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1. INTRODUCCION

En Uruguay, las leguminosas usadas en el mejoramiele praderas son
principalmente los LotusLptus corniculatusL. uliginosus Schkuhr yL. subbiflorus
Lag), alfalfa Medicago sativay tréboles Trifolium pratensey T. repens. El trébol rojo
y el trébol blanco son leguminosas que tienen lagones tasas de crecimiento en otofio
e invierno, con un destacado aporte de forrajelidecalidad en sistemas intensivos
lecheros y ganaderos (Diaz Lago et al., 1996).sHsguminosas tienen la capacidad de
fijar nitrégeno atmosférico, pero para ello es sada la simbiosis con bacterias
diazétrofas, colectivamente llamadas rizobios. €stas bacterias se desarrollan a nivel
mundial inoculantes para promover la fijacion dedgieno atmosférico ()l

Si bien Uruguay tiene una posicion destacada eprdauccion y uso de
inoculantes rizobianos, hay dos situaciones queerdetonsiderarse. Una es el
desplazamiento de las explotaciones lecheras ydgeamintensivas a suelos marginales
por la expansion del area agricola (Diaz 2011, URBA®. MGAP. DIEA 2011), y la
otra es el abandono progresivo de los agricultdesk practica de inocular, porque no
siempre encuentran el beneficio esperado de laliacion.

Es necesario entonces contar con inoculantes qumitae mejorar la
implantacion, produccion y duracion de las praderasste escenario. En esta tesis nos
propusimos evaluar una cepa nativa promisoriactade y caracterizada parcialmente
en trébol rojo, en el marco del proyecto FONTAGRDGF/87/05 (2008), llevado
adelante entre Facultad de Agronomia e INIA. Tamisié entendié necesario evaluar
como afecta a la nodulacion la temperatura y laceoimacion de N del suelo,
factores que pueden ser determinantes en el éxito pradera.

En la implantacion de la pradera se debe tener wlmmta la técnica de
inoculacion. Usualmente en nuestro pais se reddizanoculacion de semillas con
inoculante en base turba, a la concentracion recdata por las fabricas, segun la
normativa del MGAP. Esta practica consiste en adhdas semillas el inoculante, para
sembrarlas en un periodo de tiempo breve y conmdetados cuidados. Otra estrategia
consiste en aumentar la concentracion del inocellpata favorecer la ocupacion de
nédulos. Recientemente comenzd a usarse semillzoputada. Esta alternativa facilita
la logistica en leguminosas de semilla grande, ceoj@. Sin embargo en leguminosas
de semilla pequefia, como trébol blanco, hay polanvacion sobre la viabilidad de
esta practica.

El mejorar la fijacion de nitrégeno a través deb ke inoculantes eficientes y
competitivos permite ahorro en el uso de fertilieamitrogenados, disminuye el riesgo
de contaminacion con nitratos y se promueven astipas sustentables.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 RESERVORIOS DE NITROGENO

El nitrégeno es un nutriente esencial para lostadgge y uno de los principales
constituyentes de compuestos como aminoacido®ipes, enzimas, acidos nucleicos y
clorofilas, entre otros. Las principales reservas nitrégeno son las rocas igneas,
sedimentos fosiles, compuestos organicos del fomatino, y la atmésfera, en la cual el
78 % se encuentra bajo la forma deg(Guadro 1). Estas reservas no estan disponibles a
corto plazo para las plantas (Perdomo y Barba##08)2y a pesar de su abundancia es
un nutriente limitante en la produccion agrope@atebido a la pequefia fraccion
disponible, y al alto requerimiento que tienenvegetales.

Cuadro 1. Distribucion y cantidad de nitrogeno istintos estratos.

Estrato Tgde N
Litosfera 1,63 x 10!
Rocas Igneas
Corteza 1,0x 10
Manto 1,62 x 18
Ndcleo de la Tierra 1,3 x®10
Sedimentos Fdsiles 3,5-5,5% 10
Carboén 1,0 x20
Compuestos organicos del fondo mar|ng4 x5.¢
Suelo
Materia organica 2,2 x10
NH" fijado en arcillas 2,0 x 0
Atmosfera 3,86 x 16
Hidrosfera 2,3x10
Bidsfera 2,8x10

Tg = Teragramo, que equivale a un millén de toredadétricas.
Fuente: Perdomo y Barbazén (2008).

Los vegetales absorben nitrégeno de la soluciosukb como amonio (N
y como nitrato (N@). Sin embargo la mayor parte del nitrogeno presentel suelo se
encuentra en restos de animales, vegetales y migenoismos, en forma organica no
disponible para las plantas. Para que se haganildpes necesaria la mineralizacion,
proceso que realizan microorganismos del suelo.

Por otra parte, el Natmosférico sélo puede ser reducido azsNidr un grupo
minoritario de procariotas, y bajo esa forma puseleasimilado por las plantas. Este



proceso, llamado Fijacion Biologica de NitrogenoBiH lo realizan soélo los
microorganismos denominados diazétrofos o fijaddeenitrégeno.

2.2 MICROORGANISMOS DIAZOTROFOS

Los microorganismos diazo6trofos se encuentran dilme suelos y aguas, o
establecen diferentes grados de relacion con kastgd. Estas relaciones van desde
microorganismos que viven sobre las raices de rmanés o menos especifica, hasta los
que lo hacen dentro de las plantas, como los dnddfieneralmente en los espacios
intercelulares, o dentro de las células como kEbios.

