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RESUMEN

La soja (Glycine max (L.) Merr.) establece simbiosis con rizobios que le permiten
obtener nitrégeno del aire mediante la fijacion bioldgica de N,. En nuestro pais se
formulan inoculantes con dos cepas de Bradyrhizobium elkanii U1301 y U1302. En
paises limitrofes se utilizan cepas de otras especies como B. japonicum E109
(Argentina) y B. diazoefficiens SEMIA5080 (Brasil). El estudio de las poblaciones de
rizobios naturalizados del suelo resulta relevante debido a que pueden competir con
los inoculantes y algunas podrian presentar mejor eficiencia simbidtica. El objetivo
de este trabajo fue estudiar desde el punto de vista genético y simbiotico una
coleccion de cepas de rizobios naturalizados que nodulan soja aislados en Uruguay.
De los 47 aislamientos evaluados se seleccionaron 10 cepas naturalizadas cuyo perfil
de PCR-BOX presentd menos del 80% de similitud con las cepas de referencia
(U1301, U1302, E109 y SEMIA5080). Mediante la técnica de multilocus sequence
analysis (genes 16S rRNA, atpD, gyrB yrpoB) se identificaron 5 cepas pertenecientes
a la especie B. elkanii y 4 a B. japonicum. No se pudo identificar la especie de la
cepa restante (CA2) pero se sugiere su pertenencia a la especie B. ferriligni. El
analisis de los genes nifH y nodY/K, sugiere que las cepas U1301 y U1302 podrian
haber transferido verticalmente estos genes a las cepas naturalizadas de B. elkanii y
horizontalmente a la cepa Bradyrhizobium sp. CA2. El analisis multivariado de los
datos de la evaluacion de la eficiencia simbidtica en condiciones gnotobidticas
mostré un mejor desempefio de las cepas comerciales y naturalizadas de B. elkanii
frente a B. japonicum. En el ensayo de invernaculo donde se usé suelo con alta carga
de rizobios, se destacaron las cepas B. japonicum SJ1 y B. elkanii CL1, cuya
inoculacién provoco en las plantas mayor biomasa que la mezcla U1301:U1302. Es
de interés continuar caracterizando estas cepas naturalizadas, asi como evaluar su

comportamiento en diferentes variedades de soja y condiciones edafoclimaticas.

Palabras clave: PCR-BOX, MLSA, nodulacion, simbiosis, inoculantes
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DIVERSITY AND SYMBIOTIC EFFICIENCY OF NATIVE-NATURALIZED
SOYBEAN NODULATING RHIZOBIA FROM URUGUAY

SUMMARY

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) establishes symbiotic association with rhizobia to
obtain N from air by biological nitrogen fixation. In Uruguay, inoculants are
formulated with two strains, Bradyrhizoboium elkanii U1301 and U1302. In
neighbouring countries strains from other species are used, such as B. japonicum
E109 (Argentina) and B. diazoefficiens SEMIA5080 (Brazil). The study of native-
naturalized rhizobia populations is relevant because these strains could compete with
inoculants and may present a better symbiotic efficiency. The aim of this work was
to study genetically and symbiotically native-naturalized soybean nodulanting
rhizobia isolated from Uruguayan soils. After clustering the BOX-PCR profiles of 47
isolates, 10 native-naturalized strains were selected considering less than 80% of
similarity to reference strains (U1301, U1302, E109 and SEMIA5080). Using
multilocus sequence analysis technique (16S rRNA, atpD, gyrB and rpoB genes), 5
native-naturalized strains were identified as B. elkanii and 4 as B. japonicum. The
other strain (CA2) could not be identified but it could belong to B. ferriligni.
Analysis of symbiotic genes (nodY/K and nifH) suggests that strains U1301 and
U1302 may transferred these genes vertically to B. elkanii native-naturalized strains
and horizontally to strain Bradyrhizobium sp. CA2. Multivariate analysis of
symbiotic efficiency data in axenic conditions shows a better performance of B.
elkanii strains than B. japonicum. In greenhouse conditions using high rhizobia
concentration soil, inoculation with strains B. japonicum SJ1 and B. elkanii CL1
produced more biomass in plants than U1301:U1302 blend. It would be interesting to
continue characterizing these native-naturalized rhizobia, and also to evaluate their

performance with different soybean varieties and at edaphic-climatic conditions.

Keywords: BOX-PCR fingerprinting, MLSA, nodulation, symbiosis, inoculants
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1. INTRODUCCION

1.1. IMPORTANCIA Y CICLO DEL NITROGENO

El nitrdgeno es un elemento que constituye importantes biomoléculas como
aminoacidos, acidos nucleicos, clorofila, coenzimas, fitohormonas y metabolitos
secundarios. Es el segundo nutriente mas requerido por las plantas en cantidad, luego
del carbono, y representa entre el 1 y el 5% del peso seco de las plantas. En las
leguminosas las globulinas son las mayores reservas de proteinas y son
particularmente ricas en los aminoacidos glutamina y asparagina (Hawkesford et al.,
2012). La concentracion de proteinas en las semillas de leguminosas puede llegar a
aproximadamente 50% del peso seco en el caso de la soja (Glicine max. (L.) Merr.)
(Hawkesford et al., 2012).

La disponibilidad de nitrégeno en el suelo varia sustancialmente en el tiempo y
espacio, depende de las propiedades del suelo como textura, pH, humedad y
actividad microbiana. EI suministro de nitrogeno es determinante en el rendimiento y
calidad de los cultivos. Generalmente, un suministro uniformemente alto de este
nutriente suprime la ramificacion de las raices. Aunque frente a una limitacion en la
disponibilidad de nitrogeno, las plantas suelen responder a la restriccion espacial,
debido al consumo localizado en el suelo rizosferico, priorizando el desarrollo lateral
de las raices hacia zonas ricas en el nutriente (Figura 1.1). En condiciones de
escasez temporaria de nitrégeno en la rizésfera, las plantas presentan una respuesta
en dos fases. En la primera fase, la tasa de elongacién de la parte aérea de las plantas
se reduce sin afectar la fotosintesis y el crecimiento de la raiz se mantiene o incluso
es estimulado, lo que resulta en un menor valor del coeficiente “biomasa de la parte
aérea / biomasa de la raiz”. En una segunda fase, bajo continua escasez de nitrogeno,
se desencadena la degradacion de acidos nucleicos y proteinas de las hojas, lo que
provoca una disminucion de la capacidad fotosintética de la planta y finalmente

inhibe el crecimiento de toda la planta (Hawkesford et al., 2012).

La mayor reserva de nitrégeno presente en el suelo se encuentra en restos de

animales, vegetales y microorganismos formando biomoléculas. Debido a que las



plantas pueden absorber nitrégeno Unicamente como amonio 0 nitrato, la
interconversion de las formas orgénicas e inorganicas del nitrégeno, asi como la
variacion en el estado de oxidacion de este elemento resultan determinantes en la

biodisponibilidad de este nutriente (Monza y Marquez, 2004).
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Figura 1.1: Representacion esquematica del crecimiento de parte aérea vs raices en
plantas de cereales al incrementar el suministro de nitrégeno (Fuente: Hawkesford et
al., 2012).

El ciclo del nitrogeno (Figura 1.2) vincula los diferentes estados de los compuestos
nitrogenados mediante los procesos que permiten sus transformaciones. Los procesos
mas relevantes para la nutricion vegetal son: amonificacién, nitrificacion,
desnitirificacion y fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN). EI primero consiste en la
degradacion aerdbica de la materia organica por actividad de bacterias y hongos
mediante la cual se produce amonio (NH4"), el cual puede ser liberado a la atmosfera
como amoniaco (NHz). La nitrificacion es la oxidacion del amonio a nitrito (NO2) y
posteriormente a nitrato (NOg) realizada por bacterias y arqueas. El nitrato puede ser
absorbido por las plantas, pero debido a que es altamente soluble también puede
perderse del suelo mediante lixiviacion. Por otro lado, en condiciones anaerdbicas
algunas bacterias realizan la reduccion del nitrato a formas gaseosas como

dinitrégeno (Ny), 6xido nitrico (NO) u 6xido nitroso (N,O), lo cual se conoce como



desnitrificacion y genera pérdida de nitrégeno al suelo. Finalmente, un grupo
minoritario de procariotas conocidas como diazdtrofos, son capaces de realizar la
FBN, o sea reducir el N, a NHs, el cual puede ser asimilado por las plantas (Stein'y
Klotz, 2016) .

Desnitrificacion

Anaerobio
/“ NO, ——\

NO N>
Materia

/ \FBN
NO;" NH,* «<———
3 4 Organica
\\—( ‘/ Amonificacion
NO,"

Nitrificacion Aerobio

Figura 1.2: Principales procesos del ciclo biolédgico del nitrégeno.

1.2. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

La FBN es la responsable de la entrada de unas 250x10° toneladas anuales de
nitrogeno al suelo. Siendo la atmdésfera la mayor fuente de nitrogeno para los
ecosistemas, de ella proviene aproximadamente un 80% (Monza y Marquez, 2004).
Para el caso de la soja, en promedio el 50-60% de la demanda de nitrégeno es
cubierta por la FBN (Salvagiotti et al., 2008). Este proceso implica la reduccién del
nitrobgeno atmosférico por parte de microorganismos diazotrofos para producir

amoniaco mediante la siguiente reaccion fuertemente endergonica:
N + 8e” + 8H" + 16ATP — 2NHj3 + H, + 16 ADP + 16P;

Como se observa la reaccion, este proceso demanda una alta cantidad de poder
reductor y energia en forma de ATP. Los microorganismos heterétrofos pueden
utilizar diferentes compuestos organicos como fuente de poder reductor y energia,

mientras que en los fotosintéticos es el flujo electronico entre los fotosistemas el que



reduce simultaneamente al N, y al CO,. También se requieren para sintesis de

enzimas metales como magnesio, hierro y molibdeno (Weisany et al., 2013).

La enzima capaz de realizar esta reduccion es conocida como nitrogenasa. En la
mayoria de los fijadores de nitrégeno esta enzima esta formada por dos proteinas Fe-
S (Figura 1.3): la reductasa de la dinitrogenasa, o proteina Fe (componente Il) y la
dinitrogenasa, o proteina Mo-Fe (componente I). El componente II es un dimero a2
de 62 kDa codificado por el gen nifH. Mientras que el componente 1, es un tetrdmero
a2P2 de 220 kDa codificado por los genes nifD y nifK, respectivamente. Mediante la
transferencia de electrones desde el piruvato, a través de los cofactores de cada

subunidad, hasta la molécula de dinitrégeno, se obtiene amoniaco e hidrdgeno.
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Figura 1.3: Estructura y funcion del complejo enzimaético de la nitrogenasa. El cual
consta de dos componentes: el dimero proteina Fe (codificada por el gen nifH) y el
tetramero Fe-Mo-Co (codificado por el gen nifDK), ademés de un transportador de
electrones de ferredoxina (codificado por nifJ). El flujo de electrones se da desde el

piruvato hacia la molécula de N, (Fuente: Monza y Marquez, 2004).

Una particularidad de esta enzima es que se inactiva en presencia de O, por lo que
los microorganismos diazdtrofos asi como plantas hospederas han desarrollado

diferentes mecanismos de proteccion de la enzima frente al O,. Por ejemplo, las



cianobacterias que fijan nitrogeno presentan células especializadas Ilamadas
heterocistos, las cuales desarrollaron adaptaciones estructurales y funcionales que
permiten la proteccion de la nitrogenasa. Por otro lado, fijadores libres como
Azotobacter spp., protegen a la nitrogenasa mediante un aumento de la tasa
respiratoria, manteniendo niveles bajos de O,. En el caso de la simbiosis
rizobio-leguminosa, uno de los mecanismos que opera para disminuir la
concentracion de oxigeno en el nédulo es la utilizacién de la enzima leghemoglobina
(Monza y Marquez, 2004).

Aunque la nitrogenasa Mo-Fe es la mas ampliamente distribuida y estudiada, se ha
reportado la existencia de otras tres nitrogenasas. Dos de ellas presentan una alta
similitud estructural con la Mo-Fe, el componente Il (FeS) es igual al anteriormente
descrito, pero varian en el componente | para los cuales el Mo es sustituido por
vanadio (V) o hierro (Fe). Estas enzimas se conocen como V-Fe nitrogenasa y Fe-Fe
nitrogenasa presentes en microorganismos como Azotobacter vinelandii y Anabaena
variabilis. Adicionalmente, se ha reportado una tercera nitrogenasa descrita en la
bacteria termofila Streptomyces thermoautotrophicus, conocida como nitrogenasa St
(MoFeS) que consiste en dos componentes: una proteina MoFeS y una
manganeso-superoxido reductasa. La nitrogenasa St tiene interesantes
particularidades como que no es capaz de reducir acetileno ni se inhibe en presencia
de O, (Zhao et al., 2006).

1.3. SIMBIOSIS RIZOBIO-LEGUMINOSA

Una amplia cantidad de especies de bacterias de los oOrdenes Rhizobiales y
Burkholderiales denominadas rizobios establecen asociaciones simbidticas con
plantas de la familia Fabaceae conocidas como leguminosas. En esta simbiosis se
genera un nuevo 6rgano en la planta que es el nddulo simbidtico. La asociacién
simbiotica es especifica y en general cada especie de leguminosa es infectada por

unas pocas especies de rizobios (Wang et al., 2019).



1.3.1. Establecimiento de interaccion simbiética

Los rizobios son microorganismos saprofitos que habitan el suelo en “vida libre”
compitiendo con el resto de la microbiota presente. Son bacilos moviles que
presentan respuestas quimiotacticas a compuestos producidos y exudados por las
raices, por ejemplo, la homoserina, la cual favorece la proliferacion de rizobios en la
rizosfera debido a la capacidad de estos microorganismos de metabolizar este

aminoacido (Monza y Méarquez, 2004).

El establecimiento de la asociacion simbidtica depende del reconocimiento
especifico entre los rizobios y la leguminosa, mediante un dialogo molecular. En
situaciones de nitrogeno limitante, las raices de las leguminosas exudan sustancias
fendlicas tipo flavonoides, incluyendo flavonas, flavonoles e isoflavonas, las cuales
cumplen multiples roles en distintas etapas del establecimiento de la simbiosis
(Abdel-Lateif et al., 2012). Los flavonoides actian como quimioatrayentes, inducen
quimiotaxis en rizobios con los receptores especificos (Subramanian et al., 2007).
Ademas, estos compuestos activan los genes nod en los rizobios, generando que las
bacterias liberen lipoquitinoligosacaridos (LQO) conocidos como factores Nod
(D’Haeze y Holsters, 2002). Los LQO son determinantes de la especificidad,
distintas cepas de rizobios produce LQO diferentes y especificos por sulfatacion,
acetilacion, metilacién, fucosilacion y arabinosilacion que son reconocidos por
sistemas de percepcion de la leguminosa hospedera (Antolin-Llovera et al., 2012).
Los factores Nod causan una deformacion del pelo radicular, el cual atrapa a los
rizobios entre las paredes celulares de la planta (Gage, 2004). Finalmente, los
rizobios infectan los pelos radiculares creciendo hacia el cortex interno de las raices,
donde son rodeados por una membrana peribacteroidal de la planta (Jones et al.
2007, Mylona et al. 1995).

El nodulo es el nuevo érgano donde tiene lugar la FBN. Los nddulos presentan una
region periférica con celulas no invadidas y una region central donde se encuentran
las células invadidas por rizobios. Los rizobios dentro del nddulo sufren cambios
morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos transformandose en células pleomérficas,

de forma irregular, que no se dividen llamadas bacteroides (Kereszt et al., 2011).



Segun la morfologia y desarrollo nodular se distinguen dos tipos de nodulos:
indeterminados, los cuales tienen un aspecto alargado, y determinados cuya forma es

esférica.

El bacteroide necesita un suministro permanente de compuestos carbonados
reducidos que aporta la planta, necesarios para generar ATP y poder reductor. El
principal fotosintato involucrado en la fijacion y asimilacién de nitrégeno en los
nodulos es la sacarosa. Debido a que la FBN es un proceso costoso energéticamente,
ante niveles moderados o altos de nitrato en suelo se afectan negativamente la

nodulacion y la actividad nitrogenasa de los nédulos (Monza y Marquez, 2004).

Adicionalmente, la interaccion genera la sintesis de leghemoglobina, una
hemoproteina con alta afinidad por el oxigeno, la cual permite el suministro del O,
necesario como aceptor terminal de electrones de la cadena respiratoria de los
bacteroides, manteniendo bajas las concentraciones de este gas en el nodulo. Las
condiciones microanaerobicas en el nddulo se mantienen ademas por la colaboracion
de dos mecanismos adicionales, una barrera fisica que limita la difusion de gases al
cortex interno y medio del nddulo, y el llamado proceso de proteccidn respiratoria en
el cual participan citocromos de alta afinidad por el O,, los cuales consumen oxigeno
sin acoplarlo a la sintesis de ATP cuando las concentraciones de O, se elevan
(Monza y Marquez, 2004).

El nitrégeno fijado por los bacteroides egresa al espacio peribacteroidal como NH3
donde se transforma en NH,", el cual pasa al citosol de la célula vegetal. El nitr6geno
es luego asimilado por las células nodulares desde donde es exportado como amidas
0 ureidos, este Ultimo es el caso de la soja, a la planta a través del xilema (Monza y
Marquez, 2004).

1.3.2. Factores que afectan la simbiosis rizobio-lequminosa

El éxito de la FBN en forma simbidtica puede ser limitado tanto por el ambiente
como por los aspectos genéticos de los rizobios y la planta hospedera. Dentro de los
factores fisicoquimicos se encuentran el pH, los suelos acidos resultan menos

favorables para la interaccion debido a que la mayoria de los rizobios son muy



sensibles a la acidez y las leguminosas también son afectadas por una alta
concentracion de protones. Por otro lado, la simbiosis se ve afectada por
temperaturas demasiado bajas o altas, las primeras retardan la infeccion, mientras
que las segundas provocan nodulos poco eficientes. Para las leguminosas tropicales
el optimo de temperatura diurna se encuentra entre 25 y 32 °C (Thilakaranthana y
Raizada, 2017).

En cuanto a la fertilidad del suelo, es importante tener en cuenta que las leguminosas
noduladas presentan altos requerimientos de nutrientes tales como Ca, P, Mo, Fe, S,
Cu, Mg y Co, y que una alta concentracion de nitrégeno combinado inhibe la
nodulacion (McCoy et al. 2018, Broadley et al. 2012, Hawkesford et al. 2012). Por
otro lado, la presencia de herbicidas, fungicidas, insecticidas y metales pesados
resulta perjudicial para los rizobios, aunque su tolerancia es muy variable (Haddad et
al. 2015, Drouin et al. 2010).

Como factores bioldgicos, ademas de la capacidad de fijacion de nitrégeno, cabe
destacar otras caracteristicas de las cepas de rizobios como la adaptacion a factores
ambientales, movilidad, adherencia y capacidad competitiva (Lodeiro, 2015). La
poblacion de microorganismos presente en el suelo es determinante para la
sobrevivencia de los rizobios como saprofitos durante la fase de vida libre. Ademaés
la presencia de fagos liticos o bacteriocinas pueden disminuir la poblacién de
rizobios del suelo (Poole et al., 2018). Los rizobios agregados como inoculantes y la
poblacion de rizobios presentes en el suelo compiten por la ocupacién de los nédulos
en las leguminosas determinando la eficiencia de la fijacion de nitrogeno (Lodeiro
2015, Brutti et al. 1999). El genotipo de la planta hospedadora también influye en las
probabilidades de establecer la interaccion simbidtica asi como de obtener nitrogeno
atmosférico (Hungria et al. 1998, Keyser y Li 1992).

1.4. EVALUACION DE LA EFICIENCIA SIMBIOTICA

La FBN en la interaccién simbiotica se puede estimar mediante la determinacién de
tres parametros: el peso seco de las plantas, la concentracion de nitrogeno en la
materia seca (%N) y el porcentaje de nitrogeno total de la planta que deriva de la

atmasfera (%Ndfa), y su comparacion respecto a un control sin inocular (Unkovich



et al., 2008). A continuacion, se detallaran los métodos empleados para evaluar estas

variables y su fundamentacion.

1.4.1. Produccion de biomasa

El crecimiento total de la planta asi como el peso seco de la parte aérea son utilizados
como indicadores de la eficiencia de la FBN, bajo el supuesto de que el crecimiento
de la planta esta limitado por la disponibilidad de nitrégeno (Unkovich y Pate, 2000).
Por otro lado, se considera que el peso seco de la parte aérea es un criterio aceptable
de efectividad en la FBN en sistemas libres de nitrogeno mineral (Howieson y
Dilworth, 2016).

Cuando se trata de medir la biomasa en ensayos a campo, para el caso de
leguminosas de grano, el peso seco de los granos es la medida mas acertada para
medir el rendimiento. Adicionalmente, el peso seco de la parte aérea representa el
rendimiento de la planta en ensayos donde la cosecha se realiza antes de la
produccion de granos y por lo tanto es un indicador de la potencial productividad de
las plantas. En el caso de leguminosas forrajeras la productividad se mide

simplemente mediante la produccion de biomasa aérea seca.

Por otro lado, la nodulacion de las leguminosas es resultado de una interaccion
exitosa entre la planta y los rizobios, por lo cual también se relaciona con la
eficiencia simbidtica. La medida mas informativa para evaluar la nodulacién durante
la simbiosis rizobio-leguminosa es el peso seco de los nddulos. Aunque una
alternativa practica puede ser evaluar el nimero de nddulos o utilizar un método de
puntuacion basados en la cantidad y posicién de los nddulos en las raices. También
se debe tener en cuenta que los nodulos efectivos presentan una coloracion
rosada-roja en su interior debido a la presencia de leghemoglobina, y es posible que
existan nédulos que no contribuyan a la fijacion de nitrégeno ocupados por cepas
parasitas llamados inefectivos que son de color blanco y superficie lisa (Unkovich et
al., 2008).



1.4.2. Nitrégeno en planta

La concentracion de nitrogeno total en plantas es utilizada como medida indirecta de
la FBN, ya que se asume que el nitrogeno absorbido esta limitado por la
concentracion de este nutriente en el suelo y que la diferencia proviene de la FBN.
Ademas, para plantas crecidas en suelos con poco nitrégeno se han encontrado
correlaciones entre la concentracion de nitrogeno en planta o en la parte aérea y el
%Ndfa (Wolyn et al., 1989). Para ensayos realizados en sustrato libre de nitrogeno se
considera que el mayor aporte de N proviene de la atmdsfera con un pequefio
porcentaje aportado por las reservas de la semilla. Adicionalmente, la determinacion
del nitrogeno en planta puede ser utilizada como insumo para el calculo de la

cantidad de nitrégeno fijado durante la simbiosis.

