelo, similar al
obtenido con muestras del mismo suelo en el ensayo de cilindros. La cantidad de
rizobios en suelo en muestras de campo y en muestras de suelo del ensayo en
cilindros, confirman que hay una baja poblacion de rizobios en Glencoe con historia
de inoculacion de trébol blanco de 20 afios, y también pone en evidencia la baja

persistencia de la cepa del inoculante comercial, U204, en este suelo.
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De todas formas, si bien la cantidad de rizobios en ese suelo es baja, las poblaciones
nativas serian competitivas ya que ocuparon mas de un 70 % de los noédulos (Cuadro
7). Batista et al. (2015) obtuvieron valores similares de rizobios que nodulan trébol
rojo en Tambores, un predio cercano a Glencoe, situado también sobre vertisoles
héplicos de Basalto, pero SH. A diferencia de lo ocurrido en Glencoe, la poblacién
de rizobios nativos de Tambores no fue competitiva en trébol rojo con las cepas

usadas como inoculantes, U204 y 317.
3.4.2.2. Implantacion de trébol blanco con los diferentes inoculantes

La implantacién en la UEPP se determind a través de conteos de plantas a los 30 y a
los 60 dias después de la siembra, en 2 cuadros por parcelas y por tratamiento. En
Glencoe se realizaron conteos a los 30 y a los 60 dias en 8 cuadros por parcela y por

tratamiento.

En la UEPP no hubo diferencia en la implantacion entre los tratamientos inoculados,
ni entre ellos y el tratamiento control, a los 30 dias y a los 60 dias después de la
siembra (Cuadro 14). Sin embargo, el valor absoluto del nimero de plantas por m?
fue casi el doble en los tratamientos inoculados con las cepas 317 y U204 respecto al

control sin inocular.

En Glencoe hubo diferencia en la implantacion entre los tratamientos. A los 30 dias,
en los tratamientos con las cepas U204, 249 y N2, el nimero de plantas por m? fue
aproximadamente el doble que el de las parcelas sin inocular e inoculadas con la
cepa 317 (Cuadro 15). A los 60 dias las parcelas correspondientes a los tratamientos
con las cepas N2 y 249 presentaron casi el doble de nimero de plantas por m?, con
diferencias significativas en la implantacion respecto a los tratamientos con las cepas
317, U204 y sin inocular (Cuadro 15). En este suelo la implantacién no fue mayor
cuando se inocul6 con las cepas 317 y U204, presentando valores similares a las

parcelas sin inocular.
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Cuadro 14. Implantacién de trébol blanco en la UEPP. El conteo de plantas por m? se
realiz6 a los 30 y 60 dias después de la siembra. Sl, tratamiento control sin inocular.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias dentro de cada
momento de conteo segin DGC con p<0,05.

Momento del

conteo (dias) Tratamiento N° plantas/m?

U204 95+17 A

317 108 £17 A

%0 249 79+17 A

N2 76+17 A

Sl 72+£17 A

U204 131+£30 A

317 163 +30 A

60 N2 103 £30 A

249 8430 A

Sl 82+30 A

Cuadro 15. Implantacion de trébol blanco en Glencoe. El conteo de plantas por m? se
realiz6 a los 30 y 60 dias después de la siembra. Sl, tratamiento control sin inocular.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias dentro de cada
momento de conteo segin DGC con p<0,05.

Momento del conteo (dias) Tratamiento N° plantas/m?

U204 140+ 21 A

317 91+16B
30 249 189 + 28 A
N2 139+ 21 A

SI 76+15B

U204 89+15B

317 89+14B

60 249 160+ 23 A
N2 148+ 21 A

S 78+14B
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3.4.2.3. Produccién de biomasa y ocupacion de nédulos

La produccion de biomasa en la UEPP se determiné en dos cortes, a los 6 y a los 7
meses, y en Glencoe en cuatro cortes realizados a los 6, 7, 10, 12 meses. La
produccién se analizO como biomasa acumulada en cada fecha y la FBN se
determind por abundancia isotdpica de °N a los 7 meses. Para analizar la ocupacion
de nddulos, 7 meses después de sembrados los ensayos se aislaron rizobios de 10
nodulos de raices principales, 10 nddulos de raices secundarias y 10 nddulos de
raices de estolones, por cada repeticion. Los perfiles ERIC de los 1.200 aislamientos
se analizaron con el programa GelCompar, y los resultados de ocupacion por el
inoculante utilizado en cada caso o por las cepas del suelo se analizaron con un
modelo lineal generalizado mixto, usando como variable de respuesta los nodulos

ocupados por cada cepa y como covariable los nddulos totales (Cuadros 16, 17 y 18).

La produccién de biomasa se analiz6 en primera instancia usando como covariable el
ndmero de plantas, pero no fue significativo el uso de la implantacion como
covariable. Esto indica que si hay un aumento o disminucion significativa de la

biomasa, ese efecto no se debera a las diferencias producidas en la implantacion.

En los cuadros 16 y 17 se presentan los resultados de la produccion de biomasa, el N
proveniente de la FBN y la ocupacion de nédulos por cada cepa en la UEPP y en

Glencoe respectivamente.

La produccion de biomasa acumulada en la UEPP tuvo diferencias entre los
tratamientos de inoculacion con las diferentes cepas. A los 7 meses de la siembra la
biomasa acumulada fue mayor en los tratamientos con las cepas N2 y U204. Sin
embargo, la FBN estimada como abundancia natural del **N en hoja, fue la similar
en todos los tratamientos. Los rizobios ademas de aportar N pueden tener otros
efectos promotores de crecimiento vegetal como producir fitohormonas y/o

solubilizar fosfato (Datta et al., 2015) que podrian explicar estos resultados.