Todos los diazotrofos tienen en comun una enzianaittogenasa, que cataliza
la reduccion Ma NHs. Esta reaccion es la responsable del ingreso eclosistemas, a
nivel global, de unas 250 x 4T nitrégeno x afié (Monza y Palacios, 2004). De todas
formas hay otras vias de ingreso de nitrégeno deomemportancia cuantitativa,
inferiores al 5%, como las descargas eléctricas ka diberacidon a partir de rocas.

La nitrogenasa es un complejo enzimatico compubégicamente por dos
proteinas, la Fe-S (dinitrogenasa reductasa) yda® (dinitrogenasa). Los requisitos
de esta enzima son energia (ATP) y poder redu@#D(P)H), que en el caso de las
leguminosas, el bacteroide genera a partir de datéucarbonada suministrada por la
planta, principalmente succinato (Monza y Palack@04). La reaccion resume la
reduccion fuertemente endergonica, catalizadagoitiogenasa.

N2 + 8H+ 8e + 16 ATP— 2NHz + Hz + 16ADP + 16 Pi

Una caracteristica de la nitrogenasa es que seidafiersiblemente por de>O
Por esta razdn los diazé6trofos desarrollaron ditese mecanismos de proteccion frente
al Op. Azotobacterque fija en vida libre, protege a la nitrogenamaliante la formacion
de una pared celular engrosada y mucoide que W#fita difusién de gases, y por el
aumento de su respiracion. Estos mecanismos mantieondiciones microaerofilicas
en el entorno celular y hacen posible la actividdtbgenasa. En cianobacterias con
heterocistos, la pared celular engrosada que liests células limita la permeabilidad
gaseosa, pero ademas no poseen fotosistema Il qa¢ gue produce L De esta
manera, es posible la actividad nitrogenasa psejaracion espacial que se da entre la
fotosintesis y la fijacion de nitrdgeno (Monza yaR@s, 2004).

Los rizobios, fijadores de nitrdgeno endocelulatiesien una proteina clave, la
leghemoglobina que hace posible la FBN. Esta pratejue da el color rojo
caracteristico a los nédulos funcionales, se un@a lo libera gradualmente en la
medida que es consumido por la respiracion debrzdEs decir, hace posible que la
bacteria respire sin que quede lBre y dafie irreversiblemente a la nitrogenasa. La
relacion entre el ligado a leghemoglobina y el.dibre en la célula nodular es del



orden de 10.000:1 (Madigan et al., 2003). Una ewxideinteresante de la simbiosis
rizobio - leguminosa esta dada por coordinaciénleemsintesis de leghemoglobina;
mientras que la planta sintetiza la fraccion poatela bacteria produce el grupo hemo
(Monza y Palacios, 2004).

Figura 1. Microscopia electronica de una célula uterd infectada. B
bacteroides, que corresponde al rizobio en estadi&ico, MP membrana
peribacteroidal de origen vegetal. EP espacio pet@oidal, situado entre el bacteroide
y la MP, alli se encuentra la leghemoglobina

Fuente: Monza y Palacios (2004).

2.3 LA NODULACION: PROCESO EN EL QUE PARTICIPAN SRNES DE LA
PLANTA, DE LA BACTERIA'Y CONDICIONES DEL MEDD

2.3.1 Comunicacioén bacteria — planta

La comunicacién bacteria - planta empieza por leres#on de exudados
radicales de distintas moléculas, entre ellas flaides, especialmente en condiciones
limitantes de nitrégeno (Taiz y Zeiger, 1998). Lftgvonoides desencadenan una
respuesta quimiotactica que hace que los rizobigsem hacia los pelos radicales, y
ademas se unen a la proteina reguladora Nod Dinduee la expresiéon de los genes
nod

En Rhizobium leguminosaruos genesnod se encuentran en el plasmido
simbidtico. Los genesodABC, comunes en todos los rizobios codifican lagiraas
necesarias para la sintesis de la estructura basidgoquitin oligosacarido (LPQ)
(Figura 2) Los genesod especificos codifican enzimas que modifican al LP{Qura
2) y determinan la especificidad por el hospedésladigan et al., 2003).
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Figura 2. Estructura de los factores Nod. Los genesABC codifican para el
oligosacarido comun en todos los rizobios. Los ge&wel E, F, G, H, P y Q codifican
para enzimas que realizan modificaciones del adigaxgdo y confieren especificidad.

La bacteria libera factores Nod que inducen la awma del pelo radical. En
esas zonas, la membrana se invagina y da lugabalde infeccion, por el que penetran
y se multiplican los microorganismos hasta llegdasa células del cortex de la raiz
(Figura 3). Cuando el tubo de infeccion alcanzacéslas corticales, los rizobios entran
a ellas y quedan envueltos por una membrana desrongegetal, la membrana
peribacteroidal (Figura 3). Las células vegetate$ifpran y forman el ndédulo. A su vez,
los rizobios dentro de la planta se diferenciarbacteroides, que es donde ocurre la
reduccion de Bla NHs, a partir del poder reductor y energia suministyaatala planta.
En esto consiste la simbiosis rizobio — leguminesa,la que ambos organismos se
benefician.

Si bien los bacteroides no tienen capacidad dsidivj cuando la planta muere
los rizobios que estan en los cordones de infecgidadan libres en el suelo y pueden
infectar otras raices (Monza y Palacios, 2004).

2.3.2 Las condiciones del medio afectan la noddfaci

La temperatura del suelo, la concentracion de gemmé combinado y la
presencia de cepas de rizobios nativas, afectamadulacion y a la fijacion dexNPor
esta razon esos factores deben ser consideradiassdamportancia en la eleccion de la
época de siembra, en la aplicaciéon de fertilizagtes la ocupacion de nédulos por el
inoculante.
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Figura 3. Proceso de infeccion rizobio — leguminosaLos factores Nod
inducen la formacién del cordon de infeccion quegdl a una célula del cortex; B.
Formacion del simbiosoma; C. Los rizobios se difei@n en bacteroides; D. Los
bacteroides son capaces de fijar nitrogeno.