La cantidad de nitr6geno en plantas puede ser determinada mediante el método de
digestion Kjeldahl, el cual consiste en la reduccion del nitrégeno mineral y organico
a NH," en é&cido sulfirico caliente y posterior estimacion mediante valoracion o
colorimetria. En la practica, se suele determinar el nitrégeno Gnicamente en la parte
aérea de las plantas debido a que es donde se encuentra la mayor parte de este
nutriente y simplifica la toma de muestra. Sin embargo, hay que considerar que por
ejemplo para el caso de la soja se asume que un 33% del nitrégeno total de la planta
se encuentra en las raices y nddulos, por lo cual se recomienda multiplicar el valor de
nitrogeno en parte aérea por un factor de 1,5 para estimar el nitrgeno total de la
planta (Unkovich et al., 2008).

1.4.3. Métodos isotopicos (*°N)

Los métodos isotopicos son los mas exactos para evaluar la FBN ya que permiten
estimar la cantidad de N derivado de la atmésfera (%Ndfa). El nitrégeno posee dos
is6topos estables: **N y N, el segundo es menos abundante en la naturaleza. Se
estima que el N, presente en la atmosfera presenta una cantidad constante de este
isétopo, el cual representa un 0,3663% de los 4tomos de nitrogeno del aire. Las
variaciones de la concentracion del isétopo °N en la naturaleza se expresan como

8" Naire Y Su medicion se hace relativa al valor de *°N del aire. La determinacion del
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8" Naire €n Una muestra de material vegetal se relaciona con la fijacién de N, debido a
que este isotopo mas pesado se encuentra en menor concentracion en el nitrégeno
atmosférico respecto al del suelo, por lo que un menor valor de 8 N,ire indica una

mayor cantidad de nitrogeno proveniente de la atmosfera (Unkovich et al., 2008).

El %Ndfa puede ser calculado mediante la técnica llamada abundancia natural del
15N, en la cual se relaciona los 8Ny de la leguminosa respecto al N, de una
planta de referencia no fijadora incluida en ensayo con iguales condiciones de
crecimiento que la leguminosa. Esta técnica asume que el 8Nire de la planta de
referencia representa la abundancia de este is6topo en el suelo y que las diferencias
en el 8"°Nai de la leguminosa respecto a la referencia se deben a la FBN. Se debe
tener en cuenta ademas que la intervencion de enzimas en los procesos biolédgicos
como la fijacién de N, puede presentar una mayor afinidad por un isétopo especifico
y ello generar una variacion en la concentracion de N fijado respecto al presente en
el aire. También se genera un fraccionamiento isotopico en las diferentes partes de la
planta que debe tenerse en cuenta la hora de calcular el %Ndfa, para ello se utiliza un
coeficiente “B” que depende de la leguminosa estudiada y mayoritariamente de los
rizobios responsables de la FBN (Pauferro et al. 2010, Houngnandan et al. 2008). La

formula que relaciona el %Ndfa utilizando las medidas de 5*°N es la siguiente:

100(515Nplanta de referencia — §15Nleguminosa)

Ndfa =
VolNdia (515Nplanta de referencia — B)

Por otro lado, también basadas en la determinacion del isétopo N existen técnicas
que utilizan sistemas con suelo o aire enriquecidos en este isétopo con el fin de
determinar la diferencia en acumulacién N por parte de las plantas fijadoras de
nitrégeno (Pauferro et al. 2010, Unkovich et al. 2008).

1.5. INOCULANTES RIZOBIANOS

La inoculacion artificial, es decir, el agregado de rizobios a las semillas o suelos
donde se cultivan leguminosas es una practica muy antigua y resulta imprescindible
cuando la deficiencia de nitrégeno limita la produccién vegetal. Los inoculantes

comerciales constan del microorganismo especifico, en el caso de leguminosas se
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seleccionan una o mas cepas de rizobios y un soporte estéril que puede ser turba o
cultivo liquido. Para que la inoculacion sea exitosa se necesita que el inoculante
posea la bacteria deseada en numero suficiente, que el método y las condiciones de
inoculacion permitan la sobrevivencia de las bacterias, y que las condiciones del
suelo permitan la formacion de nodulos y su funcionamiento efectivo (Lodeiro
2015).

La seleccion de cepas de rizobios para su comercializacion como inoculantes
requiere varias etapas de investigacion y desarrollo. La principal caracteristica a
evaluar es la eficiencia simbiotica de las cepas en sustrato estéril, lo cual permite
conocer el potencial de fijacion de nitrogeno de las cepas en interaccion con las
plantas leguminosas (lturralde et al. 2019, de Paiva Barbosa et al. 2017, de Almeida
Ribeiro et al. 2015). También debe ser evaluada la capacidad competitiva por la
nodulacion de las plantas frente a otros rizobios presentes en el suelo, lo cual puede
afectar la eficacia de las cepas en suelo (Iturralde et al. 2019, Althabegoiti et al.
2008). Finalmente, se deben evaluarlas cepas con mejores resultados en ensayos a
campo donde se incluyen aspectos como las variables edafoclimaticas asi como la
compatibilidad con las practicas agricolas. Adicionalmente, para su produccion a
nivel industrial es deseable que tenga un rapido crecimiento en medios de cultivo
simples, que tenga una alta estabilidad genética de modo que no sufra mutaciones
frecuentes durante la conservacion ni reproduccion en el laboratorio y que sea
compatible con los soportes utilizados en inoculantes como turba o medioliquido
(Lodeiro, 2015).

En Uruguay el registro y control de calidad de inoculantes para leguminosas es
responsabilidad del Ministerio de Ganaderia Agricultura 'y Pesca (MGAP), el cual se
rige por el Decreto 546/81. En cuanto al control de calidad, este decreto establece
que los inoculantes rizobianos deben ser formulados con cepas recomendadas y
suministradas por el MGAP, la presentacion en medio liquido debera contener un
minimo de 1000 millones de bacterias por mL (en el caso de turba es 500 millones de

bacterias vivas por gramo humedo) y estar libre de contaminantes.
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1.6. CULTIVO DE SOJA EN URUGUAY

La soja (Glycine max (L.) Merr.) se origin6 como un cultivo doméstico en China en
el periodo comprendido entre 1100-700 a.c., luego se expandié a diferentes paises de
Asia, a Europa y finalmente a América. Actualmente es el cultivo de grano mas
importante y extendido del mundo. Los mayores productores de soja son: Estados
Unidos, Brasil, Argentina y China. La alta demanda de este producto se debe a que
es una rica fuente de proteinas para humanos y animales, también es utilizada en

tintas, biodiesel y como sustituto de la leche (Hungria et al., 2005).

En Sudamérica la soja es el principal cultivo de verano, muchas veces alternado con
cultivos de invierno. Una de las razones, para la eleccion de la soja, es el mayor
rendimiento obtenido en el cultivo siguiente respecto a otros cultivos de verano como
el maiz, debido probablemente a la FBN que resulta en residuos con mayor nivel de
nitrogeno. El sistema de siembra directa utilizado para la soja también favorece al
suelo de muchas zonas de Sudamérica que son pobres en materia organica, presentan

una estructura fragil y poca fertilidad (Hungria et al., 2005).

Segun datos de la Direccién de Estadisticas Agropecuarias (DIEA, 2019) la soja es el
cultivo de grano con mayor area de siembra en nuestro pais y representa mas de la
mitad del total de los cultivos cerealeros (Figura 1.4). En los ultimos afios se ha
observado que el rendimiento de este cultivo presenta variaciones dependientes
principalmente del clima, cuyo minimo fue en la zafra 2017/18 debido al déficit
hidrico y los valores maximos fueron alcanzados en las zafras 2016/17 y 2018/19
(Figura 1.5). Es uno de los productos con mayor incidencia positiva en la canasta de
bienes de exportacién, aunque su precio se encuentra en el nivel mas bajo de los
ultimos 5 afios (OPYPA, 2019).

La totalidad de la soja sembrada en Uruguay es inoculada. La amplia adopcion de
esta tecnologia se basa en los beneficios ambientales y econdmicos de la inoculacién,
como la disminucion en el uso de fertilizantes sintéticos, los cuales son costosos y
cuyo exceso puede contaminar el agua y el aire. Los inoculantes para soja en
Uruguay estan formulados con dos cepas de Bradyrhizobium elkanii: U1301 vy
U1302.
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Figura 1.4: Rendimiento de cultivo de soja (kg/ ha sembrada) en Uruguay por zafra
desde 2011/12 hasta 2018/19. (Fuente: DIEA, 2019).
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Figura 1.5: Area sembrada (miles de ha) de cultivos cerealeros en Uruguay por zafra
desde 2011/12 hasta 2018/2019. En bord6 oscuro se representa el area de cultivo de

soja y en bordo claro el de otros cultivos cerealeros. (Fuente: OPYPA, 2019).

14



1.7. BRADYRIZOBIOS

1.7.1. Caracterizacion fenotipica

Los rizobios son Proteobacterias, Gram negativas, aerébicos y quimioorganétrofos,
capaces de fijar nitrégeno atmosférico en simbiosis con plantas leguminosas. Son
facilmente cultivables en condiciones de laboratorio, crecen en presencia de oxigeno,
oxidando carbohidratos simples y aminoacidos. Generalmente, su temperatura

Optima de crecimiento es de 25-30 °C y pH entre 6 y 7 (Howieson y Dilworth, 2016).

Dentro de los rizobios nos vamos a centrar en el género Bradyrhizobium. Los
Bradyrhizobios presentan un metabolismo lento respecto a los demas rizobios, con
un tiempo de generacion que varia entre 8 y 18 h, su minimo de temperatura de
crecimiento se encuentra entre 10 y 15 °C, mientras que el maximo es de 33-35 °C.
Morfol6gicamente los rizobios forman colonias blancas o cremosas y opacas cuando
se las cultiva en placas conteniendo medio YMA suplementado con rojo congo, que
son facilmente diferenciables por la incapacidad de absorber este colorante. Las
colonias de Bradyrhizobium son circulares, convexas y a veces traslucidas al
comienzo, pero con la maduracion se vuelven opacas y tienden a un color grisaceo.
Su diametro puede llegar los 3 mm y raramente son gomosas. Se han reportado
algunas cepas de Bradyrhizobium que presentan dimorfismo. Las colonias de B.
japonicum pueden alcanzar los 1-3 mm luego de 5 a 10 dias y son elevadas, mientras
que las de B. elkanii presentan forma irregular y son chatas (Howieson y Dilworth,
2016).

1.7.2. Caracterizacion genética y filogenética

El género Bradyrhizobium fue descrito por Jordan (1982) basado en su divergencia
filogenética con las especies del genero Rhizobium. Este género se compone de 50
especies descritas hasta el momento, dos de las cuales no son simbioéticas (B. betae y
B. oligotrophicum). Dentro del género Bradyrhizobium hay 7 especies reportadas
como noduladoras de soja: B. elkanii, B. japonicum, B. diazoefficiens, B. dagingense,
B. liaoningense, B. huanghuaihaiense y B. ottawaense. Las bacterias pertenecientes

al género Bradyrhizobium tienen una Gnica copia del gen 16S rRNA en el cromosoma
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y los genes simbioticos estan normalmente localizados en el cromosoma en islas
simbidticas (Wang et al., 2019).

El gen 16S rRNA es muy utilizado como marcador molecular para identificar
taxonémicamente a los procariotas, pero debido a que es altamente conservado su
resolucion disminuye considerablemente a nivel de especie (Howieson y Dilworth,
2016). Se suele considerar una similitud del 92% en la secuencia del gen 16S rRNA
para delimitar familias y de 95% para diferenciar géneros. Aungue una similitud para
el gen 16S rRNA de entre 97-98,8% se utiliza para diferenciar especies en la mayoria
de las bacterias, cepas de rizobios con muy alta similitud o incluso secuencias
idénticas han sido divididas en distintas especies (Wang et al., 2019). Una alternativa
que aumenta la capacidad de elucidacion es la aplicacion de multi locus sequence
analysis (MLSA) de genes housekeeping, la cual consiste en utilizar entre 2 y 6
secuencias concatenadas de estos genes. Los genes housekeeping estan involucrados
en el metabolismo celular, por lo tanto tienen una mayor taza de evolucion y se
obtienen por descendencia. Esta estrategia evita los efectos generados por
recombinacién genética o transferencia horizontal en un gen especifico (Azevedo et
al., 2015). Los genes housekeeping utilizados como marcadores taxondmicos suelen

incluir: dnak, gInA, gyrB, recA, ginll, rpoB y atpD (Howieson y Dilworth, 2016).

Por otro lado, los genes nod y nif responsables de codificar las proteinas involucradas
en las sintesis de los LQO y en la fijacion bioldgica de nitr6geno respectivamente,
son utilizados para establecer relaciones filogenéticas en Bradyrhizobium. Varios
trabajos establecen un origen monofilético de estos genes y otros sugieren eventos de
transferencia horizontal (Delamuta et al. 2017, Arsese et al. 2012, Menna y Hungria
2011, Lloret y Martinez-Romero 2005). ElI gen nifH codifica la proteina
homodimérica de Fe (componente Il o dinitrogenasa reductasa) que compone la
enzima nitrogenasa (Fischer, 1994). Mutaciones en los genes nod asi como la de los
involucrados en diferentes vias metabolicas, transportadores, quimiotaxis o
movilidad pueden cambiar la especificidad entre los rizobios y la planta que estos
pueden nodular (Wang et al., 2019). En el género Bradyrhizobium existe un marco

de lectura abierto (MLA) posicionado entre los genes nodD1 y nodABC. Debido a la
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alta variedad de este MLA entre las especies de Bradyrhizobium, se design6 como
nodK en B. elkanii y nodY en B. japonicum y B. diazoefficiens, y se generaliza como
nodY/K. El rol de este MLA es aun desconocido por ello es considerado como una
region intergénica nodD-nodA, aparentemente estaria relacionado con la
especificidad de la planta hospedadora (Delamuta et al., 2017). Se ha reportado una
similitud en la filogenia obtenida entre nodY/K y otros genes de nodulacion como
nodA y nodZ, asi como con el gen involucrado en la fijacién de nitrogeno nifH
(Delamuta et al. 2017, Menna y Hungria 2011).

Para el estudio de la diversidad de rizobios a nivel de cepas las técnicas de rep-PCR
son muy utilizadas. Consisten en la amplificacion de regiones intergenicas con
distinta longitud, mediante el uso de un Unico cebador que representa elementos de
ADN repetitivos dispersos en el genoma y por lo cual hibrida en varios sitios al
mismo tiempo (Tartaglia et al. 2019, Chibeba et al. 2017, Menna et al. 2009). Estas
regiones amplificadas, al ser sometidas a electroforesis, producen perfiles de bandas
que son caracteristicas para cada cepa. Una de las regiones utilizadas para amplificar
es la regidon boxA, técnica conocida como PCR-BOX. Esta técnica tiene capacidad
de resolucion a nivel de cepa ademas de alta reproducibilidad en los perfiles
obtenidos (Binde et al. 2009, Menna et al. 2009).

1.8. ANTECEDENTES

En Uruguay, desde 1984, las cepas recomendadas por el MGAP para la formulacién
de los inoculantes para soja son las cepas de Bradyrhizobium elkanii U1301
(SEMIA587) y U1302 (SEMIA5019) (Maria Mayan, comunicacién personal, 26 de
setiembre de 2018) de origen brasilero. Varios estudios han reportado la existencia
de rizobios derivados de la evolucion de inoculantes comerciales (naturalizados) o
previamente presentes en el suelo (nativos) los cuales compiten con los inoculantes
comerciales pudiendo disminuir su eficiencia o ser posiblemente mas eficientes que
los inoculantes comerciales (Chibeba et al. 2017, de Almeida Ribeiro et al. 2015,
Arsese et al. 2012). En suelos brasileros se reportaron cepas con mayor eficiencia
simbidtica que la cepa de Bradyrhizobium elkanii SEMIA5019 recomendada por el

Ministerio de Agricultura de Brasil (de Almeida Ribeiro et al., 2015) y en Argentina

17



Iturralde et al. (2019) evaluaron 10 cepas naturalizadas de las cuales ninguna
presentd mayor competencia que la cepa Bradyrhizobium japonicum E109

(SEMIA5085), utilizada en el inoculante comercial de ese pais.

En nuestro pais, varias instituciones vienen investigando sobre la FBN en el cultivo
de soja en forma conjunta en los Gltimos afios. Uno de los objetivos planteados es
evaluar la eficiencia simbidtica y capacidad competitiva de las cepas de B. elkanii
U1301 y U1302 recomendadas en Uruguay en comparacion con las cepas de B.
diazoefficiens SEMIA5080 y B. japonicum E109 utilizadas en Brasil y Argentina,
respectivamente. En ese contexto se desarroll la tesis de maestria de Lagurara
(2018), en la que se determiné la persistencia, capacidad competitiva y eficiencia
simbidtica de cepas de rizobios usadas en los inoculantes comerciales para soja en
Uruguay, en suelos con y sin historia del cultivo. Durante ese trabajo se realizaron
aislamientos de rizobios de nddulos muestreados de ensayos bajo condiciones
controladas y a campo en distintas zafras y zonas del pais en suelos con y sin historia
del cultivo, y de tratamientos sin inocular e inoculados con 2 cepas comerciales de
Uruguay (B. elkanii U1301 y U1302), una de Argentina (B. japonicum E109) y una
de Brasil (B. diazoefficiens SEMIA5080). Los resultados obtenidos destacan la
presencia y persistencia en suelos uruguayos de la cepa de B. diazoefficiens
SEMIA5080, la cual mostré también una buena capacidad competitiva y alta
eficiencia simbiodtica. Por otro lado, los resultados obtenidos en condiciones
controladas utilizando suelos con historia de cultivo de soja, evidenciaron la
persistencia de una poblacidn de rizobios eficiente y competitiva. Adicionalmente, en
ese trabajo se obtuvieron aislamientos con perfil de PCR-BOX diferente al de las
cepas comerciales de referencia, lo que demuestra la presencia en los suelos de
posibles cepas de rizobios nativas o naturalizadas. Esta coleccion de aislamientos de
rizobios obtenidos por Lagurara (2018) durante su trabajo fue el objeto de estudio de

esta tesis.
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1.9. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.9.1. Hipdtesis

Los suelos de Uruguay presentan poblaciones de rizobios naturalizados capaces de
nodular soja. Estos derivaron de las cepas de los inoculantes comerciales aplicados
en las siembras anuales y presentan mayor eficiencia simbiodtica que estos

inoculantes.

1.9.2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la diversidad y el potencial de
eficiencia simbi6ticade una coleccion de rizobios naturalizados que nodulan soja en
Uruguay.
Para cumplir con lo anterior, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:
o Identificar y caracterizar genéticamente aislamientos de rizobios naturalizadas
que nodulan soja en suelos de Uruguay.
e Evaluar la eficiencia simbiotica de las cepas naturalizadas en comparacién

con las utilizadas en los inoculantes comerciales de Uruguay y la region,

tanto en sustrato estéril como en suelo con alta concentracion de rizobios.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. CEPAS DE RIZOBIOS

2.1.1. Cepas de rizobios comerciales

Como referencia se incluyeron en los ensayos y analisis cepas comerciales
disponibles en Uruguay vy la regién. Las cepas de Bradyrhizobium elkanii U1301
(SEMIA587) y U1302 (SEMIA5019) son las recomendadas por el MGAP para la
formulacién de inoculantes en Uruguay. Las cepas de Bradyrhizobium japonicum
E109 (SEMIA5085) y Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA5080 son utilizadas en
Argentina y Brasil, respectivamente (Hungria et al., 2005). Estas 4 cepas comerciales
fueron obtenidas de la coleccion oficial de Uruguay que mantiene el MGAP vy
durante el desarrollo del trabajo seran nombradas como U1301, U1302, E109 y
SEMIA5080.

2.1.2. Origen de la coleccion de aislamientos naturalizados de rizobios

Se trabajo con una coleccion de 47 aislamientos de rizobios obtenida por Lagurara
(2018) conservada en una mezcla 1:1 cultivo:glicerol (50%) a -20 °C. Los rizobios
fueron aislados de nodulos de plantas de soja de sitios con y sin historia de cultivo de
soja situados en los departamentos de Colonia, Canelones, Cerro Largo, San Jose,
Soriano y Treinta y Tres. Los sitios de muestreo se encuentran ubicados en el mapa
de la Figura 2.1. Los aislamientos provienen de chacras comerciales con y sin
inoculacion de soja, de ensayos experimentales a campo que fueron inoculados con
distintas cepas comerciales y de un ensayo de invernaculo realizado con suelo de Las
Brujas, Canelones. En el Cuadro 2.1. se incluyen para cada sitio las caracteristicas
del ensayo. Los aislamientos de esta coleccion con la que se trabajo habian
presentado en un primer analisis perfiles genéticos (PCR-BOX) distintos a las cepas

de referencia (Lagurara, 2018).
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Figura 2.1: Mapa de Uruguay donde se ubican los sitios de muestreo para
aislamiento de rizobios. Los numeros indican las siguientes localidades vy
departamentos: 1 (Invernada, Soriano), 2 (Dolores, Soriano), 3 (Ombues de Lavalle,
Colonia), 4 (Santa Clara, San José), 5 (Las Brujas, Canelones), 6 (Paso de la Laguna,
Treintay Tres) y 7 (Melo, Cerro Largo).

21



Cuadro 2.1: Ubicacion y caracteristicas de los sitios de origen de la coleccion de
rizobios. Se indica el sitio, si posee 0 no historia de cultivo de soja, y las cepas con

las que fueron inoculados o si no se inocularon los tratamientos ensayados.

Canelones Las Brujas Sin y con historia de soja* SEMIA5080
U1301
Sin inocular
Cerro Largo Melo Siny con historia de soja  SEMIA5080
U1301+U1302
E109
Sin inocular
Colonia Ombues de Lavalle  Siny con historiade soja  U1301+U1302
SEMIA5080
E109
Sin inocular

San José Santa Clara Con historia de soja Sin inocular

Soriano Dolores Sin historia de soja U1301+SEMIA5080
Sin inocular

Soriano Invernada Con historia de soja Sin inocular

Treintay Tres  Paso de laLaguna  Con historia de soja U1301+SEMIA5080
(*) Ensayo realizado en macetas conteniendo suelo de este sitio.