Los valores de abundancia isotdpica encontrada en otras simbiosis rizobio —

leguminosa utilizando la misma metodologia por Broos et al. (2004), fueron en
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general menores que la nuestras. Los valores de % de FBN obtenidos en la UEPP
presentaron poca variacion y fueron altos, entre 94 a 97 % (Cuadro 16). Por su parte
Eriksen y Hogh-Jensen (1998) usaron la misma metodologia en trébol blanco y
observaron mayores variaciones en las parcelas, entre 64 y 92 % de FBN y mayor
variacion aun en parcelas pastoreadas, entre 12 y 96 % de FBN. Por otro lado Broos
et al. (2004), establecieron una correlacion positiva entre el NMP y el % de FBN, e
indican que los valores entre 10 y 102 rizobios/g de suelo presentaron en promedio
66 % de FBN. En la UEPP con 3 x 10 rizobios/g de suelo el % de FBN fue 98 %
(Cuadro 16). Es posible que las diferencias en el % FBN entre los tratamientos se
observen en un mayor tiempo de crecimiento de trébol, o bien en otros 6rganos de la
planta, dado que nosotros determinamos sélo en hoja. Varin et al. (2010)
determinaron que el contenido de N total en diferentes 6rganos de la planta que fue,

en mg/g de muestra, 37 en nddulos, 32 en estolones, 20 en hojas y 17 en raices.

Respecto a la ocupacion de nédulos en la UEPP, la cepa U204 ocup6 un 30 % de los
nodulos (Cuadro 16), lo que demuestra una vez mas que la cepa usada como
inoculante comercial es poco competitiva. Las cepas nativas promisorias ocuparon
mas del doble que la cepa comercial, la cepa N2 ocup6 el 77 % de los nédulos, la
317 el 63 % y la 249 el 60 %, sin diferencias entre ellas. La produccién de biomasa y
la ocupacion de nddulos por la cepa N2 indican que ademas de eficiente es
competitiva. La cepa 317 ocup6 alto porcentaje de nddulos pero la produccion de
biomasa en este ensayo, a los 7 meses fue menor al resto de los tratamientos. Sin
embargo, al afio fue junto con N2 los tratamientos que produjeron mas biomasa

(Gerénimo Cardozo, comunicacién personal 12 de diciembre de 2016).

55



Cuadro 16. Evaluacion de inoculantes en suelo de la UEPP. ler corte y 2do corte
corresponden a la biomasa acumulada a los 6 y 7 meses respectivamente después de

la siembra. Sl, tratamiento control sin inocular. La biomasa se expresa como materia

seca. Letras diferentes indican diferencias significativas segin DGC con p<0,05.

ler corte 2do corte Ocupacion de
Cepa % de FBN ;
(kg MS/ha) (kg MS/ha) noédulos
U204 760 + 187 A 1361+ 77 A 9454+187A 030+0,07B
317 295+ 62B 587 + 49C 97,40+1,87A 0,63+0,08 A
249 362+ 77B 725 + 53B 96,72+ 1,87A 0,60+0,08 A
N2 769 + 190 A 1632 £ 119 A 9454+187A 0,77x0,07 A
Sl 547 £ 126 A 970 = 57B 95,50+ 1,87 A

Los perfiles ERIC de los aislamientos mostraron una diversidad similar en parcelas
sin inocular en la UEPP y en Glencoe de 2,5 y 2,1 respectivamente. Resultados
similares fueron obtenidos por Batista (2013) en trébol rojo en suelos SH (H=2,6) y
CH (H=2,2-2,4). No hubo contaminacion del control sin inocular con los inoculantes

ensayados, ni entre las parcelas inoculadas.

Las cepas nativas tienen un potencial fijador que puede explicar por qué en algunos
casos la produccion de praderas no inoculadas, o en las que fallé la aplicacion del
inoculante como por ejemplo periodos secos pos-siembra, se logra una produccién de
biomasa aceptable. De todas formas los rizobios nativos presentes en este suelo son
mas competitivos que el inoculante comercial pero menos que las cepas promisorias
N2, 317 y 249. En general, las cepas nativas suelen estar adaptadas a las condiciones
bidticas y abidticas prevalentes respecto a las cepas introducidas (Batista et al.,
2015).

En suelo CH de Glencoe solo se determinaron diferencias en el primer corte a los 6

meses de la siembra, cuando los tratamientos con las cepas N2 y 317 produjeron
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méas biomasa (Cuadro 17). A los 7 meses la biomasa acumulada no presento
diferencias, pero N2 y 317 produjeron 1,6 veces méas biomasa que los tratamientos
sin inocular e inoculadas con U204. El % de FBN fue en general menor que en la

UEPP vy sin diferencia entre los tratamientos.