Fuente: Jones et al. (2007).

2.3.2.1 Temperatura y nodulacion

La FBN en leguminosas se afecta tanto por baja cpomncalta temperatura,
debido a que ésta produce inhibicién, tanto deddutacion como de la actividad
nitrogenasa una vez que el nédulo es funcional.

En Uruguay el trébol blanco se siembra principabm@&m los meses de otofio.
En el Cuadro 3e muestra la temperatura minima promedio del gieelmarzo a junio
(Camargo, 2012). El otofio es el momento 6ptimo [@astembra de trébol, pero ésta no
debe ser muy temprana para evitar riesgos de satuiuy tardia para no acortar el
periodo de implantacion y que las plantas lleguémvaerno sin estar arraigadas.

En siembras muy tardias se pueden registrar iniessos. En el mes de mayo
se dan temperaturas minimas de 5°C promedio y dmlapie ocasionan lenta
germinacion de la semilla y baja formacion de nésluEsto lleva a plantulas débiles y
de establecimiento retardado, que muchas vecesterimuriendo. De todas formas los
tréboles y las gramineas anuales invernales tietegpacidad para germinar a
temperaturas mas bajas que las gramineas peretagekguminosas estivales.

Segun Liu et al. (2011) la nodulacién en trébohbtase ve favorecida con el
incremento de temperatura en el rango de 10 a 358 pone de manifiesto la
importancia que tiene la época de siembra paraebten rendimiento 6ptimo en cuanto
a la nodulacion, implantacién y fijacion de nitrége



Cuadro 2. Temperatura minima promedio de 2008, @10 para los meses
de otofio e inicio de invierno.

Meses Temperatura minimas promedio
Marzo 22°C

Abril 18°C

Mayo 15°C

Junio 10°C

Fuente: Camargo (2012).
2.3.2.2 Nodulacidén y concentracion de nitrogeno lwoado en el suelo

La concentracion de nitrégeno combinado en el symiede inhibir la
nodulacion y la actividad nitrogenasa, ya que pagalanta la FBN supone un proceso
de mayor costo energético que la absorcién de N@e Nh del suelo (Liu et al.,
2011).

Cuando las concentraciones de nitrégeno combinanie:gt mM de NHo < 2
mM de NQ, el inicio de la nodulacion y de la fijacion des$¢ estimulan. Sin embargo,
al aumentar la concentracion de nitrogeno combirsdproduce una inhibicion de la
nodulacién, proporcional a ese aumento. Los valdeeénhibicion estdn sujetos a un
rango de variacion que depende del cultivar emplegdde las condiciones de
crecimiento (Liu et al., 2011).

La concentracion de nitrégeno en el suelo varilagmwlistintas épocas del afio.
Las fluctuaciones del contenido de Nén suelos del Uruguay puede ser grande (Figura
4) y estas se deben principalmente a las predipites.
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Fuente: Hoffman y Ernst (1999).



Sundstrom et al. (1982), determinaron que el ma@gso de la masa nodular
por planta y de actividad nitrogenasa se daba apb® de N@, en comparacién a
concentraciones de 0, 20 y 40 ppm y que la maymymcion de materia seca ocurria a
40 ppm. El efecto estimulante del Bi@ 10 ppm ocurre entre la infeccion y el comienzo
de la FBN. Una deficiencia de N para la planta pedslurante esta fase es perjudicial
para la formacion y desarrollo de un area foliae gea suficientemente grande para
suministrar los fotosintatos necesarios para dtimiento y actividad de los nédulos
(Marschner, 1995).

La mayor actividad de los nddulos, en lo que ref@ifijacion de nitrogeno, es
lograda cuando N combinado obtenido de las rese®asuelo o de la fertilizacién esta
disponible en cantidades que son suficientes parazigoroso crecimiento vegetal
durante las primeras semanas del establecimienttasideguminosas. Cuando los
niveles de Nstarteraumentan, disminuye drasticamente la actividalh etrogenasa y
también el nidmero de nédulos. Sin embargo, el mieato de la planta continda
aumentando, indicando el cambio de la fuente dégeho aportado por la FBN al NO
disponible en el suelo (Marschner, 1995).

La disminucién de la nodulacién por el nitrégenmbado en el suelo puede
deberse a la represion de gened a la disminucion de la sintesis de lectinas, meno
formacion de pelos radicales, aborto de los corslaleeinfeccion, o por inhibicion de la
transformacion de bacterias en bacteroides (RaGmlyno, 2006). De todas formas, los
procesos bioquimicos y genéticos que determinarnkébicibn son poco conocidos
todavia.

Se han descrito reducciones del 32 — 65 % en ekraide nédulos y del 33 —
55 % en el peso seco de los mismos al fertiNtaia fabacon dosis de 120 kg - hae
nitrogeno (Nadal Moyano et al., 2004). Sin embdrgp mutantesits tolerantes a N&
en soja yPisum capaces de desarrollar una nodulacion y fija@dénN, tanto en
presencia como en ausencia desNO

Otro aspecto a considerar es la capacidad deniijargeno, y por lo tanto la
actividad nitrogenasa, en presencia de nitrégentbotado. También en esa situacion
hay variabilidad en lo que hace a la sensibilidaolerancia del proceso en distintas
concentraciones de NQsegun la especie de leguminosa. Asi, mientradageeja es
sensible, erPisumy lupinos la inhibicién se logra con mayores adadies de N©. El
nivel de sensibilidad varia incluso entre distinto#tivares de soja (Monza y Palacios,
2004).