2.1.3. Conservacion de rizobios y condiciones de cultivo

Las cepas comerciales provenientes del MGAP y la coleccion de aislamientos de
rizobios obtenida por Lagurara (2018) se encontraban conservadas a -20 °C en
mezcla 1:1 cultivo:glicerol.(50%) Cada cepa fue estriada en una placa de Petri
conteniendo medio YMA suplementado con rojo congo (anexo: seccion 7.1.2.). Se
incubaron las placas a 28 °C durante 5 a 10 dias, y en los casos necesarios se
realizaron repiques en medio YMA suplementado con rojo congo hasta obtener un

cultivo puro de rizobios.
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Los aislamientos puros fueron sembrados en tubos conteniendo 10 mL medio TY
liquido (anexo: seccion 7.1.3.) e incubados en agitacion a 28 °C por 5 a 10 dias hasta

la obtencion del numero de células viables requerido (segin ensayo).

Con la finalidad de ajustar el nimero de células viables en los cultivos liquidos se
realizaron curvas de calibracion que permiten relacionar la medida de absorbancia a
600 nm (OD) con la concentracion de rizobios viables (UFC/mL). Se utiliz6 el
método de conteo por microgota (Howieson y Dilworth, 2016); se realizaron
recuentos en placas con medio YMA sembrando 25 pL de cultivo puro y de las

diluciones (-1) y (-2) por duplicado de los cultivos liquidos.
2.2. SELECCION DE CEPAS DE R1ZOBIOS NATURALIZADAS

2.2.1. Autenticacion de los aislamientos

Con la finalidad de comprobar que los aislamientos naturalizados de la coleccién
tenian la capacidad de nodular plantas de soja se realizaron ensayos de nodulacion.
Se desinfectaron y germinaron las semillas de soja segun la seccidn 2.4.1. Se sembro
una semilla de soja pregerminada por frasco (250 mL) conteniendo medio Fahrédeus
semi-solido (anexo: seccion 7.1.1.). A las 48 h de la siembra se inoculé cada plantula
con 1 mL de un cultivo con 10” células de cada una de las cepas a estudiar. Se utilizé
una Unica réplica por cada uno de los 47 aislamientos evaluados, y se incluyo un
control negativo sin inocular. Las plantas se mantuvieron a 28 °C y fotoperiodo de
12 h luz/12 h oscuridad. Se consideraron positivos los aislamientos que presentaron
al menos un nodulo en los 24 dias posteriores a la siembra (Howieson y Dilworth,
2016).

Se realiz6 un nuevo aislamiento de rizobios desde los nédulos formados en las
plantas. Los nddulos se lavaron con etanol 70% (v/v) por 1 min, luego con
hipoclorito de sodio 2% (m/v) por 2 min y finalmente se realizaron 5 lavados con
agua destilada estéril. Los nddulos desinfectados fueron aplastados utilizando
portaobjetos estériles, y la suspension resultante fue estriada en una placa de Petri
conteniendo medio YMA suplementado con rojo congo (anexo: secciéon 7.1.2.). Se

incubaron las placas a 28 °C durante 5 a 10 dias, y en los casos necesarios se
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realizaron repiques en placas conteniendo medio YMA suplementado con rojo congo
hasta obtener un cultivo puro de rizobios. Para conservar un nuevo repique los
aislamientos fueron crecidos en tubos conteniendo 5 mL de medio TY liquido y se
colocaron 0,8 mL de cultivo crecido y 0,8 mL de glicerol estéril 50% (v/v) en un

tubo de 2 mL y se almacend a -20 °C.

2.2.2. Perfil de fingerprinting (PCR-BOX)

Para determinar el grado de similitud entre los aislamientos y las cepas de rizobios
comerciales usadas en los ensayos (U1301, U1302, SEMIA5080 y E109) se analizd
el perfil de PCR-BOX de 39 aislamientos autenticados reaislados de los nddulos

obtenidos en la seccion 2.2.1.

Se tomd una colonia de rizobio del cultivo puro en placa y se suspendio en 25 pL de
solucion de lisis (NaOH 0,05% (m/v), SDS 0,25% (m/v)). La suspensién se incubd a
95 °C durante 10 min y luego se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron
225 uL de agua bidestilada. La mezcla se centrifugd a 7580 g por 5 min. Finalmente
se apartaron 60 pL del sobrenadante que se conservaron a -20 °C para utilizar en las

reacciones de amplificacion de PCR-BOX.

El ADN de los aislamientos fue amplificado mediante una reaccion de PCR-BOX
utilizando  como  cebador la  secuencia de BOX  AIR (§5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") (Versalovic et al., 1994). Se utiliz6 una
mezcla de reaccion de 25 pL: 0,50 pL. dANTPs (10 mM), 1,25 pL cebador (10 pM),
0,50 uL MgCl; (25 mM), 2,50 pL Buffer Dream Taq (ThermoScientific), 0,20 pL
Dream Taq polimerasa (5 U/uL), 19,05 pL agua bidestilada y 1,00 pL lisado. La
reaccion se realiz6 en un termociclador (Gene Touch, Bioer, Hangzhou, China) con
el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 7 min; 30 ciclos de 94 °C

por 1 min, 52 °C por 1 miny 72 °C por 3 min; extension final a 72 °C por 15 min.

Los amplicones fueron separados mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2% (m/v) con buffer TBE 0,5X (Tris-Acido Borico- EDTA), a 5 V/cm
durante 3 h. Para normalizar los geles obtenidos se colocaron 3 uL. de marcador de

peso molecular 100 pb Plus (ThermoScientific) en el primer y Gltimo pocillo de cada
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gel. Para la visualizacion del gel se utilizo el intercalante Good View (SBS
Genetech) y posteriormente se tomaron fotos de los geles con camara (Canon
PowerShotG16) bajo luz UV.

Se realizaron los perfiles por triplicado para cada uno de los aislamientos estudiados.
Para el analisis de los perfiles obtenidos se utilizé el software BioNumerics version
7.6 (AppliedMaths). Se seleccionaron como cepas naturalizadas los aislamientos que
presentaban un porcentaje de similitud menor al 80% con respecto a las cepas de
referencia (U1301, U1302, SEMIA5080 y E109) aplicando el algoritmo de Jaccard.

2.3. CARACTERIZACION GENETICA DE LAS CEPAS

2.3.1. Extraccion de ADN

El ADN de las cepas comerciales de referencia y de las 10 cepas naturalizadas
seleccionadas en la seccion 2.2.2. fue extraido utilizando kit comercial GeneJET
Genomic DNA Purification Kit #KO0721 (Thermo Scientific) siguiendo las
condiciones del proveedor. La calidad de los productos de amplificacion fue
verificada mediante electroforesis en gel de agarosa y la concentracién fue medida
colorimétricamente utilizando un NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific).

2.3.2. Amplificacién, purificacidon y secuenciacion de genes

Para la amplificacion de los genes 16S rRNA, atpD, gyrB, rpoB, recA, dnaKy nifH y
la region intergénica nodD-nodA (nodY/K) se utiliz6 una mezcla de reaccion de
25 ul en agua bidestilada: 0,50 uL. dNTPs (10 mM), 0,50 uL. MgCl (25 mM),
2,50 pL Buffer Dream Taq (ThermoScientific), 0,04 pL. Dream Taq polimerasa
(5 U/uL), 2,00 uL. ADN y 1,00 uL de cada cebador (10 uM), excepto para los genes
16S rRNA, nifH y nodYK para los cuales se utilizaron 0,50, 1,25 y 2,50 uL,
respectivamente. La reaccion se realizé en un termociclador (Gene Touch, Bioer,
Hangzhou, China). En el Cuadro 2.2 y Cuadro 2.3 se presentan los cebadores y
programas de ciclado utilizados para los genes housekeeping y simbidticos,

respectivamente (de Almeida Ribeiro et al. 2015, Arsese et al. 2012).
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Los productos de PCR de los genes 16S rRNA, atpD, gyrB, rpoB y nifH fueron
purificados utilizando el kit comercial GeneJET PCR Purification Kit
#K0701(Thermo Scientific). El producto de la amplificacién de nodY/K fue separado
de amplificaciones inespecificas mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5% con
buffer TBE 0,5X (Tris-Acido Bérico- EDTA), a 5 V/c durante 1 h y los fragmentos
de gel conteniendo el producto de amplificacién fueron escindidos y purificados
utilizando el kit comercial Monarch DNA Gel Extraction Kit #T1020S (Biolabs). La
pureza de los productos de amplificacion fue verificada mediante electroforesis en
gel de agarosa y la concentracion fue medida colorimétricamente utilizando un
NanoDrop ND-2000 (Thermo Scientific).

Los productos de amplificacién purificados se enviaron para su secuenciacion a

Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).

No se enviaron productos de amplificacion de los genes dnaK y recA debido a la baja

amplificacion obtenida.

2.3.3. Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas fueron modificadas manualmente para eliminar los
extremos con baja calidad de secuenciacion. Las secuencias modificadas fueron
depositadas en el GenBank; los cddigos de acceso se encuentran en el apéndice

(seccion 6.1.).

Para el andlisis de las secuencias se utilizo el software MEGA-X v10, el algoritmo de
ClustalW para el alineamiento de secuencias y el método de Maximum likelihood
para la construccion de arboles filogenéticos. Ademas de las secuencias obtenidas en
nuestro laboratorio, se incluyeron secuencias descargadas de la base de datos
GenBank; los cddigos de acceso de las secuencias se encuentran en el anexo (seccion
7.2.1. y seccion 7.2.2.)

Se obtuvieron alineamientos de 799, 432, 570, 422, 601 y 315 posiciones para los
genes 16S rRNA, atpD, gyrB, rpoB, nifH y nodY/K respectivamente.
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Cuadro 2.2: Cebadores (directo arriba y reverso abajo) y programas de ciclado

utilizados para la amplificacion de los genes housekepping.

16S rRNA

atpD

gyrB

rpoB

recA

dnaK

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

GGTTACCTTGTTACGACTT

GGCCGCATCATSAACGTSATC

AGMGCCGACACTTCMGARCC

TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG

AGCTTGTCCTTSGTCTGCG

CCTSATCGAGGTTCACAGAAGGC

AGCGTGTTGCGGATATAGGCG

CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG

CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG

AAGGARCANCAGATCCGCATCCA

TASATSGCCTSRCCRAGCTTCAT

95 °C 57; 35x(95 °C 307,
58 °C 30, 72 °C 40”);
72°C10°

95 °C 5°; 2x(94 °C 2’,
64,5 °C 1°, 72 °C 1’);
30x(94 °C 307, 64,5 °C
1°,72°C 1°); 72°C 5°

95 °C 5’; 5x(94 °C 2°, 57
°C 2, 72 °C 1°307);
28x(94 °C 30”°, 57 °C 1,
72°C1°30°);72°C5°

95 °C 5%; 3x(%94 °C 2,
58,2 °C 2’, 72 °C DI’
30x(94 °C 307, 58,2 °C
1’,72°C1°);72°CS5’

94 °C 5’; 35x(94 °C 45,
60 °C 1°, 72 °C 1°30”);
72°C5’

94 °C 5’; 35x(94 °C 1°,
62 °C 1°, 72 °C 407);
72°C5’
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Cuadro 2.3: Cebadores (directo arriba y reverso abajo) y programas de ciclado

utilizados para la amplificacion de los genes simbioticos.

nifH GGNATCGGCAAGTCSACSAC 95 °C 5’; 35x(94 °C 30,
70,2 °C 1, 72 °C 1)

TCRAMCAGCATGTCCTCSAGCTC 720C 5°
nodYK CAGATCNAGDCCBTTGAARCGCAT 95 °C 5’; 35x(94 °C 30,
53 °C 307,72 °C 2°30”);

GATTCCWWGBCCYTCVAGATC 720°C 5°

2.4. GENERALIDADES DE ENSAYOS EN PLANTAS

2.4.1. Desinfeccidon y germinacion de semillas de soja

Para todos los ensayos se utilizaron semillas de soja de la variedad Nidera 5909. Las
semillas se desinfectaron sumergiéndolas en etanol 70% (v/v) durante 1 min, luego
en hipoclorito de sodio 2% (m/v) durante 2 min y finalmente se lavaron 3 veces con
agua destilada estéril. Las semillas fueron incubadas en placas con agar-agua a 28 °C
durante 48 h para su germinacion. Posteriormente las semillas pregerminadas se
sembraron en frascos, magentas 0 macetas segun ensayo (seccién 2.2.1., seccion

2.5.1. y seccion 2.6.2., respectivamente).

2.4.2. Disefo experimental

Tanto para el ensayo de magentas como de invernaculo (seccion 2.5. y seccion 2.6.)
se definieron 15 tratamientos con 5 repeticiones cada uno. Como controles negativos
no inoculados se utilizaron dos tratamientos, uno con agregado de solucion con
nitrogeno (CN) y otro sin agregado de nitrégeno (SN). Como controles positivos se
utilizaron las cepas de referencia: un tratamiento con la mezcla U1301:U1302 (1:1),
y los otros dos tratamientos con las cepas SEMIA5080 y E109 solas. Los restantes 10

tratamientos correspondieron a las cepas naturalizadas seleccionadas en la
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seccion 2.2.2. inoculadas individualmente (CA1, CA2, CL1, CL2, CL3, CO1, CO2,
SJ1, SO1y SO2). El disefio fue completamente al azar.

2.4.3. Determinaciones de eficiencia simbidtica

En los ensayos de magentas y de invernaculo (seccion 2.5. y seccién 2.6.) se realizd
el conteo del nimero de nédulos (NN) por unidad experimental. EI material vegetal
fue secado en la estufa a 65 °C hasta peso constante, luego se determiné el peso seco
de los nodulos (PSN), peso seco de las raices (PSR) y peso seco de las partes aéreas

(PSPA). Adicionalmente, se calculé el peso seco total (PST):

PST= PSN+ PSR + PSPA

2.4.4. Andlisis estadisticos

El anélisis estadistico se realizd utilizando el programa Infostat (Di Rienzo et al.,
2018). Se realizaron graficos de cajas con los datos originales y luego se eliminaron
los datos que se encontraban fuera de rango. La normalidad fue evaluada con el test
de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas con el test de Levene. Para
comparar los datos correspondientes al NN se aplico el Modelo Lineal Generalizado
Mixto (MLGM) y se compararon las medias entre tratamientos con el test de LSD-
Fisher. Para las variables PSN, PSR, PSPA y PST se utilizé un analisis de varianzas
(ANAVA) y se compararon las medias aplicando el test de Fisher. Adicionalmente,
se evaluo la correlacion entre todas las variables medidas calculando el coeficiente
de Spearman. El nivel de significancia utilizado en todos los anélisis estadisticos fue
del 95% (p<0,05).

2.5. ENSAYO EN CONDICIONES GNOTOBIOTICAS: MAGENTAS

2.5.1. Condiciones de crecimiento de plantas

El ensayo se realizd en la estacion experimental “Las Brujas” del Instituto Nacional
de Investigacién Agropecuaria (INIA, Canelones, Uruguay), en invernaculo con

condiciones controladas de temperatura (28 °C) y fotoperiodo (12 h luz/12 h
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oscuridad). Se utilizaron magentas (Figura 2.2.) conteniendo arena estéril y solucion

Somesagaran (anexo: seccion 7.1.4.).

et
< 6(6{'\{,‘

Figura 2.2.. Sistemas de crecimiento de plantas en ensayos de magentas (A) e

invernéculo (B).

Las semillas de soja se desinfectaron y germinaron segun la seccion 2.4.1. Luego se
sembraron 2 semillas de soja pregerminadas por magenta. A los 5 dias de la siembra,
se realeo a una planta por maceta y se inocul6 asépticamente cada planta con 1 mL
de cultivo con una concentracién 10’ UFC/mL, en el caso del tratamiento mezcla

U1301:U1302 se inocularon 0,5 mL de cada cepa. El disefio experimental esta
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desarrollado en la seccion 2.4.2. La solucion nutritiva Somesagaran (anexo: seccion
7.1.4.) de las magentas fue remplazada a demanda. En los controles con agregado de
nitrégeno se le adiciond una solucion de nitrato de amonio (0,35 mM) obteniéndose
una concentracién en solucién nutritiva con concentracion de nitrogeno equivalente a
70 ppm de KNOs. La cosecha del ensayo se realizd a los 28 dias luego de la

inoculacion.

2.5.2. Determinacion de eficiencia simbidtica y analisis estadisticos

Las variables determinadas se desarrollan en la seccion 2.4.3. Adicionalmente, se
molieron las muestras de parte aérea de cada tratamiento y se enviaron al Laboratorio
de Nutricion Animal (Facultad de Agronomia, UDELAR) para determinar el
nitrégeno total en parte aérea (NTPA) y porcentaje de nitrogeno (%N).

El andlisis estadistico se desarrolla en la seccion 2.4.4. Para las variables %N y
NTPA se realizd el mismo analisis estadistico que para las variables PSN, PSPA y
PST.

Con los datos de NN, PSN, PSPA y NTPA se realizdé un andlisis de componentes
principales (PCA) con el fin de obtener los grados de agrupamiento y de similitud
entre los tratamientos inoculados con las cepas de B. elkanii, B. japonicum, B.
diazoefficiens y Bradyrhizobium sp., mediante el programa estadistico Infostat (Di
Rienzo et al., 2018). Como prueba a posteriori se utilizo el Analisis de Similaridad
(ANOSIM) utilizando PAST 2.07 (Hammer et al. 2001, Clarke 1993), el cual dota de

un test estadistico no paramétrico para comparar agrupaciones de las unidades.
2.6. ENSAYO EN CONDICIONES SEMICONTROLADAS: INVERNACULO

2.6.1. Caracteristicas del suelo

Se colectd suelo del predio de INIA “Las Brujas” (Canelones, Uruguay). Las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo analizadas por el laboratorio de INIA “La
Estanzuela” son pH 6,2, carbono organico 2,87% y nitrégeno 0,26%. El suelo,
extraido hasta 20 cm de profundidad, fue secado exponiéndolo al aire y luego fue

tamizado (1 cm) y homogeneizado.
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El suelo tenia historia de cultivo de soja inoculada en el afio 2018. Para determinar el
namero de rizobios viables en suelo se emple6 el método de nimero méas probable
(NMP) (Howieson y Dilworth, 2016). Las semillas de soja se desinfectaron y
germinaron segun la seccion 2.4.1. El sistema de crecimiento de las plantas consistio
en frascos (500 mL) con solucién Somesagaran estéril y papel de filtro plegado como
soporte para las plantas. Se inocularon las plantas con diluciones seriadas del suelo
(-3), (-4) y (-5) ademas de un control sin inocular, con 3 réplicas cada uno. Se
consideraron positivos los frascos que contenian al menos un ndédulo a los 22 dias
luego de la inoculacién (Howieson y Dilworth, 2016). Se determiné una

concentracion de 1,09x10" NMP de rizobios capaces de nodular soja / g de suelo.

2.6.2. Condiciones de crecimiento de plantas

El ensayo se realizd en la estacion experimental “Las Brujas” del Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA, Canelones, Uruguay), en inverndculo con
condiciones controladas de temperatura (28 °C) y fotoperiodo (12 h luz/12 h
oscuridad). Se utilizaron macetas de 2 Kg (Figura 2.2) conteniendo una mezcla (2:1)
de arena estéril y suelo, respectivamente. El disefio experimental esta desarrollado en
la seccidén 2.4.2. Adicionalmente, se incluyeron por duplicado macetas sembradas
con maiz, sorgo y tomate como plantas no fijadoras de nitrégeno para ser utilizadas

en la técnica de abundancia natural de N.

Las semillas de soja se desinfectaron y germinaron segun la seccion 2.4.1. Luego se
sembraron 5 semillas de soja pregerminadas por maceta. A los 4 dias de la siembra,
se inoculé en el comienzo de la radicula de cada planta con 1 mL de cultivo con una
concentracion 10° UFC/mL, en el caso del tratamiento mezcla U1301:U1302 se
inocularon 0,5 mL de cada cepa. A los 6 dias de la inoculacion, se rale6 a 2 plantas

por maceta.

Todas las macetas se regaron con agua corriente segun las necesidades de las plantas
y semanalmente con 100 mL solucién Somesagaran (anexo: seccion 7.1.4.) durante
los primeros 15 dias y luego se aumentd la dosis a 200 mL durante el resto del

periodo. Los controles con agregado de nitrégeno fueron regados adicionalmente una
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vez por semana con 100 mL de solucion de nitrato de amonio (0,37 mM) durante
todo el periodo. Las plantas no fijadoras de nitrdgeno fueron regadas (por error
experimental) con 300 mL de solucion de nitrato de amonio (0,37 mM) a las tres
semanas luego de la siembra, nuevamente con 150 mL a las cuatro semanas y
finalmente con 300 mL a las cinco semanas. El resto del tiempo las macetas se
mantuvieron hidratadas con agua dulce. La cosecha del ensayo se realiz6 a los 40
dias luego de la inoculacion, cuando las plantas de soja se encontraban en el estadio

fenoldgico R1 (comienzo de la fase de floracion).

2.6.3. Determinacion de eficiencia simbiodtica y analisis estadistico

Las variables determinadas se mencionan en la seccion 2.4.3. Adicionalmente se
molieron las muestras de parte aérea seca y se enviaron al UC Davis Stable Isotope
Facility (Universidad de California, Estados Unidos de América) para determinar la
diferencia de *°N respecto al aire (5"°N.ir), €l nitrégeno total en parte aérea (NTPA)

y el porcentaje de nitrogeno (%N).

El analisis estadistico se desarrolla en la seccién 2.4.4. Para las variables §°Nire,
%N y NTPA se realizé el mismo andlisis estadistico que para las variables PSN,
PSPA 'y PST.

Con los datos de NN, PSN, PSPA y NTPA se realiz6 un analisis de componentes
principales (PCA) con el fin de obtener los grados de agrupamiento y de similitud
entre los tratamientos inoculados con las cepas de B. elkanii, B. japonicum, B.
diazoefficiens y Bradyrhizobium sp., mediante el programa estadistico Infostat (Di
Rienzo et al., 2018). Como prueba a posteriori se utilizo el Analisis de Similaridad
(ANOSIM) utilizando PAST 2.07 (Hammer et al. 2001, Clarke 1993), el cual dota de
un test estadistico no paramétrico para comparar agrupaciones de las unidades.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. SELECCION DE CEPAS NATURALIZADAS

3.1.1. Autenticacion de aislamientos

Para este trabajo se utilizaron 47 aislamientos de rizobios obtenidos desde nédulos de
soja por Lagurara (2018), cuyo perfil de PCR-BOX en primera instancia fue
diferente a las cepas de referencia utilizadas en los ensayos: Bradyrhizobium elkanii
U1301, U1302, B. diazoefficiens SEMIA5080 y B. japonicum E109. De esos
aislamientos, 44 formaron nodulos cuando se determind la capacidad de nodular
plantas de soja crecidas en condiciones gnotobiéticas. De los nddulos obtenidos en el
ensayo de nodulacion, se realizaron aislamientos en medio YMA suplementado con
rojo congo, obteniéndose para 39 de los aislamientos colonias con la morfologia

esperada para rizobios y no se observé crecimiento en los 5 restantes.