Cuadro 17. Evaluacion de inoculantes en suelo de Glencoe. ler corte y 2do corte
corresponden a la biomasa acumulada a los 6 y 7 meses respectivamente después de
la siembra. Sl, tratamiento control sin inocular. La biomasa se expresa como materia

seca. Letras diferentes indican diferencias significativas segun DGC con p<0,05.

ler corte 2do corte Ocupacién de
Cepa % de FBN ]
(kg/ha) (kg/ha) nédulos

U204 106 +35B 662 + 133 A 60,63+ 10,10A 0,42+0,08B

317 260+ 35 A 1044 + 133 A 70,48 £10,10 A 0,51 +0,08 AB

249 116 +35B 838 +133A 84,37 £10,10A 0,73+0,07 A

N2 222+ 35A 1060 + 313 A 78,98+ 10,10 A 0,69 +0,08 AB

Sl 108 +35B 648 £313A 62,56 + 10,10 A

La ocupacion de noédulos por el inoculante comercial a los 7 meses en suelo de
Glencoe fue el 42 %. La cepa 249 ocup6 el mayor numero de nodulos y con
diferencias respecto al inoculante comercial, 73 % de los nddulos, pero sin
diferencias significativas con las cepas N2 y 317, que ocuparon el 69 % y 51 % de
los nddulos respectivamente (Cuadro 17). No hubo contaminacion del control con los

inoculantes ensayados, ni entre las parcelas inoculadas.

Tanto en Glencoe como en la UEPP el inoculante comercial presentd la menor
competitividad entre los inoculantes evaluados. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en los mismos suelos y con los mismos clones marcados con el gen gusA

(Cuadro 9). Por su parte Batista et al. (2015) también determinaron una baja
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ocupacion por U204::gusA en suelo CH de La Estanzuela, 26 % de los nddulos, pero
alta ocupacion, 98 %, en suelos SH de Tambores y de la UEPP.

Por otro lado se pudo observar que las raices principales y secundarias presentan una
diversidad de perfiles similares a U204, con patrones que difieren en pocas bandas,
lo que permite sugerir que se trata de cepas naturalizadas derivadas del inoculante
comercial. Este sitio ha sido inoculado durante 20 afios con la cepa U204.

Los perfiles ERIC obtenidos en Glencoe en raiz principal y secundaria difieren de los
obtenidos en nddulos de raices de estolones, que ademas presentaron un perfil
predominante diferente al resto, inclusive a los de la UEPP. Ademas, las cepas
nativas - naturalizadas son mas competitivas que U204, igualmente competitivas que

317, y menos competitivas que las cepas 249 y N2 (Cuadro 17).

La ocupacion de nodulos por las cepas, segun el tipo de raiz, se estimé como la
proporcion de perfiles iguales al inoculante usado en relacion al ndmero total de
nddulos (Cuadro 18). Se observlé que en las raices principales, secundarias y de
estoldn, la cepa U204 ocup6 menor nimero de nodulos, excepto en la raiz principal
de las plantas de Glencoe, donde no se obtuvieron diferencias entre los tratamientos.
En general la cepa méas competitiva por tipo y zona de raiz y por sitio edafico fue la
cepa N2.

En la UEPP en el Experimento 1 la cepa 317 fue mas persistente que el inoculante
comercial dado que ocupé el 96 % de los nédulos de raices de estolones, mientras
que la cepa U204 ocup6 un 12 %. Sin embargo en el Experimento 2, la cepa 317
disminuy6 la ocupacion al 47 % de los nédulos y la cepa U204 se mantuvo en

valores bajos (9 % de nddulos) en la raices de estolones.
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Cuadro 18. Ocupacion de nddulos en raices y de estolon en la UEPP y en Glencoe.
Letras diferentes indican diferencias significativas segin DGC con p<0,05 dentro de

cada tipo de raiz y a su vez dentro de cada sitio y.

Proporcién de

Sitio Raiz Cepa )
ndédulos ocupados
N2 0,80 £ 0,07 A
o 249 0,78+ 0,07 A
Principal
317 0,60+ 0,08 A
U204 0,58 +£0,08 A
N2 0,84+0,08 A
249 0,68 £ 0,07 AB
Glencoe Secundaria
317 0,42 £0,09B
U204 0,53+0,08B
N2 0,51+£0,09 A
249 0,77 0,07 A
Estolén
317 0,73+0,13 A
U204 0,13+0,05B
N2 0,91+0,04 A
o 249 0,39+0,08 B
Principal
317 0,87 +0,05 A
U204 0,61+0,08B
N2 0,73+0,07 A
249 0,71+0,09 A
UEPP Secundaria
317 0,58 +£0,08 A
U204 0,17+0,06 B
N2 0,68 £ 0,08 AB
249 0,79+0,08 A
Estolon
317 0,47 £0,08 B
U204 0,09+0,04C
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En el cuadro 19 se presentan los resultados de la produccion de biomasa a los 12
meses en Glencoe. Las cepas nativas promisorias produjeron mayor biomasa que el
inoculante comercial, que produjo menos forraje que el control sin inocular. La cepa
317 produjo la mayor cantidad de biomasa, seguida por N2 y por 249, diferentes
entre si. Estas cepas fueron maés persistentes que la cepa U204, lo que podria estar
relacionado con la mayor produccion de biomasa por las plantas generadas a partir de

estolones con nodulos inducidos por ellas.

Cuadro 19. Produccion biomasa acumulada en Glencoe. 4to corte corresponde a la
biomasa acumulada a los 12 meses. Sl, tratamiento control sin inocular. La biomasa
se expresa como materia seca. Letras diferentes indican diferencias significativas

segun DGC con p<0,05.