De esta forma, el efecto del nitrégeno combinaeioeticonsecuencias cuando se
aplican practicas agricolas, dado que si se incaniae un suelo que fue previamente
fertilizado, la nodulacion, y por tanto la simbmspuede no establecerse de forma



optima. Del mismo modo, si se fertiliza un cultivimculado la fijacion de Npuede
inhibirse por represion de la nitrogenasa. Estdl@esm a un inadecuado uso de recursos
y a un mal aprovechamiento econdémico, ya que lertido no tendra el resultado
deseado.

2.3.3 Competitividad entre cepas de rizobios

Cuando se introduce un inoculante, éste tiene gompetir por los recursos con
las cepas nativas presentes en los suelos, adg@hdaedio en que viven. Entre esas
cepas gue son persistentes en los suelos, lasamgetentes tienen mayor capacidad de
colonizar raices y formar nédulos, pero no necas@nte son las mas eficientes fijando
N> (Camargo, 2012). Por eso, la competencia es urectedstica que debe ser
considerada en la seleccion de cepas para sersusaia® inoculantes comerciales. Sin
embargo, esta propiedad ha sido menos considetadia gapacidad de fijar nitrdgeno.
Esto se debe a las dificultades que surgen debidonacesidad de manejar grandes
cantidades de bacterias a las que hay que aistihtgner su ADN para asi poder
establecer la cantidad de nédulos que ocupa laeepaaluacion.

Para evaluar la competitividad de cepas en el duaosido usadas técnicas
como la resistencia a antibioticos, serologia, pecotbn de melanina y perfil de
plasmidos (Monza et al. 1992, Rodriguez et al. 20d€ro el desarrollo de la PCR y de
cebadores como ERIC (Versalovic et al. 1991, deqjiBr1092), BOX (Menna et al
2009) y REP (Mantilla et al., 2004) han mejorado plecision y rapidez en la
identificacién de cepas. El uso de genes reporeso®gusA también ha simplificado
la forma y precision con que se evalla la ocupad@nddulos por los rizobios usados
como inoculantes frente a los rizobios nativosgya permite analizar visualmente los
nodulos tefiidos para saber si el inoculante lopacsin necesidad de aislar bacterias ni
amplificar su ADN (Camargo, 2012). Esta metodolotigae como limitante que no
puede realizarse en el campo, dado que se usarpomganismos modificados
genéticamente. Pero permite evaluar la competelecieepas en diferentes suelos bajo
condiciones controladas, que es una estrategia@sadsta tesis.

2.3.4 Condiciones ambientales

Otra consideracion a tener presente en la efi@edeila nodulacion son las
condiciones ambientales en el momento de la inodra- siembra, que afectan la
colonizacion de las raices por unas u otras c€phamdo se dan condiciones adversas de
humedad y temperatura en los primeros dias daveulse favorece la ocupacion de
nodulos por cepas nativas respecto al inoculamteerglmente desarrollado con cepas
introducidas.

A su vez la sequia también retarda la nodulacidrage que los nddulos se
desplacen a raices secundarias y terciarias, locgomia la topdfisis y disminuye la



eficacia de la FBN, que es mayor en nédulos prégiadccuello de la planta (Racca y
Collino, 2006). También la poca humedad en el spadvoca baja nodulacion a causa
de la muerte de rizobios, y por menor germinac®tadsemilla (Carambula, 2010).

2.4 FERTILIZACION QUIMICA Y FIJACION BIOLOGICA DE NTROGENO EN
LA AGRICULTURA

Los procesos microbianos de desnitrificacion y Feideden aproximadamente
a la misma tasa, de manera que no llega a acumulérégeno combinado en el medio.
Sin embargo, durante los ultimos 100 afios la imma@én de nitrdgeno combinado de
origen antropogénico se ha incrementado fuertemgnteende a desestabilizar el
equilibrio natural (Bottomley y Myrold, 2007).

Se estima que la FBN a nivel global es responsdblda entrada a los
ecosistemas de unas 250 ¥ 1@heladas de nitrogeno anuales. De esta formmaaijgr
fuente de nitrégeno para los ecosistemas es lasé&m) de donde proviene
aproximadamente un 80%. Los fertilizantes y el@aglortan un 15 % y las descargas
eléctricas hasta un 5 % (Monza y Palacios, 2004).

El aumento del nitrégeno combinado tiene efectosiragarios en el ciclo del
nitrogeno, especialmente en la distribucion de BNFAreas extensas con diversa
vegetacion en las que habia especies fijadoras gleh&h sido sustituidas por
monocultivos no fijadores, mientras que pequefiasasaragricolas concentran las
especies que fijan AN Ademas, el cambio de uso del suelo ha liberad@gsno
combinado almacenado en la materia organica, loegigté en una exportacion neta de
nitrégeno (Keeney y Hatfield, 2001).

A diferencia de la FBN, en la que el nitrdgenodgaes rapidamente asimilado
en los constituyentes celulares, una parte deslbiéiZantes nitrogenados se transforman
en oxidos de nitrogeno y en NHiberados por los procesos microbianos de raadion
y desnitrificacion al aire y al agua (Figura 5).dJexcesiva acumulacién de nitrégeno
combinado puede acidificar los suelos, aumentaafdidad de N lixiviado y reducir
la diversidad vegetal en ecosistemas terrestresofdtey y Myrold, 2007).