3.1.2. Perfil de fingerprinting (PCR-BOX)

Los dendrogramas construidos incluyendo triplicados de los perfiles de PCR-BOX
de los 39 aislamientos autenticados permitieron evaluar la similitud entre los
aislamientos y las cepas comerciales de referencia (U1301, U1302, SEMIA5080 y
E109). Las repeticiones de un mismo aislamiento presentaron cierta variabilidad en
el perfil de PCR-BOX. En base a la variabilidad observada se definié en 80% el
limite de similitud para diferenciar cepas. Aplicando dicho criterio, 27 aislamientos
presentaron igual perfil que las cepas comerciales (12 a B. diazoefficiens
SEMIA5080, 11 a B. japonicum E109, dos a B. elkanii U1301 y dos a B. elkanii
U1302) y se observaron 10 perfiles diferentes entre los 12 aislamientos restantes (dos
perfiles presentaron dos aislamientos cada uno). Se selecciond un aislamiento por
perfil, los cuales se consideraron como ‘“cepas naturalizadas”. Las cepas
seleccionadas fueron aisladas en su mayoria de sitios con historia de soja de distintos
departamentos del pais. EI Cuadro 3.1 muestra el sitio, tratamiento y ensayo del cual
proviene cada una de las cepas seleccionadas. Es importante destacar que la

coleccion de aislamientos utilizada en este trabajo es un subgrupo preseleccionado de
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los aislamientos obtenidos por Lagurara (2018) y por lo tanto los resultados
obtenidos no representan a la totalidad de la poblacion de rizobios naturalizados.

En la Figura 3.1 se presentan los perfiles de PCR-BOX y el dendrograma obtenido
para las 10 cepas seleccionadas ademas de las 4 cepas de referencia. Al considerar
una similitud menor al 27%, se distinguen 4 grupos: el grupo | formado por 6 de las
cepas naturalizadas (CL2, SO1, SO2, CO1, CAly CL1) y las cepas de referencia de
B. elkanii U1301 y U1302; el Il incluye Unicamente a la cepa CA2 que presentd
menor similitud por lo que no se considerd dentro del grupo I; el Il formado por 3
cepas naturalizadas (CL3, CO2 y SJ1) que se agruparon con la cepa de B. japonicum
E109 y el IV formado sélo por la cepa de B. diazoefficiens SEMIA5080 que no se
agrupo con ninguna de las cepas naturalizadas. Al fijar el limite de similitud a 45%,
se observa una alta diversidad en el grupo | que se divide en 5 subgrupos, mientras
que no hay divisiones en el grupo Il1l. Las cepas con mayor similitud entre ellas
fueron CL3 y CO2 (78,6%), seguidas de CAl y CL1 (71,4%). En cuanto a la mayor
similitud con las cepas de referencia, se destacan la cepa CO1 que fue similar a las
cepas U1302 (64,3%) y U1301 (47,3%), mientras que las cepas CL3 y CO3 fueron
similares a la E109 (57,1%). Llama la atencién que ninguna de las cepas
naturalizadas presentd similitud con la cepa SEMIA 5080, a pesar de que ésta fue
incluida en los ensayos de inoculacion de los sitios de donde proviene la coleccion de
cepas evaluadas (Cuadro 2.1), y que segin mostraron los resultados obtenidos por
Lagurara (2018), es competitiva y persiste en los suelos. Lo anterior puede deberse a
que la sensibilidad del método de seleccion utilizado excluyera aislamientos
similares a la cepas SEMIA5080 al considerarlos con un perfil igual a esta,
posiblemente otra técnica de rep-PCR como PCR-ERIC seleccionaria otros perfiles.

Los métodos de rep-PCR, como el PCR-BOX, no son adecuados para identificar
aislamientos a nivel de especie o0 género (Binde et al., 2009), pero resultan una
herramienta rapida que permite evaluar la diversidad de cepas de una poblacion de
rizobios (Menna et al., 2009). Por ese motivo, en este trabajo se utiliz6 la técnica de
PCR-BOX para caracterizar y seleccionar las cepas naturalizadas que luego se

estudiaron genética y simbidticamente.
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Cuadro 3.1: Origen de las 10 cepas naturalizadas seleccionadas. Se indica el sitio, la

cepa con que fue inoculado el tratamiento de donde proviene o si no fue inoculado y

si el sitio posee o no historia de cultivo de soja reciente.

CAl

CA2

CL1

CL2

CL3

Co1

CO2

SJ1

SO1

SO2

Canelones

Canelones

Cerro Largo

Cerro Largo

Cerro Largo

Colonia

Colonia

San José

Soriano

Soriano

Las Brujas

Las Brujas

Melo

Melo

Melo

Ombues de

Lavalle

Ombdues de

Lavalle

Santa Clara

Invernada

Invernada

U1301

Sin inocular

SEMIA5080

U1301+U1302

SEMIA5080

U1301+U1302

SEMIA5080

Sin inocular

Sin inocular

Sin inocular

Sin historia

Con historia

Con historia

Con historia

Con historia

Con historia

Con historia

Con historia

Con historia

Con historia
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SO1
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U1302
U1301
CA1
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CL3
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E109
SJ1
SEMIAS08( | Vv

Figura 3.1: Dendrograma basado en perfiles de PCR-BOX usando el método

UPGMA vy el coeficiente de Jaccard de cepas de rizobios naturalizadas y cepas de
referencia de B. elkanii (U1301 y U1302), B. japonicum (E109) y B. diazoefficiens
(SEMIA5080). Las lineas entera y punteada indican el 27% y 45% de similitud
fijado como limite para separar grupos y subgrupos, respectivamente. Los recuadros
marcan los 4 grupos que se distinguen y el namero asignado. En los nodos se

muestra el porcentaje de similitud correspondiente.

3.2. CARACTERIZACION GENETICA

3.2.1. Genes housekeeping

Se lograron obtener amplicones y secuencias de los genes 16S rRNA, atpD, gyrB y
rpoB; mientras que de los genes recA y dnaK no se lograron obtener amplificaciones
de calidad para realizar la secuenciacion a pesar de que se realizaron varios ajustes
en las condiciones de amplificacion. Se observaron grandes diferencias relacionadas
con las cepas en las cantidades de amplicon obtenidos para los genes recA y dnaK por
lo cual es posible que los cebadores utilizados no lograran una correcta hibridacion

en todos los genomas. Para realizar los analisis filogenéticos de las secuencias de
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genes housekeeping se incluyeron secuencias tipo de diferentes especies de
Bradyrhizobium, también se incluyd la cepa Bradyrhizobium sp. UFLA06-06
reportada por de Almeida Ribero et al. (2015) debido a la alta similitud con
secuencias de una de las cepas naturalizadas (CA2), y como grupo externo se
utilizaron secuencias de Sinorhizobium fredii LMG 6218, reportada como

noduladora de soja (Wang et al., 2019).

Del arbol filogenético obtenido con las secuencias del gen 16S rRNA (Figura 3.2) se
destacan dos grupos de interés: uno en el que se encuentran 6 de las cepas
naturalizadas (SO1, CL2, CL1, CA2, CO1 y CAl), las cepas de referencia de B.
elkanii (U1301 y U1302), cepas tipo de B. elkanii, B. brasiliense, B. pachyrizi y B.
ferriligni; otro grupo que incluye 4 cepas naturalizadas (CO2, CL3, SO2 y SJ1) y las
cepas tipo (LMG 6138) y de referencia (E109) de B. japonicum. El valor de boostrap
para el primer grupo fue de 58, mientras que para el segundo de 24. Las cepas de B.
diazoefficiens, SEMIA5080 (referencia) y SEMIA5060 incluida en el andlisis, se
ubican en otra rama mas alejada del arbol filogenético donde no se incluyen cepas
naturalizadas. El andlisis de este gen demuestra una baja capacidad de resolucion a
nivel de especie para el género Bradyrhizobium debido a la falta de discriminacion
entre especies, por ejemplo, cepas tipo de distintas especies: B. elkanii, B pachyrizi y
B. brasiliense se incluyen en un mismo grupo. Estos resultados confirman que el
anélisis de las secuencias del gen 16S rRNA no permite, como ocurre en muchos
géneros, la identificacion de los Bradyrhizobios a nivel de especie, como fue
previamente reportado por otros trabajos (Delamuta et al. 2012, Menna et al. 2009).
Se destaca la coherencia entre la tipologia obtenida por el dendrograma de PCR-
BOX y el gen 16S rRNA, resultado que coincide con los obtenidos por otros autores
(Chibeba et al. 2017, Delamuta et al. 2017). La excepcion es la cepa SO2, que
presentd similitud con las cepas SO1 y CL2 en el dendrograma de PCR-BOX y sin
embargo en el arbol filogenético para el gen 16S rRNA se ubica en el grupo de B.
japonicum junto a las cepas CL3 y SJ1, resultados similares fueron reportados por
Binde et al. (2009).
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67 | SO1 165 rRNA
£y | Bradyrhizobium elkanii U1301* 1635 rRNA
CL1 163 rRNA
CL2 165 rRNA
57 | CO1 16S rRNA
CA2 165 rRNA
Bradyrhizobium elkanii U1302* 16S rRNA

CA1 165 rRNA
62

Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502T 16S rRNA

Bradyrhizobium sp. UFLAOB-06 165 rRNA

40| — Bradyrhizobium brasilense UFLAQ3 321T 16S rRNA

Bradyrhizobium elkanii LMG 6134T 16S rRNA

41 || ! Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T 165 rRNA

tBradyrhizobium lablabi CCBAU 23086T 165 rRNA
Bradyrhizobium jicamae PACES8T 165 rRNA

Bradyrhizobium liaoningense LMG 18230T 165 rRNA
Bradyrhizobium ottawaense strain O099T 16S rRNA

ﬁB‘L Bradyrhizobium canariense LMG 22265T 165 rRNA

—— Bradyrhizobium yuanmingense LMG 21827T 16S rRNA

I- Bradyrhizobium dagingense CCBAU 15774T 16S rRNA

84, CO2 165 rRNA

Bradyrhizobium japonicum E109% 165 rRNA
Bradyrhizobium japonicum LMG 6138T 16S rRNA

CL3 165 rRNA
ga | | 502 165 rRNA

64 - 5J1 165 rRNA

Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5060 165 rRNA
{ Bradyrhizobium diazoefficens SEMIAS080* 163 rRNA
Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T 16S rRNA
Bradyrhizobium iriomotense L EK05T 165 rRNA
I Bradyrhizobium betae LMG 21987T 1635 rRNA
ﬂradyrhizobium arachidis CCBAU 051107T 16S rRNA

24

=]

- Bradyrhizobium cytisi CTAW11T 16S rRNA
87 ' Bradyrhizobium rifense CTAWT1T 165 rRNA
— Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 10732T 16S rRNA
Bradyrhizobium denitrificans LMG 8443T 165 rRNA
Sinorhizobium fredii LMG 6218 16S rRNA

R

oo

Figura 3.2: Arbol filogenético Maximum likelihood construido a partir de secuencias
parciales del gen 16S rRNA de cepas de rizobios naturalizadas, cepas tipo de varias
especies de Bradyrhizobium, Bradyrhizobium sp. UFLAQ6-06, cepas de referencia
usadas en este trabajo (marcadas con *) y grupo externo (Sinorhizobium fredii LMG
6218). Los recuadros marcan los grupos que incluyen las cepas de rizobios

naturalizadas. Se muestran los valores de bootstrap en los nodos correspondientes.
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Para profundizar el estudio de las relaciones filogenéticas de las cepas naturalizadas
y las de referencia se analizaron otros genes housekeeping. En primer lugar, se
analizaran los resultados de los arboles filogenéticos de estos genes individualmente.
La Figura 3.3 muestra el arbol obtenido utilizando secuencias del gen rpoB, la
topologia observada fue similar a la del 16S rRNA, distinguiéndose los mismos dos
grupos donde se ubicaron las cepas naturalizadas. Los resultados obtenidos del
analisis filogenético con las secuencias del gen gyrB (Figura 3.4) mostraron mayor
discriminacion de especies, presentandose un grupo que incluye cepas tipo y de
referencia de B. elkanii y 5 de las cepas naturalizadas (CL1, CA1, CL2, COly SO1)
y otro con cepas tipo y de referencia de B. japonicum donde se ubican 4 cepas
naturalizadas (CO2, SJ1, CL3 y SO2). Se destaca ademas que la cepa naturalizada
CA2, se ubicd separada en otra rama en la cual forma un grupo con la cepa
Bradyrhizobium sp. UFLAO06-06 y la cepa tipo de B. ferriligni. Las cepas
naturalizadas que agrupan con B. elkanii y las que lo hacen con B. japonicum en el
arbol filogenético del gyrB se agruparonde forma similar en el arbol filogenético del
gen atpD (Figura 3.5). El grupo grupo formado por las cepas CA2 y Bradyrhizobium
sp. UFLAO06-06 presenta mayor valor de boostrap en arbol del gen atpD, es
importante aclarar que no se encuentran disponibles en bases de datos secuencias del
gen atpD de cepas de B. ferriligni por lo que no se pudo incluir en el andlisis
secuencias de esta especie. Esto hubiese aportado informacion valiosa ya que la cepa
Bradyrhizobium sp. UFLAQ06-06 se encuentra filogenéticamente relacionada a esta

especie segun en el andlisis del gen gyrB (Figura 3.4).
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Figura 3.3: Arbol filogenético Maximum likelihood construido a partir de secuencias
del gen rpoB de cepas de rizobios naturalizadas, cepas tipo de especies de
Bradyrhizobium, Bradyrhizobium sp. UFLAO06-06, cepas de referencia (marcadas
con *) y grupo externo (Sinorhizobium fredii LMG 6218). Los recuadros marcan los
grupos que incluyen las cepas de rizobios naturalizadas. Se muestran los valores de

bootstrap en los nodos correspondientes.
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Figura 3.4: Arbol filogenético Maximum likelihood construido basado en secuencias
del gen gyrB de cepas naturalizadas, cepas tipo de especies de Bradyrhizobium,
grupo externo (Sinorhizobium fredii LMG 6218), Bradyrhizobium sp. UFLA06-06 y
cepas de referencia (marcadas con *). Los recuadros marcan los grupos que incluyen

las cepas de rizobios naturalizadas. Se muestran los valores de bootstrap en los
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Figura 3.5: Arbol filogenético Maximum likelihood construido basado en secuencias
del gen atpD de cepas naturalizadas, cepas tipo de especies de Bradyrhizobium,
grupo externo (Sinorhizobium fredii LMG 6218), Bradyrhizobium sp. UFLA06-06 y
cepas de referencia (marcadas con *). Los recuadros marcan los grupos que incluyen

las cepas de rizobios naturalizadas. Se muestran los valores de bootstrap en los

nodos correspondientes.

Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 10732T atpD



Al analizar los arboles obtenidos para cada uno de los genes housekeeping por
separado, se destaca que presentan topologias similares, aunque los genes atpD y
gyrB resultaron mas sensibles que los genes rpoB y 16S rRNA, resultado que
concuerda con los obtenidos por de Almeida Ribeiro et al. (2015). Para mejorar el
analisis filogenético de las cepas se realizd la concatenacion de genes housekeeping
aplicando la técnica conocida como multilocus sequence analysis (MLSA). Muchos
trabajos aplican esta metodologia y varian en el nimero e identidad de los genes
utilizados, dentro de los que se incluyen 16S rRNA, recA, ginll, rpoB, dnaK y gyrB
(Chibeba et al. 2017, Delamuta et al. 2017, de Almeida Ribero et al. 2015, Arsese et
al. 2012). Azevedo et al. (2015) proponen que para la técnica de MLSA se utilicen
entre 2 y 6 genes. En este trabajo se concatenaron las secuencias de los genes
16S rRNA, gyrB, rpoB y atpD de las cepas tipo, de referencia y naturalizadas lo que
resulto en un alineamiento de 2251 posiciones. El arbol filogenético obtenido de los
genes concatenados (Figura 3.6) presentd una topologia similar al obtenido para el
gen atpD, aunque se resaltan valores de bootstrap considerablemente mayores lo
cual aporta robustez al analisis y origina resultados mas confiables.

Con el fin de profundizar la caracterizaciéon de la cepa CA2, se aplico la técnica de
MLSA con las secuencias disponibles en GenBank de una mayor cantidad de genes
(16S rRNA, gyrB, rpoB, dnaK 'y recA) de las cepas Bradyrhizobium sp. UFLAQ6-06,
cercana a la cepa CA2, y la cepa tipo B. ferriligni CCBAU51502. En el &rbol
obtenido (apéndice: Figura 6.1) se observa que ambas cepas forman un grupo

claramente diferenciado de las demas especies de Bradyrhizobium.

Por lo tanto, MLSA resultd una metodologia mas robusta que el analisis de genes
Unicos, la cual permiti6 la identificacion de la especie de la mayoria de los
aislamientos. Los resultados obtenidos indican que 5 de las cepas naturalizadas (CL1,
CAl, CO1, CL2 y SO1) pertenecen a la especie B. elkanii, 4 cepas (CL3, CO2, SJ1y
SO2) pertenecen a la especie B. japonicum y la cepa CA2 si bien no pudo ser
identificada a nivel de especie se sugiere que pueda pertenecer a la especie B.
ferriligni debido a que la cepa tipo de esta especie es la mas cercana. Para aumentar

la confiabilidad en la asignacion de especies para las cepas naturalizadas, se
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recomienda la amplificacion, secuenciacion y analisis de genes housekeeping
adicionales a los realizados en este trabajo, por ejemplo, recA, dnaK o ginll. Se
ensay6 la amplificacion de los genes recA y dnaK aunque no se encontraron las
condiciones necesarias para obtener una cantidad suficiente de producto de todas las
cepas para estos genes, es posible que los cebadores utilizados no lograran una

hibridacion suficientemente buena.
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Bradyrhizobium japonicum LMG 6138T
99 L— Bradyrhizobium japonicum E109*
38 Bradyrhizobium betae LMG 21987T
Bradyrhizobium canariense LMG 22265T
67| 75 Bradyrhizobium cytisi CTAW11T
66 Bradyrhizobium rifense CTAW71T
Bradyrhizobium yuanmingense LMG 21827T
34 Bradyrhizobium ottawaense OO99T
21 Bradyrhizobium liaoningense LMG 18230T
Al 4 Bradyrhizobium arachidis CCBAU 051107T
| S— Bradyrhizobium dagingense CCBAU 15774T
8 Bradyrhizobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T
50 25 Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5060
99 - Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA5080*
Bradyrhizobium iriomotense L EKO5T
34 Bradyrhizobium denitrificans LMG 8443T
[ —61|:Bradyrhizobium oligotrophicum LMG 10732T
95 _L— Bradyrhizobium sp. UFLA06-06
CA2
% Bradyrhizobium brasiliense UFLAO3 321T
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T

81 Bradyrhizobium elkanii LMG 6134T

52 |9 CL1

935‘ Bradyrhizobium elkanii U1301*
CA1l

o| Bradyrhizobium elkanii U1302*
co1
vicLe
et SO1

L Bradyrhizobium jicamae PAC68T
100 L—— Bradyrhizobium lablabi CCBAU 23086 T

Sinorhizobium fredii LMG 6218

P

0.020

Figura 3.6: Arbol filogenético Maximum likelihood construido con secuencias
concatenadas de los genes 16S rRNA, gyrB, rpoB y atpD de cepas naturalizadas,
cepas tipo de especies de Bradyrhizobium, grupo externo (Sinorhizobium fredii LMG
6218), Bradyrhizobium sp. UFLA06-06 y cepas de referencia (marcadas con *). Los
recuadros marcan los grupos que incluyen las cepas de rizobios naturalizadas. Se

muestran los valores de bootstrap en los nodos correspondientes.
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La bibliografia presenta numerosos estudios sobre identificacion de rizobios
noduladores de soja en una amplia variedad de suelos en paises como Australia y
Sudafrica (Helene et al., 2020), Argentina (lturralde et al., 2019), Mozambique
(Chibeba et al., 2017), Japén y Filipinas (Tabing Mason et al., 2017), Brasil (de
Almeida Ribero et al., 2015) y Etiopia (Arsese et al,. 2012) los cuales reportan
principalmente cepas de las especies B. elkanii y B. japonicum, las dos especies méas
utilizadas en la formulacion de inoculantes, aunque tambien se reportan cepas de B.
diazoefficiens, Rhizobium radiobacter y Bradyrhizobium sp.. Debido a que en
Uruguay los inoculantes comerciales se formulan con cepas de B. elkanii era
esperable, que la mayoria de las cepas naturalizadas fueran variantes de éstas y
pertenecieran a esta especie. Por otro lado, los resultados mostraron que 4 cepas
naturalizadas pertenecen a la especie B. japonicum y tres de ellas se asemejaron por
su perfil de PCR-BOX a la cepa E109 de B. japonicum utilizada en Argentina. Dos
de éstas cepas fueron aisladas de ensayos de inoculacion donde uno de los
tratamientos inoculados incluia a la cepa E109 por lo que es posible que estas cepas
se originaran de una contaminacion de los tratamientos. Sin embargo, las otras dos
cepas naturalizadas fueron aisladas de sitios con historia de soja donde no se
incluyeron tratamientos inoculados, por lo que las cepas tendrian su origen en
inoculaciones anteriores. Aunque no tenemos conocimiento de la aplicacién de
inoculantes comerciales formulados con cepas de B. japonicum en nuestro pais, no se
descarta la posibilidad de que se hayan utilizado inoculantes provenientes de
Argentina o semillas contaminadas con rizobios de dicho pais, siendo esa la razén
mas factible de explicar la presencia de cepas naturalizadas de esta especie en suelos
uruguayos. Como ya se menciond anteriormente, a pesar de que Lagurara (2018)
comprobé la presencia de la cepa B. diazoefficiens SEMIA5080 en los sitios de
donde provienen los aislamientos utilizados en este trabajo, ninguna de las cepas
naturalizadas pertenece a esta especie posiblemente debido al metodo de seleccion de

cepas naturalizadas.