Tratamiento 4to corte
(kg/ha)
U204 735 £238 E
317 2061 + 133 A
249 1651 +138C
N2 1847 +135B
Si 1304 +153 D

Denton et al. (2003), observaron que el inoculante para T. alexandrinum usado en
Australia, formé nddulos principalmente en los primeros 5 cm de las raices, y muy
pocos nodulos en zonas mas alejadas. Los autores proponen que si las cepas usadas
como inoculantes se restringen a los primeros centimetros de las raices, la FBN en el
campo puede ser significativamente reducida cuando los nédulos formados en las

secciones inferiores estan ocupados por cepas con baja eficiencia simbiotica.
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3.5. CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS DE TREBOL POLIMORFO

3.5.1. Identificacién de aislamientos por perfiles ERIC

Se obtuvieron 43 asilamientos de rizobios de nddulos de trébol polimorfo colectados
en suelos SH de Glencoe (Tacuarembd), La Magnolia (Tacuarembd), Cuchilla de los
Ladrones (Treinta y Tres), UEPP (Treinta y Tres) y Arequita (Lavalleja). Los
aislamientos se realizaron a partir de 2-3 nodulos por planta tomados de diferentes
zonas de la raiz. Se generaron perfiles ERIC y se evaluaron mediante analisis de
conglomerados, lo que permitio distinguir 14 tipos diferentes, designados P1, P2, P3,
P5, P6, P7 P8, P9, P10, P11, P12, P13, P18 y P21 (Figura 9).
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Figura 9. Dendrograma con perfiles ERIC de aislamientos de trébol polimorfo y la
cepa U204. Se consideran iguales a los perfiles con al menos el 60 % de bandas.
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3.5.2. Eficiencia simbidtica de aislamientos de trébol polimorfo

Se evalud la eficiencia simbidtica en trébol blanco de las 14 cepas diferentes,
estimada como biomasa producida en condiciones controladas. Un grupo de cepas
(P1, P2, P12, P13 y P21) establecio simbiosis eficientes, que produjeron mas materia
seca que el control sin inocular pero menos que U204 (Figura 10). Otro grupo de
cepas (P3, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11 y P18) estableci6 simbiosis ineficientes que

produjeron la misma cantidad de materia seca que el control sin inocular (Figura 10).

0,694 A

|

0,54

Peso seco (g)

T 1 I

CDE
0,23

e E E E E
0,08 T ﬁ ﬁ ﬁ ﬂr ﬂ T
0 P3 P5 P8 P7

P11 P10 P6 P9 P18 P2 P21 P1 P13 P12 U204
Tratamiento

Figura 10. Eficiencia de cepas de trébol polimorfo en trébol blanco. Se incluyd un
control inoculado con la cepa U204, inoculante comercial para tréboles y un control
sin inocular (0). Letras diferentes indican diferencias significativas segin Tukey con
p<0,05.

A los 30 dias de instalado el ensayo las plantas inoculadas con cepas ineficientes
presentaban sintomas de clorosis, lo que determind que se levantara el ensayo en un
tiempo menor al previsto. Las cepas que provienen de suelo de origen edéafico

Lomadas del Este de la zona sur del pais, presente en la UEPP, en Cuchilla de los
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Ladrones y en Arequita, fueron todas ineficientes. A su vez como se observa en la
figura 9, estas cepas con una exigencia de similitud del 50 % se ubican en un mismo
grupo. Las cepas P10 y P11 que incluyen una cepa proveniente de Glencoe y tres de
La Magnolia, también fueron ineficientes y agruparon entre ellas con una exigencia
del 50%. Con la misma exigencia, la cepa P18 proveniente de Glencoe agrup6 con
las cepas P2 y P13 también aisladas de suelo de Glencoe, las cepas P2 y P13 fueron
mas eficientes que el control sin inocular, y la cepa P18 tiende a producir mas
biomasa pero sin diferencias con el control sin inocular. La cepa P12 proveniente de
La Magnolia y las cepas P1 y P21 de suelo de Glencoe, agrupan juntas y su

eficiencia fue mayor al control sin inocular pero menor que U204.

Las cepas aisladas de trébol polimorfo revelan un patron biogeogréafico, tal como
observo Zhang et al. (2016) en aislamientos de rizobios de trébol blanco de distintos
suelos de China. La transferencia lateral de genes simbidticos es una fuente de
variacion importante en la evolucién de los rizobios, que permite la formacion de
nuevas especies. Probablemente las condiciones bidticas y abidticas de cada sitio en
particular, ejerzan una presion de seleccion sobre los rizobios promoviendo su

variacion genética y adaptacion al medio.

Los resultados de produccion de biomasa de los aislamientos de trébol polimorfo en
trébol blanco ponen en evidencia que no todas las cepas aisladas de trébol polimorfo
establecen relaciones totalmente ineficientes o parasitas en trébol blanco. Por otra
parte hay que considerar que el ensayo se realizé en arena:vermiculita, con pH de 6,8
y en un pH &cido, similar al de algunos suelos donde crece naturalmente trébol
polimorfo podria favorecer la ocupacion por los rizobios de ese trébol al estar mejor

adaptados a los suelos acidos.

El pH del suelo es el mayor determinante del nimero de poblaciones de R. meliloti
(Brockwell et al., 1991). En suelo con pH 7,0 la cantidad de rizobios determinada
por NMP por éstos autores fue de 8,9 x 10%/g. Pero cuando el pH fue menor a 6,0 la

poblacién disminuy6 a 37 rizobios/g de suelo, y en dos suelos con pH 5,4 y 5,5 no se
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detect6 R. meliloti. En el suelo de la UEPP el pH es 5,9 y el de Glencoe 5,7, lo que
puede explicar el bajo nimero de rizobios que nodulan trébol determinados en ellos.

