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RESUMEN

En Uruguay, el uso de puentes verdes de verano (PVV) basados en leguminosas del género
Crotalaria se explora como forma de beneficiar la salud de los suelos. Estas leguminosas
introducidas son de origen subtropical, y debido a que su uso todavia no se ha popularizado
en el pais no se cuenta con un inoculante recomendado para nuestros suelos.

Recientemente se identificé en Facultad de Agronomia, un rizobio nativo, aislado de un
nédulo de Crotalaria ochroleuca. El mismo se describi6 como una nueva especie llamada
Bradyrhizobium monzae cepa Oc8. Esta cepa es capaz de nodular a Crotalaria juncea,
Crotalaria spectabilis y Cajanus cajan, ademas de su planta de origen. La cepa Oc8 se
propone como potencial inoculante para las Crotalaria spp. en Uruguay, y esta siendo
evaluada de manera experimental en el campo.

Los objetivos de este trabajo fueron analizar los cambios en suelos expuestos a PVV de
Crotalaria spp. cuyas semillas se inocularon con B. monzanae Oc8, evaluar la ocupacion de
los nédulos de estas leguminosas, y generar una coleccion de rizobios eficientes.

Se parti6 de un ensayo en campo con C. juncea, C. ochroleuca y C. spectabilis. Se
incluyeron en el disefio experimental parcelas testigos, de suelo sin cultivar (barbecho) y de
suelo en el que se sembrd soja (Glycine max) como cultivo de verano. La soja se inoculd
con el inoculante comercial recomendado en Uruguay que contiene las cepas
Bradyrhizobium elkanii U1301 y U1302. A los 5 meses de crecimiento de los cultivos, estos
se terminaron (cortaron), y los residuos vegetales cortados se dejaron sobre el suelo durante
un mes. Finalmente, se sembrd trigo sobre el mismo suelo.

Durante todo el ensayo, se registraron variables agronémicas sobre los PVV y el trigo, y
sobre el suelo ademas, variables microbioldgicas. Se colectaron muestras de suelo en los
momentos de siembra de PVV ("Precultivo"), terminacién de PVV ("Prematanza”), siembra
de trigo ("Pretrigo") y cosecha de trigo ("Posttrigo"). A su vez, se colectaron muestras de
nodulos de las raices de Crotalaria spp. previo a "Prematanza”, muestras de biomasa aérea
de los PVV previo y durante su terminacion y granos de trigo al momento de la cosecha.

De los nédulos se aislaron y diferenciaron por ERIC-PCR cepas que se evaluaron en cuanto
a nodulacion en su hospedero de origen. Algunas de ellas se identificaron mediante
secuenciacién parcial del gen ARNr 16S. Aunque no se encontré a la cepa Oc8 ocupando
los nodulos, se identificaron dos cepas pertenecientes al género Bradyrhizobium. Ambas
provienen de nédulos de C. spectabilis.

De las muestras de suelo se purificd el ADN total con el que se amplificaron parcialmente el
gen 16S rRNA vy la region ITS y se secuenciaron los amplicones obtenidos por tecnologia
dNBSeq (BGI Genomics, Hong Kong). Los resultados del analisis de las ASVs mostraron
que los suelos luego de la matanza de los PVV y luego de la descomposicion parcial de los
mismos no presentaron diferencias en las comunidades procariotas y fungicas respecto al
suelo previo al ensayo. Sin embargo si se encontraron cambios en la comunidad microbiana
en el ultimo momento de muestreo ("Posttrigo"), respecto a los anteriores. Tanto la riqueza



como la diversidad procariota aumentaron en "Posttrigo”, mientras que la riqueza y la
diversidad fungica disminuyeron en "Posttrigo”, en relacion a los otros tres momentos de
muestreo. No se observaron diferencias en estos indices respecto al cultivo de PVV
sembrado en las parcelas, e incluso las parcelas control con barbecho no mostraron
variaciones en las comunidades microbianas en relacion a suelos con cultivos.

En el suelo se determinaron ademas los contenidos de C y Ny la respiracion basal (RB) en
los 4 momentos de muestreo. Los resultados indicaron que la RB de los suelos aumento
hacia el periodo "Posttrigo", aunque no se observaron diferencias significativas en la RB de
los suelos con los diferentes PVV. Por otro lado, el C y N en suelos de parcelas con C.
juncea fue significativamente mayor al presente en los suelos del resto de los cultivos. Esto
ultimo se observé también con la produccion de biomasa aérea. C. juncea fue el PVV que
generd mayor biomasa.

Finalmente, no se encontraron diferencias en el rendimiento en grano del trigo crecido en
suelos que tuvieron previamente PVV, soja o barbecho.



1. INTRODUCCION

El cometido de este apartado sera el de contextualizar al lector con la ecologia en los
suelos, centrandose en los microorganismos que los habitan, y sobre todo, en cémo
estudiarlos, orientandose principalmente a los rizobios y al estudio metagendmico de los
microorganismos del suelo.

1.1. El suelo como ambiente

“Los suelos son considerados cuerpos naturales, que cubren grandes superficies terrestres
y soportan el crecimiento vegetal, y que sus propiedades son dependientes del efecto
conjunto del clima y los organismos actuando sobre la materia parental, condicionado por el
relieve, en un periodo de tiempo determinado.” (Tan, 2009)

El subsuelo es la capa de tierra que se encuentra justo debajo de la superficie. Cuenta con
tres fases: la sélida, compuesta por minerales y materia organica, la liquida, compuesta por
el agua y material en solucién, y la gaseosa, compuesta por gases y aire, ocupando, junto a
la fase liquida, los espacios vacios de la fase sélida. La particularidad del subsuelo es que
estas tres fases interaccionan, volviendo el sistema heterogéneo y complejo. La distribucion
y composiciéon de estas fases determinan como se desarrolla el ecosistema a micro y macro
escala (Figura 1).

Figura 1. Habitat del suelo que
contiene particulas minerales [arena
(Sa), limo (Si) y arcilla (C)], materia
organica (OM), agua (W), raices
vegetales con pelos radicales (R) y
organismos del suelo [bacterias (B),
actinomicetos (A), esporas e hifas
de micorrizas (My), hifas de hongos
saprofitos (H), nematodos (N),
protozoos ciliados (CP), protozoos
flagelados (FP) y acaros (M)]. Figura
original de Kim Luoma (2021).

El suelo es un habitat complejo y diverso; incluso en areas muy pequefias puede contener
microhabitats que van desde zonas acidas hasta alcalinas, hiumedas a secas, aerébicas y
anaerobicas, reducidas a oxidadas y desde pobres hasta ricas en nutrientes (Figura 1).



Los suelos soportan el 95% de los alimentos que consumimos (Spanner & Napolitano,
2015), y el secuestro de carbono (C) que sucede en ellos es el triple que en la atmdsfera y
la vegetacion (Zomer etal., 2017). Son un soporte crucial en la salud combinada e
interconectada de las personas, animales y ecosistemas, dentro del concepto de Una Salud.
El concepto de «Una Salud» en el contexto del suelo se refiere a la capacidad continuada
de un suelo para funcionar como un ecosistema vital que sostiene la vida de plantas,
animales y seres humanos, donde la microbiota del suelo —la comunidad de bacterias,
hongos y otros microorganismos— es fundamental para mantener su fertilidad, estructura y
funciones, y donde su salud esta intrinsecamente ligada a la salud humana a través de la
cadena alimentaria y la produccion sostenible (One Health Joint Plan of Action 2022-2026).

1.1.1. Biodiversidad del suelo

El suelo es un medio fundamental para el desarrollo de la vida, influye en el crecimiento
de las plantas, los procesos del agua y otras funciones y servicios ecosistémicos que brinda
(Figura 2).

Los organismos del suelo se pueden clasificar en funcién de su tamafio. La Macrofauna,
aquellos organismos visibles a simple vista que incluyen artropodos, lombrices de tierra,
nematodos, caracoles, mamiferos pequefos y reptiles; la Macroflora, principalmente
representada por las raices de las plantas; y la Microbiota, formada por organismos
microscopicos como los protozoarios, bacterias, arqueas, hongos, algas y liquenes; se
incluyen también en ella a los virus (Tan, 2009).

Los roles de los MO que componen esta biodiversidad son variados; participa en la
descomposicidon de la materia organica, en los ciclos de los nutrientes, en la estructuracion,
resiliencia y resistencia de los suelos, en mantener su salud (Delgado-Baquerizo et al.,
2025). La biodiversidad del suelo es importante en cada aspecto de nuestro dia a dia,
desde la produccion de alimentos, hasta la restauracion ecosistémica, y los servicios
culturales (Figura 2).

La diversidad del suelo nos afecta a todos (Jansson & Hofmockel, 2020).


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cO4Ren
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=cO4Ren
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=3udyBI
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=l05Wr8
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Figura 2. Esquema de servicios ecosistémicos que el suelo provee y en los que los organismos del suelo son
clave. Creado en https://BioRender.com.

1.1.2. Microorganismos del suelo

“Es un error comun, tanto entre biélogos como no bidlogos, pensar que las bacterias son
relativamente conocidas debido a su gran importancia en la medicina, la ecologia y la
geneética molecular. Lo cierto es que la gran mayoria de los tipos de bacterias siguen siendo
completamente desconocidos, sin nombre ni indicios de medios para detectarlos.” - Edward
O. Wilson (Clarke, 1994).

La cita anterior, aunque habla de las bacterias, expone la realidad de la investigacién de los
microorganismos del suelo, aunque hoy en dia con las técnicas modernas de secuenciacion
se ha avanzado a pasos agigantados en el campo, todavia queda mucho por descubrir y
comprender. La innovacion y la profundizacién del estudio de estos seres vivos son vitales
para ampliar la comprension del ecosistema suelo y el desarrollo tecnologico.

El suelo soporta una enorme diversidad microbiana. Un solo gramo de suelo puede contener
miles de especies y millones de microorganismos (MO) (Yarwood et al., 2020). Este conjunto
de bacterias, arqueas, hongos, constituye la microbiota del suelo. ElI microbioma es el
conjunto formado por esta microbiota, sus genes, sus metabolitos y las interacciones que se
dan con el entorno (Trubl & Probst, 2025).

El microbioma en un sistema productivo es critico a la hora de asegurar la produccién de
alimento y la sostenibilidad de la agricultura, y a su vez, protege de la entrada de patdégenos a
la cadena productiva, protegiendo a todos los seres vivos en una salud (Delgado-Baquerizo



etal., 2020; Zhou etal., 2023). Conocer y comprender este microbioma es clave en la
conservacion y restauracién de los suelos.

Las bacterias y las arqueas son organismos unicelulares procariotas encontrados en los
diferentes ecosistemas del mundo. Son seres diminutos y de organizacion estructural “simple”
si se los compara con las células eucariotas. Sus células constan de una envoltura que
contiene el citoplasma, el material genético, ribosomas y proteinas cataliticas. Es destacable
en ellas su capacidad de adaptarse a los cambios ambientales y a condiciones extremas, lo
que las convierte en ubicuas. La presencia de pili, plasmidos, flagelos, endosporas y otras
estructuras las vuelve muy resilientes. Poseen amplia versatilidad metabdlica, pueden crecer
en presencia o ausencia de oxigeno (O), e incluso alternar entre respiracion aerdbica y
anaerdbica en base a la concentracion de O disponible. Las hay autétrofas y heterétrofas,
simbidticas, mutualistas y parasitas, entre otras formas de vida. A través de sus capacidades
metabdlicas determinan la disponibilidad de nutrientes esenciales como el Nitrégeno (N), el
Faosforo (P) y el azufre (S). Como resultado de esta gran versatilidad, juegan un rol vital en la
descomposicidon de la materia organica, la fertilidad de los suelos y el ciclado de nutrientes
(Tan, 2009).

Por otro lado, dentro de los microorganismos del suelo también resaltan los hongos. Estos
presentan células eucariotas, algunos son capaces de crecer de manera unicelular
(levaduras, quitridos y oomycetes), otros crecen interconectados en un micelio,
expandiéndose a través del sustrato de crecimiento, permitiendo el uso de mas recursos en
el suelo. Poseen estructuras de resistencia (esporas) que les permiten dispersarse y resistir
condiciones adversas. En el suelo, presentan variados roles ecolégicos: los hay desde
patdgenos, a simbiontes o saprofitos, entre otros roles que mejoran la fertilidad, estructura
y aireacion del suelo (Tan, 2009).

1.1.3. Interaccion de la microbiota del suelo con las plantas

La microbiota del suelo es importante para las plantas al interaccionar con ellas de distintas
formas, tanto facilitando como restringiendo su crecimiento. En términos de promocion del
crecimiento vegetal, los microorganismos presentan variados mecanismos de accién que
afectan tanto el crecimiento como el desarrollo y la salud de las plantas. En este sentido, es
importante la comunidad microbiana de la rizosfera (Berendsen et al., 2012).

El término rizosfera fue acufado por primera vez por Hiltner en 1904 para describir la zona
del suelo bajo influencia directa de las raices (Hiltner, 1904). Hiltner lo describié en base a la
asociacion simbidtica de bacterias fijadoras de dinitrégeno; hoy, el término se extiende al
area circundante a la raiz, o el volumen de suelo influenciado por la raiz. La rizosfera ni es
uniforme ni esta bien caracterizada o definida, pero se refiere al area de mayor actividad
microbiana que rodea a las raices. Es una zona rica en nutrientes debido a los exudados de
la raiz y al mucilago vegetal.