Se destaca la presencia de una cepa (CA2) de Bradyrhizobium cuya especie no pudo

ser identificada, pero se sugiere que es diferente a las especies utilizadas en los
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inoculantes comerciales de la region. Stepkowski et al. (2005) plantean tres posibles
hipétesis para explicar el origen de cepas en los suelos diferentes a los inoculantes
comerciales aplicados: que fueran introducidas accidentalmente al suelo por semillas
contaminadas o mediante inoculacién utilizando suelos de otra zona, la adquisicion
de genes simbiéticos por parte de cepas nativas mediante transferencia horizontal de
genes, o la presencia de rizobios nativos capaces de nodular una leguminosa de otra
especie. Cualquiera de estas hipotesis es valida para explicar nuestros resultados.
Segun las relaciones filogenéticas encontradas en nuestro trabajo, la cepa CA2 es
cercana a la cepa Bradyrhizobium sp. UFLA06-06 la cual fue aislada de nddulos de
una planta de soja obtenidos de un ensayo utilizando suelo del sudeste de Brasil por
de Almeida Ribero et al. (2015). A su vez, la cepa UFLA06-06 es similar a la cepa
de Bradyrhizobium ferriligni CCBAU51502" aislada de nédulos de Erythriphleum
fordii y reportada como cepa tipo de esta especie por Yao et al. (2015). Aunque la
especie de Bradyrhizobium ferriligni no estd reportada como noduladora de soja
hasta el momento, se sabe que Glycine max (L.) Merr. es una planta promiscua y por
lo tanto puede nodular con una gran variedad de especies por lo que es altamente

probable que pueda hacerlo también con cepas de esta especie (Wang et al., 2019).

3.2.2. Genes simbiodticos

Para evaluar las relaciones filogenéticas de las cepas naturalizadas a nivel simbi6tico
y estudiar el posible origen de la capacidad de fijar N, y nodular soja, se
amplificaron y secuenciaron el gen nifH que codifica el componente Il de la
nitrogenasa, y la region intergénica nodD-nodA conocida como nodY/K
probablemente relacionada con la sintesis de factores Nod. El analisis filogenético de
los genes nifH y nodY/K incluy6 ademas de las cepas de referencia y naturalizadas,

otras secuencias publicadas de varias cepas y especies de Bradyrhizobium.

En el arbol obtenido para el gen nifH (Figura 3.7) se observa que las cepas de B.
elkanii secuenciadas en nuestro trabajo (U1301, U1302, SO1, CL2, CO1, CAl y
CL1) forman un grupo en el que se incluyen otras cepas reportadas de esta especie y

también la cepa CA2 de Bradyrhizobium sp.. Si bien la cepa CA2 result6 cercana a
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B. elkanii en el analisis de genes housekeeping no pertenece a esta especie. Por otro
lado, la cepa de referencia de B. ferriligni, especie a la que posiblemente pertenece
la cepa CA2, se diferencia de esta y de las cepas de B. elkanii en el arbol del gen
nifH. La secuencia del gen nifH de la cepa de Bradyrhizobium sp. UFLA06-06 no se
incluyo en este analisis debido a que el nimero de nucle6tidos que alineaban con ella
era bajo (253); sin embargo, se incorporé en el arbol complementario presentado en
el apéndice (Figura 6.2) en el que se observa que ambas cepas CA2 y UFLA06-06
aisladas de nddulos de soja agrupan con las demas cepas naturalizadas identificadas
como B. elkanii. Ademas, es interesante notar que cepas reportadas de B. elkanii
(SEMIA 6077 y SBR7A) se distribuyen en otras ramas del arbol. Por otro lado, las
demas cepas de B. japonicum secuenciadas en este trabajo (E109, CL3, SO2, CO2 y
SJ1) y la cepa de B. diazoefficiens SEMIA5080 formaron un Unico grupo junto con
otras secuencias disponibles de cepas de B. japonicum. Se destaca que no existen
diferencias entre las cepas naturalizadas y de referencia pertenecientes a un mismo
grupo. Un resultado similar se obtuvo para el arbol de la region intergénica nodD-
nodA, gen nodY/K (Figura 3.8), donde se observan dos grupos uno: integrado por las
cepas de B. elkanii y otro por cepas de B. japonicum y B. diazoefficiens. No se logro
una secuencia de buena calidad para la cepa CL3 por lo que no se incluyo en el
andlisis. El resultado observado para nodY/K presenta mas variabilidad entre las
cepas en el grupo de B. japonicum respecto al obtenido para el nifH y la diferencia
entre los grupos de las especies B. elkanii, incluida Bradyrhizobium sp. CA2, y B.
japonicum es considerablemente mayor, lo cual resulta interesante en la evaluacion
de la diversidad de poblaciones de rizobios noduladores de soja (Delamuta et al.
2017, Arsese et al. 2012). Al igual que en el arbol construido con las secuencias del
gen nifH, también se observa una cepa de B. elkanii (SBR7A) que no se incluye en el

grupo formado por las demas cepas de esta especie.
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CAL1 nifH
CL1 nifH
CO1 nifH
CL2 nifH
95 | CA2 nifH
Bradyrhizobium elkanii U1301* nifH
Bradyrhizobium elkanii U1302* nifH
P | | Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5011 nifH
Bradyrhizobium elkanii SBR2B nifH
S01 nifH
86 Bradyrhizobium elkanii USDA76T nifH
Bradyrhizobium ferriligni strain CCBAU 51502T nifH
90 —— Bradyrhizobium pachyrhizi LMG 24246T nifH
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 6077T nifH

73 Bradyrhizobium yuanmingense SR42 nifH
_:radyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071T nifH
Bradyrhizobium yuanmingense CIR20 nifH
93 Bradyrhizobium japonicum SBR10A nifH
Bradyrhizobium japonicum USDAG6T nifH
Bradyrhizobium japonicum E109* nifH
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA5080* nifH
99 | SJ1 nifH
CO2 nifH
CL3 nifH
SO2 nifH

98

Bradyrhizobium elkanii SBR7A nifH
Bradyrhizobium jicamae LMG 24556T nifH
99 Bradyrhizobium denitrificans LMG 8443T nifH
93 Bradyrhizobium canariense BTA-1T nifH

|
0.020

Figura 3.7: Arbol filogenético de Maximum likelihood de gen nifH de cepas
naturalizadas, cepas Bradyrhizobium disponibles en GenBank, y cepas de referencia
(marcadas con *). Los recuadros marcan los grupos que incluyen las cepas de
rizobios naturalizadas. Se muestran los valores de bootstrap en los nodos

correspondientes.

Los genes involucrados en la fijacion de nitrégeno (nif) han coevolucionado con los
genes de nodulacion de plantas leguminosas (nod) (Lloret y Martinez-Romero,
2005). Varios estudios han reportado una filogenia similar para los genes nifH, nifD,
nodA, nod C, nodD y/o nodY/K (Tartaglia et al. 2019, Delamuta et al. 2017, Tabing

Mason et al. 2017, Arsese et al. 2012). Nuestros resultados coinciden con los
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reportados por estos estudios, los arboles de los genes nifH y nodY/K son similares
para las cepas estudiadas observandose dos grupos, uno con cepas de B. elkanii y

otro que incluye cepas de B. japonicum y B. diazoefficiens.

CL1 nodYK
SO1 nodYK
CA1 nodYK
65| CO1 nodYK
CL2 nodYK
CA2 nodYK
Bradyrhizobium elkanii U1301* nodYK
Bradyrhizobium elkanii U1302* nodYK
Bradyrhizobium elkanii SBR2B nodYK
Bradyrhizobium elkanii SBR7A nodYK
Bradyrhizobium yuanmingense CIR20 nodYK
SJ1 nodYK

CO2 nodYK

Bradyrhizobium japonicum SEMIA 512 nodYK
65 || Bradyrhizobium japonicum E109* nodYK

. Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA5080* nodYK
SO2 nodYK
Bradyrhizobium japonicum SBR10A nodYK

99

100

0.050

Figura 3.8: Arbol filogenético de Maximum likelihood de region intergénica nodD-
nodA (nodY/K) de cepas naturalizadas, cepas Bradyrhizobium disponibles en
GenBank, y cepas de referencia (marcadas con *). Los recuadros marcan los grupos
qgue incluyen las cepas de rizobios naturalizadas. Se muestran los valores de
bootstrap en los nodos correspondientes. No se obtuvo una secuencia de calidad

suficiente para el gen nodY/K de la cepa CL3 por lo que no se incluyé en el analisis.

Los genes de fijacién y nodulacién conocidos como genes simbioticos se encuentran
en islas simbidticas las cuales estan presentes en plasmidos o en el cromosoma, este
ultimo es el caso para el género Bradyrhizobium (Kaneko et al., 2011). Se ha
encontrado que estas islas simbidticas tienen una alta cantidad de inserciones y son
afectadas por una alta tasa de transferencia horizontal de genes. Por otro lado, varios
trabajos proponen un origen monofilético de los genes simbioticos en el género

Bradyrhizobium (Arsese et al. 2012, Menna y Hungria 2011). En nuestro caso
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particular, se obtuvo una concordancia entre la filogenia obtenida para los genes
concatenados y para los genes simbidticos para las cepas de las especies B. elkanii y
B. japonicum, lo que sugiere que en las cepas naturalizadas estudiadas en este trabajo
los genes simbidticos derivaron de los ancestros pertenecientes a estas especies. Los
resultados sugieren firmemente que las cepas naturalizadas de la especie B. elkanii
provienen directamente de las cepas utilizadas en inoculantes comerciales de
Uruguay (U1301 y U1302), mientras que para las pertenecientes a B. japonicum
podrian haber evolucionado de la cepa E109 u otra cepas de esta especie, y tienen
una mayor taza de mutacién. Adicionalmente, se observan secuencias de cepas
identificadas como B. elkanii (SEMIA6077 y SBR7A) aisladas de nddulos de soja
reportadas por otros autores no incluidas en nuestro grupo las cuales posiblemente
hayan adquirido sus genes simbidticos de otras especies de rizobios.

Por otro lado, los genes simbidticos de la cepa Bradyrhizobium sp. CA2 agrupan con
las pertenecientes a la especie B. elkanii. Esta cepa en los genes 16S rRNA, rpoB y
gyrB es cercana a la cepa de B. ferriligni CCBAU 5102 cuya secuencia de gen nifH
no se encuentra dentro del grupo de B. elkanii y la cual no fue aislada de nddulos de
soja. Debido a lo anteriormente descrito se plantea la hipotesis de una posible
transferencia horizontal de genes simbidticos desde cepas de la especie B. elkanii

noduladoras de soja hacia la cepa de B. ferriligni presente en el suelo.
3.3. EFICIENCIA SIMBIOTICA

3.3.1. Ensayo en condiciones gnotobioticas: Magentas

Como primera fase se realizd un ensayo de crecimiento de plantas de soja (variedad
Nidera 5909) en condiciones controladas utilizando como sustrato arena esteril en el
cual las 14 cepas inoculadas en cada tratamiento son el factor diferencial. Las plantas
se mantuvieron en las condiciones O6ptimas (temperatura, luz/oscuridad y
disponibilidad de nutrientes) para desarrollar su potencial de fijacion de nitrogeno.
Los resultados obtenidos al medir los parametros de nodulacién y biomasa de este
ensayo se presentan en el Cuadro 3.2. Los tratamientos inoculados con las cepas de

B. elkanii y la cepa Bradyrhizobium sp. CA2 presentaron valores significativamente
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mayores en el nimero de nodulos (NN) respecto a los de las cepas de B. japonicum y
B. diazoefficiens. EI PSN de los tratamientos inoculados con las cepas de B. elkanii
resultd estadisticamente mayor o igual a las cepas B. japonicum y B. diazoefficiens.
Los mayores valores para ambos parametros de nodulacion se obtuvieron con la
inoculacion de la mezcla de cepas comerciales de Uruguay U1301:U1302; siendo las
cepas CL2 y CALl de B. elkanii estadisticamente iguales a ella en el caso del NN y
para el PSN igual a los obtenidos por 5 cepas naturalizadas (CL2, SO1, CA1, CA2,
CL1). Por otro lado, el NN fue significativamente superior en todos los tratamientos
inoculados respecto a los controles sin inocular, un resultado similar se observa para
el PSN, excepto por la cepa SO2 que presentd una biomasa nodular muy baja que
resulto estadisticamente igual al control sin nitrogeno (SN), el cual debido a una

contaminacion presentd algunos nodulos.

Cuando analizamos los parametros de biomasa: peso seco de la parte aérea (PSPA),
peso seco de la raiz (PSR) y peso seco total (PST), el valor estadisticamente superior
corresponde al CN en todos los parametros. Al igual que en los pardmetros de
nodulacién, entre los tratamientos inoculados los mayores valores de PSPA, PSR y
PST correspondieron al tratamiento inoculado con la mezcla comercial de Uruguay
U1301:U1302 el cual resulto estadisticamente igual a 4 cepas naturalizadas de B.
elkanii (CA1, SO1, CL1 y CL2) para PSPA, y a las cepas CL1, CL2, CAly CO1
para PST. Contrariamente, las restantes 6 cepas naturalizadas (B. elkanii CO1,
Bradyrhizobium sp. CA2, y B. japonicum CL3, SJ1, CO2, SO2) y 2 cepas de
inoculantes comerciales utilizados en la region (E109 y SEMIA5080) presentan
valores de PSPA estadisticamente igual a SN. Es importante recordar que el
tratamiento SN a pesar de estar nodulado, presenté bajo NN y PSN, y menos de la
mitad de PSPA que el tratamiento inoculado con la mezcla U1301:U1302. Por lo
tanto, los tratamientos inoculados que fueron iguales al control SN, si bien no
podemos decir que son cepas ineficientes, podemos afirmar que presentaron la menor
eficiencia simbidtica. Los resultados para el PST fueron similares, las cepas
naturalizadas de B. japonicum y la cepa CA2 presentaron valores iguales al control
SN. Se observd una estratificacion de los valores de los parametros de biomasa por

especie de rizobio inoculada, con tendencia a mayores valores en los tratamientos
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inoculados con cepas de B. elkanii respecto a B. japonicum y B. diazoefficiens
aunque no existan diferencias significativas entre la mayoria de los tratamientos.
Ademas, el tratamiento inoculado con la cepa CA2 de Bradryrhizobium sp. mostrd

valores de estos parametros que se asemejan a las cepas de B. elkanii.

También se determinaron el porcentaje de nitrogeno en la parte aérea (%N) y el
nitrdgeno total en parte aérea (NTPA), cuyos resultados se muestran en el Cuadro
3.3. La mayoria de los tratamientos no presentaron diferencias significativas con el
CN, excepto por SN y los inoculados con las cepas B. diazoefficiens SEMIA5080 y
B. japonicum (CO2 y SO2). Al analizar los datos de NTPA se observa que el CN
present0 un valor significativamente superior a los demas tratamientos, seguido por
el grupo de tratamientos inoculados con las cepas de B. elkanii: mezcla
U1301:U1302, CL2, CAl, CL1y SO1. Contrariamente, las cepas naturalizadas de B.
japonicum CL3, CO2, SO2 y las 2 cepas de inoculantes comerciales utilizados en la
region (E109 y SEMIA5080) presentan valores de NTPA estadisticamente igual a
SN. Nuevamente, se observa una tendencia de las cepas de B. elkanii a tener valores
superiores que las cepas de B. japonicum para el caso del NTPA.

El coeficiente de Spearman calculado entre las variables: NN, PSN, PSPA, PSR,
PST, %N y NTPA (apendice: Cuadro 6.3) mostré que casi todas las variables
tuvieron una alta correlacion con las demas (p<0,05), excepto por el PSN con PSR
(p=0,10) y PSR con %N (p=0,06). Iturralde et al. (2019) encontraron al igual que
nosotros correlaciones entre PSN y PSPA, PSN y %N, pero no entre PSN y PSR, y
también obtuvieron una correlacion entre %N y PSR mientras que nosotros no

tuvimos una correlacion significativa (p=0,06) entre estos parametros.
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Cuadro 3.2: Numero de nodulos (NN), peso seco de los nddulos (PSN), peso seco

de la raiz (PSR), peso seco de la parte aérea (PSPA) y peso seco total (PST) de

plantas de soja crecidas en condiciones gnotobioticas (Magentas) inoculadas con

cepas de rizobios naturalizadas y de referencia y controles sin inocular, cosechadas a

los 28 dias.
Tratamiento PSR(zg) PSPA(g) PST(g)
SN 132 | 0,032 0,48abe 0,852 1.42=
CN 0 - 1,524 4 32f 5.84f
B. elkanii U1301:U1302 94f | 026" 0.60b< WELS 2,742
B. elkanii SO1* 79¢ | 02288 | 0,542bc [ 2,065
B. elkanii CL1* 7142 | 0 21%k | 0 65¢ s 2 464
E. elkanii CA1* g1ef [ 20efER |  50abc 177 2 49de
B. elkanii COL* 674 | 0,184 | 0 502bc 1,242be LR
B. elkanii CL2* g2ef [ pass | [ 53abc i gheia A qqeede
Bradyrhizobium sp. CA2* 72d= | 0 21=fk | 0 372 1,168k 1.86zbe
B. japoniciom E109 52¢ | 0,12k 0,560 (),0g=b 1,692bs
E. japonicum CL3* 320 | (0 14bed= | 0 382 1.08sb 1.60zbe
B. japoniciom CO2* 38k | 0.10b= () 44sb 1,052k 1.602bs
B. japonicum SJ1* 54¢ | 0. 16°4:f | ) 302 1,052k 1,58abe
B. japonicum SO2* 34k | 0.09=b 0,392 0.90= 1382
B. diacoefficiens SEMIAS080 | 51¢ | 0,13b<d | 0 43P 0912 1 474k

Los valores representan la media (n=5). Letras distintas en cada columna indican

diferencias significativas (LSD-Fisher p<0,05). Los tratamientos incluyen: control

sin inocular y sin nitrogeno (SN); control con nitrogeno (CN); cepas de referencia: B.
elkanii U1301:U1302, B. japonicum E109 y B. diazoefficiens SEMIA5080 y cepas

naturalizadas (*).
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Cuadro 3.3: Porcentaje de nitrogeno en parte aérea (%N) y nitrogeno total en parte
aérea (NTPA), de plantas de soja crecidas en condiciones gnotobidticas (Magentas)

inoculadas con cepas de rizobios naturalizadas y de referencia y controles sin

inocular, cosechadas a los 28 dias.

Tratamiento NTPA(mg)
SN 1152 101=
CN 2,594 1485
B. elkanii U1301:U1302 2.45%4 440¢=

B. elkanii SO1* 2,484 33Qdets
B. elkanii CL1* 2, 18bed 360%
B. elkanii CA1* 2,324 3941
B. elkanii CO1* 2474 3Q5edef
B. elkanii CL2* 2514 402f
Bradyrhizobium sp. CA2* 2,374 304cdef
B. japonicum E109 2.2]bed 2042be
B. japoniciom CL3* 1,98bd 214zbed
B. japonicum CO2* 1.422b 1592k
B. japonicum SJ1* 2,374 LoeEE
E. japonicum SO2* 1.072 1002
B. dia-oefficiens SEMIAS080 | 1.70zb: 15520

Los valores representan la media (n=5). Letras distintas en cada columna indican
diferencias significativas (LSD-Fisher p<0,05). Los tratamientos incluyen: control
sin inocular y sin nitrégeno (SN); control con nitrogeno (CN); cepas de referencia: B.
elkanii U1301:U1302, B. japonicum E109 y B. diazoefficiens SEMIA5080 y cepas
naturalizadas (*).

Con el fin de simplificar la interpretacion de los resultados del conjunto de las
variables mas relevantes, se realizé un analisis de componentes principales (PCA)
con los parametros: NN, PSN, PSA 'y NTPA (Figura 3.9). El componente principal 1
(CP1) explica un 92,5% de la variabilidad. EI PCA muestra una clara diferencia entre
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los tratamientos inoculados con cepas de B. elkanii, y los inoculados con cepas de B.
japonicum debido a que los puntos correspondientes a los tratamientos inoculados
con las cepas de B. elkanii se ubican a la derecha respecto al CP1 y presentaron
valores superiores para estas variables que los inoculados con las cepas de B.
japonicum, que se ubican a la izquierda respecto al CPl. Los tratamientos
correspondientes a las cepas Bradyrhizobium sp. CA2 y B. diazoefficiens
SEMIA5080 se encuentran cercanos a las especies B. elkanii y B. japonicum,
respectivamente. Adicionalmente, los resultados del test de ANOSIM (apéndice:
Cuadro 6.5) mostraron una diferencia significativa entre el grupo formado por los
tratamientos inoculados con cepas de B. elkanii y el de B. japonicum, ademas que se
observa que B. japonicum y B. diazoefficiens no difieren entre si, al igual que
tampoco lo hacen Bradyrhizobium sp. CA2 con B. elkanii.

Los resultados obtenidos en este trabajo destacan la mayor eficiencia simbidtica
medida en condiciones gnotobioticas de las cepas de B. elkanii U1301:U1302 usadas
en los inoculantes comerciales de Uruguay en comparacién con las cepas B.
japonicum E109 usada en Argentina y la cepa B. diazoefficiens SEMIA5080 usada
en Brasil. Varios trabajos reportan la evaluacién de la eficiencia simbi6tica de cepas
comerciales en ensayos con condiciones similares a las nuestras utilizando sustrato
estéril, siendo sorprendente la variabilidad de resultados obtenidos. de Paiva Barbosa
et al. (2017) reportaron mayor NN y PSPA en plantas inoculadas con las cepas
comerciales de B. elkanii U1301 y U1302 que en las inoculadas con las cepas B.
japonicum SEMIA5079 y B. diazoefficiens SEMIA5080, ademas el tratamiento
inoculado con la cepa de B. diazoefficiens result6 significativamente menor que las
demés para los pardmetros PSN y PST. Lo cual concuerda con los resultados que
obtuvieron OKito et al. (2004): valores significativamente superiores de PSN para la
cepa B. elkanii U1302 frente a B. diazoefficiens SEMIA5080. Los resultados de
eficiencia simbidtica de cepas comerciales reportadas en estos trabajos son
coincidentes con los obtenidos en el nuestro en el sentido que las cepas de B. elkanii
U1301 y U1302 presentaron mayores valores de NN, PSN y PSPA que la cepa B.
diazoefficens SEMIA5080.
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Figura 3.9: Biplot del andlisis de componentes principales (PCA) de los datos
obtenidos del ensayo en condiciones gnotobioticas (Magentas). Los puntos amarillos
corresponden a los tratamientos control (SN y CN), los puntos azules a cepas de B.
elkanii (U1301:U1302, CA1, CL1, CL2, SO1, CO1), los puntos naranjas a B.
japonicum (E109, CL3, CO2, SO2 y SJ1), el punto rojo a B. diazoefficiens
SEMIA5080 y el punto violeta a Bradryrhizobium sp CA2. Se muestran los
autovectores de las variables numero de nodulos (NN), peso seco de los nodulos
(PSN), peso seco de parte aérea (PSPA) y nitrogeno total en parte aérea (NTPA).