Para evaluar la eficiencia simbidtica de cepas aisladas de trébol polimorfo en ese
mismo trébol, se utilizé a las cepas P3 y P18 ineficientes en trebol blanco. Se incluyo
un control sin inocular y otro inoculado con la cepa U204. En plantas crecidas 60
dias se determind la produccion de la biomasa aérea y biomasa total, sumando el
peso seco de las raices dado que trébol polimorfo acumula buena parte de la biomasa
en el sistema radicular. La cepa P18 fue la que tuvo mayor eficiencia simbidtica en
trébol polimorfo, tanto en produccion de biomasa aérea como de la planta total
(Figura 11). El inoculante comercial U204 y la cepa P3 produjeron igual biomasa

aérea y total que el control sin inocular.
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Figura 11. Eficiencia simbi6tica en trébol polimorfo. Las cepas P3 y P18 fueron
aisladas de trébol polimorfo y la cepa U204 es el inoculante comercial para trébol
blanco. 0, corresponde al control sin inocular. Barras en verde claro corresponden al
peso seco aéreo y en gris al peso seco total. Letras diferentes indican diferencias
significativas para medias de peso seco aéreo (minusculas) y total (mayusculas)

segun Tukey con p<0,05.
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3.5.3. Nodulacion por cepas ineficientes aisladas de trébol polimorfo

El nimero de nodulos totales inducidos en trébol polimorfo por las cepas P3, P18 y
U204 usada como referencia, se muestran en el cuadro 20. La cepa P3 produjo la
mayor cantidad de ndédulos (17 nodulos), diferente significativamente al nimero de

nddulos inducidos por la cepa P18 y U204 (11 y 13 nddulos, respectivamente).

Cuadro 20. Nodulacion en trébol polimorfo por cepas ineficientes y eficientes en
trébol blanco. El ensayo se realizd con 5 macetas por tratamiento, con 5 plantas cada

una. Letras diferentes indican diferencias significativas segin DGC con p<0,05.

Cepa Nodulos totales
P18 11+£13B

U204 13+13B
P3 1714 A

La cepa P3 fue ineficiente en trébol polimorfo, con la menor produccién de biomasa
aérea y total, pero indujo el mayor nimero de nddulos. La cepa P18 fue mas eficiente
en la produccién de biomasa aérea, y la que produjo menos nodulos. Esto sugiere una
relacién inversa entre el niumero de nédulos y la produccion de biomasa de trébol
polimorfo. Resultados similares fueron obtenidos por Melino et al. (2012) cuando
evaluaron la cepa WSM2304 aislada de trébol polimorfo en T. subterraneum y T.
purpureum. La cepa WSM2304 produjo menos biomasa y el doble de nédulos que
una cepa eficiente WSM1325, y llegaron a la conclusion de que es Fix™ en especies

diferentes al trébol polimorfo.

Por otra parte, las cepas ineficientes en trebol blanco P3 y P18 se evaluaron respecto

a parametros de nodulacion en ese trébol, como la tasa de nodulacion, la media del
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tiempo de aparicion del primer nédulo para cada cepa y el numero de nodulos totales
promedio por planta (Cuadro 21).

La cepa P3 indujo la formacién de nédulos 2 dias antes que la cepa U204 (Cuadro
21). La tasa de nodulacion de esta cepa fue mas alta (0,35 nédulos/dia) que la de las
cepas U204 y P18 (entre 0,17 y 0,18 nodulos/dia, respectivamente). EI numero total
de nddulos en raices de plantas inoculadas con la cepa P3 fue 6 veces mayor que el
inducido por la cepa U204 y unas 3 veces mayor que cuando se inoculé con la cepa
P18. Los noddulos inducidos por la cepa P3 tenian color blanco, tamafio pequefio y
forma esférica, mientras que los inducidos por las cepas P18 y U204 eran de color

marron y rojo respectivamente, ambos de forma alargada.

Cuadro 21. Nodulacién de trébol blanco por cepas aisladas de trébol polimorfo. 3
corresponde al valor de la pendiente del nimero de nédulos en funcion del tiempo en
dias. ler Nod, el valor corresponde a la media del tiempo en que aparecio el primer
nodulo. Nodulos totales corresponde a la media del nimero de nédulos por planta a
los 30 dias. Letras diferentes indican diferencias significativas en cada variable segin
DGC con p<0,05.

CEPA ] ler Nod en dias Nodulos totales

U204 0,18 B 10+ 0,69 A 3+0,24 B
P18 0,17 B 11+0,43 A 6+143 B
P3 0,35A 8+0,52B 2030 A

3.5.4. Secuencia del 16S ARNr

La secuencia del gen 16S ARNTr de las cepas P3 y P18 mostrd que pertenecen a la
especie Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Estas cepas presentan 100 % de
similitud con la secuencia de ese gen de las cepas U204, 317, N2 y WSM2304,

aislada de trébol polimorfo de Glencoe (Reeve et al., 2010a), y 99 % de similitud con
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secuencia de la cepa 249. En la figura 12 se muestra el dendrograma construido con

la comparacion de secuencias de ese gen entre las cepas analizadas.