En comparacion con el suelo no influenciado, o alejado de las plantas, la rizosfera es algo
asi como un “oasis nutritivo”, que atrae una amplia variedad de MO, principalmente
bacterias (10°-10° UFC/g) y hongos (10° UFC/g) (Rouatt et al., 1960). Entre ellos destaca un
grupo variado de MO conocidos como microorganismos promotores del crecimiento vegetal.
Tal como su nombre lo indica, este grupo engloba a bacterias y hongos capaces de
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promover el desarrollo y crecimiento vegetal y que se encuentran en rizosfera, superficies
de las raices, e incluso dentro de los tejidos vegetales (Backer et al., 2018).

La promocion del crecimiento vegetal se puede llevar a cabo mediante mecanismos directos
o indirectos. Estos se diferencian en que los directos implican la disponibilidad de nutrientes
o produccion de fitohormonas para las plantas, mientras que los indirectos actuan
protegiendo a la planta de patégenos mediante la produccion de antibiéticos y/o sideréforos,
la competencia por recursos o la induccioén de resistencia sistémica (Backer et al., 2018).

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal pueden ser epifitos o enddfitos.
Los epifitos habitan en la superficie externa de la planta, mientras que los enddfitos
mantienen parte o todo su ciclo de vida dentro de la planta sin parasitar, y se pueden
encontrar en raices, tallos y hojas. Las bacterias del suelo conocidas como rizobios son un
ejemplo de enddfitos y son el foco parcial de esta tesis, por su capacidad de promocion del
crecimiento vegetal por fijacion bioldgica de N, (FBN) en simbiosis con plantas, tal como se
describe mas adelante.

1.2. Puentes verdes

Los puentes verdes son cultivos de cobertura y su denominacion se debe a que se
desarrollan entre dos cultivos de renta. De este modo, un puente verde invernal es aquel
cultivo que se desarrolla entre dos cultivos de verano sucesivos, como puede ser la soja,
mientras que un puente verde de verano (PVV) se desarrolla en el periodo estival, entre dos
cultivos de invierno, como la cebada o el trigo (Figura 3).

Cultivo Renta

Cultivo Renta Cosecha PV Descomposicion de PVV
Terminacion PYV
= AT
— B — ==~

Figura 3. Transicion temporal del uso de PVV como cultivo de cobertura. Creado con https://BioRender.com.

Las practicas agricolas convencionales, como las basadas en monocultivos, tienden a
disminuir la salud del suelo debido a la alta demanda de nutrientes, generando un
agotamiento de los mismos, que suele corregirse con fertilizantes quimicos. Esto ha dado
lugar a una creciente presién social, que impulsa un cambio en la manera en que cultivamos
nuestro alimento, lo que motiva investigaciones orientadas a desarrollar practicas
agro-sustentables que mejoren la produccion sin comprometer el patrimonio natural (Gémez
Perazzoli et al., 2024).

La inclusiéon de puentes verdes en las rotaciones agricolas tiene como principal funcién la
cobertura del suelo y tiene multiples efectos beneficiosos sobre la salud del suelo,
mejorando su estructura, disminuyendo la erosion, y/o enriqueciendo de carbono (C) y
nutrientes (Berriel, 2022).
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1.2.1. La Practica de los Puentes Verdes

Como puentes verdes se suelen usar gramineas y leguminosas, en forma pura o en
mezclas. En la eleccion del cultivo, destacan las especies de rapida implantacion y rapido
desarrollo, que tengan ciclos de vida mas bien cortos o que tengan buen desarrollo en los
meses de puente verde (Berriel, 2022).

En la practica, el puente verde se suprime previo a la siembra del proximo cultivo, y sus
restos pueden dejarse sobre la superficie del suelo como colchén o mulch, para su
descomposicién, o incorporarse al suelo, como abono verde. Al comparar un suelo cubierto
por rastrojos de puentes verdes en relacion al barbecho (suelo descubierto, sin cultivo) es
esperable que el primero logre un significativo secuestro de C en el suelo (Macedo et al.,
2015). Cuando los residuos se entierran como abono verde, se descomponen mas
rapidamente y la actividad microbiana en el suelo se acelera (Aguilar-Paredes et al., 2023).

Al utilizar leguminosas como puente verde, el aporte de N al suelo puede ser mayor, debido
a que la mayoria de las leguminosas forman interacciones simbidticas mutualistas con
rizobios. EI N proveniente de la FBN realizada por los rizobios, regresa al suelo luego con
los rastrojos o abonos verdes derivados del puente verde de leguminosas (Berriel, 2022).

1.3. Los rizobios y su simbiosis con las leguminosas

Los llamados rizobios son bacterias gram negativas que se pueden encontrar dentro del
perfil del suelo, y son de gran interés por su capacidad de FBN en asociacion simbidtica con
leguminosas.

La relevancia de los rizobios radica en su papel fundamental en la agricultura sostenible,
principalmente a través de esa FBN que realizan en simbiosis con las leguminosas, que
reduce la dependencia de fertilizantes quimicos nitrogenados en el campo cuando se
cultivan leguminosas. La FBN, como se describe mas adelante, es un proceso del ciclo de N
que lleva a disponibilizar el N para los seres vivos.

1.3.1. El nitrégeno en los ambientes
Todo lo que existe, existe en ciclos. Si fue, volvera a ser.

El N junto al C, O, e Hidrogeno (H) son los macroelementos clave que se encuentran
mediando las reacciones biolédgicas llevadas a cabo por los organismos y formando parte de
la biomasa de todos los seres vivos. EI N se encuentra en todos los ambientes, pero no
todas sus formas quimicas son accesibles para la mayoria de los organismos. Este
elemento transiciona a través de diversas formas quimicas dentro de su ciclo natural. Antes
de profundizar en cémo accedemos los seres vivos al N, debemos saber dénde se
encuentra y en qué formas (Galloway et al., 2004).

Una enorme porcion del N del planeta se encuentra en la litdsfera, en las rocas igneas del
manto rocoso, en forma de minerales y de manera no accesible para ser tomado por los
seres vivos, representando el 97% del N global; el resto se distribuye de manera
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biodisponible en la atmdsfera (2%) y bidsfera (0,02%). Del N disponible para los seres vivos,
en la atmosfera se encuentra un 78%, donde esta presente en su forma mas estable: el
dinitrégeno molecular (N,), aunque también existe como 6xido nitroso (N,O), 6xido nitrico
(NO), diéxido de nitrégeno (NO,) y amoniaco (NH;) (Galloway et al., 2004).

En el suelo, el 80-90% del N se encuentra en la materia organica (Farzadfar et al., 2021), el
resto, como amonio (NH,) y otras formas inorganicas (NO,, NOs). EI N de la materia
organica del suelo no es asimilable por los seres vivos y debe pasar por los pasos del ciclo
que lo llevan a una forma quimica inorganica asimilable. Si bien la acumulacion de fuentes
organicas con N en el suelo alimenta al ciclo, el exceso de algunas formas inorganicas de N
en el suelo representa un riesgo de contaminacién, especialmente sobre los rios, lagunas y
napas subterraneas, donde el exceso de nutrientes puede llevar al proceso llamado
eutrofizacién, por el crecimiento excesivo de algas y bacterias, que representan un gran
riesgo al ecosistema y la salud humana y animal (Tan, 2009).

1.3.2. El ciclo del Nitrogeno

La fijacion de N es el proceso de conversion de N, en formas reactivas de N. Este proceso
implica la rotura del triple enlace de la molécula de N,. El proceso ocurre naturalmente de
forma bidtica, a través de ciertas bacterias y arqueas, o abidtica, a través de los relampagos
[Figura 4, (1)]. Esta ultima es una reaccion electroquimica que se da a través de tormentas
eléctricas. La alta energia liberada durante el evento de una descarga eléctrica podria ser
capaz de romper los triples enlaces del N,. EI N libre se asocia al oxigeno (O,) libre, y luego
las lluvias lo depositan en el suelo en forma de acido nitrico o nitratos. La fijacion del N
biética es la FBN, que se puede dar en algunas bacterias o arqueas de dos formas: en
asociaciones simbiéticas (ej: Rhizobium) [Figura 4, (2)] o en vida libre (ej: Azotobacter)
[Figura 4, (3)]. La asociacién simbidtica mutualista entre leguminosas y rizobios es ejemplo
de la primera, es foco de la tesis y se describe en el punto 1.3.3.

Siguiendo en el ciclo del N, la amonificacion es el proceso biolodgico por el cual los
compuestos nitrogenados, en los restos biolégicos de los seres vivos, son descompuestos
generando amonio (NH,*) (ej: Pseudomonas). Desde este, la nitrificacién es el proceso
biolégico de formacion de nitrito (NO,) (ej Nitrosomasi) primero [Figura 4, (5)], y nitrato
(NOg3')(ej: Nitrobacter) después [Figura 4, (6)].

La asimilacién de nitrégeno [Figura 4, (7)] es el proceso en el que a partir de compuestos
inorganicos de N se forman compuestos organicos de N, que forman la biomasa de plantas
y microorganismos (en este ultimo caso, también se llama inmovilizacién) (ej: Escherichia).
En las plantas, estas pueden absorber el NO; y NH," del suelo.

El ciclo global se completa con dos procesos, el de desnitrificacion (Pseudomonas) [Figura
4, (8)], donde microorganismos anaerobios del suelo convierten los nitratos en N,, en un
proceso con varias etapas e intermediarios gaseosos, algunos con efecto invernadero (Tan,
2009) y el de Anammox (ej: Planctomicetes) [Figura 4, (9)], que también retorna N, a la
atmosfera, pero a partir de la oxidacién anaerobia del NH,+, con nitrito (Strous et al., 1999).
Este ultimo proceso es de particular interés biotecnolégico en tratamientos de efluentes para
eliminar el N (Ren et al., 2022).

13



9

| (1) / i\

% oM
9
- «—{ﬂ ©)
- \
o=
Desnitrificantes @ Descomponedores
Bacterias Anammaox
Absorcidn l
(6) \<
NOs «— NO, «— NH,

W
Created in BioRender.com bio

Figura 4. Ciclo del Nitrogeno: 1) Fijacion natural abidtica del N; 2) Fijacion biologica del N en simbiosis; 3)
Fijacion bioldgica del N en vida libre; 4) Descomposicion de la materia organica y amonificacion; 5) y 6) pasos de
Nitrificacion; 7) Absorcion y asimilacion/inmovilizacion; 8) Desnitrificacion; 9) Anammox. Creado en
https://BioRender.com.

Los desbalances de concentraciéon de los compuestos nitrogenados pueden ser riesgosos
para la salud y el ambiente. El accionar humano es la principal causa de estos desbalances
en el ciclo, por ejemplo, por el uso desmedido de fertilizantes en la agricultura, o por
desechos industriales no tratados (Galloway et al., 2008).

Cuidar el ecosistema es respetar sus ciclos.

1.3.3. FBN en rizobios

Los rizobios son, probablemente, los microorganismos benéficos asociados a plantas mas
estudiados. La primera especie de rizobio identificada fue Rhizobium leguminosarum en
1889 (Frank, 1890), aunque su denominacion inicial fue Bacillus radicicola por Beijerinck en
1888 (Beijerinck, 1888). La clasificacion taxondmica de los rizobios evoluciono6 con los afios,
y con el desarrollo de técnicas moleculares, el avance fue aun mas notorio.

Los rizobios se encuentran dentro de los grupos de alfa- y beta-proteobacterias. Hasta el
2022, se conocian 168 especies repartidas en 17 géneros de alfa-rizobios (Kuzmanovi¢
et al.,, 2022). Los beta rizobios se han descrito dentro de los géneros Paraburkholderia,
Trinickia y Cupriavidus (Gyaneshwar et al., 2011). La particularidad de todos ellos es su
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capacidad de romper la molécula N,, que es muy estable debido al triple enlace entre los
atomos de N, y lo hacen en simbiosis con plantas.

Se requiere de gran energia para romper el triple enlace del N, (945 kJ/mol) y la habilidad
de romperlo esta presente en algunas bacterias y arqueas del suelo conocidas como
diazotrofas (o fijadoras de N), entre las que se encuentran los rizobios, que lo hacen cuando
se asocian simbi6ticamente a leguminosas.

Los rizobios, como todos los diazotrofos, logran realizar la FBN a través del complejo
enzimatico llamado nitrogenasa. Dos grandes proteinas conforman los componentes de la
nitrogenasa, que trabajan en conjunto: la proteina hierro-cofactor metalico (componente 1),
generalmente con Molibdeno como cofactor (FeMo-co), tambien existen nitrogenasas
alternativas dependientes de Vanadio (FeV-co) o Hierro (FeFe-co), y la proteina férrica (Fe)
dinitrogenasa reductasa (componente 2). En la primera se da la fijacion del N,, la segunda
es la que transfiere a la primera los electrones necesarios para la reaccion de reduccion. La
nitrogenasa necesita iones Mg*, consume ATP como forma de energia que impulsa la
reaccion, y se inhibe por ADP, formas reactivas de N y O. La inhibicion suele ser irreversible
frente al O.

La nitrogenasa utiliza N, y 8 H* para formar 2 NH; y H,; la ecuacion global es la siguiente
(Sylvia et al., 2005):

N, + 8H" + 8¢ + 16MgATP — 2NH; + H, + 16MgADP + 16Pi

En diazotrofos con nitrogenasa Mo-dependiente (la mas comun) el cluster de genes nif es el
encargado de la expresion y regulacion del complejo nitrogenasa y esta conformado por 20
o0 mas genes (Postgate, 1998).