Lagurara (2018) realiz6 dos ensayos en condiciones axénicas utilizando el mismo
protocolo que nosotros, cuyos resultados difieren de los nuestros, en el primero no se
encontraron diferencias significativas entre el tratamiento inoculado con la mezcla de
B. elkanii U1301:U1302, la cepa de B. japonicum E109 y la cepa de B. diazoefficiens
SEMIA5080, mientras que en el segundo la cepa SEMIA5080 presentd un PSPA

significativamente mayor que la mezcla. Lo anterior concuerda con los resultados
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reportados por Chibeba et al. (2017), donde la cepa de B. diazoefficiens SEMIA 5080
presenté mayor biomasa aérea comparado con las cepas comerciales de B. japonicum
SEMIA5079 y B. elkanii U1301 y U1302. Por otro lado, Ferreira y Hungria (2002)
no encontraron diferencias significativas en NN, PSPA y NTPA al evaluar las cepas
B. japonicum SEMIA5079, B. elkanii U1302 y B. diazofficiens SEMIA5080.

El ensayo en condiciones gnotobidticas es una herramienta rapida y practica que
permite evaluar y comparar la eficiencia simbidtica de un alto nimero de cepas
simultaneamente y permite a los rizobios expresar su mayor potencial de fijacion de
N, debido a que las plantas crecen en condiciones donde el nitrégeno es la principal
limitante en su desarrollo. Sin embargo, dada la alta variabilidad de los resultados
reportados en la bibliografia utilizando las mismas cepas en condiciones ambientales
similares a las del presente trabajo, e incluso entre el presente trabajo y el de
Lagurara (2018) en los que se utilizd el mismo protocolo, se deben considerar los
resultados dependientes de las variables que afectan el sistema. Las diferencias
encontradas en los resultados podrian ser explicadas por factores como por ejemplo
que se utilizaron diferentes variedades de soja o cambios en la eficiencia simbiotica
de la cepa. Chibeba et al. (2017) encontraron diferencias significativas en varios
parametros de eficiencia simbiética al evaluar distintas variedades utilizando una
misma cepa. Ademas, Ribeiro Torres y Kaschuk (2012) reportaron la generacion de
variantes de cepas de B. japonicum en condiciones axénicas con eficiencia simbiotica
diferente a la cepa progenitora. Otra posible explicacién podria ser diferencias en el
disefio del ensayo como la cantidad de dias de crecimiento de las plantas o la

concentracion de rizobios aplicada en los indculos.

Los resultados del presente trabajo reafirman la importancia de evaluar cepas
naturalizadas debido a su potencial simbidtico ya que se demostr6 un buen
desempefio simbidtico de varias de las cepas naturalizadas de B. elkanii (SO1, CL1,
CAl y CL2), cuyos parametros de nodulacién, biomasa y contenido de nitrogeno
fueron estadisticamente iguales a la mezcla de cepas utilizadas en los inoculantes
comerciales de Uruguay: B. elkanii U1301:U1301. En este sentido, varios trabajos

reportan la evaluacion en condiciones axénicas de cepas naturalizadas aisladas de
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nodulos de soja o de colecciones de rizobios adaptadas al suelo, dentro de las cuales
predominan las pertenecientes a las especies B. elkanii, B. japonicum y B.
diazoefficiens. Algunas de ellas presentaron destacable capacidad de nodulacion y/o
produccion de biomasa. Chibeba et al. (2017) evaluaron cepas comerciales (B.
elkanii U1301 y U1302, B. japonicum SEMIA5079 y B. diazoefficiens SEMIA5080)
y cepas naturalizadas de Mozambique (tres B. elkanii, dos B. japonicum y una B.
diazoefficiens), obteniendo un mayor PSN para dos cepas de B. elkanii y una de B.
japonicum que las cepas comerciales, y se destacaron una cepa de B. elkanii y las de
B. japonicum que obtuvieron mayor PSPA que cepas comerciales de B. elkanii pero
igual a las de B. diazoefficiens y B. japonicum. De forma similar, el trabajo realizado
por lturralde et al. (2019) evalué el efecto de la inoculacion de tres cepas
naturalizadas de las especies B. japonicum y dos B. elkanii aisladas de suelos de
Argentina y de la cepa comercial B. japonicum E109, en sus resultados se destaca
una cepa naturalizada de B. japonicum por obtener el mayor NN que las demas cepas
incluida E109, otra cepa de B. japonicum presentd el mayor valor de PSPA pero no
fue estadisticamente diferente a la mayoria de las cepas y en cuanto al %N se
destacan dos cepas de B. japonicum y la comercial E109 por su valor
significativamente superior. Por otro lado, Ferreira y Hungria (2002) estudiaron una
gran cantidad de cepas aisladas de suelos brasileros, dentro de las cuales
caracterizaron genéticamente a 8 cepas (4 B. japonicum y 4 B. elkanii); los resultados
gue obtuvieron muestran una alta homogeneidad en los pardmetros de eficiencia
simbidtica (NN, PSN, PSPA y NTPA) de las cepas caracterizadas sin observar
diferencias significativas entre ellas ni con las cepas comerciales (B. elkanii U1301 y
U1302, B. japonicum SEMIA5079 y B. diazoefficiens SEMIA5080).

Otra observacion interesante de nuestro trabajo, es la diferenciacion entre especies,
donde las cepas de B. elkanii se desempefiaron mejor que las de B. japonicum.
Resultado que es contrario a lo reportado por Hungria et al. (1998) quienes evaluaron
cepas de rizobios comerciales y adaptadas a suelos brasileros, 5 pertenecientes a B.
japonicum y 15 de B. elkanii, y sugieren que las cepas de B. japonicum tienen una

mayor capacidad de fijar nitrdgeno en soja que las pertenecientes a la especie B.
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elkanii. Al respecto, es relevante resaltar que la alta semejanza encontrada en la
eficiencia simbidtica de cepas de la misma especie en el presente trabajo, reafirma la
idea de que las cepas naturalizadas derivan de las cepas de inoculantes comerciales
aplicados, especialmente en el caso de B. elkanii recomendados en Uruguay para las
cuales las secuencias de genes evaluados presentaron mayor similitud entre cepas.
Ribeiro Torres y Kaschuk (2012) observaron que la mayoria de las variantes de una
cepa de rizobios tienen un comportamiento simbidtico en condiciones axénicas
similar a la cepa progenitora. Adicionalmente, la clara diferenciacién entre las
secuencias de los genes simbidticos entre el grupo de cepas de B. japonicum y B.
elkanii también es apoyada por un comportamiento similar en condiciones
gnotobidticas. En este sentido, se destaca que la cepa Bradyrhizobium sp. CA2 y B.
diazoefficiens SEMIA5080 se agruparon tanto en los arboles de los genes simbiéticos

como en el PCA con las especies B. elkanii y B. japonicum, respectivamente.

3.3.2. Ensayo en condiciones semicontroladas: Invernaculo

Para aumentar la complejidad del sistema y evaluar entre otras cosas la capacidad de
competencia de las cepas frente a la microbiota del suelo y la adaptacion a las
propiedades fisicoquimicas, se realiz6 un ensayo en invernaculo utilizando como
sustrato un suelo con alta carga de rizobios (1,09x10" NMP de rizobios capaces de
nodular soja/g de suelo) y historia reciente de cultivo de soja mezclado con arena

estéril (1:2), y plantas de soja de la variedad Nidera 5909.

Los resultados de nodulacion y biomasa obtenidos en estas condiciones se presentan
en el Cuadro 3.4. Los resultados obtenidos mostraron una gran variabilidad entre
tratamientos tanto en el nimero de nddulos (NN) como en el peso seco de los
nodulos (PSN). Se destacan los tratamientos inoculados con U1301:U1302, SJ1 y
CO2 por su alto NN, y en el caso del PSN los mayores valores correspondieron a
SJ1, CO2 y SO2. Es interesante resaltar que las cepas SJ1, CO2 y SO2 pertenecen a
la especie B. japonicum, lo que resulta contrario al comportamiento de las cepas de
esta especie en el ensayo de magentas. Otro resultado no esperado fue los altos
valores obtenidos para el control con nitrogeno (CN) que se ubicé dentro de los

mayores valores de nodulacion, a pesar de que una alta concentracion de nitrogeno
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en el suelo deberia inhibir la nodulacion (McCoy et al., 2018). En este sentido, nos
planteamos la hip6tesis de que la dosis de nitrégeno fue demasiado baja y favorecio
la nodulacién. Por otro lado, el control sin nitrdgeno (SN) presenté valores de PSN
que no fueron significativamente diferentes a algunos tratamientos inoculados, lo que
demuestra la capacidad de nodulacion de la poblacién de rizobios presente en el

suelo.

Los parametros de biomasa también mostraron variabilidad entre las cepas de la
especie B. elkanii y B. japonicum. En el caso de peso seco de la parte aérea (PSPA)
se destacan la cepa SJ1 de B. japonicum y la CL1 de B. elkanii con valores
significativamente superiores a la mezcla de inoculantes comerciales de Uruguay,
U1301:U1302, e iguales al control CN. También es interesante resaltar que la
mayoria de los tratamientos inoculados, excepto el de la cepa B. japonicum SJ1,
tienen valores de PSPA estadisticamente iguales al control SN, lo que demuestra la
elevada eficiencia simbidtica de la poblacién de rizobios presente en el suelo. Por
otro lado, se observa una relativa homogeneidad en los valores de peso seco de raiz
(PSR), no existiendo diferencias significativas entre los tratamientos con excepcién
de los tratamientos inoculados con las cepas CAl, E109 y SO1 tuvieron valores
significativamente menores al de la mezcla U1301:U1302. En cuanto al peso seco
total (PST), todos los tratamientos resultaron estadisticamente iguales a la mezcla de
cepas comerciales U1301:U1302, este tratamiento junto a dos cepas naturalizadas de
B. elkanii, la cepa de Bradyrhizobium sp CA2 y tres de las cepas de B. japonicum

fueron estadisticamente igual al CN.
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Cuadro 3.4: Numero de nodulos (NN), peso seco de los nddulos (PSN), peso seco
de la raiz (PSR), peso seco de la parte aérea (PSPA) y peso seco total (PST), de

plantas de soja crecidas en suelo:arena (1:2) inoculadas con cepas de rizobios

naturalizadas y de referencia y control sin inocular, cosechadas a los 40 dias.

Tratamiento PSR(g) PSPA(g) PST(g)
SN 97= 0,512k | 4.69%=d | 12 76%b<d | 17 2220
CN 168¢ 0,80 3.16%¢ | 1323%d= | 19 534
B. elkanii U1301:U1302 173¢ 0.67df | 511°d | 12,323bc [ 18 2Qsbed
B. elkanii SO1* 147#f | 0 68d=fe | 3 792 11,852 | 16332
B. elkami CL1* 012 0.58bed | 4 51sbed | 14 069 | 19,12°d
B. elkanii CA1* 116¢ 0.50%° | 403 12 40P | 16,74=>
B. elkanii CO1* 114bc [ D61=de | 4 59abed 11D Fpabed | |7 73abed
B. elkanii CL2* 125¢4 | 0 442 4 4]3bcd (199 558kc | |7 4gabe
Bradyrhizebium sp. CA2* 124=4 | 0604 5274 12.032bs | 17 8Q=bed
B. japonicim E109 120¢ 0 55be 3. 802k 12 728bed | 16 7520
B. japonicum CL3* 1369 | 0.71%f2 | 4 18sbe | 12 ppEbed | 17 558be
B. japonicum CO2* 162¢ 0,76fR | 4 10sbe | 12 7@abed | 18 34bed
B. japonicum SJ1* 163 0,80k 4 53=bed | 14 3]= 18,994
B. japornicim SO2* 144# 0,79=k 4372be | 13 (0Qbede | 18 21bed
B. diacoefficiens SEMIAS080 | 102=® | 0 533bc | 4 44sbed | 11 602 16,612

Los valores representan la media (n=5). Letras distintas en cada columna indican
diferencias significativas (LSD-Fisher p<0,05). Los tratamientos incluyen: control
sin inocular y sin nitrogeno (SN); control con nitrogeno (CN); cepas de referencia: B.
elkanii U1301:U1302, B. japonicum E109 y B. diazoefficiens SEMIA5080 y cepas
naturalizadas (*).

Adicionalmente se midieron parametros relacionados con el contenido de nitrégeno
que incluyen la diferencia de N respecto del aire (8"°Nai), €l porcentaje de
nitrogeno en parte aérea (%N) y el nitrogeno total en parte aérea (NTPA) y los

resultados obtenidos se presentan en el Cuadro 3.5. Es importante aclarar que
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debido a un error durante el desarrollo del ensayo se regaron las plantas no fijadoras
con nitrégeno, lo que nos impidid utilizarlas como referencia para el calculo del
porcentaje de nitrogeno derivado de la atmosfera (%Ndfa) (Unkovich et al., 2008).
Adicionalmente, el método para calcular el %Ndfa requiere el dato de un coeficiente
“B” el cual depende entre otras cosas de los rizobios que ocupan los nodulos y
realizan la FBN, ese dato no pudo ser determinado debido a que el suelo utilizado en
este ensayo posee una poblacion de rizobios desconocida (Pauferro et al., 2010). Por
lo anteriormente expresado, se usé el valor de 8N,ire como estimador de la
eficiencia simbidtica ya que un valor mas negativo se relaciona con una mayor
cantidad de nitrogeno proveniente de la atmdsfera. Los tratamientos con valores de
8"N.ire menos negativos fueron los controles sin inocular lo que sugiere una mayor
adquisicion de nitrogeno del suelo. El tratamiento CN presento elevada nodulacion y
8" Naire por lo que este resultado indica que si bien el N no inhibié la nodulacién
estaria inhibiendo en parte la fijacion, lo que explicaria que en este tratamiento el
nitrégeno provenga en menor proporcion del aire que en los tratamientos inoculados.
A su vez, los tratamientos inoculados que mostraron mayor proporcion de N
adquirido del aire que los controles fueron: U1301:U1302, las cepas naturalizadas
CL1, CAl y CL2 de B. elkanii, la cepa Bradyrhizobium sp. CA2 y la cepa B.
japonicum SJ1; lo que indicaria una alta eficiencia simbidtica en estas cepas. Todos
los tratamientos inoculados con las cepas comerciales (mezcla U1301:U1302, E109 y
SEMIA5080) presentaron valores altos de %N, mientras que los inoculados con las
cepas de B. japonicum SJ1 y B. elkanii CL1 se encuentran dentro de los valores mas
bajos, significativamente menores a los de U1301:U1302. Este resultado contrasta
con el valor significativamente superior obtenido en el PSPA y sugiere la posibilidad
de que el nitrégeno no sea el factor determinante en el aumento del PSPA para estos
tratamientos. Los tratamientos inoculados con las cepas comerciales de B. japonicum
E109 seguido de la mezcla de B. elkanii U1301:U1302 mostraron los valores mas
altos para NTPA, que a su vez fueron similares al CN. Se destaca que los
tratamientos inoculados con las cepas naturalizadas SO2, CO2, SJ1 y CL2, la

mayoria de B. japonicum, fueron estadisticamente similares a el inoculado con E109
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aunque sin diferenciarse del tratamiento SN. Nuevamente, el tratamiento inoculado

con la cepa B. elkanii CL1, a pesar de su alto PSPA, tiene un valor bajo de NTPA.

Se evalu6 ademés la correlacion entre todas las variables determinadas en este
ensayo en inverndculo utilizando el coeficiente de Spearman (apéndice:
Cuadro 6.4). Las correlaciones encontradas con un p<0,05 que no son
combinaciones lineales de otras variables fueron con los pardmetros de nodulacion:
PSN y NN, PSN y PSPA, NN y PST, PSN y PST, NN y NTPA, ademas de
correlaciones entre: %N y PSPA, %N y PST, %N y NTPA. En resumen, se destaca
una alta correlacion entre NN y PSN con parametros de biomasa y del %N con el
PSPA y PST. Por el contrario, el 5°Nai N0 correlacioné con ninguna de las otras
variables, esto puede deberse a que exista una seleccion diferencial de >N por parte
de nitrogenasas de distintas cepas de rizobios, lo cual interfiera en su capacidad de
estimador de FBN (Pauferro et al., 2010).
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Cuadro 3.5: Diferencia de N respecto al aire (5"°Nair), porcentaje de nitrégeno en
parte aérea (%N) y nitrdgeno total en parte aérea (NTPA), de plantas de soja crecidas
en invernaculo con suelo:arena (1:2) inoculadas con cepas de rizobios naturalizadas y

de referencia y control sin inocular, cosechadas a los 40 dias.

Tratamiento 15N ire(%0) %N NTPA(mg)

SN -1 464 o S 28632be
CN -1,37# 2,43bed 3193bed
B. elkanii U1301:U1302 -1,60zb¢ 2,62¢d 32264
B. elkanii SO1* S BRI 290(z=be
B. elkanii CL1* -1,59s=be 2,052 2833eb
B. elkanii CA1* ~1,382be 2258 28302b
B. elkanii COL1* el 2 45bed 28953be
B. elkanii CL2* -1,60%° B 297 1abed
Bradyrhizobitm sp. CA2* -1.63# 2.22sb 26662
B. japonicum E109 -1.48 2 5(bed 33354
E. japoniciom CL3* -1,50b=d 2 AQbed 280Qsbe
B. japonicum CO2* -1.51bed 2 33abe 3121b=d
B. japonicum SJ1* -1,50sbe 2.28sb 3103bed
B. japonicum SO2* -1, 52sbed 2 34sbe 3183bed
B. dia-oefficiens SEMIAS080 | -1,52¢bed 2.664 297 ]abed

Los valores representan la media (n=5). Letras distintas en cada columna indican
diferencias significativas (LSD-Fisher p<0,05). Los tratamientos incluyen: control
sin inocular y sin nitrégeno (SN); control con nitrogeno (CN); cepas de referencia: B.
elkanii U1301:U1302, B. japonicum E109 y B. diazoefficiens SEMIA5080 y cepas
naturalizadas (*).

Al igual que para el ensayo de magentas, se realizd un PCA con las variables NN,
PSN, PSPA y NTPA (Figura 3.10). EI PCA representa un 81,5% de la variabilidad,
valor que fue menor al del ensayo de magentas; este resultado era esperable debido a

la mayor complejidad del sistema. EI CP1 representa el 58,5% de la variabilidad. Se

66



observa una tendencia a que los tratamientos inoculados con las cepas de la especie
B. elkanii se ubiquen a la izquierda del CP1 y los de las cepas de B. japonicum a la
derecha aunque el analisis estadistico de las variables por separado (Cuadros 3.4 y
3.5) no muestre una diferenciacion por especies. Se observaron algunas excepciones
como por ejemplo la mezcla de B. elkanii U1301:U1302 que se ubico a la derecha.
La tendencia en las variables representadas en este caso es inversa a la obtenida
utilizando sustrato estéril ya que las cepas de B. japonicum tienden a valores mas
altos de NN, PSN, PSPA y NTPA que las correspondientes a B. elkanii. Al igual que
en el ensayo de magentas, el tratamiento inoculado con la cepa Bradyrhizobium sp.
CA2 se ubicO cercana a la mayoria de los inoculados con cepas de B. elkanii.
Ademas, en las condiciones de invernaculo, a diferencia del ensayo en magentas, el
tratamiento inoculado con la cepa B. diazoefficiens SEMIA5080 tuvo un
comportamiento cercano a la mayoria de los tratamientos inoculados con las cepas de

B. elkanii.

El resultado del test de ANOSIM (apéndice: Cuadro 6.6) apoya esta diferenciacion
entre especies ya que mostro una diferencia significativa entre los grupos formados
por las cepas de la especie B. japonicum con las cepas de la especie de B. elkanii. A
su vez, B. diazoefficiens SEMIA5080 se diferencia de B. japonicum pero no del

grupo B. elkanii, el mismo resultado se obtuvo para la cepa Bradyrhizobium sp. CA2.
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Figura 3.10: Biplot del analisis de componentes principales (PCA) de los datos
obtenidos del ensayo en inverndculo (suelo:arena). Los puntos amarillos
corresponden a los tratamientos control (SN y CN), los puntos azules a cepas de B.
elkanii (U1301:U1302, CA1, CL1, CL2, SO1, CO1), los puntos naranjas a B.
japonicum (E109, CL3, CO2, SO2 y SJ1), el punto rojo a B. diazoefficiens
SEMIA5080 y el punto violeta a Bradryrhizobium sp CA2. Se muestran los
autovectores de las variables nimero de nédulos (NN), peso seco de los nodulos

(PSN), peso seco de parte aerea (PSPA) y nitrogeno total en parte aérea (NTPA).

En este trabajo se evaludé la eficiencia simbidtica de cepas comerciales y
naturalizadas de rizobios que nodulan soja en condiciones semicontroladas
(invernaculo) usando un suelo con una poblacion de rizobios elevada. Las cepas
comerciales incluidas en este trabajo son cepas de élite con probada eficiencia

simbidtica bajo diferentes condiciones. En las condiciones evaluadas en este trabajo
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los resultados mostraron mayor nimero y masa nodular en las plantas inoculadas con
la mezcla de B. elkanii U1301:U1302 frente a las cepas B. japonicum E109 y B.
diazoefficiens SEMIA5080, pero no se encontraron diferencias significativas para
otros parametros de eficiencia simbiética como el PSPA, el "N, el %N ni el NTPA.
Nuestros resultados tienen algunas coincidencias con los reportados en la
bibliografia, aunque es importante tener en cuenta que, dada la complejidad de las
variables que afectan la eficiencia simbiotica de los rizobios en suelo, la utilizacion
de datos de bibliografia debe ser Unicamente orientativa sin posibilidad de hacer
comparaciones absolutas. En este sentido, se puede citar el trabajo de Guimaraes et
al. (2008) quienes realizaron un ensayo en macetas para comparar la eficiencia
simbidtica en suelo con baja carga de rizobios y encontraron una biomasa nodular
significativamente superior para las cepas de B. elkanii U1301 y U1302, sin
embargo, fue mayor la biomasa aérea para las cepas de B. japonicum 5079 y B.
diazoefficiens SEMIA5080. Resultados similares encontraron Okito et al. (2004) en
macetas con suelo sin inoculacion previa de soja, quienes reportaron una biomasa
nodular significativamente mayor para B. elkanii U1302 frente a B. diazoefficiens
SEMIA5080, sin diferencias significativas en los demas parametros de biomasa, sin
embargo, los resultados mostraron una relacion inversa entre estas cepas para el caso
de NTPA. Por otro lado, Lagurara (2018) realiz6 un ensayo en condiciones similares
a las nuestras con suelo del mismo sitio con alta carga de rizobios, en el cual no
encontrd diferencias significativas entre los pardmetros de biomasa y nodulacion
para las cepas comerciales de mezcla de B. elkanii U1301:U1302, B. diazoefficiens
SEMIAS5080 y B. japonicum E109.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que varios suelos de Uruguay
estudiados presentan cepas naturalizadas con similar o mayor eficiencia simbi6tica
que las cepas B. elkanii U1301 y U1302, usadas en los inoculantes comerciales desde
1984. En general, las cepas naturalizadas de B. elkanii y la cepa CA2 de
Bradyrhizobium sp. cuyos genes simbioticos estan relacionados a los de las cepas B.
elkanii U1301 y U1302 presentaron comportamiento simbiético similar a éstas cepas.