KJ366497.1 Rhizobium leguminosarum bw. trifolii strain 317 16S ribosomal RNA gene

KJ366496.1 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain U204 16S ribosomal RNA gene

N2

NR_044774.1 Rhizobium leguminosarum bv. viciae strain USDA 2370 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR_113895.1 Rhizobium indigoferae strain NBRC 100398 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR_137229.1 Rhizobium anhuiense strain CCBAU 23252 16S ribosomal RNA partial sequence

P3

P18

DQ835303.2 Rhizobium fabae strain CCBAU 23132 16S ribosomal RNA gene partial sequence
249

NR_137399.1 Rhizobium aegyptiacum strain 1010 16S ribosomal RNA partial sequence
NR_113778.1 Rhizobium etli strain NBRC 15573 16S ribosomal RNA gene

EU488756.1 Rhizobium tropici strain H 52 16S ribosomal RNA gene partial sequence

D14500.1 Agrobacterium tumefaciens gene for 16S ribosomal RNA complete sequence
AB509378.1 Bradyrhizobium elkanii gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: NBRC 14791

0.0100

Figura 12. Relaciones filogenéticas basadas en la secuencia del 16S ARNTr. Las cepas
P3 y P18 son aislamientos de trébol polimorfo, 249, 317 y N2 son aislamientos de
trébol rojo y la cepa U204 usada como inoculante comercial, (USA) aislada de tréebol
rojo. El arbol fue construido usando el método de Neighbor Joining, con el programa
MEGA 7.

La cepa WSM2304 es competitiva en trébol polimorfo (Reeve et al., 2010a) y la
secuencia del genoma completo se encuentra disponible en NCBI. Cuando
compararon el tamafio del genoma de esa cepa con el de la cepa WSM1325
(inoculante comercial para tréboles anuales en Australia), determinaron diferencias
en el nimero de pb y en el nimero de plasmidos. A pesar de esto la secuencia del
gen 16S ARNTr es igual. Ademas, a diferencia de WSM1325, la cepa WSM2304
nodula especies anuales de tréboles como T. subterraneum y T. glanduliferum pero
no fija nitrogeno en ellos, y en tréboles perennes de origen norteamericano y
mediterraneo, como el trébol blanco, la nodulacion por esta cepa es variable pero
siempre es Fix (Reeve et al., 2010a; Reeve et al., 2010b). Las relaciones
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filogenéticas establecidas con genes simbidticos como nifH y los del operén nodABC
distan muchas veces de las establecidas con los genes cromosomales, principalmente

debido a la transferencia horizontal de genes (Laguerre et al., 2001).

3.5.5. Competitividad de la cepa P3 con cepas eficientes en trébol blanco

La coinoculacion permite evaluar la competitividad de los rizobios por una
leguminosa (Schweiger et al., 2000), para lo que es necesario identificar las cepas, y

el uso gusA facilita este tipo de estudio (Batista et al., 2015).

Entre las cepas ineficientes — paréasitas en trébol blanco aisladas de trébol polimorfo
se identificaron 14 cepas (Figura 9), y 5 agrupamientos con una exigencia de 50% de
similitud. Con la cepa que produjo menos biomasa en trébol blanco, P3, se realizé
un ensayo de coinoculacién a efectos de estimar su competitividad con dos cepas
eficientes en trébol blanco, para lo que se utilizaron los clones U204:.gusA y
317::gusA. Las plantas en tubos con medio Jensen se inocularon con un indculo
generado con igual cantidad de cada cepa, crecidas entre 2,6 y 4,0 x 10 ufc/mL. La
relacién entre la cantidad de nodulos azules respecto al total de nédulos se hizo en
plantas crecidas 30 dias después de la inoculacion. En la figura 13 se muestra la
proporcion de ocupacién de nédulos por las cepas eficientes marcadas, en presencia
de la cepa P3 ineficiente — parésita en trébol blanco.

Cuando se inocul6 con las cepas 317 y P3 en relacion 1:1y 1:2 la cepa 317 ocupo el
100 % de los nédulos. Cuando se inocul6 con las cepas U204 y P3 en relacion 1:1 la
cepa U204 ocupd el 72 % de los nédulos, mientras que cuando se inoculd con una
relacion 1:2 la cepa U204 ocupd 60 % de los nodulos, en ambos casos con
diferencias significativas. Sin embargo no fue significativa la interaccion entre la
cepa y las proporciones utilizadas (usando una proporcion cepa eficiente:cepa
ineficiente de 1:1 y 1:2). Este resultado evidencia la mayor competitividad de la cepa
317 respecto al inoculante comercial, si bien no es generalizable al resto de los
aislamientos de trébol polimorfo. De todas formas la competitividad de las cepas
varia dependiendo de las cepas presentes en el suelo y este ensayo se realizo en

condiciones controladas.
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Figura 13. Competitividad de cepas eficientes e ineficientes trébol blanco. Las
plantas se coinocularon con P3 y U204::gusA y P3 y 317::gusA. Nodulos azules
corresponden a los ocupados por los clones (gusA). Se muestra la proporcion de
nddulos ocupados por los inoculantes marcados. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun DGC con p<0,05.

En nuestro medio se ha generalizado el término de cepas parasitas para trébol blanco,
y se ha planteado que cepas nativas que nodulan trébol polimorfo pueden ser las
responsables de la baja produccion de praderas o de dificultades en su implantacién
(Yates et al., 2005; Dutto, 2002; Labandera y Vincent, 1975). Sin embargo no se han
realizado trabajos dirigidos a esclarecer esta situacion. En este trabajo se generd
informacion puntual sobre la cantidad de cepas que nodulan trébol polimorfo en
Glencoe, donde Yates et al. (2005) determinaron 3,3 x 10* rizobios/g de suelo y se
caracteriz6 la WSM2304 proveniente de trébol polimorfo de Glencoe cuyo genoma

se encuentra secuenciado (Reeve et al., 2010a).