En rizobios, la nitrogenasa se sintetiza y es funcional cuando se da la asociacién simbidtica
con leguminosas. Esta se produce a nivel de las raices, resultando en la formacién de
nodulos. Esta nodulacion de las plantas solo se da si el suelo es deficiente en N (Dénarié
etal., 1992). El resultado final de la simbiosis es el intercambio de productos, los
compuestos nitrogenados obtenidos a partir de la FBN por los rizobios son cedidos a la
planta, que a cambio, cede a las bacterias fotoasimilados (principalmente malato y
succinato) (Hellriegel & Wilfarth, 1888).

La infeccion o el ingreso de los rizobios a las raices, comprende una serie de pasos que
inician con el reconocimiento entre ambas partes. Aunque existen variaciones, los pasos
generales del tipo de proceso de infeccidn mas estudiado, son los siguientes (Figura 5):

1) Los rizobios, y otras bacterias de la rizosfera, son atraidos hacia las raices a través de
compuestos quimioatrayentes, secretados por las raices, en sus exudados radiculares.

2) Entre estos compuestos exudados, resaltan los flavonoides, metabolitos secundarios
que son reconocidos por el rizobio especifico. Este es el primer paso de especificidad,
definido por el tipo de flavonoide.

3) Los flavonoides inducen en los rizobios la expresion de los genes nod. Los genes nod
son un grupo de genes que codifican para aproximadamente 25 proteinas requeridas
para la sintesis y exportacién de los factores Nod. Estos ultimos son compuestos
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quimicos del tipo lipoquitooligosacaridos, que son la respuesta del rizobio a las senales
de la planta y constituyen un segundo nivel de especificidad en el establecimiento de la
simbiosis. De forma similar a los flavonoides, cada par leguminosa-rizobio presenta
factores Nod especificos, con una estructura caracteristica, que desencadenan los
procesos siguientes.

4) Los factores Nod son reconocidos por receptores en las raices de la leguminosa
especifica, y se activan cambios en la raiz que inician la nodulacion.

5) Frente a la presencia de los factores Nod y la adhesion de las bacterias a la raiz, los
pelos radiculares se deforman y se curvan.

6) La pared de los pelos radiculares encorvados se degrada (Mateos etal., 1992),
permitiendo la entrada de los rizobios a la raiz, a través de la formacién de un canal de
infeccion, un “tubo” por donde ingresan y se dividen las bacterias, atravesando el pelo y
penetrando a la raiz.

7) El avance de los rizobios por el canal de infeccion se da hasta el primordio nodular. La
formacion y el numero de nédulos estan altamente regulados por la planta. Una vez en
los nédulos, las bacterias dejan el canal de infeccidén, y por endocitosis, quedan
englobadas en estructuras llamadas simbiosomas, rodeadas de una membrana peri
bacterial, que separa a las bacterias del citoplasma de las células del nédulo.

8) En los simbiosomas, los rizobios sufren una severa transformacion, muchas veces
irreversible, en la que pierden capacidades reproductivas, se reducen actividades
metabdlicas y sintetizan la nitrogenasa. Este nuevo estado celular es llamado
bacteroide, y esta especializado en realizar la FBN (Gage, 2004).
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Figura 5. Proceso de formacién de nodulos por infeccion de rizobios en leguminosa, de izquierda a derecha
ingreso de los rizobios por el canal de infeccién y formacién del nédulo (Quifiones, 2021).
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1.4. Indicadores de la salud del suelo

Los indicadores de salud de suelos son parametros fisicos, quimicos y bioldgicos que
permiten evaluar la capacidad del suelo para funcionar como un ecosistema productivo y
resiliente, cumpliendo con las funciones y servicios ecosistémicos (Figura 2) de forma
sostenida. Entre los indicadores fisicos resaltan la textura y la porosidad, entre los quimicos,
el pH y el contenido de materia organica y nutrientes y entre los bioldgicos, la diversidad
microbiana, la respiracién basal y las actividades enzimaticas, entre muchos otros. Los tres
ultimos reflejan la actividad, la funcionalidad y/o la diversidad de los organismos presentes
en el suelo, principalmente de los MO (Doran & Zeiss, 2000).

1.4.1 Técnicas de analisis microbiano en suelos

Las técnicas de andlisis microbiano en suelos permiten evaluar abundancia, diversidad y
actividad de los MO y se dividen dependientes del cultivo de los MO utilizando métodos
clasicos, y en independientes del cultivo de los MO utlizando técnicas
bioquimicas-moleculares. A continuacion se describen las técnicas desarrolladas durante el
trabajo.

1.4.1.1. Diferenciacién y diversidad mediante amplificacién de elementos repetitivos
intergénicos

El genotipado de cepas microbianas por amplificacion de elementos repetitivos intergénicos
es una técnica dependiente del cultivo. Las técnicas dependientes de cultivo son métodos
que requieren el uso de medio de cultivo para hacer crecer y estudiar microorganismos o
células. Entre sus ventajas, destaca que permiten trabajar con cepas microbianas puras.
Esto es de particular interés para la identificacion y caracterizacion del crecimiento, la
susceptibilidad antimicrobiana y otros atributos, en determinadas cepas, sobre todo de
interés clinico (patdégenos que hay que combatir, por e€j.) o biotecnolégico (para
aplicaciones, como inoculantes para el agro, por €j).

Por un lado, el aislamiento consiste en cultivar MO, promoviendo su crecimiento en un
entorno controlado, utilizando medios adecuados. Una vez obtenido un cultivo aislado puro,
es posible identificarlo. La identificacién implica determinar la nomenclatura o caracterizar
genética y fenotipicamente al microorganismo. Los métodos de identificacion combinan
técnicas, como por ejemplo, la tincion de Gram, las pruebas bioquimicas y las técnicas
moleculares basadas en ADN purificado del MO estudiado. Estas ultimas constituyen una
aproximacion poderosa a la hora de diferenciar e identificar MO (Woese, 1987). Entre ellas,
el genotipado de las cepas por amplificacion con PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) es una técnica muy utilizada para discriminar entre cepas bacterianas. La
amplificaciéon de elementos genéticos repetitivos usando secuencias ERIC (del inglés
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) es una de ellas, se describe brevemente a
continuacion.

Las secuencias ERIC, de aproximadamente 126 pb (Anexo), y secuencias asociadas a
ERIC, se han identificado en una alta diversidad de especies bacterianas. Estas secuencias
estan distribuidas en regiones intergénicas del genoma bacteriano y, al amplificar por PCR ,
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generan amplicones caracteristicos de cada cepa, de forma tal que otorgan "huellas
geneéticas". Con ellos es posible detectar las diferencias en los fragmentos amplificados por
PCR, permitiendo distinguir aislamientos por los patrones de bandas en una electroforesis
(De Bruijn,1992). La longitud y numero de los amplicones obtenidos por amplificacion de las
secuencias ERIC, es un marcador utilizado en el estudio de variabilidad genética de
bacterias, permitiendo diferenciar cepas y compararlas con otras (Hulton et al., 1991).

1.4.1.2. Secuenciacion masiva de amplicones

Un gran desafio al estudiar las poblaciones de MO es la gran diversidad que existe en
algunos entornos como el suelo. Esto genera dificultades con las técnicas dependientes del
cultivo descritas en el apartado anterior, ya que para ser cultivado cada MO, se deberia
conocer sus diversos requerimientos, y contar con medios de crecimiento adecuados. En la
practica, lo que ocurre es que se establece un gran sesgo, al no ser posible reproducir en
el laboratorio todos los requerimientos de los MO o simplemente desconocer esos
requerimientos (Amann et al., 1995).

Existen diversas técnicas de analisis de la microbiota sin necesidad de cultivarla
previamente, que van desde métodos moleculares basados en PCR como la gqPCR (PCR
cuantitativa), a técnicas de secuenciacion masiva (NGS, Secuenciacion de Nueva
Generacion) del ADN y ARN de los MO. Otras técnicas no dependientes del cultivo,
incluyen andlisis protedmicos, lipidomicos, estudios basados en microscopia, entre otros
(Steen et al., 2019; Wilmes & Bond, 2006; Yan et al., 2016). El analisis de la actividad y
funcionalidad de los suelos evaluando la actividad metabdlica y enzimatica también se
realiza sin un paso previo de aislamiento ni crecimiento de MO en medios de cultivo.

La secuenciacion masiva de amplicones es una técnica de secuenciacion que analiza
fragmentos especificos de ADN, para determinar la diversidad de comunidades microbianas
en una muestra. Esta técnica devuelve muchisima informacién que es posible asociar a
geéneros microbianos y analizar la composiciéon de la poblacion y sus caracteristicas
generales (Diversidad, Abundancia, Especies representativas, variacion a través del tiempo,
etc).

La metodologia consiste en la extraccion total del ADN (ADN metagendmico) de la muestra,
por ejemplo, suelo, la amplificacién por PCR de fragmentos de interés y la secuenciacion
masiva de los amplicones obtenidos, generando millones de lecturas cortas de amplicones
que luego es necesario analizar mediante bioinformatica. La PCR se dirige a regiones
especificas, generalmente regiones hipervariables flanqueadas por conservadas, que
poseen caracteristicas rastreables, como el ARNr 16S en procariotas o la regién ITS en
hongos, tal como se describe a continuacion.

1.4.1.3. El gen ARNr 16S de la subunidad menor de los ribosomas

La identificacion con el gen codificante para un segmento del ARN ribosomal de la
subunidad menor del ribosoma procariota se basa en la secuenciacion del gen ARNr 16S, el
cual actia como un marcador genético unico para identificar y clasificar bacterias y arqueas.

18



Este gen contiene tanto secuencias altamente conservadas como hipervariables lo que lo
vuelve un excelente marcador genético, ya que permite identificar a la cepa que lo posee, a
nivel de género, por sus zonas variables.

El gen completo del gen ARNr 16S consiste en 1500 pb y 50 dominios aproximadamente,
repartidas en 9 zonas hipervariables, separadas por 11-12 zonas conservadas. La mayoria
de los estudios basados en el analisis comparativo del ARNr 16S utilizan secuencias
parciales del gen (Yang et al., 2016). Este analisis comparativo del ARNr 16S se utiliza tanto
para identificar cepas puras (aisladas mediante cultivo) como para identificar amplicones
secuenciados de forma masiva y obtenidos de ADN metagendmico.

El método molecular de identificacion de aislamientos bacterianos puros mediante
secuenciacion del ARNr 16S consiste en el aislamiento del ADN desde la cepa de interés, la
amplificacion por PCR de la secuencia del ARNr 16S utilizando primers universales
secuenciacién de los amplicones obtenidos por Sanger (Sanger etal., 1977) y el
procesamiento informatico de la informacion obtenida hasta llegar a la identificacion de la
cepa a nivel de género.

En el caso de la metagendmica, las plataformas de secuenciacién masiva, como lllumina, o
DNBSeq, generan millones de lecturas cortas de los amplicones, que luego, por
procesamiento bioinformatico se filtran por calidad, se definen las ASVs (Variantes de
Secuencia de Amplicones), y se comparan con bases de datos para la asignacion
taxonomica.

1.4.1.4. Espacio transcrito interno del ARN del ribosoma nuclear (ITS)

El “Internal Transcribed Spacer’ (ITS) es una region del ADN ribosomal presente en
eucariotas, localizada entre las subunidades 18S (SSU) y 28S (LSU), separada por el gen
conservado 5.8S, y dividida en las regiones ITS1 e ITS2. Esa estructura la hace amplificable
mediante cebadores universales que se adhieren a las regiones conservadas, de forma
similar a lo relatado para el gen ARNr 16S (Langsiri et al., 2023).

Una de las razones por las que el ITS es conveniente para identificar hongos es que
presenta una alta variabilidad interespecifica, es decir, diferencias suficientemente grandes
entre especies, lo que permite distinguirlas con cierto grado de precision. Ademas, como
muchas especies ya tienen secuencias ITS disponibles en bases de datos bien curadas (ej:
UNITE, GenBank), se puede realizar la comparacion directa (“barcoding”) para asignar
identidad taxonémica (Badotti et al., 2017).

Al igual que el gen ARNr 16S, el analisis comparativo de ITS se utiliza tanto para
identificar cepas puras como para identificar amplicones secuenciados de forma masiva y
obtenidos de ADN metagenomico.

1.4.2. Otros indicadores de salud de suelos

Dentro de los indicadores bioldgicos de la salud del suelo se pueden encontrar otras
técnicas que exploran la actividad de los microorganismos, ejemplos son la Respiracion
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Basal (RB), o la actividad de determinadas enzimas, principalmente relacionadas con el
ciclado de nutrientes.

En el caso de la RB, la técnica mide la produccion de didxido de carbono (CO:) o el
consumo de O por parte de los microorganismos del suelo. En la practica, son mas
comunes los métodos basados en medir el CO: producido. Los resultados se expresan
como una tasa de emision o produccion de CO: por unidad (gramo) de suelo en un tiempo
determinado (dias, horas). La RB es reflejo de la actividad microbiana y de la disponibilidad
de materia organica presentes. Los MO respiran al descomponer materia organica, y cuanto
mayor la respiracion, mayor la actividad biologica del suelo. La técnica utilizada para medir
RB, junto al analisis de algunas propiedades quimicas del suelo, seran detalladas en
profundidad en el apartado de Metodologia.