Para el caso de las cepas naturalizadas de B. elkanii podria tratarse de variantes de
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estas cepas que se adaptaron a las condiciones del suelo y mantuvieron la eficiencia
simbidtica y para el caso de la cepa CA2 se trataria de una bacteria de otra especie de
Bradyrhizobium que adquirié los genes simbidticos de las cepas comerciales
U1301:U1302 y por lo tanto presenta similar eficiencia simbidtica. Es necesario

profundizar en la investigacion para confirmar el origen de estas cepas.

Por otro lado, la evaluacion de manera individual de varias cepas naturalizadas de las
especies B. elkanii y B. japonicum nos permiti6 comparar el comportamiento
simbidtico entre especies y encontrar una tendencia de las cepas de B. japonicum a
presentar una mejor eficiencia simbidtica en suelo con alta carga de rizobios. Este
resultado concuerda con lo reportado por Hungria et al. (1998) quienes evaluaron
una amplia variedad de cepas comerciales y naturalizadas de B. elkanii y B.
japonicum inoculadas solas o de a pares en suelo con baja carga de rizobios, y
observaron que B. japonicum mostrd6 una mayor capacidad de fijar nitrogeno
(rendimiento y nitrégeno total en grano) y eficiencia de nodulacion (NN y PSN) que
B. elkanii. Sin embargo, el comportamiento por especie encontrado en condiciones
gnotobidticas es inverso, en este caso las cepas de B. elkanii fueron mas eficientes
Esto puede deberse a una mayor adaptacion al ambiente o capacidad competitiva de
las cepas de B. japonicum en suelo. Aunque, deberian repetirse ambos ensayos con el

objetivo de verificar los resultados obtenidos en este trabajo.

Debido a que la capacidad de promocién de crecimiento vegetal de una cepa esta
asociada a su capacidad competitiva y a la adaptacién al ambiente, es necesario
avanzar en la seleccion de cepas de rizobios adaptadas a las condiciones
edafoclimaticas de nuestro pais que sean mas eficientes y competentes que las cepas
de élite introducidas, con el fin de aumentar el rendimiento del cultivo de soja en
Uruguay. En este sentido, los resultados obtenidos son promisorios ya que de
comprobarse en ensayos a campo de distintos suelos la elevada eficiencia simbidtica,
las cepas naturalizadas B. japonicum SJ1 y B. elkanii CL1 podrian reemplazar a la
mezcla de cepas recomendada actualmente para la formulacién de inoculantes en
Uruguay. Cabe destacar que en el trabajo de Lagurara (2018) se reportan varios

aislamientos con perfil igual a la cepa naturalizada B. japonicum SJ1 obtenidos de
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distintos nodulos de plantas de soja de la localidad de Santa Clara, departamento de
San José, lo que indicaria que en esas condiciones esta cepa mostrd capacidad
competitiva ocupando varios noédulos en las plantas de soja. Uno de los principales
factores que explica las diferencias en la eficiencia simbidtica en suelo es la
capacidad competitiva de las cepas (Hungria et al., 1998); esta previsto continuar el
trabajo y determinar el porcentaje de ocupacién de los nddulos por parte de la cepa

inoculada en cada uno de los tratamientos del ensayo de invernaculo.

En el caso de la cepa B. japonicum SJ1 los resultados de la biomasa nodular, el
PSPA y el NTPA sugieren una alta eficiencia simbiotica. Sin embargo, la
inoculacion con la cepa de B. elkanii CL1 provocé mayor biomasa aérea que la
mezcla del inoculante comercial de Uruguay, aungue el contenido de N y pardmetros
de nodulacion fueron considerablemente bajos. Estos resultados indicarian que en el
caso de la cepa CL1 no es la fijacion de nitrogeno el proceso que explica el mayor
desarrollo vegetal, sino que podria tratarse de otros mecanismos. Varios trabajos
reportan a los rizobios como promotores de crecimiento vegetal tanto en leguminosas
como en no leguminosas (Granada et al. 2014, Boiero et al. 2007, Gray y Smith
2005). Los mecanismos de promocion detectados incluyen produccion de
fitohormonas (acido indol acético, citoquinas, etileno, acido abscisico, etc),
solubilizacidon de fosfato, control biolégico de patdgenos y produccion de sideréforos
(Vargas et al. 2017, Bhattacharyya y Jha 2012). Consideramos que la profundizacién
en el estudio de los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal adicionales a
la fijacion de nitrogeno podria complementar y permitir explicar los resultados
obtenidos para algunas cepas naturalizadas. Por lo cual, recomendamos que estos
mecanismos de promocion crecimiento vegetal deberian ser tenidos en cuenta para el
desarrollo de inoculantes, con el fin de seleccionar aquellos que aporten de forma

maultiple a la nutricién y proteccion de los cultivos.
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4. CONCLUSIONES

Se identificaron 10 perfiles de PCR-BOX que fueron diferentes a los de las cepas de
los inoculantes comerciales Bradyrhizobium elkanii U1301 y U1302 B. japonicum
E109 y B. diazoefficens SEMIA5080 Se selecciond un aislamiento perteneciente a
cada uno de los 10 perfiles como cepas naturalizadas. Se observé ademas una amplia

diversidad entre estos perfiles cuya similitud vario entre 22% y 78%.

Mediante la técnica de multilocus sequence analysis (MLSA) se identificaron 5 de las
cepas naturalizadas como pertenecientes a la especie B. elkanii y 4 a B. japonicum.
No se pudo identificar la especie de la cepa restante (CA2) pero se sugiere su
pertenencia a la especie B. ferriligni. El analisis de los genes simbidticos nifH y
nodY/K sugiere un origen monofilético para el caso de B. elkanii y B. japonicum;
mientras que para la cepa Bradyrhizobium sp. CA2 podrian haberse obtenido por
transferencia horizontal desde las cepas B. elkanii U1301 o U1302.

La eficiencia simbiética de cepas naturalizadas y comerciales evaluada en sustrato
estéril mostr6 mayor capacidad de nodulacion y produccién de biomasa por parte de
las cepas de la especie B. elkanii frente a las demas especies evaluadas. En estas
condiciones, 4 de las cepas de B. elkanii tuvieron un desempefio similar a la mezcla

U1301:U1302 utilizada en los inoculantes de nuestro pais.

En el ensayo de eficiencia simbidtica en invernaculo usando suelo con alta carga de
rizobios, se destacaron las cepas B. japonicum SJ1 y B. elkanii CL1 cuya inoculacion
provoco en las plantas mayor biomasa que la mezcla U1301:U1302, a pesar de un
bajo porcentaje de nitrogeno. Por otra parte, en estas condiciones los parametros
estudiados mostraron una mayor variabilidad entre las especies, aunque el analisis
multivariado mostré una tendencia a mejor desempefio de las cepas de la especie B.

japonicum frente a las de B. elkanii.
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6. APENDICE

6.1. NUMERO DE ACCESO DE SECUENCIAS OBTENIDAS

Cuadro 6.1. Numeros de acceso de secuencias de genes housekeeping obtenidas para
cepas comerciales y naturalizadas.

Cepa 16S rRNA rpoB gyrB atpD

U1301 MTB859686 MT904337 MT904323 MT904351
U1302 MT859687 MT904338 MT904324 MT904352
SEMIA5080 MT859682 MT904333 MT904319 MT904347
E109 MT859681 MT904332 MT904318 MT904346
CAl MT859674 MT904325 MT904311 MT904339
CA2 MT859675 MT904326 MT904312 MT904340
CL1 MT859676 MT904327 MT904313 MT904341
CL2 MT859677 MT904328 MT904314 MT904342
CL3 MT859678 MT904329 MT904315 MT904343
Co1 MT859679 MT904330 MT904316 MT904344
CO2 MT859680 MT904331 MT904317 MT904345
SJ1 MT859683 MT904334 MT904320 MT904348
SO1 MT859684 MT904335 MT904321 MT904349
S02 MT859685 MT904336 MT904322 MT904350
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Cuadro 6.2. Numeros de acceso de secuencias de genes simbioticos obtenidas para
cepas comerciales y naturalizadas.

Cepa nifH nodY/K
U1301 MT904365 MT904378
U1302 MT904366 MT904379
SEMIA5080 MT904361 MT904374
E109 MT904360 MT904373
CAl MT904353 MT904367
CA2 MT904354 MT904368
CL1 MT904355 MT904369
CL2 MT904356 MT904370
CL3 MT904357 -

Co1 MT904358 MT904371
CO2 MT904359 MT904372
SJ1 MT904362 MT904375
SO1 MT904363 MT904376
SO2 MT904364 MT904377
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6.2. ARBOLES FILOGENETICOS COMPLEMENTARIOS

64

9

[
83

5 Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIAS080
100 Bradyrzhobium huanghuaihaiense CCBAU 23303T
Bradyrhizobium liaoningense LMG 182307
94 Bradyrhizobium dagingense CCBAU 15774T
Bradyrhizobium sp. UFLAOS-06
Bradyrhizobium ferriligni CCBAU 51502T

Bradyrhizobium brasiliense UFLA03-321T
Bradyrhizobium pachyrhizi PAC48T
—— Bradyrhizobium elkanii LMG 6134T

Sinorhizobium fredii LMGE218T

_
0.050

Figura 6.1: Arbol filogenético Maximum likelihood construido en base a secuencias

concatenadas de los genes 16S rRNA, gyrB, rpoB dnaK y recA de la cepa de

Bradyrhizobium sp. UFLAQ6-06, cepas tipo de especies de Bradyrhizobium y grupo
externo (Sinorhizobium fredii LMG 6218). Se muestran los valores de bootstrap en

los nodos correspondientes.
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CL1 nifH
S01 nifH
CAL1 nifH
CO1 nifH
CL2 nifH
—1 CA2 nifH
Bradyrhizobium elkanii U1301* nifH
Bradyrhizobium elkanii U1302* nifH
T Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5011 nifH
Bradyrhizobium elkanii SBR2B nifH
Bradyrhizobium sp. UFLA06-06 nifH
Bradyrhizobium elkanii USDA76T nifH
—— Bradyrhizobium ferriligni strain CCBAU 51502T nifH
Bradyrhizobium pachyrhizi LMG 24246T nifH
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 6077T nifH
60 74 Bradyrhizobium yuanmingense SR42 nifH
93 —L Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071T nifH

92

88

Bradyrhizobium yuanmingense CIR20 nifH

94 Bradyrhizobium japonicum SBR10A nifH
Bradyrhizobium japonicum USDAGT nifH
Bradyrhizobium japonicum E109* nifH
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA5080* nifH
100 | SJ1 nifH

CO2 nifH

CL3 nifH

SO2 nifH

Bradyrhizobium elkanii SBR7A nifH
] ————— Bradyrhizobium jicamae LMG 24556T nifH
95 % Bradyrhizobium denitrificans LMG 8443T nifH

77 Bradyrhizobium canariense BTA-1T nifH

A
0.020

Figura 6.2: Arbol filogenético Maximum likelihood construido en base a secuencias
del gen nifH de cepas naturalizadas, cepas Bradyrhizobium disponibles en genBank
incluye la cepa Bradyrhizobium sp. UFLAO06-06, y cepas de referencia (marcadas

con *). Se muestran los valores de bootstrap en los nodos correspondientes.
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6.3. CUADROS ADICIONALES DE EFICIENCIA SIMBIOTICA

6.3.1. Analisis de correlacién magentas e invernaculo

Cuadro 6.3: Correlacion de Spearman entre los pardmetros determinados para el
ensayo en condiciones gnotobidticas (Magentas): numero de nddulos (NN), peso
seco de los nddulos (PSN), peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz
(PSR), porcentaje de nitrogeno en parte aérea (%) y nitrogeno total en parte aérea
(NTP).

Se muestran con fondo verde los coeficientes de Spearman, en amarillo la

probabilidad. (*) indica valores estadisticamente significativos (p<0,05).
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Cuadro 6.4: Correlacién de Spearman entre los parametros determinados para el
ensayo de invernaculo: nimero de nodulos (NN), peso seco de los ndédulos (PSN),
peso seco de parte aérea (PSPA), peso seco de raiz (PSR), diferencia de **N respecto
al aire (8"°Nai), porcentaje de nitrégeno en parte aérea (%N) y nitrégeno total en

parte aérea (NTP).

Se muestran con fondo verde los coeficientes de Spearman, en amarillo la

probabilidad. (*) indica valores estadisticamente significativos (p<0,05).
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6.3.2. Andlisis de Similaridad (ANOSIM) magentas e invernaculo

Cuadro 6.5: Andlisis de Similaridad (ANOSIM) por especie para ensayo de

magentas considerando los siguientes parametros: nimero de nodulos (NN), peso

seco de los nodulos (PSN), peso seco de parte aérea (PSPA) y nitrogeno total en

parte aérea (NTP).
B. elkanii | B. B. Bradyrhizobium
diazoefficiens | japonicum sp. CA2

B. elkanii 0,0179* 0,0001* 0,4843
B. diazoefficiens 0,0179* 0,5146 0,3155
B. japonicum 0.0001* 0.5146 0,0596*
Bradyrhizobinum sp. 0,4843 03155 0,0596%
CA2

(*) Valores significativos (p<0,05)

Cuadro 6.6: Analisis de Similaridad (ANOSIM) por especie para ensayo de

invernaculo considerando los siguientes parametros: numero de nodulos (NN), peso

seco de los nddulos (PSN), peso seco de parte aérea (PSPA) y nitrégeno total en

parte aérea (NTP).
B. E. E. Bradyrhizobinm
elkanii | diazoefficiens | japonicum sp. CA2
B. elkanii 0,5288 0,0122* 0.5162
B. diazoefficiens 0.5288 0,0016% 0.2562
B. japonicum 0,0122* 0,0016* 0,004+
Bradyrhizobium sp. 0.5162 0,2562 0,004*
CA2

(*) Valores significativos (p<0,05)
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7. ANEXO
7.1. MEDIOS DE CULTIVO

7.1.1. Medio Fahraéeus : crecimiento de plantas

Compuesto Concentracion (g/L) | Cantidad (mL)
Na,HPO,4-2H,0 15,0 10
FeCitrato 0,5 10
CaCl, 10,0 10
MgSO,-7H,0 12,0 10
K2HPO, 10,0 10
Agar 7,0 10
Sol. de Micronutrientes* | - 1
Agua destilada - 39
pH=7,5

*Sol. de Micronutrientes

Compuesto Cantidad
CuS0O4-5H,0 0,040¢

ZnS0O,4 7H,0 0,012 g

H3BO; 0,140 g
Na;MoQO,:2H,0 0,100 g

MnSO4-H,0 0,150 g

Agua destilada 100 mL




7.1.2. Medio YMA (Yeast manitol agar) suplementado con rojo congo:

aislamiento de rizobios

Compuesto Cantidad
K;HPO, 059
MgS0O,-7H,0 0249
NaCl 0,19
Manitol 10,09
Extracto de levadura 0,49
Agar 18 ¢
Solucién Rojo Congo* 10 mL
Agua destilada 990 mL

pH =6-8

* Solucion de Rojo Congo: 0,25 g/ 100 mL

7.1.3. Medio TY (Triptone yeast extract): crecimiento de rizobios

Compuesto Cantidad
Triptona 509
Extracto de levadura 3090
CaCl,-6H,0 1,3¢
Agua destilada 1000 mL
pH=6,8-7,0

7.1.4. Solucion nutritiva Somasegaran: nutricion de plantas de Soja

Compuesto

Cantidad (L)

Solucion concentrada *

0,5

Agua destilada

9,5

pH = 6,668
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* Solucién concentrada

Compuesto Concentracion (g/L) | Cantidad (L)
CaCl,2H,0 294,100 0,1
K;HPO, 136,100 0,1
FeEDTA 4,470 0,1
FeCitrato 6,700 0,1
MgSO,-7H,0 123,300 0,1
K2SO4 87,000 0,1
MnSO4-H,0 0,338 0,1
H3;BO; 0,247 0,1
ZnS0O4 7TH,0 0,288 0,1
CuS0O,45H,0 0,100 0,1
C0S0,47H,0 0,056 0,1
NaMoQO,-7H,0 0,048 0,1
Agua destilada - 8,8

7.2. NUMEROS DE ACCESO DE SECUENCIAS

7.2.1. Numeros de acceso de secuencias de genes housekeeping

Organismo 16SrRNA | atpD gyrB rpoB
Bradyrhizobium AB300992 | AB300994 | AB300997 | HQ587646
iriomotense L EKO5T

Bradyrhizobium AF193818 | FM253140 | FM253226 | FM253269
yuanmingense

LMG21827T

Bradyrhizobium AF208513 | AY386752 | FM253223 | FM253267
liaoningense LMG

18230T

Bradyrhizobium elkanii AF362942 | AM418752 | AM418800 | AM295348

LMG 6134T
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Organismo 16S rRNA | atpD gyrB rpoB
Bradyrhizobium betae AY372184 | FM253129 | AB353735 | FM253260
LMG 21987T

Bradyrhizobium AY577427 | FM253135 | FM253220 | FM253263
canariense LMG 22265T

Bradyrhizobium jicamae | AY624134 | FJ428211 HQ873309 | HQ587647
PAC68T

Bradyrhizobium pachyrizi | AY624135 | FJ428208 HQ873310 | HQ587648
PAC48T

Bradyrhizobium cytisi EU561065 | GU001613 | JN186292 | JN186288
CTAWILT

Bradyrhizobium rifense EU561074 | GUO001617 | KC569466 | KC569468
CTAWTLT

Bradyrhizobium lablabi GU433448 | GU433473 | JX437670 | JX437677
CCBAU 23086T

Bradyrhizobium arachidis | HM107167 | HM107217 | JX437675 | JX437682
CCBAU 051107T

Bradyrhizobium HQ231274 | HQ231289 | JX437669 | JX437676
dagingense CCBAU

157741

Bradyrhizobium HQ231463 | HQ231682 | JX437672 | JX437679
huanghuaihaiense

CCBAU 23303T

Bradyrhizobium JQ619230 | JQ619232 | KC569467 | KC569469
oligotrophicum LMG

10732T

Bradyrhizobium X66024 AMA418753 | AM418801 | AM295349

japonicum LMG 6138T
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Organismo 16S rRNA | atpD gyrB rpoB
Bradyrhizobium X66025 FM253153 | AB070583 | FM253282
denitrificans LMG 8443T

Bradyrhizobium FJ390921 JX867237 | JX867245 | JX867242
diazoefficiens SEMIA

5060

Bradyrhizobium KF311068 | KF452730 | KF452827 | KF452879
brasiliense UFLA03 321T

Bradyrhizobium JN186270 | HQ455212 | HQ873179 | HQ587518
ottawaense OO99T

Bradyrhizobium elkanii - - ABO070584 | -

USDA 76T

Bradyrhizobium pachyrizi | - FJ428209 - -

PAC51

Bradyrhizobium pachyrizi | - - HQ873310 | -

LMG 24246T

Sinorhizobium fredii LMG | AM181740 | AM418762 | AM418810 | AM295359

6218
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7.2.2. Numeros de acceso de secuencias de genes simbidticos

Organismo nodYK nifH
Bradyrhizobium elkanii SBR2B JQ810175 JQ810120
Bradyrhizobium elkanii SBR7A JQ810179 JQ810124
Bradyrhizobium yuanmingense CIR20 JQ810137 JQ810081
Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080 HQ259448 -
Bradyrhizobium japonicum SBR10A JQ810184 JQ810129
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 512 HQ259444 -
Bradyrhizobium japonicum USDAG6T - HMO041726
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071T | - EU818927
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 6077T - HQ259558
Bradyrhizobium pachyrizi LMG 24246T - HMO047124
Bradyrhizobium elkanii USDA76T - AB094963
Bradyrhizobium elkanii SEMIA 5011 - HQ259551
Bradyrhizobium jicamae LMG 24556T - HMO047127
Bradyrhizobium denitrificans LMG 8443T - HMO047125
Bradyrhizobium canariense BTA-1T - EU818926
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7.5. RIZOBIOS NATURALIZADOS DE SOJA DE SUELOS URUGUAYQOS
CON ALTA EFICIENCIA SIMBIOTICA

Soybean naturalized rhizobia strains from Uruguayan soil with high symbiotic

efficiency

Rodriguez Rodriguez, N'*; Rodriguez-Blanco, A*; Sicardi, M.

'Universidad de la Republica, Facultad de Agronomia, Departamento de Biologia
Vegetal, Montevideo, Uruguay.

Universidad de la Republica, Facultad de Ciencias, Centro de Investigaciones

Nucleares, Montevideo, Uruguay.