Nuestros resultados provienen de un ensayo en condiciones controladas y hay
factores que pueden hacer variar la competitividad de las cepas en campo, como el

pH y otras caracteristicas del suelo y clima.

Rodriguez Blanco et al. (2010) evaluaron la habilidad competitiva del inoculante
comercial U204 en relacion a cepas nativas aisladas de T. pratense de nuestro pais.
Los ensayos de coinoculacion y de eficiencia simbidtica en trébol blanco y rojo,
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determinaron que una de las cepas fue ineficiente y no competitiva (T70), mientras
que las cepas eficientes (U204 y T26) ocuparon una alta proporcion de nédulos.
Estos resultados apoyan la hipdtesis de 'nodulacion selectiva' propuesta por
Howieson y Ballard (2004). También Pryor y Lowther (2004) determinaron que el 50
% de la poblacion de rizobios que pueden nodular trébol blanco son ineficientes, y
que esta leguminosa presenta una nodulacion selectiva con los microsimbiontes
eficientes, que ocupan entre el 95 y el 100 % de los nodulos. Yates (2008) también
observo que la nodulacion selectiva ocurre hasta que la cepa eficiente es superada
por una cepa ineficiente en el orden de 1000 veces, y probablemente otras
caracteristicas de las cepas y del suelo interfieran en la simbiosis con cepas
eficientes. Sin embargo, Howieson et al. (2005) explican la baja ocupacién de
nodulos en tréboles perennes (7,5 %) debido al bajo nimero de eficientes en la

poblacion del suelo.

Denton et al. (2003) con el fin de identificar la ocupacion de nodulos de T.
alexandrinum crecidos en suelos de Australia, coinocularon con el inoculante
comercial y determinaron que no fue competitivo frente a cepas naturalizadas.
También Wielbo et al. (2010) determinaron que en campo, las simbiosis en trébol
rojo establecidas por cepas menos eficientes eran las mas frecuentes, mientras que las

mas eficientes eran poco frecuentes (2,5 %).

3.5.6. Anatomia de nodulos de trébol blanco inducidos por cepas ineficientes

aisladas de trébol polimorfo

La observacion de raices de trébol blanco de plantas de campo evidencia diversidad
en el tamarfio, forma, color y cantidad de nddulos presentes en ellas. Lo mismo ocurre
con los nodulos de plantas inoculadas con cepas ineficientes o parasitas, como los

inducidos por la cepa P3 en trébol blanco.

El analisis de la estructura microscopica de nodulos inducidos por la cepa U204
mostrd tres zonas definidas (Figura 14, A1 — A3) la zona | que corresponde al
meristemo apical, la zona Il de infeccién y la zona 11l donde ocurre la FBN en la que

se observan celulas llenas de bacteroides y granulos de almidon (A3).
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Los nodulos inducidos por la cepa P3, tenian color blanco y eran de tamafio pequefio.
El andlisis microscdpico (Figura 14, B1 — B3) permitio observar nddulos deformes,
que se encuentran vacios y en los que no se distinguen las zonas de diferenciacion.
Melino et al. (2012), observaron este fenotipo cuando inocularon con una cepa de R.
leguminosarum bv trifolii a T. subterraneum, y con dos cepas de R. leguminosarum
bv trifolii a trébol polimorfo, designando al fenotipo nodular generado como nodulos
vegetativos inefectivos. Xiao et al. (2014) observaron un fenotipo similar usando el
mutante nf-yal-1 que forma nodulos que carecen de meristemo o son deficientes en
la formacion del mismo en plantas de Medicago truncatula. EI mutante produjo un
primordio de nddulo pequefio, con células sin bacteroides.

Los nodulos inducidos por la cepa P18 eran de tamafio similar a los formados por
U204, pero a diferencia de éstos la zona senescente era extensa, lo que permite
inferir que luego de los 30 dias probablemente no sean funcionales y presenten
senescencia total (Figura 14, C1 — C3). Una senescencia anticipada observé Melino
et al. (2012) cuando inocul6 T. subterraneum y T. purpureum con dos cepas de R.
leguminosarum trifolii. Esta nodulacién, a la que denominan sub-Optima, fija N. Los
autores indican que los nddulos sub-Optimos son producto de una senescencia
temprana de bacteroides funcionales que pueden deberse a respuestas de estrés y de
defensas de las plantas, mientras que los nddulos vegetativos inefectivos se asocian
con la falla en la endocitosis de la bacteria desde los hilos de infeccion a las células
corticales de las plantas (Melino et al., 2012). Los problemas en los hilos de
infeccion pueden deberse a la cantidad de EPS producidos por los rizobios
(Skorupska et al., 1995) o bien por el tipo de EPS producido (Broughton et al.,
2006).

Es necesario realizar ensayos dirigidos a evaluar la competitividad si las cepas de
trébol polimorfo en condiciones en los suelos donde surgen problemas, son la causa
de los problemas de implantacion y produccion de trébol blanco. La cepa ineficiente
P3 es menos competitiva que la cepa U204 en las condiciones evaluadas, pero se
deben realizar ensayos en las condiciones reales y con mas cepas ineficientes —

parasitas para ver su competitividad. Ademas estos ensayos deben prolongarse mas
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tiempo, porque los efectos negativos debidos a senescencia temprana se pueden

observar en tiempos mayores a los ensayados.