1.5. Antecedentes del trabajo

En Uruguay, se han analizado el desempefio agronémico de plantas de Crotalaria juncea,
C. ochroleuca y C. specatbilis, su adaptacion a condiciones de déficit hidrico, frecuentes en
los veranos de Uruguay, su eficiencia en el uso del agua, y la FBN asociada a los suelos
nacionales (Berriel, 2022; Berriel et al., 2021).

En relacion a la FBN, las investigaciones previas incluyeron el aislamiento de rizobios de
nodulos de las 3 Crotalaria spp. antes mencionadas, sembradas en campos experimentales
del pais. Dentro de los aislamientos de rizobios nativos, la cepa rizobiana denominada OcS8,
que fue aislada de un nédulo de C. ochroleuca, fue identificada por analisis polifasico. Oc8
pertenece al género Bradyrhizobium y mostré ser capaz de nodular a C. juncea, C.
spectabilis, C. ochroleuca y Cajanus cajan, esta ultima otra leguminosa tropical
potencialmente util como cobertura estival (Berriel et al. 2021). Luego de la caracterizacion
bioquimica de la cepa Oc8 y del analisis comparativo de su genoma, se propuso la
designacion de una nueva especie, Bradyrhizobium monzae, para la cual Oc8 es la cepa
tipo (Morel etal.,, 2025). Ademas, se evaludé su eficiencia simbidtica en términos de
produccién de biomasa en C. juncea, C. spectabilis, C. ochroleuca y Cajanus cajan en
macetas (Morel et al., 2025).

A partir de estos antecedentes, se propuso la evaluacion en campo de la cepa Oc8,
utilizada como inoculante experimental para leguminosas del género Crotalaria. Este es el
punto de partida del trabajo de tesis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Analizar la microbiota del suelo asociada a PVV basados en cultivos de Crotalaria juncea,
C. ochroleuca y C. spectabilis inoculados con Bradyrhizobium monzae Oc8.

2.2. Objetivos especificos

I.  Analizar la ocupacién de los nédulos por la cepa Oc8
II.  Generar una coleccién de rizobios nativos capaces de nodular a C. juncea, C.
ochroleuca o C. spectabilis
lll.  Analizar las comunidades flungicas y procariotas del suelo, a través de
secuenciaciéon masiva de amplicones.
IV.  Analizar la actividad biolégica del suelo mediante respiracion basal.

2.3. Objetivos educacionales

I.  Obtener formacién teédrica y practica en investigacion cientifica
.  Ganar experiencia en técnicas microbioldgicas basicas, ensayos de inoculacion de
plantas, analisis de secuenciacion masiva de amplicones y técnicas analiticas.
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3. METODOLOGIA
3.1. Diseo experimental del ensayo en campo

En el marco de un proyecto Innovagro (FSA-ANII), se realizé un ensayo de campo, entre
diciembre de 2023 y diciembre de 2024, en el Centro Regional Sur (CRS) de la Facultad de
Agronomia (Canelones). Del mismo se colectaron las muestras de raices con nédulos y de
suelo con las que se trabajo en esta tesis. El ensayo comprendié dos etapas de crecimiento
vegetal: una primera etapa estival (con PVV) y la segunda invernal (con trigo).

En la primera etapa del ensayo, comprendida entre diciembre de 2023 y mayo de 2024, se
sembraron PVV con C. juncea, C. ochroleucay C. spectabilis, todas inoculadas con la cepa
Oc8 de Bradyrhizobium monzae. A su vez se incluyé a la soja (Glycine max.) inoculada con
los rizobios del inoculante comercial nacional de soja (Bradyrhizobium elkanii U301+U302)
como cultivo tipico de verano del pais. Las inoculaciones se realizaron previo a la siembra,
sobre las semillas, utilizando inoculantes a base de turba para Oc8 y liquido para
U1301+U1302), con las concentraciones minimas de rizobios requeridas en las
formulaciones comerciales (2 x 10° UFC/g) por la Direccién General de Servicios Agricolas
(DGSA) del MGAP (MGAP-DGSA 2026). El ensayo conté con 3 parcelas de 2,7 x 15 mts.
por cultivo y 3 parcelas de suelo desnudo sin sembrar (barbecho) como control (T, testigo en
Figura 6.). Las parcelas se distribuyeron al azar en el terreno, y fueron flanqueadas por
Maiz (Zea mays). Esta primera etapa comprendié el crecimiento y matanza de los PVV
evaluados (Figura 6, Cuadro 1)

sm 2,7m
-+
N BL Mz Mz
1 r
z 3
= o
4sm - Z B2 Mz Mz = Mz 15m |TRECESET
3 3
1 r
B3 Mz Mz
1 2
Tajamar
T (testigo)
Sj (Glycine max)
CrJunc (Crotalaria juncea)
CrOch (Crotalaria ochroleuca )|
Mz (Zea mays)

Figura 6. Disefio experimental para el ensayo en campo con las tres crotalarias (C. juncea, C. ochroleucay C.
spectabilis) y soja. Se dejaron 3 parcelas control sin sembrar (barbecho). A su vez, se sembré maiz en los
bordes.

En la segunda etapa del ensayo, comprendida entre julio de 2024 y diciembre de 2024,
todas las parcelas de la primera etapa se sembraron con trigo como cultivo renta. La etapa
consistié en evaluar el crecimiento y cosecha del trigo (Cuadro 1). En esta segunda etapa,
se agrego6 una condicidn de fertilizacion nitrogenada: la mitad de cada parcela pre-definida
en la etapa 1, recibié fertilizaciéon con urea (30 kg/ha) en el momento de la siembra del trigo,
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100 kg/ha en el estadio z22 y 30 kg/N en el estadio z30 (Zadoks et al., 1974). Segun la
escala Zadoks, z22 es el estadio de macollaje avanzado, mientras que z30 es el inicio de la
encafazon o elongacion del tallo.

El Cuadro 1 muestra los momentos de muestreo durante todo el ensayo anual. "Precultivo”
refiere al momento previo a la siembra de los PVV y define el inicio del ensayo.
"Prematanza” es el momento previo a la terminacion de los PVV, a partir de aqui los
rastrojos comienzan su descomposicion en el campo. "Pretrigo” es el tiempo donde se
termina voluntariamente la descomposicion de los rastrojos, se fertiliza la mitad de cada
parcela con N, y se siembra el trigo. "Posttrigo” refiere a la cosecha del trigo y define la
finalizacion del ensayo. PVV-NODULOS, refiere al momento en el que Unicamente se
tomaron muestras de raices con nddulos, para el aislamiento de endéfitos de nédulos.

Cuadro 1. Tiempos o Momentos de muestreo definidos a lo largo del ensayo.

Tiempo Mes Muestras Andlisis de muestras
"Precultivo" Diciembre 2023 Suelo Analisis quimico de suelos,
Respiracion Basal (RB),
Secuenciaciéon masiva de
amplicones
PVV-NODULOS | Marzo 2024 Raices Aislamiento de rizobios
Plantas
"Prematanza" Mayo 2024 Sueloy Analisis quimico de suelos,
Plantas RB,
Secuenciaciéon masiva de
amplicones.
Produccién de biomasa de PVV
"Pretrigo” Julio 2024 Suelo Andlisis quimico de suelos,
RB,
Secuenciaciéon masiva de
amplicones
"Posttrigo" Diciembre 2024 Sueloy Analisis quimico de suelos,
Plantas RB,
Secuenciaciéon masiva de
amplicones
Rendimiento
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3.2. Analisis de bacterias endoéfitas de nédulos radiculares
3.2.1. Aislamiento de bacterias desde ndédulos

Se tomaron raices de cada parcela sembrada con PVV, durante la primera etapa del
ensayo, a los 4 meses desde la siembra (PVV-NODULOS, Cuadro 1). Estas raices se
conservaron a -20 °C hasta el momento de su uso.

De las raices, se separaron los nédulos que se desinfectaron superficialmente siguiendo el
procedimiento de Howieson y Dilworth (2016):

1) Lavado con agua destilada (H,O des.) estéril para descartar los residuos de tierra.
2) Incubacion en Etanol al 70% durante 1 minuto, en agitacion.

3) Incubacion en Hipoclorito de sodio (NaClO) al 4% durante 4 minutos, en agitacion
4) Reiterados lavados con H,O dest. estéril .

Se realizaron controles de desinfeccién arrastrando un nédulo desinfectado por la superficie
de una placa con medio YEM sdlido (extracto de levadura-manitol, Anexo). Luego de la
incubacién de la placa a 28°C durante 2-3 dias, la ausencia de crecimiento es indicativo de
una correcta desinfeccion.

Para el aislamiento de rizobios, se accedi6 al interior de los nédulos desinfectados utilizando
portaobjetos de vidrio, estériles. Para ello, se colocaron los nédulos desinfectados sobre los
portaobjetos estériles y utilizando por encima otros portaobjetos de vidrio estériles, se
aplastaron los nddulos, presionando los vidrios hasta que el contenido de los nddulos se
libera. Utilizando un ansa esterilizada por calor se colecto la solucion resultante y se sembro
por estriado en la superficie de medio YEM sdlido con rojo Congo (Anexo). El rojo congo se
utilizé para diferenciar los crecimientos de acuerdo con la capacidad de interiorizar al
colorante. Los rizobios no son capaces de ingresarlo entonces, al crecer en este medio
desarrollan colonias de color blanco, crema o translucidos. Las placas se incubaron a 28°C
por 4-6 dias (Sosa et al., 2004).

A partir de los crecimientos observados en placa, se seleccionaron las colonias blancas,
cremosas o translucidas y se repicaron (re sembraron) en nuevo medio YEM sdlido, 2 a 3
veces de manera consecutiva, para obtener cultivos puros.

3.2.2. Pruebas de nodulacion

Con el fin de confirmar que los aislamientos obtenidos hasta el momento eran capaces de
nodular a la planta de origen, se realizaron ensayos de nodulacién, en condiciones
controladas, tal como se describe a continuacion.

Las semillas de Crotalaria spp. se desinfectaron de la misma manera descrita anteriormente
para nodulos (punto 2.1). Para las semillas de C. juncea fue necesario modificar el protocolo
por las caracteristicas de las semillas, de mayor tamafio y con pliegues mas pronunciados,
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que posiblemente dificultaron la desinfeccidn (Figura 7). El cambio para estas semillas fue la
extension del tiempo en hipoclorito a 8 minutos. Las semillas, una vez desinfectadas,
germinaron en placas con agar-agua (al 0,8%) incubadas a 28 °C por 48hs.

Figura 7. Imagenes de semillas de Crotalaria spp., de izquierda a derecha, semillas de Crotalaria ochroleuca,
semillas de Crotalaria spectabilis, semillas de Crotalaria juncea.

Para la preparacién de los in6culos, se tomaron colonias frescas desde placas con YEM
solido, y se suspendieron en suero fisiolégico (0,9% NaCl en H,0), alcanzando una
densidad optica (DO) aproximada de 0,5, medida a 620 nm .

Las semillas pregerminadas se inocularon de manera individual con 100pl de indculo.
Originalmente se probd la nodulacion en semillas inoculadas y sembradas en medio Jensen
semisélido sin nitrégeno (Anexo) dispuesto en tubos. Sin embargo, se corroboré que en
este sistema de crecimiento las Crotalaria spp. no nodularon durante el periodo de
crecimiento de 45 dias (Figura 8.). Por este motivo, se continuaron las pruebas de
nodulacion en macetas conteniendo mezclas de arena y vermiculita (1:1) estériles.

Las plantas se incubaron en un cuarto con temperatura (26°C) y fotoperiodo controlados
(8/16 hs de oscuridad/luz), y se regaron con agua y solucién de Hoagland (Anexo) libre de
N diluida al décimo (Anexo 1,2) de forma alternada. Como control positivo se utilizé a Oc8
como inéculo y como control negativo las semillas recibieron suero fisioldgico estéril. Luego
de un mes y medio de crecimiento, se controld en las raices de las plantas la presencia de
ndédulos.
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Figura 8. Pruebas de nodulacién realizadas. A la izquierda, planta en medio Jensen semi-sdlido libre de N, a la
derecha, sistema de crecimiento en macetas con sustrato estéril.

3.2.3. Diferenciacion mediante amplificacién de elementos repetitivos intergénicos
(ERIC)

Para diferenciar los aislamientos obtenidos, se partié de su ADN, que se amplificé por la
técnica de PCR. Los cebadores especificos utilizados fueron los ERIC descritos en la
Introduccién (Hulton et al., 1991) y cuya secuencia se muestra en el Anexo 1,4.

Para todos las PCR se ultiliz6 los equipos Labnet-Multigenell y Bioer-GeneExplorer.

Para la amplificacién (ERIC-PCR) fue necesario realizar la lisis celular de los aislamientos.
Para ello, se partié en algunos casos de cultivos en medio sdélido y en otros, de medio
liquido. La lisis celular fue puesta a punto y resulté en el siguiente protocolo:

1. a) Si se parte de YEM liquido, centrifugar 1 ml de cultivo liquido a 13.000 rpm, 2 min,
para obtener el pellet celular.

b) Si se parte de cultivo en medio YEM sdélido, se carga el ansa con abundantes
colonias.