Resumen

La soja (Glycine max (L.) Merr.) es el cultivo con mayor area de siembra en
Uruguay, resultando relevante la identificacion y el estudio de los rizobios que
incrementen sus beneficios econdmicos y ambientales. Estd reportada la existencia
de cepas de rizobios naturalizados que nodulan soja en diferentes paises del mundo
que compiten con los inoculantes comerciales aplicados e incluso algunas de ellas
presentan una mayor eficiencia simbidtica. Por lo cual, el objetivo de este trabajo fue
la identificacion de cepas de rizobios naturalizados que nodulan soja aislados de
suelos uruguayos y la evaluacion de su eficiencia simbiética. Se seleccionaron 10
cepas naturalizadas aisladas de diferentes sitios del pais mediante perfil de PCR-
BOX. Para evaluar la eficiencia simbiotica se realizd6 un ensayo en condiciones
controladas usando un suelo con alta concentracion de rizobios, incluyendo controles
sin inocular, y tratamientos inoculados con cepas de referencia utilizadas en Uruguay
y paises limitrofes. Se evalué el nimero de nddulos, peso seco de los nédulos, peso
seco de raices (PSR), peso seco de partes aéreas (PSPA) y la relacion PSPA/PSR. La
mayoria de las cepas evaluadas mostraron una eficiencia simbiética similar a la
mezcla de cepas usadas en los inoculantes de Uruguay, destacandose 2 cepas que

generaron una mayor biomasa aérea de las plantas de soja (p<0,05) y una de ellas
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mayor biomasa nodular en las condiciones estudiadas. Resulta de interés continuar
evaluando el comportamiento simbidtico de estas cepas en distintas variedades de

soja y suelos debido a que ambos factores podrian afectar su desempefio.

Palabras clave: proteobacteria, adaptacion, competencia

Abstract

Soybean (Glycine max (L.) Merr.) is the crop with the widest sowed area in Uruguay,
therefore is relevant to identify and study rhizobia in order to increase economic and
environmental benefits. It has been reported soybean nodulating naturalized rhizobia
from different countries around the world which could compete with commercial
inoculants applied and what is more, some of them have had higher symbiotic
efficiency. Taking that into account, the aim of this work was to identify soybean
nodulating naturalized rhizobia isolated from Uruguayan soils, and to evaluate their
symbiotic efficiency compared to commercial inoculants. Ten indigenous strains
isolated from different sites of Uruguay were selected by their PCR-BOX profile and
their symbiotic efficiency in a high rhizobia concentration soil was evaluated. A
greenhouse trial using high rhizobia concentration soil was performed, including
non-inoculated controls and treatments inoculated with commercial inoculants from
Uruguay and neighbouring countries. Nodule number, nodules dry weight, root dry
weight (RDW), shoot dry weight (SDW) and the relation SDW/RDW were
evaluated. Most of the evaluated strains had similar symbiotic efficiency to a blend
of commercial strains used in Uruguay. There were two outstanding naturalized

strains that showed a higher soybean shoot biomass (p<0.05) in studied conditions.

Keywords: proteobacteria, adaptation, competition
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1. Introduccién

La soja (Glycine max L. Merr) es el principal cultivo de grano en Uruguay, y existe
una tendencia al aumento del area de siembra . Como la mayoria de las
leguminosas, la soja establece una relacion simbiética con rizobios mediante la cual
realiza la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) @. Debido a que la FBN aporta
beneficios econémicos y ambientales, la practica de inocular semillas de soja con
rizobios capaces de nodularla, es realizada por todos los productores de nuestro pais
con una mezcla de dos cepas de Bradyrhizobium elkanii, U1301 y U1302, de origen
brasilero. Se ha reportado ademas la presencia en suelos uruguayos de cepas de
rizobios utilizados en inoculantes comerciales de la region, una cepa brasilera de
Bradhyrizobium diazoefficiens SEMIA5080 y una cepa argentina de Bradyrhizobium
japonicum E109 ©.

La bibliografia reporta variacion fenotipica y genética en las cepas de rizobios por
multiplicacion frecuente en el laboratorio o en suelos de Francia “Y®. Debido a la
persistencia de los rizobios en el suelo y la probabilidad de alteracion genética de las
cepas inoculadas originalmente, pueden desarrollarse nuevas cepas “naturalizadas”
con una mejor adaptacién al ambiente y cambios en sus caracteristicas simbioticas.
También se han reportado cepas de rizobios nativas con alta eficiencia simbiotica en
cultivos de Soja, presentes originalmente en suelos de Mozambique y Brasil ©),
Esta poblacion de rizobios compite con los inoculantes aplicados y en algunos casos
disminuye la eficiencia de los mismos, segun fue reportado por Hungria et al. (1998)
®) en Brasil. El estudio de los rizobios presentes en los suelos de Uruguay resulta
relevante debido a que los mismos son una fuente de cepas potencialmente mas

competentes y eficientes que los inoculantes utilizados actualmente.

El objetivo del presente trabajo fue identificar cepas naturalizadas presentes en
suelos de Uruguay capaces de nodular soja, y evaluar su eficiencia simbidtica en
suelos con alta carga de rizobios mediante la comparacion con controles sin inocular

y con cepas de referencia.
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2. Materiales y métodos
2.1 Seleccion de cepas
2.1.1 Origen de rizobios

Se aislaron rizobios presentes en suelos con y sin historia de cultivo de soja situados
en los departamentos de Colonia (-34; -58), Canelones (-37; -56), Cerro Largo (-32; -
54), San José (-34; -58) y Soriano (-33, -58). Los sitios de muestreo se encuentran

ubicados en el mapa del material suplementario (Figura S1).

Se analizaron 55 aislamientos de rizobios que en analisis de PCR-BOX de trabajos
anteriores presentaron un perfil diferente al de las cepas de referencia utilizadas
(U1301, U1302, SEMIA5080 y E109) ©.

2.1.2 Prueba de nodulacion.

Las semillas de soja se desinfectaron sumergiéndolas en etanol (70%) durante 1 min,
luego en hipoclorito de sodio (2%) durante 2 min y finalmente se realizaron 3
lavados con agua destilada estéril. Las semillas desinfectadas fueron incubadas en
medio agar-agua a 28 °C durante 48 hs para su germinacién. Se sembré una semilla
de soja pregerminada por frasco conteniendo medio Farehus semi-sélido. A las 48 hs

de la siembra se inocul6 cada planta con 1 mL de cultivo de los rizobios a estudiar.

Se utilizo una réplica por cada uno de los 47 aislamientos evaluados, y se incluyé un
control negativo sin inocular. Se consideraron como positivos los aislamientos que

presentaron al menos un nddulo en los 24 dias posteriores a la siembra.
2.1.3 Aislamiento de rizobios

El aislamiento de rizobios se realizd desde nddulos de plantas de soja utilizadas en el
ensayo de nodulacion. Para la desinfeccion de los nodulos se los lavo con etanol
(70%) por 1 min, luego con hipoclorito de sodio (2%) por 2 min y finalmente se
realizaron 5 lavados con agua destilada estéril. Los nodulos desinfectados fueron
aplastados utilizando portaobjetos estériles, y la suspension resultante fue estriada en

una placa de Petri conteniendo medio EMA ©.
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Se incubaron las placas a 28 °C durante 5 a 10 dias, y en los casos necesarios se
realizaron repiques en medio EMA hasta obtener un cultivo puro de bacterias. Los
aislamientos puros fueron sembrados en medio TY liquido e incubadas con agitacion
a 28 °C por 3 a 10 dias © En un tubo Eppendorf se colocaron 0,8 mL de cultivo
crecido y 0,8 mL de glicerol (50%) estéril. La mezcla se almacen6 a -20 °C para

conservar la coleccion de aislamientos.
2.1.4 Lisados de ADN

Utilizando técnica aséptica, se picd una colonia del cultivo puro en placa y se
suspendio en 25 pL de solucion de lisis (NaOH 0,05%, SDS 0,25%). La suspension
se calent a 95 °C durante 10 min y luego se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se
agregaron 225 pL de agua bidestilada. La mezcla se centrifugd a 12000 rpm por 5
min. Finalmente se apartaron 60 pL del sobrenadante para utilizar en amplificacion

de PCR-BOX. Los lisados se conservaron a -20 °C.
2.1.5. PCR-BOX fingerprinting

El ADN de los aislamientos fue amplificado utilizando una reaccion de PCR-BOX
utilizando como  cebador la  secuencia de BOX AIR (5-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’). Se utilizé una mezcla de reaccion de 25
pL: 0,50 uL dNTPs (10 mM), 0,50 uL MgClI (0,5 mM), 2,50 uL Buffer Dream Taq
(ThermoScientific), 0,25 uL Dream Taq polimerasa (1 U/uL), 17,05 pL agua
bidestilada y 3,00 pL lisado.

La reaccion se realizd en un termociclador (Gene Touch, Bioer, Hangzhou, China)
con el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 7 min; 30
ciclos de 94 °C por 1 minuto, 52 °C por 1 min y 72 °C por 3 min; un ciclo de
extension final a 72 °C por 15 min.

Los amplicones fueron separados mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 2% con buffer TBE 0,5X (Tris-Acido Bérico- EDTA), a 5 V/cm durante 3
hs. Para normalizar los geles obtenidos se colocdé un 3 pL de marcador de peso

molecular 100 pb Plus (ThermoScientific) en el primer y Gltimo pocillo de cada gel.
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Para la visualizacion del gel se utilizo el intercalante Good View (SBS Genetech) y
posteriormente se tomaron fotos de los geles en camara con luz UV.

Se realizaron los perfiles por triplicado para cada uno de los aislamientos estudiados.
Para el analisis de los perfiles obtenidos se utiliz el software BioNumerics version
7.6 (AppliedMaths). Se seleccionaron como cepas naturalizadas a los aislamientos
que presentaban un porcentaje de similitud menor al 80% con respecto a las cepas de
referencia (U1301, U1302, SEMIA5080 y E109) aplicando el algoritmo de Jaccard.

2.2 Eficiencia simbiotica
2.2.1 Disefio experimental y condiciones de crecimiento de plantas

El ensayo se realizo en la estacion experimental “Las Brujas” del Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA, Canelones, Uruguay), en inverndculo con
condiciones controladas de temperatura (28 °C) y fotoperiodo (12 hs dia/ 12 hs
noche). Se utilizaron macetas conteniendo 2 Kg de una mezcla (2:1) de arena estéril
y suelo tamizado con historia de cultivo de soja. La unidad experimental fue de dos
plantas por maceta. Se definieron 15 tratamientos con 5 repeticiones para cada uno.
Los tratamientos utilizados consistieron en macetas no inoculadas (S/N), macetas no
inoculadas suplementadas con solucion nitrogenada (C/N), inoculacién con una
mezcla (1:1) de las cepas U1301 y U1302 (R01+R02), inoculacion con la cepa
SEMIA5080 (R03), inoculacion con la cepa E109 (R04) y diez tratamientos en los
que se inocul6 cada una de las cepas naturalizadas por separado (EO1, E02, EO3,
E04, E05, EO06, JO1, J02, J03 y J04).

Las semillas de soja se desinfectaron sumergiéndolas en etanol (70%) durante 1 min,
luego en hipoclorito de sodio (2%) durante 2 min y finalmente se realizaron 3
lavados con agua destilada estéril. Las mismas fueron incubadas en medio agar-agua
a 28 °C durante 48 hs para su germinacion. Se sembraron 5 semillas de soja
pregerminadas por maceta. A los 4 dias de la siembra, se inocul6 cada planta con 1
mL de cultivo con una concentracion 1x10” UFC/mL. A los 6 dias de la inoculacién

se raleod a 2 plantas por maceta.
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Todas las macetas fueron regadas semanalmente con 100 mL solucion Somesagaran
durante los primeros 15 dias y luego se aument6 la dosis a 200 mL durante el resto
del periodo (19 El tratamiento C/N fue regado una vez por semana con 100 mL de
solucion de nitrato de amonio 30 ppm durante todo el periodo. El resto del tiempo las
macetas se mantuvieron hidratadas con agua dulce. La cosecha del ensayo se realizo
a los 40 dias luego de la inoculacion, cuando las plantas comenzaban la fase de

floracién.

Evaluacion de nodulacién y produccion de biomasa vegetal. Se realiz6 el conteo de
namero de nodulos (NN) por unidad experimental. EI material vegetal fue secado en
estufa a 65 °C hasta peso constante, luego se determind el peso seco de los nddulos
(PSN), peso seco de las raices (PSR) y peso seco de las partes aéreas (PSPA).
Adicionalmente se calculé el peso seco total (PST) y el coeficiente de la relacion

entre peso seco de las partes aéreas y peso seco de las raices (RPAR).
PST=PSN + PSR + PSPA
RPAR= PSPA/PSR

2.2.2 Analisis estadisticos

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software Infostat ‘Y. Se realizaron
graficos de cajas con los datos originales y luego se eliminaron los datos que se
encontraban fuera de rango en los mismos. La normalidad fue evaluada con el test de
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas con el test de Levene, utilizando un
p<0,05 para ambos. Para comparar los datos correspondientes al NN se utilizo el
Modelo Lineal Generalizado Mixto (MLGM) y se compararon las medias entre
tratamientos con el test de LSD-Fisher (p<0,05). Para las variables PSN, PSR, PSPA,
PST y RPAR se aplicé un andlisis de varianzas (ANAVA) y se compararon las
medias aplicando el test de Fisher (p<0,05).
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3. Resultados
3.1 Seleccion de cepas naturalizadas

De los 47 aislamientos de rizobios analizados 3 tuvieron resultado negativo en la
prueba de nodulacion. Para 5 de los aislamientos no se detectd crecimiento de
colonias con aspecto de rizobios en medio EMA desde nodulos obtenidos de la
prueba de nodulacién. Un total de 39 aislamientos fueron analizados por triplicado
mediante la técnica de PCR-BOX para seleccionar las cepas naturalizadas. Se
seleccionaron 10 aislamientos cuyo perfil resultd ser considerablemente diferente a
las cepas de referencia. EI dendrograma con los perfiles de PCR-BOX seleccionados
y las cepas de referencia se muestra en material suplementario (Figura S2). En el
mismo se observan 2 grupos definidos por las cepas de referencia, un grupo que
contiene las cepas de B. elkanii (U1301 y U1302) utilizadas en las formulaciones
comerciales de Uruguay donde se encuentran 6 de las cepas naturalizadas
seleccionadas que fueron denominadas EO1, E02, E03, E04, EO5 y EO6. En el otro
grupo se encuentran las cepas de B. diazoefficens (SEMIA5080) y B. japonicum
(E109), e incluye 4 cepas naturalizadas nombradas como J01, J02, JO3 y JO4.

3.2 Eficiencia simbiotica de las cepas naturalizadas

Los resultados obtenidos para los parametros de nodulacién se ilustran en la Figura
1. Los mismos se expresan como porcentaje relativo al tratamiento de referencia, la
mezcla de las cepas comerciales de Uruguay: R0O1+R02. Las medias obtenidas para
el tratamiento R01+R02 fueron NN = 168 y PSN = 0,67 g. Excepto por el
tratamiento C/N, se observa que los demas presentaron NN menor al tratamiento de
referencia, 10 de los cuales fueron significativamente diferentes al mismo. Se
destacan los tratamientos de S/N y E02 por su menor NN. En cuanto al PSN, 8 de los
14 tratamientos resultaron significativamente diferentes a la referencia: 5 con un
valor menor, dentro de los que se encuentra el control sin nitrégeno (S/N) y los
tratamientos con cepas comerciales de la region (R0O3 y R04), y 3 con un valor mayor

dentro de los cuales esté el control con nitrégeno (C/N).
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Figura 1: Numero de nddulos (NN) y peso seco de los nodulos (PSN) para cada

tratamiento, expresado en porcentaje relativo al tratamiento de referencia RO1+R02.
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Los valores representan la media (n=5) *Valor significativamente diferente al
tratamiento de referencia (R01+R02) (p<0,05).

Los parametros PSR, PSPA y PST, correspondientes a biomasa de las plantas, se
ilustran en la Figura 2 expresados como porcentaje relativo al tratamiento RO1+R02.
Para el tratamiento RO1+R02 las medias obtenidas fueron PSR = 5,11 g y PSPA =
12,32 g. Excepto para 2 tratamientos (C/N y J04), los valores de PSR fueron
inferiores al tratamiento R01+R02, de los cuales para 6 se obtuvieron valores
significativamente diferentes. Al considerar el PSPA la tendencia se revierte, 10 de
los 14 tratamientos presentan mayor porcentaje que el tratamiento de referencia
R0O1+R02, dentro de los cuales 2 son significativamente diferentes: E02 (14%) y JO3
(16%). No se identificé una tendencia para el PST: de los tratamientos ensayados, 6
presentaron un valor inferior al RO1+R02, para E05 y JO1 se obtuvo una media igual
al RO1+R02 y los 6 restantes fueron superiores dentro de los cuales 2 resultaron

significativamente diferentes (C/N y E02).

Los resultados obtenidos para el parametro RPAR se muestran en el grafico de la
Figura 3. En este grafico se destaca con color rojo el tratamiento RO1+R02 utilizado
como referencia con una media de 2,32. Se observa que los demas tratamientos
tienen valores iguales o superiores al de referencia, 8 de los cuales son

significativamente diferentes.
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Figura 2: Peso seco de las raices (PSR), peso seco de las partes aéreas (PSPA) y
peso seco total (PST) para cada tratamiento expresado en porcentaje relativo al
tratamiento de referencia RO1+R02.
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Los valores representan la media (n=5) *Valor significativamente diferente al
tratamiento de referencia (R01+R02) (p<0,05).

4. Discusion

La diversidad de rizobios obtenida es similar a la del trabajo realizado en Argentina
por Iturralde et al. (2019) ®?, aunque es menor a la obtenida por de Almeida Ribeiro
et al. (2015) ) en Brasil y Chibeba et al. (2017) © en Mozambique. Las distintas
condiciones edafocliméticas de los sitios muestreados en estos experimentos podrian
explicar las diferencias en las diversidades obtenidas, debido a que los factores
ambientales son clave para la variabilidad genética de las bacterias. Aunque el PCR-
BOX no es una técnica confiable para identificacion a nivel de especie o género, si es
robusta para estudiar a nivel de cepa ™. Basandonos en la alta similitud de los
perfiles obtenidos respecto a los utilizados como referencia podemos suponer que las
cepas seleccionadas pertenecen a las especies B. elkanii, B. japonicum y B.
diazzofficiens. Los estudios realizados por lturralde et al. (2019) 2, Chibeba et al
(2017) © y de Almeida Ribeiro et al. (2015) ") apoyan estos resultados, debido a que
en sus trabajos se encontraron mayoritariamente cepas pertenecientes a estas tres

especies. Es necesaria una caracterizacion genética mas profunda de las cepas
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Figura 3. Relacion entre peso seco de las partes aéreas y peso seco de la raiz
(RPAR) para cada tratamiento. El tratamiento de referencia RO1+R02 esta indicado

con color rojo.
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Los valores representan la media (n=5) *Valor significativamente diferente al
tratamiento de referencia (R01+R02) (p<0,05).

encontradas para lograr su identificacion genética. Una posible estrategia de
identificacién de rizobios es la amplificacion de genes como el 16S y genes
housekeeping que estan reportados en varios estudios de Bradyrhizobium alrededor

del mundo ©M4),

Los altos valores de nodulacion de los controles sin inocular confirmaron una alta
concentracion de rizobios que nodulan soja en el suelo utilizado. A pesar de que
varios estudios reportan una disminucion de la nodulacion en presencia de nitrogeno,
estos no se condicen con los resultados obtenidos en nuestro trabajo donde este
tratamiento obtuvo el mayor valor de NN y PSN ™. Esto podria explicarse por una
posible subdosificacion del nitrogeno aplicado, o porque la aplicacion comenzé
luego de establecerse la relacion simbidtica. Las diferencias encontradas en algunos
tratamientos entre el NN y el PSN es coherente con la hipdtesis planteada por de que
la planta restringe el nimero de nodulos cuando estos estan altamente activos, para

balancear la relacion entre recursos aportados y nitrégeno obtenido 9.
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Dado que el cultivo en este ensayo no llegé hasta la fase de produccion de granos, el
estimador més cercano del rendimiento del cultivo es el PSPA, utilizado como
estimador de la eficiencia simbidtica en varios trabajos similares ©™?_ Segtn los
resultados obtenidos la mayoria de los tratamientos no tendrian diferencias
significativas respecto a la mezcla de cepas comerciales utilizadas actualmente en
Uruguay. Incluso el control sin inocular fue estadisticamente igual a la mayoria de
los tratamientos inoculados, resultado que es concordante con lo reportado por
Lagurara (2018) ®) y que cuestiona la eficiencia de estos inoculantes en suelos con
alta carga de rizobios. Sin embargo, dos de las cepas naturalizadas presentan una
eficiencia simbiotica superior. Estas dos nuevas cepas E02 y JO3 presentan potencial
de aumentar el rendimiento del cultivo de soja. Los estudios realizados por Iturralde
et al. (2019) @, Chibeba et al. (2017) ©® y de Almeida Ribeiro et al. (2015)
reportan cepas naturalizadas con mayor eficiencia simbidtica pero en ensayos con
inoculaciones puras sin rizobios en suelo que compitan. La bibliografia no reporta
ensayos en condiciones similares a las utilizadas en nuestro trabajo. Por otro lado, la
relacion entre el peso seco de las partes aéreas y las raices es un indicador de como la
planta distribuye su biomasa de acuerdo a la disponibilidad de nutrientes. Este
parametro fue sugerido por Iturralde et al. (2019) @ como un indicador de la
eficiencia simbidtica de las cepas. Basandonos en este pardmetro encontramos varias
cepas tanto del grupo de B. elkanii como de las similares a B. japonicum y B.
diazoefficens con posibilidad de mejorar la eficiencia simbiética del cultivo. Para un
mejor estudio de las cepas es importante evaluar su comportamiento frente a distintas
variedades de soja y en distintos suelos debido a que ambos factores podrian afectar

su desemperio.
5. Conclusiones

El presente trabajo confirmd la presencia de rizobios naturalizados que nodulan soja
en Uruguay y se realizd una primera aproximacion hacia su identificacion. Se
destacan 2 cepas (E02 y J03) con potencial de mejorar el rendimiento de soja en
suelos uruguayos. Los resultados obtenidos en el control sin inocular crecido en

suelo con alta carga de rizobios, muestran la persistencia de una poblacion de
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rizobios con alta eficiencia simbidtica. Se plantea evaluar la capacidad competitiva
de estas cepas naturalizadas en presencia de la poblacion del suelo.
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Material suplementario
Figura S1. Ubicacion de los sitios de cultivo de soja donde se aislaron los rizobios
naturalizados. Con el simboloo se indica la ubicacidn de los sitios: Cerro Largo

(1), Soriano (2), Colonia (3), San José (4) y Canelones (5).

‘ﬁ. Rosario do Suls S abriel

Uruguay

Muf%'gvideo
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Figura S2. Dendrograma de perfiles de PCR-BOX. Los perfiles de referencia son
RO1 (U1301), R0O2 (U1302), RO3 (SEMIA5080) y R04 (E109). Los demas perfiles
corresponden a aislamientos seleccionados como cepas naturalizadas.
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