La produccion de fertilizantes nitrogenados inclayeonsumo de energia en
su elaboracion, asi como en su distribucion, lorgpeesenta un costo econémico y
ambiental. El uso de inoculantes rizobianos re@sos costos, tanto en su elaboracion
que utiliza menos energia que la necesaria ertiupcion de fertilizantes nitrogenados,
como en su distribucion a los sitios de uso.

De esta forma, el costo econdémico y los riesgosemtades derivados de la

fertilizacion quimica pueden ser menores con eldgsmicroorganismos fijadores de
N2, en combinacion con otras practicas que favorkcagricultura sustentable.

-10 -



N, + 0, NO), o JJ

N;0.NO, N,

Volatilizacion NH,

Deposicion

Plantas
consumidas por
herbivoros de N,

Materia vegetal "

muerta H El'hﬁceaﬁ_ﬁ

Animales ij acidn Fertilizantes Cultivas

Leguminos as

i
Asimilacio
nmovilizacion
N orginico | ~— / ( \
Urea ¥e origen | en el suelo Mm“ NH:,/ e \\_{-_,jjl — | NOy
anifyal \‘-—

Lixiviacion

B —
. e —
——

Arcillas Aguas subterrineas

Figura 5. Entrada y salida de nitrégeno de losistasas.
Fuente: Monza y Palacios (2004).

2.5 EL TREBOL BLANCO: CARACTERISTICAS Y USOS

Las leguminosas incluyen plantas cuyo fruto es legumbre o vaina,
herbaceas y leflosas, anuales o perennes, con esspagiaces de formar simbiosis
radiculares con rizobios especificos. Las legun@sodorrajeras constituyen un
componente importante en la produccion de pastugms.Uruguay, las pasturas
artificialmente implantadas ocupan 970.000 hanirées que el total de mejoramientos
asciende a 2.300.000 ha (URUGUAY. MGAP. DIEA, 2009)

Las leguminosas son usadas para el mejoramientpratieras por su alta
palatabilidad y valor nutritivo en términos protescy minerales, su menor nivel de
fibra, una mayor relacion carbohidratos solublesarbohidratos insolubles, su alta
digestibilidad y por su capacidad de fijar nitrogersociadas a rizobios. Esto promueve
una elevada ingestion voluntaria por parte de lwsiantes. Ademas hay un especial
interés en las leguminosas por su capacidad derandg estructura del suelo, sobre
todo en profundidad, por lo rapido que se degradanresiduos debido a la baja relacion
carbono nitrogeno. Esto promueve mayor actividathenasa microbiana del suelo que
permite una preparaciéon mas rapida de la chaceagbaultivo siguiente.
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Las principales leguminosas utilizadas en sisteimassivos en Uruguay son
Lotus corniculatus trébol rojo, trébol blanco y alfalfa (Cardmbu)10). El trébol
blanco es usado principalmente en la alimentac&rganado lechero y el engorde del
ganado de carne por contribuir a resolver los probk forrajeros en el invierno, con un
destacado aporte de forraje de alta calidad. Segrewt mayoritariamente en la
implantacion de praderas cultivadas polifiticashpque también se realizan siembras
puras, consociadas con cereales de invierno ocamifrebuffo et al., 2006). El trébol
blanco se adapta bien a suelos medios a pesadtigesf§¢ hiumedos pero no tolera
suelos superficiales ni la falta de agua aunquerdotuelos acidos (pH de 5,2 a 5,6).
Tiene una muy buena semillazon y resiembra natswalensidad de siembraes de 2 a4
Kg - hal y presenta bajo vigor inicial y es de lento esteibhiento (Carambula, 2010).

El trébol blanco produce menos materia seca qtrélal rojo, pero con mayor
aporte invernal, estacion que presenta el mayaciddé forraje. Ademas al ser perenne
y tener buena resiembra, puede producir forrajardar4 afios o mas, mientras que el
trébol rojo se comporta como bianual (Cardmbuld,020En el cuadro 3 se detalla la
produccion de materia seca del trébol blanco erpeoacion al trébol rojo en Uruguay.

Cuadro 3. Trébol rojo y blanco en Uruguay. A. Pemidn y distribucion de
trébol blanco y rojo en Uruguay. B. Fijacion deplr las principales leguminosas
sembradas en Uruguay.

A.
Produccion de materia seca Trébol Blango Trébob Roj
Produccion Maxima (T MS/ha/afio) 14 17,9
Produccion Media (T MS/ha/afo) 7,5 10
Produccion Minima (T MS/ha/afio) 2,5 3,2
Distribucién anual de la produccion
Otofo 12 % 9 %
Invierno 23 % 15 %
Primavera 52 % 50 %
Verano 13 % 26 %
B.

Forraje T MS/ha N fijado Kg/ha| Eficiencia KgN/T de MS
Trifolium repens 7,5 229 31
Lotus corniculatus 8,3 226 27
Trifolium pratense 8,8 308 35
Medicago sativa 11,6 366 32

MS materia seca
Fuente: Garcia et al. (1994).
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Uno de los problemas de la baja persistencia ébeblrblanco se debe a su
sensibilidad a la sequia, la cual provoca un cotapuento anual que disminuye su
potencial. Otra limitacion es la presencia en ehpa natural de un trébol nativo,
Trifolium polimorfumPoiret (trébol polimorfo o trébol del campo) quermdulado por
rizobios nativos que son capaces de estableceiaeés de parasitismo con los tréboles
sembrados. Esta situacion se manifiesta mas eol toé&nco que en trébol rojo y es la
causa de frecuentes problemas o fracasos en lantaplon del trébol blanco, en
chacras sin antecedentes de tréboles cultivadosoBsecuencia, para lograr un buen
establecimiento del trébol blanco hay que lograe dos rizobios del inoculante
compitan con la poblacion nativa para formar al esemna parte de los nédulos (Dutto,
2002).