2. Resuspender el pellet celular o las colonias en 100 yl de NaOH 0,05M estéril
3. Incubar a 100°C 10 min

4. Enfriar rdpidamente, en hielo y/o freezer -20°C hasta que congele

5. Agregar 500 ul de agua miliQ estéril

6. Centrifugar a 13.000 rpm por 2 min y conservar el sobrenadante.

El sobrenadante se utiliz6 como molde de ADN en la amplificaciéon por PCR.
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La mix para una reaccién (25 pl) de ERIC-PCR consistio en: 2,5 yl de Buffer (10X), 0,5 ul de
dNTPs (10 nM), 2 ul de cada cebador (E1 y E2, 10nM), 0,4 pl Taq polimerasa (Bioron, 5 U/
Ml), 5 pl de ADN (sobrenadante) y 12,6 pl de H.O miliQ estéril.

El ciclado utilizado en la PCR consistio en :
1) una etapa de pre-desnaturalizacion a 95°C x 1 min
2) Desnaturalizacion de hebras a 94°C 1 min
3) Hibridacion de las hebras a 54°C 1 min
4) Elongacion de hebras a 64 °C 6 min, se realizaron 30 ciclos de las etapas 2, 3y 4
5) Extension final a 65°C 16 min.

Se agrego en las ERIC-PCR como control de ADN molde, al lisado celular de la cepa Oc8,
utilizada como inoculante, con el fin de verificar su presencia en los nédulos evaluados.

Los productos se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,3% utilizando buffer
Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X (Anexo), utilizando como intercalante fluorescente GoodView Il
bajo UV. Luego de la corrida electroforética (90-110 V, 60 min) el gel es expuesto a luz UV
para visualizar los patrones de bandas generados con los amplicones. Luego de la
comparacion de perfiles de bandas de amplificacion de cada aislamiento, se mantuvo uno
de cada perfil diferente.

3.2.4. Identificacion de aislamientos

Luego de obtener una coleccién de cepas nodulantes y diferenciadas por ERIC-PCR, se
continud con la identificacion de las mismas a nivel de género, mediante la amplificacion
parcial del gen rRNA 16S por PCR.

Se partid de lisados celulares obtenidos de la misma forma descrita anteriormente, que se
utilizaron como ADN molde, y de los cebadores universales 27F y 1392R (Anexo).

La mix para una reaccion (25 pl) de 16S-PCR consistio en: 2,5 ul de Buffer (10X), 0,5 ul de
dNTPs (10 nM, 0,5 ul de cada cebador (27F y 1392R, 10 nM), 0,3 ul Tag polymerase
(Bioron, 5 U/ul), 5 ul de ADN (sobrenadante) y 15,7 ul de H:O miliQ estéril.

El ciclado utilizado en la 16S-PCR consistio en :
1) una etapa de pre-desnaturalizacion a 95°C x 1 min
2) Desnaturalizacién de hebras a 94°C 1 min
3) Hibridacion de las hebras a 54°C 1 min
4) Elongacion de hebras a 64 °C 6 min, se realizaron 30 ciclos de las etapas 2, 3y 4

5) Extension final a 65°C 16 min.
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Los productos de amplificacién se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
utilizando buffer TAE 1X, utilizando como intercalante a GoodView, a 90-100 V y 20-30 min
tiempo. Luego los productos se enviaron para su secuenciacién a través del método de
Sanger a la companiia Macrogen (https://dna.macrogen.com/) .

Las secuencias obtenidas se procesaron con el programa CHROMAS (Technelysium Pty
Ltd., 1998), con el que se cortaron los extremos de baja calidad. Luego, utilizando en
BIOEDIT (Hall, 1999). Se alinearon las secuencias Forward y Reverse y se ensamblaron,
generando un Contig o secuencia parcial del gen rRNA 16S para cada cepa. Utilizando
estas secuencias se identificaron los aislamientos mediante  EzBioCloud
(https://www.ezbiocloud.net/). Ademas, se realiz6 un BLASTn contra la base de datos de
NCBI del segmento 16S (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Con las cepas o taxones mas
cercanos (mayor porcentaje de similitud) obtenidos de la base de NCBI y EzBioCloud se
realizaron construcciones filogenéticas utilizando el programa MEGA 11 (Tamura, Stecher,
and Kumar, 2021).

3.3. Analisis de los suelos

En cada momento de muestreo de suelos (Cuadro 1), se tomaron muestras compuestas de
suelo (9 submuestras, de 10 cm de profundidad), que se tamizaron por malla de 36mm y se
fraccionaron en dos. Una fraccion de suelo se congeld a -80°C para la purificaciéon de ADN y
otra se mantuvo a 4°C para su uso inmediato en respiracion basal y analisis quimicos.

3.3.1. Purificaciéon de ADN y Analisis de datos de secuenciacion

A partir del suelo tamizado y conservado a -80 °C (1-4 meses) se extrajo el ADN utilizando
el kit DNeasy PowerSoil de Qiagen y siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. La
calidad de las extracciones se constataron por corrida electroforética en gel de agarosa
1,0% para observar la calidad de la extraccién. La pureza se chequed por medidas de
absorbancia (260 y 280 nm) NanoDrop Thermo Fisher Scientific. Las muestras de ADN
purificado fueron almacenadas a -20°C.

El ADN extraido de las muestras se envidé a un servicio de secuenciacion provisto por la
compafiia BGI (Hong Kong, https://www.bgi.com/global). A partir del ADN se amplificaron
segmentos del gen ARNr 16S (region V3-V4) y de la region ITS2 y se secuenciaron los
productos de amplificacién mediante tecnologia DNBSeq.

Con los datos de la secuenciacién, que incluyen las secuencias y su calidad, se procedi6 a
construir un objeto phyloseq en Rstudio, utilizando el pipeline de Github (McMurdie, P. J., &
Holmes, S., 2013). Para esto se procesaron las secuencias obtenidas utilizando el paquete
dada2 (Callahan etal., 2016), y se generaron objetos phyloseq con una tabla de ASV
(Amplicon Sequence Variants), una tabla taxonémica, y una tabla de metadata, que
contiene informacion acerca de cada una de las muestras. La tabla de ASV contiene la
abundancia de las variantes de secuencia obtenidas tras el filtrado de errores de
amplificacion y secuenciacion. La tabla taxonomica se obtuvo a partir de las bases de datos
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de referencia SILVA v138.2 (SILVA: Silva, s. f.) y UNITE v10.0 (UNITE, s. f.), y que vinculd
cada ASV con su respectiva asignacion taxonémica (desde filo hasta género).

La mayoria de los ASV se pudieron asociar taxonémicamente, lo que permitié identificar los
géneros, o taxones mayores, presentes en las muestras. Esta asociacion permitié contar las
lecturas por taxén y generar una tabla de numero de lecturas por taxén y por muestra. La
tabla de metadata incluyo las variables del experimento y la categoria de cada muestra. En
este caso las variables de respuesta fueron: Cultivo (PVV, soja o barbecho), Tiempo
(momento de muestreo: "Precultivo”, "Prematanza", "Pretrigo”, "Posttrigo"), Mes del afo
(asociado con factores de clima, especialmente la temperatura, en mayo, junio, diciembre) y
Nitrogeno (fertilizacion nitrogenada, o no, solo para el ultimo muestreo de "Posttrigo"). Con
los objetos del paquete phyloseq y vegan (Oksanen et al., 2025), de R, se analiz6 la
composicion de las comunidades microbianas en el ensayo segun las variables categodricas
de interés definidas.

La comunidad microbiana fue investigada por diversos indices (Simpson, Shannon) y la
rigueza observada, los cuales se calcularon utilizando el paquete vegan en Rstudio. Cabe
aclarar que el indice de Simpson se observé por su complemento (S =1-) pi2). La distancia
Bray-Curtis (16S e ITS) se visualizo6 mediante NMDS (del inglés, Non-metric
Multidimensional Scaling) y se realizd andlisis estadistico de la comunidad mediante adonis
también del paquete vegan.

3.3.2. Respiracion basal de suelos

A partir del suelo tamizado se determiné la RB, como indicador de actividad bioldgica. Para
ello, se siguid el protocolo propuesto por la Universidad de Cornell (Schindelbeck, 2017) que
cuantifica el CO. generado por la respiracion de la comunidad microbiana presente en
suelos, tal como se describe a continuacion (Figura 9).

1) Las muestras de suelo se secaron en estufa a 40°C.

2) Se tomaron 15 gr de suelo seco que se colocaron sobre una canasta de papel aluminio
con 9 agujeros en la base, para permitir el pasaje del agua.

3) Las canastas con suelo se colocaron sobre 2 capas de papel de filtro (Whatman No 1),
colocadas en el piso de frascos de vidrio.

4) Se colocaron soportes plasticos con forma de mesa, por encima de la canasta, sin tocar
el suelo.

5) Sobre los soportes se colocaron viales conteniendo 10 ml de Hidroxido de Potasio
(KOH) 0,5 M.

6) El papel de filtro del fondo del recipiente se hidraté con 5 ml de H.Od.

7) Elfrasco de vidrio se cerr6 fuertemente, para evitar el intercambio de aire (gases).
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8) Se incubaron los frascos durante 4-7 dias en oscuridad, a 26 °C.

9) Como control o blanco, se prepararon frascos de vidrio con papel de filtro hidratado,
soporte con vial y KOH 0,5 M y canasta de papel de aluminio sin suelo.

Tapa hermetica

Recipiente pequeno
abierto

Soporte | | |
plastico

Suelo seco -...‘-

Canasta de
aluminio

Papel filtro

Envase de vidrio

Created in BioRender.com bio

Figura 9. Esquema del ensayo de respiracion basal descrito por la universidad de Cornell, creado en
https://BioRender.com.

Fundamento de la técnica: Al hidratar el suelo se activan los MO alli presentes y que, por
respiracion, liberan CO, a la atmodsfera interna del frasco. EI CO, reacciona con el KOH
presente en los viales, formando carbonato de potasio (K:COs) y agua (H-O) en la siguiente
reaccion:

CO:; + 2KOH — K:COs + H.0

Esta reaccién provoca un cambio en la conductividad eléctrica de la solucién presente en
los viales; a mayor concentracion de K.COs formado, menor es la conductividad eléctrica. A
través de la medicion de la conductividad eléctrica de la solucion de los viales luego del
periodo de incubacion, y de soluciones estandares de KOH 0,5 M y K,COs saturado, es
posible realizar el calculo de la concentracion de CO: que reacciona con el KOH
(Schindelbeck, 2017).

Es necesario incluir dentro del ensayo frascos blanco o testigos, que no contienen suelo,
para considerar en los calculos el CO. del interior de los frascos que no proviene de la
respiracion. Es posible de esta forma conocer cuanto CO: proviene de la respiracion del
suelo por actividad microbiana. Las medidas se realizaron con un medidor de conductividad
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eléctrica (Peak S-620). Los calculos de la RB se expresaron en mg de CO, producido por
RB/g de suelo seco/dia (Schindelbeck, 2017).

3.3.2. Productividad vegetal

La productividad vegetal fue evaluada en la Facultad de Agronomia, Laboratorio de
Quimica, Departamento de Suelos y Aguas. Se determiné el rendimiento en biomasa aérea
de los PVV en dos momentos de los cultivos de PVV: cercano al momento de colecta de
raices con nédulos (PVV Nédulos) y en "Prematanza" (Cuadro 1).

Ademas se evalué el rendimiento en grano de trigo en la etapa "Posttrigo" (Cuadro 1).

Los resultados se expresaron en kg/ha de biomasa seca o granos, respectivamente.

3.4. Analisis de datos

Todos los ensayos y mediciones se realizaron al menos por triplicado. Para el analisis de
datos de productividad vegetal se utilizd el programa Infostat (Universidad Nacional de
Cordoba, 2010), para el resto, Graphpad (GraphPad Prism, s. f.).

Los datos fueron sujetos a test de Normalidad (Shapiro-Wilk test y Kolmogorov-Smirnov
distance) y de homocedasticidad (Brown-Forsythe test y Bartletts test). Para los datos con
distribucion normal se realizaron analisis de varianza (ANOVA). En aquellos casos en los
que el ANOVA mostré diferencias significativas entre medias de tratamientos, se realizaron
pruebas “a posteriori’, mediante tests de Tukey (p< 0.05). En los casos en los que los datos
no presentaron distribucién normal u homogeneidad de varianza se emplearon pruebas no
paramétricas de Wilcoxon rank-sum test. Los datos obtenidos por la secuenciacion masiva
de amplicones se analizé utilizando Rstudio (Posit Team, 2025).

4. RESULTADOS

4.1. Analisis de bacterias endofitas de nodulos radiculares

A partir de los nédulos obtenidos de las diferentes Crotalaria spp., se obtuvo una coleccion
de aislamientos. Los mismos fueron sometidos a pruebas de nodulacion para identificar
aquellas cepas nodulantes en la planta de origen (Figura 10.A) y a pruebas de
diferenciacién por ERIC-PCR para distinguir cepas (Figura 10.B).
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Figura 10. A. Nodulos de Soja (Izquierda) y C. ochroleuca (Derecha); B. Gel representativo, de agarosa con
perfiles ERIC de diversas cepas obtenidas de nédulos de C. spectabilis y Soja. De izquierda a derecha CSp1,
CSp2, S2, S4, S5, S8, S25,S26, Oc8 (Flecha blanca),carril vacio, (-), (+) y marcadores de peso moleculares de 1
kb y 100 pb.