U204 P3 P18

Figura 14. Microscopia de nédulos de trébol blanco ocupados por cepas con diferente
eficiencia simbidtica. Cepas P3 y P18 (ineficientes en trébol blanco), y U204
inoculante comercial. Los nddulos se obtuvieron de plantas de 30 dias. Los cortes
longitudinales de 5 um de espesor se tifieron con azul de toluidina. A. Nédulos
inducidos por la cepa U204, B. por la cepa P3 y C. por la cepa P18. 1, 2 y 3, captura
fotogréafica de los cortes utilizando un aumento de 4X, 20X y 100X respectivamente.
A2 corresponde a un aumento de 10X. Las imagenes fueron obtenidas con el
programa DinoCapture 2.0.
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4. CONCLUSIONES

La estrategia propuesta para seleccionar cepas competitivas y evaluarlas en campo es
adecuada para desarrollar inoculantes competitivos y eficientes. Esta metodologia
permite obtener resultados confiables porque relaciona, la implantacion, la biomasa
producida, el nitrégeno fijado y el porcentaje de ocupacion de nodulos por el

inoculante.

La mayor competitividad de las cepas N2 y 317 se relacion6 con la mayor
produccién de biomasa en campo de Glencoe, un suelo con historia de inoculacion
de trébol blanco. El inoculante comercial usado presenta baja competitividad en los
suelos problema, lo que hace necesario incorporar la caracteristica de competitividad

en las cepas a ser usadas como inoculantes para tréboles.

Se debe reconsiderar la explicacion a los problemas de implantacion y baja
produccion de biomasa de trébol blanco a la presencia de cepas de trébol polimorfo
(parasitas) debido a que algunas cepas indujeron simbiosis de eficiencia intermedia.

La estructura microscépica de los nddulos inducidos por las cepas ineficientes (P3 'y
P18) difiere de la estructura de los nédulos inducidos la cepa eficiente (U204). La
cepa ineficiente P3 muestra nddulos vacios y la cepa P18 una senescencia acelerada,
lo que demuestra que la nodulacién con estas cepas probablemente afecte

negativamente al desarrollo de trébol blanco.
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6. ANEXOS

6.1. ANEXO I

6.1.1. Medios de cultivo y protocolos experimentales

Medio Jensen (Jensen, 1942)

Reactivos Cantidad
CaHPO,4 1g
KoHPO4 0,29
MgSOs. 7H20 0,29
NaCl 029
FesCl 0,19
Agar 89

H20 destilada 1L

Ph 6,8-7,2

Medio extracto de levadura manitol -YEM (Howieson y Dilworth, 2016), con

modificaciones.

Reactivos Cantidad
K2HPO4 0,59
MgSO4. 7TH20 02¢g
NaCl 0,1g
Manitol 50
Extracto de levadura 19

Agar 15¢

H-O destilada 1L

pH 6,8-7,2
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El medio original contiene 0,4 g de extracto de levadura que se aumenté a 1 g lo que

proporciond un mejor crecimiento de los rizobios. Para medio sélido, se agregé 5 mL

de rojo Congo 0,25 % en agua destilada.

Medio Luria-Bertani - LB (Miller, 1972)
Reactivos Cantidad
NaCl 59
Triptona 109
Extracto de levadura 50

H>0 destilada 1L

Agar 159

Ph 6,8-7,0

Medio Hornum sin Nitrégeno (Handberg y Stougaard, 1992)

Soluciéon de micronutrientes 100X 1L

Reactivos Cantidad
MnSO4 0,120 g
H3BOs3 0,120 g
CuS04.5H0 0,040 g
ZnS04.7H20 0,040 g
Na:Mo00s.2H20 0,008 g
Solucién de macronutrientes 100X 1L
MgS04.7H20 309
NaH2P0O4.2H20 10 g
CaCl,.6H20 309
FeEDTA 2049
KCI 59,6 g
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Medio extracto de levadura triptona -TY (Beringer, 1974)

Reactivo Cantidad
Triptona 50
Extracto de levadura 30
CaCl2.2H20 099¢g
H20 destilada 1L

Agar 159

pH 6,8-7,0

Buffer Tris Acetato -TAE (50X)

Reactivo Cantidad
Tris 1211 ¢
EDTA 9,3¢g
Acido acético glacial 28,6 mL
H-O destilada 500 mL
PH 8,2

Gel de agarosa 1 %

100 mL de Buffer TAE (1X, 20 mL 50X en 1 L de agua)
1 g de agarosa
Fundir en microondas y agregar 5 pL. de GOODVIEW/SybrSafe

Buffer de carga para electroforesis

Reactivos Cantidad

BFB - azul de bromofenol 0,25 %
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Xc — xilencianol 0,25 %
Glicerol 50 %
H20 MiliQ completar 1 mL

Adhesivo de Haupt para microscopia de nddulos

Reactivos Cantidad
Gelatina 1g

Fenol 29

Glicerol 15 mL

H20 MiliQ completar 100 mL

La gelatina se disuelve previamente en H2O destilada a 30-35 °C.
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6.2. ANEXO II

6.2.1. Ejemplos representativos de analisis de cluster del Experimento 1 (2014)
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Figura 15A. Analisis de claster de los perfiles ERIC de nodulos de raices principales.
Semillas inoculadas con la cepa U204. Se consideran iguales perfiles con mas del

70% de similitud segun Dice.
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Figura 15B. Analisis de cluster de los perfiles ERIC de nédulos de raices principales.
Semillas inoculadas con la cepa 317. Se consideran iguales perfiles con mas del 70%

de similitud segln Dice.
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Figura 15C. Analisis de cluster de los perfiles ERIC de nddulos de raices principales.
Semillas sin inocular. Se consideran iguales perfiles con mas del 70% de similitud
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