2.6. URUGUAY TIENE UNA POSICION VENTAJOSA EN LA PRATICA DE
INOCULAR LEGUMINOSAS FORRAJERAS

En relacion a la produccion y uso de inoculantedralguay es un referente a
nivel mundial junto a Nueva Zelanda y Canada (D208§0). Esto se ha debido a las
politicas llevadas adelante por mas de 40 afios,jmyatucran la implementacion de
mecanismos legales, la participacion de la induste inoculantes y los esfuerzos de
extensién realizados por el Instituto Plan Agropeitudesde la década del 60 para que
los agricultores adopten la practica inoculaciomada principal fuente de nitrogeno
(Labandera, 2007).

A pesar de esta posicion ventajosa, se esta dam@bandono progresivo de
los productores de la practica de inocular, pradrabhte debido a que en muchas
situaciones no obtienen los beneficios esperadds whésma. La encuesta realizada por
el acuerdo entre DIEA y CAF (Cooperativa Agrarialé®da) puso en evidencia que el
50 % de los productores del area agricola no iaoicébol blanco y el 22 % no inocula
trébol rojo (Acosta, 2008), cuando se asumia codaptado por la mayoria de los
productores.

Respecto al trébol blanco, los problemas de imatadih se han hecho
particularmente evidentes en la region este y ra@tgais, donde, en general no es facil
establecer tréboles, entre otros factores pordaeancia de cepas de rizobios parasitas
presentes en las poblaciones nativas, que seripongables del fracaso de la
implantacion de muchas praderas (Fabiano y ArS] )1

Los rizobios son habitantes normales de los suelds, en ausencia de su
leguminosa huésped. En cada chacra hay rizobiossgneparte de las poblaciones
nativas, naturalizadas o de inoculaciones antexi&e consecuencia, cuando se siembra
una leguminosa, los rizobios presentes en el quetden afectar la nodulacion por el
inoculante. Una situacion de este tipo se da cuaedsiembra_otus subbiflorusen
chacras donde hulootus corniculatusEn estos casos las cepasMigsorizobuimsp.
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que nodulan a esta leguminosa, forman pseudono@mdastus subbiflorug(Irisarri,
1996).

En otros casos, la poblacion nativa o naturaliziedauelo esta constituida por
rizobios parasitos. En esta situacion, el exittadenplantacion del cultivo dependera de
gue la cepa del inoculante tenga mayor compet#t/ique los rizobios del suelo y
formen la mayor cantidad posible de nddulos efestiEl fracaso en la competitividad
conducira a la formacion, al menos parcial, de faslunefectivos y la potencial pérdida
del cultivo.

En Uruguay el inoculante comercial usado para trBlamco y trébol rojo, es
desde hace mas de 50 afios la cepa U20Rhizobium leguminosarurav trifolii,
introducida de EE.UU. y designada asi en la cabecdel Laboratorio de Microbiologia
de suelos de (URUGUAY. MGAP, 2008).

En el cuadro 4 se observa que en los departameetoltoral, con mayor
influencia agricola como lo son Rio Negro, Paysar@dlonia y Soriano, hay un
descenso en el area de mejoramiento de camposinquee praderas artificiales,
campos fertilizados mejorados y cultivos forrageamuales en los cuales seria utilizado
el trébol blanco. También se observa que en loartlepentos con menor influencia
agricola y mayor presencia de polymorphum como lo son Tacuarembd, Artigas,
Rivera, Rocha, Treinta y Tres y Salto, hay un aumen el area de mejoramientos. En
los demas departamentos, no ocurrieron cambiosifisajivos en el area de
mejoramientos de campos. Esto pone de manifiestadesiplazamiento de los
mejoramientos a zonas de menor aptitud productimaas marginales).

En este nuevo escenario, se plantea el desaficad&ener la productividad de
las pasturas de las zonas de mayor aptitud. Plarae®lnecesario, entre otras cosas,
contar con un inoculante eficiente, que sea capdagtar el nUmero de rizobios viables
requeridos por semilla y con una competitividadcadela. En esta tesis se evaluaron
distintos métodos de inoculacion asi como el usondenueva cepa como inoculante en
comparacion a la ya existente.

2.7 INOCULACION DE LEGUMINOSAS FORRAJERAS EN URUGWA

En Uruguay la inoculacién de leguminosas forrajesasrealiza segun las
instrucciones dadas por los fabricantes de inotesanzobianos, que estan controladas
por el Laboratorio de Microbiologia de suelos d€sAP.

Las fallas en el procedimiento de inoculacion trenensecuencias posteriores
sobre la nodulacidon e implantacion de la pradera te los factores mas importantes
involucrado en la ocupacion de nédulos por la eesaala como inoculante, es el nUmero
de rizobios de éste sobre la semilla. Se consgieeal.000 rizobios/semilla a la salida
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de la sembradora es un nimero razonable para logeabuena implantacion (Dutto
2002). Un aspecto a tener en cuenta es que lalaafitrébol blanco tiene un tamafio
inferior a la mayoria de las forrajeras, lo que liogpuna dificultad para lograr la
cantidad de rizobios por semilla. Por otra partentdusion de leguminosas en campo
natural se realiza generalmente en cobertura, guera la exposicion del inoculante a
la luz y la desecacion con la consecuente pérdidadbios en contacto con la semilla.

Cuadro 4. Evolucién de la superficie total de majaentos forrajeros en el
Uruguay por departamento entre el 2001 y el 2009.