La cepa Bradyrhizobium monzae Oc8, utilizada para inocular las semillas de las 3 Crotalaria
spp. en el ensayo en campo, no se encontrd entre los aislamientos.

Se continudé con la identificacion a nivel de género de las cepas que al inocularse en la
planta de origen, indujeron la nodulacion. De todas ellas, se pudo identificar a nivel de
géneros rizobianos solo a dos cepas aisladas de nddulos de C. spectabilis; estas fueron las
cepas Csp1y Csp2.

Los andlisis por BLASTn y EzBiocloud indican que ambas cepas son Bradyrhizobium spp.
En el analisis filogenético realizado en MEGA, la cepa Csp1 se ubica fuera del gran grupo
principal formado por las cepas de Bradyrhizobium seleccionadas para el analisis (Figura
11).
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| |

0.20

Figura 11. Arbol filogenético inferido usando el método de Neighbor-Joining, con las secuencias parciales (1416
pb) del gen rRNA 168 de las cepas nodulantes y diferenciadas (csp1y csp2), la cepa utilizada como inoculante
(Oc8*) y cepas cercanas obtenidas de la NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov) y EzBiocloud
(https://www.ezbiocloud.net/). Se muestran en los nodos los valores de bootstrap (5000 réplicas) mayores de
50%. Como raiz externa se utilizé a Priestia aryabhattai. Las distancias evolutivas se calcularon por Kimura 2 y
se muestra el numero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis se llevé a cabo en MEGA 11 (Tamura,
Stecher, and Kumar, 2021).

4.2. Analisis de los suelos por secuenciaciéon masiva de amplicones

Se obtuvieron en total 1185534 lecturas en 6181 ASVs del gen ARNr 16S (procariotas) y
3308215 lecturas en 5080 ASVs de ITS (hongos) y un promedio de lecturas por muestra de
35107. En procariotas se utilizé la asignacion taxonémica hasta nivel de género, y en
hongos hasta especie, mediante las bases de datos SILVA y UNITE, respectivamente.

4.2.1 Independencia de las variables de respuesta

Para evaluar si las variables categoricas registradas en el disefio experimental —Tiempo,
Mes, Cultivo y Nitrogeno — presentan algun tipo de dependencia entre si, se aplicé una
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serie de pruebas de Chi-cuadrado (x?) por pares de variables para el conjunto de datos
(ASVs de ITS y 16S juntos). Las pruebas de x? revelaron asociaciones entre algunas de
estas variables con un p value <0,05 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de las interdependencias evaluadas a través de test de Chi cuadrado
entre en las variables Tiempo, Més, Cultivo y Nitrogeno, gl:grados de libertad, p value

(limite < 0,05).
Variable 1 | Variable 2 | x2 gl | p value Asociacion
Mes Cultivo 3,764706 |10 | 0,9573379 No significativa
Mes Nitrogeno | 17,286915 [ 2 | 0,0001762764 Significativa
Mes Tiempo 128 6 | 3,388852E-25 Significativa
Cultivo Nitrogeno | 1,306122 |5 | 0,9343004 No significativa
Cultivo Tiempo 64 15 | 0,00000005111802 | Significativa
Nitrégeno | Tiempo 22,204082 | 3 | 0,00005915392 Significativa

4.2.2 Diversidad y Riqueza

Los indices de diversidad (Shannon y Simpson) y riqueza observada mostraron variaciones
significativas segun las variables experimentales consideradas (p < 0.001). Al comparar
entre tiempos de muestreo, la comunidad procariota mostré un pico en diversidad y riqueza
en el tiempo "Posttrigo" (Figura 12). En cambio, la comunidad fungica disminuyd tanto en

diversidad como riqueza conforme avanza el tiempo (Figura 13).
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Figura 13. Variacion de los indices de diversidad Simpson (izquierda) y Shannon (medio) y de riqueza
observada (derecha) para las comunidades fungicas, en funcion de los 4 momentos de muestreo (variable

Tiempo).

No se hallaron diferencias significativas al observar el efecto de la fertilizacion con nitrégeno
(Figura 14), tampoco se hallaron diferencias significativas en los indices de diversidad entre
cultivos (Figura 15).
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Figura 15. Variacion del indice de diversidad Simpson para las comunidades procariotas (derecha) y fungicas
(izquierda), en funcion del Cultivo de PVV a los que fueron expuestas las parcelas en la primera etapa de la
experimentaciéon. NS: diferencias no significativas.

La diversidad asociada a los meses arroja que los procariotas aumentan su diversidad en
diciembre comparada con los otros meses, mientras que la comunidad fungica mantiene su
diversidad similar en todos los meses (Figura 16).
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experimentacion.

4.2.3. Diversidad Beta

Se aplicé un analisis NMDS basado en la distancia de Bray-Curtis entre muestras para
visualizar las diferencias en la composicion de las comunidades entre factores (Figuras 17 y

18).

Analisis NMDS - ITS_sin_Final4

Distancia Bray—Curtis

NMDS2

0.0
NMDS1

0.5

Siress = 0.194

Tiempo
@ postrigo
A Preculivo

B Frematanza

+ Pretrigo

Cultivo
Berbacho
Campo

® Juncea

® Ocroleuca
Soja
Spectabilis

Figura 17. Analisis NMDS basado en distancia de Bray-Curtis mostrando la estructura de comunidades
microbianas del suelo de las comunidades fungicas (ITS).
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Figura 18. Analisis NMDS basado en distancia
de Bray-Curtis mostrando la estructura de
comunidades microbianas del suelo de las
comunidades procariotas (16S).

NMDS1

El analisis de varianza multivariado basado en distancias (PERMANOVA, Bray—Curtis)
revel6 nuevamente que el Tiempo fue el factor que explicé la mayor proporcion de la
variacién en la composicién procariota (R? = 0.20; p = 0.001) y fungica (R?= 0.10; p =
0.001), la variable mes también presenta diferencias significativa tanto para procariota (R? =
0.16; p = 0.001) y fungica (R?= 0.06; p = 0.005). El tipo de Cultivo de PVV también presenté
una influencia significativa en ambas comunidades (R? = 0.10; p = 0.005 para procariotas y
R? = 0.13; p = 0.001 para hongos). En cambio, el factor Nitrégeno no mostré un efecto
estadisticamente significativo. En conjunto, estos resultados sugieren que la dinamica
temporal es el principal motor de cambio en las comunidades bacterianas, seguida por
variaciones asociadas al tipo de cultivo, mientras que el aporte de nitrégeno no ejerce un
impacto detectable sobre la estructura microbiana bajo las condiciones evaluadas.

4.2.4. DESeq

DESeq es una herramienta estadistica utilizada para identificar diferencias significativas en
la abundancia de cada taxén entre grupos de muestras. Se utilizé para investigar como
varian los taxones frente a las 4 variables evaluadas. Se realizaron con los comandos
Deseq (Love etal., 2014) utilizando el log2FoldChange que indica cuanto cambia la
abundancia de cada taxdn entre dos condiciones o variables, expresado en escala
logaritmica base 2. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p = 1e-7 para
16S y p=1e-16 para ITS).
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Para la comunidad procariota (16S), se observd en suelos con Barbecho un aumento en el
filo de Planctomycetes, y en especial del género Singulisphaera, al ser comparado con C.
juncea, Soja y C. spectabilis. En suelos expuestos a C. ochroleuca se observé un aumento
en los filos de Planctomycetes, Actinobacterias y Firmicutes, en comparacion con C. juncea,
Soja y C. spectabilis. Al analizar la variable Mes se observé que en Diciembre hay un
aumento en los phyllum Planctomycetes, Actinobacterias, Firmicutes, Chloroflexi y
Verrucomicrobia comparado con Julio y Mayo. Cabe destacar que en el mes de Julio hay un
aumento de Proteobacteria. Al analizar los tiempos de muestreo, se ve un aumento de los
filos Planctomycetes, Actinobacterias, Firmicutes, Chloroflexi y Verrucomicrobia en
"Posttrigo" en relacién a "Precultivo", "Prematanza" y "Pretrigo”, y una disminucién de
Cianobacteria y Epsilonbacteraeota en "Posttrigo" comparado con "Prematanza" y
"Precultivo". En base a la fertilizacién con Nitrégeno, se observa una mayor abundancia de
Firmicutes de la clase Clostridia en SN.

En la comunidad fungica se observa una mayor variabilidad tal como se mostré
anteriormente en la matriz NMDS. En torno a la variable Cultivo, no fue posible determinar
taxones indicadores. En funcion del Mes, cuando se compara Diciembre con Julio, en
Diciembre aumenta la abundancia de especies pertenecientes a la Clase Dothideomycetes
mientras que en el periodo de Julio el aumento es de las Clase Leotiomycetes,
Sordariomycetes, Pezizomycetes, Microbotryomycetes, Orbiliomycetes, Tremellomycetes,
Leotiomycetes. Si se compara con Mayo existe un aumento de los Chytridiomycota
comparado con los otros meses. En relacion a la variable Tiempo, la mayor diferencia entre
el principio y final del ensayo es el aumento de los géneros Coniochaeta, Fusarium,
Plectosphaerella, Phomatospora, Pseudopithomyces, Aspergillus, Neopyrenochaeta,
Lectera y Epicoccum y la disminucion de los géneros Cladosporium, Dinemasporium, y
Pyrenochaetopsis.

En cuanto a la fertilizacion con N, cuando no se fertiiza aumenta Sordariomycetes y
Pezizomycetes mientras que al fertilizar con N aumenta Eurotiomycetes. Estos datos se
presentan a continuacion a través de los géneros mas abundantes de procariotas por
Tiempo (Figura 19) y los géneros mas abundantes para comunidad fungica (Figura 20).

Top Generos (16S) Género

. Bradyrhizobium
I Intrasporangium
W Kribelia

. Microlunatus
B Wicromonospora
. Microvirga
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. Sphinogemonas
. Streptomyces
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75%

50%

25%
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Figura 19. Géneros mas abundantes por Tiempo para la comunidad procariota (16S).
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Figura 20. Géneros mas abundantes por Tiempo para la comunidad fungica (ITS).

4.3.Analisis del suelo por RB

Los analisis estadisticos con los datos de RB indicaron que no existen diferencias al
comparar la RB entre tratamientos, para "Prematanza" y "Pretrigo" (Figura 21). La sola
excepcion fue para el muestreo "Posttrigo”, donde se observa que los suelos con sojay C.
spectabilis presentaron menor actividad que los suelos con C. juncea y barbecho cuando no
se le agrega N al campo (SN) (Figura 22).

El unico tratamiento en "Prematanza" que mostré diferencias significativas en la RB con
suelos de "Precultivo" fue el de C. ochroleuca (p= 0,0021) (Figura 21). Un aumento en RB,
respecto al inicio del ensayo ("Precultivo"), se observé también en los suelos con C.
ochroleuca, soja y barbecho muestreados en "Pretrigo”, (p < 0,02) (Figura 21).

Al comparar la RB de los suelos en "Posttrigo" con la RB de los suelos en "Precultivo”, se
observé que la actividad aumenté hacia el final del ensayo para todos los tratamientos
(p<0,01), excepto para los suelos que tuvieron tratamientos con Soja o C. spectabilis y que
no fueron fertilizados con N durante el trigo (SN) (Figura 22).
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Figura 21. Respiracion basal (RB) en los distintos momentos de muestreo. ns, sin diferencias significativas; la
linea horizontal Pc indica la RB del suelo previo a la siembra de PVV (a tiempo cero, o "Precultivo"). Izquierda:

Tiempo de muestreo "Prematanza”. Derecha: Tiempo de muestreo "Pretrigo”. * indica diferencias significativas
con la RB de "Precultivo" (Pc).
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Figura 22. Respiracion basal en los distintos momentos de muestreo. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos, linea pc indica el promedio inicial a tiempo cero ("Precultivo").Tiempo
"Posttrigo"”, SN (Sin Nitrogeno) para los no fertilizados con nitrégeno a la derecha y N (Nitrégeno) para los
fertilizados con nitrogeno a la izquierda. * indica diferencias significativas con la RB de "Precultivo” (Pc).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas al comparar la RB de los suelos
en "Prematanza" y en "Pretrigo" entre ningun “Cultivo”.
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Al observar el ultimo intervalo "Pretrigo"-"Posttrigo”, es interesante notar que para el
tratamiento con C. juncea, la actividad aumenta con diferencias estadisticas cuando no se le
agrega N (SN), mientras que cuando se le agrega N (CN), la actividad se mantiene.

De los tratamientos SN en “Posttrigo“ también destaca C. juncea que se diferencia
significativamente de soja, C. spectabilis y C. juncea en "Pretrigo" (Figura 23).
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Figura 23. Respiracion basal por tratamiento, comparando los suelos expuestos a PVV en "Pretrigo" y
"Posttrigo". CN y SN, indican tratamientos que recibieron, o no, fertilizacién nitrogenada, respectivamente. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

Al promediar la actividad de los cultivos dentro de cada tiempo de muestreo, se hallé que
hay una tendencia al aumento significativo de la RB en el tiempo, siendo “Prematanza” y
“Pretrigo” significativamente superior que “Precultivo, vy a su vez “Posttrigo SN’
significativamente mayor que estos dos (Figura 24).
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4.4. Rendimiento de los cultivos

En relacién al rendimiento de los cultivos evaluados como PVV, se destacé C. juncea en los
dos periodos de evaluacion del rendimiento, sin diferencias significativas, al momento de la
"Prematanza", con C. ochroleuca y soja, pero con mayor rendimiento que C. spectabilis
(Figura. 25).

Al realizar un ANOVA para evaluar el efecto de los factores Cultivo (especie de PVV) y
momento de muestreo (Tiempo) sobre el rendimiento, se observé que el Cultivo tuvo un
efecto claro sobre el rendimiento, pero el momento de muestreo no influydé de forma clara.
Al analizar la interaccion entre PVV y momento de muestreo, se observd que el efecto del
PVV no varia segun la fecha del muestreo (Figura 25).
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cultivos evaluados como PVV. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05). La tabla muestra el

mPVV Nédulos = Prematanza ANOVA de tipo lll, utilizado para evaluar el efecto de los
distintos factores sobre la variable dependiente. Especie
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III) . . .

i sc ol o r  pvaler  refiere al cultivo de PVV, Fecha refiere al momento de
Modslo 122111808, €7 7 17444544,10 7,84 0,0004 muestreo, y Especie*Fecha refiere a la interaccion entre
Especie 110320676,33 3 36773558,78 16,11 <0,0001 Ly e . . .
Fecha 1584113,50 1 1854113.50 0,37 0,3633 ambos. El analisis fue realizado con Infostat (Universidad

Especie*Fecha  9797018,83 3 3265672,54 1,43 0,2706 Nacional de Coérdoba, 2010). Letras diferentes indican
Error 36512788,67 16 228204%9,2%

Total 158624597, 33 23 diferencias estadisticas entre grupos.

En relacion al rendimiento del trigo, no se observaron diferencias significativas entre los
rendimientos del trigo sembrado en las parcelas que previamente tuvieron PVV, soja o
barbecho (Figura. 26). Tampoco se observaron diferencias entre las parcelas que fueron
fertilizadas con N y las que no recibieron fertilizacion nitrogenada.
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5. DISCUSION

5.1. Analisis de bacterias endoéfitas de nédulos radiculares

Uno de los aspectos clave de la simbiosis entre rizobios y leguminosas es su especificidad.
Los rizobios son especificos sobre qué especies de leguminosas nodulan. En el campo, los
agricultores comunmente inoculan las semillas de leguminosas de interés agricola con
rizobios recomendados, incluso cuando los suelos presentan poblaciones de rizobios
capaces de formar nédulos en esas leguminosas, como forma de asegurar la implantacion
del cultivo. Para el caso de Crotalaria spp., estas plantas son de origen tropical, introducidas
a un pais en el que no existe historia del cultivo, por lo que la inoculacion puede ser aun
mas relevante para el rendimiento. En esta investigacién se evalud la inoculacién de
Crotalaria spp. con la cepa nativa Bradyrhizobium monzae Oc8. Esta cepa se seleccion6 de
una coleccion de rizobios nativos capaces de nodular eficientemente plantas exéticas de
Crotalaria spp. y Cajanus cajan (Berriel et al. 2022). La seleccion se baso en su desempefo
simbidtico en Crotalaria spp. en condiciones controladas (Berriel, 2022; Morel et al., 2025).
Se desconocia, hasta el momento, su desempefio en condiciones agronémicas de campo y
su tasa de ocupacion de los nédulos.

La ocupacion de nédulos hace referencia a conocer qué cepa de rizobio esta presente
dentro de los nédulos de las raices. Esto es de particular importancia cuando no se conoce
la competencia entre cepas nativas y una cepa inoculada. En este trabajo, lo que se
observé fue que los 3 cultivos de Crotalaria spp. presentaron abundantes nddulos en sus
raices, pero la cepa Oc8 no se encontrdé ocupando los nédulos evaluados. Este hallazgo no
es extrafo en el agro: las plantas forman nddulos, pero las cepas inoculadas en las semillas
no necesariamente son las que terminan ocupando esos nodulos (Asad et al., 1991; Bogino
et al., 2008; Mendoza-Suarez et al., 2021).

Aunque Oc8 presenta un gran potencial de uso como inoculante debido a su eficiencia
simbidtica confirmada in vitro (Morel et al., 2025), un ambiente ecoldgico real es muy
diferente a un ambiente controlado, pudiendo afectar el comportamiento, y su desempefio
en términos de ocupacion de nédulos en campo no fue prometedor. La variabilidad climatica
a campo comparado con in vitro sumado a la competencia bioldgica son grandes influyentes
en el rendimiento (Hogg et al., 2002). La ausencia de la cepa Oc8 dentro de los nédulos
evaluados sugiere una baja competitividad de esta cepa frente a otros rizobios nativos, mas
adaptados y compatibles con las Crotalaria spp.

Cuando los inoculantes rizobianos se basan en cepas nativas se espera un buen
desempefio en el campo debido a sus adaptaciones genéticas al entorno local (Bogino
etal., 2008; Mendoza-Suarez etal.,, 2021). Entre los factores causantes de la nula
ocupaciéon de los nédulos de las Crotalaria spp., ademas de la presencia de rizobios
autoctonos mejor adaptados y/o mas competitivos, con ventajas ecoldgicas (Fukami, 2015),
sobre todo a la hora de ocupar sitios de nodulacién (Denison & Kiers, 2011; Triplett &
Sadowsky, 1992), destaca la seleccion impartida por las plantas, que favorece unos rizobios
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frente a otros, determinando qué cepas ocupan sus nédulos (Porter et al., 2024; Rahman et
al., 2023; Ramana et al., 2025).

Si un inoculante rizobiano muestra una baja ocupacién de nédulos, puede tener varias
consecuencias agronémicas. Una de ellas es que si la cepa inoculada es eficiente pero no
logra ocupar los nédulos, la planta termina asociandose con rizobios nativos que pueden ser
poco eficientes, o incluso ineficientes, reduciendo el N que llega al cultivo, peligrando el
rendimiento vegetal buscado. Si la FBN es baja, la planta compensa absorbiendo mas N
mineral del suelo y en términos practicos, para que no se afecte el rendimiento del cultivo, el
agricultor podria recurrir a fertilizaciones nitrogenadas, comprometiendo la sustentabilidad
del sistema. Como perspectiva, el proyecto podria a futuro cubrir mas aspectos del
comportamientos a campo de Oc8. En relacién a la inoculaciéon, no se evalud la
sobrevivencia de Oc8 sobre las semillas luego de la inoculacién, ni tampoco se evalud la
poblacion de rizobios nodulantes de Crotalaria spp. en el suelo, mediante Numero Mas
Probable (NMP), por ejemplo.

Otro factor a tener en cuenta en los resultados de ocupacion de nddulos es el momento de
muestreo. Las raices con nédulos se tomaron con mas de 3 meses de diferencia respecto
de la siembra de las semillas inoculadas. Es posible que este tiempo sea demasiado
prolongado. Se ha visto que en fases tempranas, muy cerca de la inoculacién y la siembra
de las semillas, pueden predominar las cepas del inoculante, porque llegan primero a la
rizosfera y a la raiz en desarrollo, y la planta ain no ha desarrollado sistemas de seleccion.
Sin embargo, en etapas mas tardias, la ocupacion de los nédulos puede ser muy distinta, y
pueden dominar cepas mas competitivas que reemplazan al inoculante y la planta ya
favorece simbiontes mas eficientes que no necesariamente son los del inoculante
(Mendoza-Suarez et al. 2021).

En definitiva, los nédulos evaluados fueron colonizados por otras cepas nativas diferentes a
Oc8. Entre ellas, se identificaron dos cepas del género Bradyrhizobium. El género Crotalaria
incluye varias especies de leguminosas que nodulan eficientemente con un rango de
rizobios limitado. Dos grupos de alfa-rizobios diferenciados en su velocidad de crecimiento
nodulan Crotalaria spp.: los de crecimiento lento y los de crecimiento rapido (Samba et al.,
1999). Los primeros son los mas reportados en estudios con Crotalaria y corresponden a
cepas de varias especies de Bradyrhizobium (Aserse et al., 2012; Barnish & Spinelli, 2011;
Bisson & Mason, 2010; Gao et al., 1994; Huang et al., 2018; Isidoro & Messier, 2009; Liu
etal.,, 2007; Menna etal., 2006). Si bien se cuenta con tres cepas del género
Bradyrhizobium, entre ellas Oc8, para profundizar sobre la eficiencia simbidtica, resulta
interesante ampliar la coleccion de hospederos de Crotalarias spp. y continuar evaluando
su ocupacion en los nédulos.
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5.2. Analisis de los suelos
5.2.1. Respiracion basal

La RB del suelo es un indicador util para comparar el efecto de diferentes cultivos sobre el
suelo, aunque refleja solo una parte del funcionamiento microbiano y esta fuertemente
influida por factores externos. En nuestro caso, los resultados indicaron pocas diferencias
en la RB entre los suelos expuestos a los diferentes PVV en cada uno de los distintos
momentos de comparacion. Entre las diferencias, se encontré un incremento en la RB del
suelo original, con respecto al tratamiento de siembra con C. ochroleuca en "Prematanza”
Esta es la unica diferencia observada en la RB en toda la primera etapa, que comprendié
desde la siembra de PVV hasta la siembra del trigo. En esa etapa, la RB de los suelos
expuestos a PVV resulté igual entre cultivos e igual al control de suelo con barbecho cuando
analizamos cada momento de muestreo de forma independiente. Esto significa que no hay
efecto del tipo de cultivo, o que si lo hay es pequefio comparado con otros factores
presentes.

Se ha reportado que la RB es insuficiente para comparar diferentes cultivos porque esta
muy influida por el C organico, la humedad y temperatura y porque tiene fuerte variacion
temporal (Anderson & Domsch, 1993). Quizas su mayor fortaleza esta en detectar cambios
de manejo de suelo y no en discriminar cultivos(Pardo-Plaza et al., 2019). Unicamente en el
tiempo "Posttrigo" fue posible determinar algunos tratamientos con mayor actividad que
otros, siendo C. spectabilis y Soja no fertilizadas con N, los dos que destacan por poseer
menor RB que Barbecho y Juncea, ambos tampoco fertilizados con N. Contrario a lo
esperado, la fertilizacién con N en el periodo de crecimiento del trigo no afecto la RB.

Al comparar la RB a lo largo de todo el ensayo se pudo notar que independientemente del
tratamiento hay una tendencia al aumento. Los reportes sobre el efecto estacional de la RB
indican que ésta aumenta en la estacién humeda y calida (Raich & Schlesinger, 1992). Este
efecto se observd entre los periodos de "Prematanza" y "Posttrigo" y entre “Pretrigo” vy
"Posttrigo", ambos periodos van desde una estacion fria a una calida . En invierno, la
temperatura suele ser el factor mas limitante para la RB ( Chen et al., 2023).

El valor de la RB en la etapa inicial de "Precultivo", que fue en verano, fue el menor de
todos. En verano, la humedad puede ser el limitante principal para la RB. En 2022-2023,
Uruguay experimentdé una fuerte sequia, y en diciembre 2023 el pais todavia mostraba
impactos importantes de esa sequia histérica (Informe de situacion hidrica - Diciembre
2023), mientras que en 2024, especialmente de noviembre en adelante, las precipitaciones
fueron superiores, llevando a condiciones humedas mejores (Informe de situacién hidrica -
Diciembre 2024). Parece claro que el aumento en la RB en los suelos a lo largo de todo el
ensayo, destacandose en "Posttrigo", se debe a una combinacién de dos factores: cultivo
(trigo) y estacion.

Es destacable la situacion de los suelos con barbecho, que se mantuvieron libres de
vegetaciéon durante todo el periodo, y que no presentaron diferencias significativas en RB
con los suelos sembrados con PVV, salvo hacia el final del ensayo. Dos factores podrian
explicar esta situacion. Un factor a tener en cuenta es que el barbecho durante el ensayo
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fue relativamente prolongado (diciembre de 2023 a junio 2024). En barbechos prolongados,
la microbiota puede adaptarse a las condiciones de baja entrada de carbono por la ausencia
0 escasa vegetacion, manteniendo una actividad basal constante, que se observé a través
de los momentos de muestreo. De forma similar, en un estudio realizado por Dominguez &
Rivas Barcellandi (2021) se muestra como en suelos con barbecho prolongado, la actividad
microbiana se mantiene relativamente estable (Dominguez & Rivas Barcellandi, 2021b). El
rendimiento del trigo observado en los suelos que previamente tuvieron barbecho refleja esa
adaptacion funcional de la microbiota, relacionada con la resiliencia del suelo.

En el rendimiento del trigo no se observaron diferencias entre el rendimiento obtenido en los
suelos expuestos a los diferentes PVV, soja o barbecho. A pesar de la ausencia de cultivos
previos en barbecho, la microbiota fue capaz de sostener una actividad basal suficiente para
el establecimiento del cultivo del trigo y su desarrollo sin pérdidas en el rendimiento final. El
hecho de que el barbecho no necesariamente implica una pérdida de funcionalidad
biolégica va en contra de lo esperado desde el punto de vista agronémico. El barbecho se
asocia con la falta de materia organica fresca en el suelo por la ausencia de cobertura
vegetal, y con la mayor susceptibilidad a la erosién, que implica cambios a nivel del suelo,
incluyendo una potencial pérdida de biodiversidad microbiana.