Departamento| 2001/02 | 2003/04/ 2005/06  2006/07  2008/092010/11

Total 2.461.373 2.487.557 2.715.003 2.721.907| 2.335.266| 2.314.365
mejoramlentos

Colonia 257.106 | 259.885 282.114  271.326  223.76921.240
Soriano 298.439| 277.986 282.683 267.266  187.417172.516
Rocha 136.594 | 133.863 156.424 165.886 166.537169.573
Paysandu 178.351| 176.448 181.704 169.164  150.6[15130.246
Rio Negro 201.885| 187.626 200.643 168.769 117.687117.787
Tacuarembo 85.002 72.636 88.024 109.66f/  103.669102.420
Treintay Tres| 77.495 83.050 97.040 102.57P 99.324 108.577

Rivera 48.442 51.146 63.412 81.67( 79.847 83.451
Salto 50.618 52.531 82.777 73.7972 67.609 66.893
Artigas 38.992 43.379 50.273 50.841 50.927 44.794
Evolucion 100 101 110 111 95 93

La superficie contabilizada como mejoramientosuyelpraderas artificiales,
campos fertilizados, mejorados y cultivos forrageanuales.
Fuente: URUGUAY. MGAP. DIEA (2011).

Una estrategia usada para mejorar la inoculaciotrét®l blanco en zonas
donde hay cepas nativas parasitas, consiste enntamed namero de rizobios por
semilla a través del aumento de la dosis de inotele&El efecto del aumento de la
concentraciéon del inoculante sobre la semilla éiedirblanco se muestra en la Figura 6,
donde se evidencia el aumento de aproximadamentéOu% de la biomasa como
consecuencia de esta practica, que permitié pash300 a 3.000 rizobios por semilla.

La preinoculacion consiste en inocular y peletzamillas mediante procesos
industriales. Esta estrategia tiene ventajas poetjpeoductor ahorra tiempo al mejorar
la flexibilidad en la logistica de siembra y porméir almacenar la semilla por 30 dias
conservando la viabilidad e infectividad. La in@mibn convencional la realiza el
productor, y queda liberada a fallos en la aplimaael inoculante, y tiene un acotado
tiempo de almacenaje. Esto se debe a que la dabille las bacterias una vez aplicadas

-15 -



a las semillas es baja, de manera que si las ¢ond&c ambientales no permiten la
siembra en un tiempo breve se genera una dificuiados ultimos afios parece haber
una tendencia a favor del uso de semilla preimozulde soja por las ventajas
mencionadas. De todas formas hay cuestionamisoto® si la cantidad de bacterias
viables en las semillas es la adecuada, sobreaodmuellas pequefias como la de los
tréboles, en funcion del decreto 7/99 del 8 deceh809 MGAP/MEF.
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Figura 6. Produccion de materia seca por trébaidolasegun el nimero de
rizobios por semilla en el momento de la siembra.
Fuente: Dutto (2002).

2.8 SELECCION DE CEPAS

2.8.1 La eficiencia simbidtica vy la competitividswh caracteristicas usadas en la
seleccion de cepas comerciales

Las caracteristicas basicas en las que hay aceerdas distintas propuestas
para seleccién de cepas son la capacidad de iifageno en una leguminosa, es decir
su eficiencia simbiodtica, la competitividad y labsevivencia o persistencia en el suelo.
Otras caracteristicas en la seleccion de las cegsdn relacionadas con su
tolerancia/sensibilidad al pH del suelo, habiliddel nodular con alto contenido de
nitrogeno y tolerancia a herbicidas, que son tamloiéerios usados en situaciones
particulares.
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En relacién a la eficiencia simbiotica hay que adermr la ubicacion de los
nodulos en la raiz, es decir la topofisis, ya qugual masa nodular, los nédulos
implantados en la raiz primaria, cercanos al cudiola planta, tienen actividad
nitrogenasa varias veces superior a los de lasesagecundarias o terciarias,
posiblemente como consecuencia de un mayor sunoirdst fotoasimilados (Racca y
Collino, 2006).

Una caracteristica relevante en la seleccion deascegs su capacidad
competitiva, que en general no ha sido utilizadaidtea la dificultad para diferenciar
cepas en grandes numeros. Actualmente el uso dedaécmoleculares, hace posible
utilizar ese criterio en la seleccion, y es padecdta de tesis el evaluar competitividad
de cepas con esa estrategia.

2.8.2 La generacion dimgerprintingpor PCR permite identificar cepas

El rep-PCR, es una técnica basada en la rapidacbtede huellas gendmicas
(fingerprinty mediante la amplificacion de &cidos nucleicosapa que es necesario
utilizar cebadores disefiados a partir de secuemefetitivas dispersas en el genoma
(Mantilla et al., 2004). Esta técnica es consideradecuada para evaluar la diversidad de
bacterias, incluyendo los rizobios (Versalovic letl891, de Bruijn 1992, Laguerre et al.
1997, Menna et al. 2009).

Se utilizaron dos tipos de elementos repetitivosa pa identificacion de
bacterias: las secuencias consenso intergénicagidap de enterobacterias ERIC
(Versalovic et al. 1991, de Bruijn 1992) y los ettos BOX localizados en regiones
intergénicas (Menna et .al2009). En esta tesis se usaron epdmers para los
experimentos realizados a campo, ya que para lpsriexentos de competitividad en
diferentes suelos realizados en laboratorio sezardn genes delatores, por su
simplicidad.