Otro factor es el relacionado con el tamafio de las parcelas. Parcelas pequefias pueden
derivar en valores similares de variables como la RB, incluso entre parcelas con manejos
diferentes, y que en la teoria, seria esperable que se diferencien. Una causa de esto se
relaciona con la variacion que la RB puede tener incluso dentro de un mismo sitio (Yang
et al., 2023a), resaltando que parcelas pequenas no captan bien el efecto del manejo en
variables como la RB. A esto se suma el llamado “efecto de borde” bien documentado en
bosques. Se ha reportado que la RB puede afectarse por efectos de borde, en las zonas de
transicién, donde se han visto incrementos en la actividad microbiana (Smith et al., 2019),
asociados a gradientes en la temperatura del suelo (Smith etal.,, 2019) y a cambios
relacionados con las raices y la rizosfera del borde (Schedlbauer & Miller, 2022).

En parcelas pequeinas, ademas, la variabilidad en la RB puede darse debido a variaciones
espaciales (microambientes), que enmascaran las diferencias debido al manejo o a la
cobertura (Yang et al., 2023b). En definitiva, esta evidencia respalda que los efectos de
borde y el tamafio de las parcelas, que sospechamos es reducido y que implica que las
raices de los cultivos vecinos pueden invadir las parcelas vecinas, y el viento, el
escurrimiento, gradientes de temperaturas y humedad y los microambientes existentes,
pueden uniformizar los valores de RB, reduciendo o eliminando el contraste entre
coberturas y con el barbecho. Ademas, la RB podria ser mas sensible a cambios de manejo
a mediano largo plazo y no a corto plazo, como en este estudio.

5.2.2. Comunidades microbianas del suelo

Los resultados con las ASVs de 16S e ITS revelaron que todas las interacciones que
incluian la variable Tiempo fueron significativas. Es decir, el comportamiento de los datos
con la variable Tiempo, que refiere al momento de muestreo, cambia con el mes de
muestreo, el cultivo de PVV vy la fertilizacion nitrogenada en el cultivo de trigo.
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Tanto la riqueza como la diversidad procariota aumentaron en el final del ensayo, en el
periodo entre "Pretrigo" y "Posttrigo”. En este intervalo, el cambio estacional fue evidente,
los suelos atravesaron todo el invierno. Este resultado coincide con la investigacion de Zhao
etal. (2022), quienes encontraron que la diversidad bacteriana se correlaciona
positivamente con las variaciones climaticas estacionales en tierras de cultivo. En este caso,
la estacionalidad climatica podria explicar parte de la variacién en la diversidad y riqueza
bacterianas entre "Pretrigo” y "Posttrigo". Sin embargo, también se observaron diferencias
entre "Precultivo" y "Posttrigo", momentos que se dieron en la misma estacién y mes
(verano), pero con diferente cobertura, "Posttrigo" fue en la cosecha del trigo, mientras que
en "Precultivo", el campo se encontraba cubierto por pastos, y en diferentes afios (con
diferencias hidricas).

En este caso, es el cultivo de trigo que explicaria parte de la variacion en diversidad y
riqueza procariotas entre estos dos momentos, ya que se observé que las comunidades
procariotas en los suelos en "Precultivo", "Prematanza" y "Pretrigo" no presentaron cambios
o diferencias en los indices de diversidad y riqueza, a pesar de existir variaciones
estacionales entre esos momentos, principalmente por humedad y temperatura.
"Prematanza" y "Pretrigo" coinciden con momentos frios: condiciones ambientales menos
favorables para la vida. El primer periodo, de "Precultivo", coincidi6 con momentos de
desajustes o estrés para la comunidad microbiana, por los impactos de la fuerte sequia que
tuvo el pais, sumado a movimientos, siembra, aplicaciones de herbicidas. No es posible
determinar si el cambio observado de “Pretrigo” a “Posttrigo” se debe unicamente a la lluvia
o al trigo 0 ambas, es necesario mas experimentos para concluir.

Nuestro resultado concuerda con lo reportado por Jiang et al. (2024) que encontraron que
aun con variaciones estacionales, los suelos expuestos a calor y frio exhiben resiliencia,
manteniendo una riqueza y una diversidad constantes. Los mismos autores sugieren que
los microorganismos desarrollan mecanismos de adaptacion para soportar las condiciones
extremas de sequia y calor. Esta asociacion de los resultados con el cultivo del trigo hacia
el final del ensayo y no con la identidad del cultivo de PVV (o soja, o barbecho) indicaria que
existe un fuerte control del cultivo de grano, asi como podria afectar también el efecto
acumulativo del manejo.

Es posible que la combinacion del fin de la sequia (primer verano, 2023) con el
restablecimiento del recurso limitante (agua) que podria haber reactivado la microbiota
(Jarvis et al., 2007) en los meses siguientes, sumado al aumento en el stock de C por los
rastrojos de los PVV, en una dinamica de pulsos de recursos (Placella et al., 2012; Yang et
al., 2008), las parcelas pequenas y el efecto del trigo, que como cultivo extractivo no se
espera sea bueno, sea lo que explica el aumento en la diversidad y riqueza procariotas.
Puede que la introduccion del trigo no sea el motor principal sino otros combinados, como la
mejora en la humedad, descomposicién de OM, el clima.

En este estudio, la estructura de la comunidad procariota no presenté cambios en cuanto a

su estructura de la comunidad (diversidad beta) durante los primeros tres muestreos hasta
"Posttrigo”, donde se encontré un reestructuracion de la comunidad, que cabe recordar
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coincide con el cambio estacional y fin del cultivo de trigo. Diversos estudios han sefalado
que las comunidades bacterianas del suelo tienden a estar fuertemente determinadas por
propiedades edaficas relativamente estables, como pH, textura y contenido de carbono,
mostrando una respuesta mas gradual frente a cambios en cobertura vegetal (Chen et al.,
2022; He et al., 2023; Lauber et al., 2008). En sistemas agricolas clasicos, la comunidad
bacteriana del suelo se ha observado que frecuentemente responde de forma menos
evidente a las rotaciones de cultivo que las comunidades fungicas. Por ejemplo, en
rotaciones de Pisum sativum (arveja) y trigo se observd que la composicion bacteriana fue
mucho menos afectada por la identidad del cultivo o el manejo rotacional que la comunidad
fungica (Woo et al., 2022).

Las comunidades fungicas del suelo son dinamicas vy, al igual que las procariotas, suelen
responder de manera inmediata a cambios en el manejo agricola. Esto se observo en los
datos, donde se detectd una disminucion progresiva en los indices de diversidad y riqueza
fungicas a lo largo del ensayo, mostrando diferencias significativas entre el muestreo inicial
("Precultivo") y el final ("Posttrigo"). En estancias agricolas con rotaciéon y cultivos de
cobertura, se ha observado que la comunidad fungica es mas sensible y reactiva a los
cambios de manejo y de cultivo presente, y que esta regulada por las plantas y la variacion
temporal del sistema (clima) (Cloutier et al, 2020; Narayana etal., 2022). El patrén
observado sobre la sensibilidad de la comunidad fungica frente a estos factores, coincide
con los resultados obtenidos en el ensayo, donde la diversidad y riqueza disminuyen y se
reestructura la poblaciéon de manera continua.

La comunidad fungica exhibié cambios en la estructura de su comunidad (diversidad beta)
en todos los tiempos de muestreo, lo que se podria correlacionar con una mayor
sensibilidad con el manejo y la cobertura vegetal. En diversos estudios se ha reportado
como la comunidad fungica es mas reactiva frente a los cambios en la vegetacion,
disponibilidad de materia organica y clima ( Chen et al., 2022b; Cuartero et al., 2021; Gan
et al., 2022).

En conjunto, estos resultados sugieren que, mientras la comunidad procariota mostré una
estabilidad estructural relativa hasta "Posttrigo", las comunidades fungicas fueron mas
dinamicas y sensibles a las variaciones ambientales y de manejo a lo largo de todo el
ensayo.

No se observaron cambios asociados a la fertilizacidon con nitrégeno ni el “Cultivo”. La
ausencia de diferencias significativas entre cultivos incluido barbecho o de las parcelas
fertilizadas o no fertilizadas, sé6lo confirma que bajo estas condiciones la influencia en el
sistema esta dada por el Tiempo y el ingreso de trigo como se venia discutiendo.
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5.2.3 Rendimiento de los cultivos

Como cultivo de PVV, C. juncea destacd en produccion de biomasa, lo que la convierte en
cultivo promisorio de cobertura estival para Uruguay. En trigo, los cultivos de PVV previos
no afectaron su rendimiento. Como cultivo extractivo, el trigo toma nutrientes esenciales del
suelo para formar su grano, afectando de manera dinamica a la microbiota, pudiendo agotar
la fertilidad del suelo si no se maneja adecuadamente. La fertilizacion de suelos y la rotacion
con cultivos, en especial de leguminosas, por la FBN, se utilizan como manejos para
reponer nutrientes al suelo (Giller, 2001; Peoples et al., 1995). Sin embargo, las variables
asociadas con ambos factores, Cultivo (de PVV) y Nitrogeno (agregado en el ultimo
muestreo, "Posttrigo") tuvieron efectos no significativos.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones evaluadas, la cepa Bradyrhizobium monzae Oc8 no fue detectada en
los nodulos analizados de Crotalaria spp., 10 que podria indicar una baja competitividad en
el campo. Esto manifiesta la necesidad de profundizar en la evaluacién de esta cepa con
potencial como inoculante en cuanto a su competitividad y eficiencia a campo.

Las cepas obtenidas en este ensayo: CSp1 y CSp2, aisladas de Crotalaria spectabilis
identificadas dentro del género Bradyrhizobium, junto con Oc8, constituyen un material
importante para cumplir con el objetivo central del proyecto Innovagro de generar un
inoculante eficiente, competitivo y persistente para Crotalaria spp..

En relacién con la actividad biolégica del suelo, no se hallaron diferencias significativas en la
RB entre los distintos cultivos, mientras que si se registré un incremento respecto al tiempo,
principalmente asociado al trigo. Como perspectiva, se plantea la repeticion del ensayo con
aumento del tamafo de las parcelas o de un periodo mas prolongado, a fin de poder
observar mejor los efectos relacionados.

La comunidad microbiana se vio afectada tanto en su diversidad, riqueza y estructura con el
tiempo de muestreo y, principalmente, con la presencia de trigo, que fue un gran
reestructurante de la poblacion microbiana. No se detectaron diferencias en las
comunidades procariotas y fungicas de los cultivos de cobertura. La combinacién de las
variables temporales (momentos de muestreo) a través del ensayo junto con la introduccién
del trigo fueron los motores de los cambios en la comunidad.

Aunque C. juncea mostrd alto potencial como cultivo de cobertura por su produccién de

biomasa, ni el tipo de PVV ni la fertilizacion nitrogenada modificaron el rendimiento del trigo
ni la estructura microbiana del suelo. Esto sugiere que, bajo las condiciones evaluadas, el
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sistema presentd una elevada estabilidad bioloégica y que los cambios en la microbiota
estuvieron mas asociados a la dinamica temporal y al cultivo de trigo que al manejo previo o
al aporte puntual de N.

En términos generales, este trabajo aporta informacién sobre el desempefio agronémico de
puentes verdes basados en Crotalaria spp. en Uruguay y sobre su interaccién con la
microbiota edafica. Hasta donde se tiene conocimiento, constituye el primer estudio del
microbioma del suelo asociado a Crotalaria spp. en el pais, generando una base de
referencia para futuras investigaciones orientadas a optimizar el manejo de cultivos de
cobertura.
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7. ANEXO
1) Composicidn medio “Yeast Extract Agar” (YEM) + Rojo Congo

Medio YEM 1L. - pH 6,8

K,HPO,-0,5¢

MgSO, 7H,0 - 0,2g
NaCl-0,1g

Manitol - 10 g

Extracto de Levadura-0,5¢g
FeCl,6H,0 al 10% - 0,05 ml
MgSO, al 10% - 0,05 ml
Rojo Congo 1/400 - 5mi
Agar-15g/L

2) Composicién solucion de riego Hoagland sin Nitrégeno
Solucién de riego Hoagland sin N 1L.

KH.PO. 0.136 g
K:SOx 0.348 g
CaCl.-2H:0 0.294 g
MgSO«-7H.0 0.246 g

Micronutriente - 1 ml

3) Composicion medio Jensen
Medio Jensen semisolido (0,8%) 1L
CaHPO,-1g
K,PO,-0,2g
FeClI3 (6H,0)-0,19
H,O-1L
Micronutrientes - 1 ml
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Agar - 8 gr

4) Micronutrientes
H,BO;-0,2 g
M,SO,.H,0-0,1g
ZnS0O,.7H,0 - 0,02 g
Mo0O;.H,0O - 0,008 g
CuS0,.5H,0 - 0,008 g
csp - 100ml

5) Secuencia de primers de “ Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
Sequences” (ERIC)

Nombre Secuencia (5' — 3')
ERICIR ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC

ERIC2F AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
(Versalovic et al., 1991)

6) Secuencia ERIC

Imagen tomada de (Hulton et al., 1991)

7) Solucion (Tris—Acetato—EDTA) TAE

Tris base 242049
(Tris(hidroximetil)aminometano)
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Acido acético glacial (CH:COOH) 57.1 mL

EDTA disddico (Na:EDTA-2H.O) 100 mL de una solucién
0.5M, pH 8.0

8) Secuencia de los primers de 16S (27F y 1392R)

Nombre Secuencia (5' —
3"

27F AGAGTTTGATC
MTGGCTCAG

1392R ACGGGCGGTGT
GTRC

(Lane, 1991)
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