2.8.3 Los genes delatores son una herramientpaitilevaluar la ocupacion de nédulos
en condiciones de laboratorio

Mediante la introduccion del ggyusA a las cepas que se evallan para ser usadas
como inoculante, es posible diferenciar los nddwospados por él, respecto a los
ocupados por los rizobios nativos. Esto se delzealbracion azul que adquieren los
nddulos ocupados por los rizobios marcados gas®\, dado que al ser expuestos al
sustrato de la enzima codificada por ese gen sergem producto de color azul (Figura
7). Esta técnica muy precisa, permite evaluar emomgéempo y con mucha facilidad la
colonizacion del rizobio de interés en un elevadmero de suelos. La limitacion que
presenta el uso de genes delatores es que al geeeuntilizar un microorganismo
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transgénico no se pueden realizar a campo, poudé hgqy que llevar los suelos al
laboratorio.

Figura 7. Nodulos ocupados por una cepa marcadaetaen gusA. Los
ndédulos tefiidos se deben a que el sustrato Xgttassforma en un producto azul. La
flecha indica un nédulo ocupado por una cepa ddbsno marcada.

2.9. UTILIZACION DE CEPAS NATIVAS COMO INOCULANTESOMERCIALES

En el marco del proyecto FONTRAGRO FTG 787/05 emuet participo el
Laboratorio de Bioguimica de Facultad de AgronoynéaINIA se generd una coleccion
de mas de 100 aislados de nédulos de trébol regpgvaluaron las cepas en condiciones
controladas. Entre esos aislados, el 317 tienectesisticas interesantes para ser
evaluada a campo, dado que presentd la mismanrgfigisimbidtica que el inoculante
comercial, en dos experimentos independientes ertam(Monza et al., 2008).

Para desarrollar inoculantes es importante conlaceiversidad de las poblaciones
nativas, tanto para seleccionar cepas por su cgahg@ara fijar nitrbgeno, como por sus
propiedades para ser usadas como inoculantes f{tondset al., 2010). El éxito de los
inoculantes, ademas de su persistencia en el gueles independiente de la eficiencia que la
cepa tenga, depende de la presencia de rizobio®$a@n el suelo. Esos rizobios muchas
veces son mas competitivos que el usado como iaoieuly ocupan la mayoria de los
nédulos, tanto porque sus poblaciones son mas abtes] por su distribucion en el perfil del
suelo, o por su mejor adaptacién a las condicitouedes (Estrella et al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Se usaron dos cepas Rbizobium leguminosarubw trifolii U204, inoculante
comercial para tréboles en Uruguay, y la 317, w@amativa aislada de nédulos de
Trifolium pratensepbtenida en el marco del proyecto FONTAGRO FTG-08/7ton
ejecucion 2005-2010. En el cuadro 5 se resumercdescteristicas de las bacterias
usadas.

Cuadro 5. Caracteristicas de las cepafkdeobium leguminosarum de los
trasncojugantes derivados de la cepa comercial 4Ufi3A) y de la cepa nativa
(317:gush).

Cepa Origen Caracteristicas Referencia
R. leguminosarum| Inoculante comercial.| fix+ enTrifolim pratense | Labandera y
U204 Introducida de USA |y Trifolim repens Mayans
en la década del 60. (2006).
R. leguminosarum| Aislado de nddulo de | fix+ enT. pratense/ T. FONTAGRO
317 T. repens repens Aislamiento (2005).
nativo.
U204:gusA Laboratorio de nod+ enT. pratensey T. | Batista
Bioquimica Facultad | repens Igual cinética de| (2013).
de Agronomia nodulacién que U204 a
los 25 dias.
317:gusA Laboratorio de nod+ enT. pratense/ T. | Batista
Bioquimica Facultad | repens Igual cinética de| (2013).
de Agronomia nodulacion que 317 a los
25 dias.

Las cepas U204 y 317 fueron transformadas portBd@2€13) por conjugacion
biparental conk. coli S17-1A-pir, portadora del plasmido pCAM130::Tn5H8A31
(Wilson et al., 1995). Ese plasmido incluye el sfassén mTnSSguA31 que contiene
el gen gusA bajo el control del promotomifA y un casete de resistencia a
espectinomicina (Sm) y estreptomicina (Sp) (Fid)ra

Como leguminosa hospedadora se uso6 (trébol bldiisianzuela Zapican”.
Las semillas fueron cedidas por la Ing. Agr. MoriRebuffo, INIA La Estanzuela.
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Figura 8. Esquema del transposon mTn5SSgusA31raBsgoson contiene el

gengusA y el casete con resistencia a espectinomicing (sestreptomicina (Sp) bajo
el control inducible RifH.

Fuente: Wilson et al. (1995).
3.2. CRECIMIENTO DE BACTERIAS Y PREPARACION DE INQ@ OS

Para el crecimiento de bacterias se us6 medio YE&aSt-Extract-Manitgl
Vincent, 1970) liquido, o solidificado con agar ¥%5p/v). La composicién se detalla en
el Cuadro 6. Cuando el crecimiento fue en meduidig se usé agitacion a 200 rpm. La
temperatura de crecimiento fue 27°C. Para verifiaainserciéon del trasposon se
adicion¢6 al medio Sp 50 pg/mL.

El in6culo para los ensayaos vitro crecid6 en medio liquido hasta una DO
600wm entre 0,8 y 0,9, que corresponde a undsdldlas/mL. Los 30 mL de cultivo se
centrifugaron a 6000 rpm por 5 min, se lavaron agua estéril y se resuspendieron en
10 mL de agua estéril. Con 150 pL de esa suspeasi@mocul6é cada tubo.

Cuadro 6. Composicion del medio YEM.

Compuesto Cantidad
KoHPOy 0,59
MgSQy- 7HO 0,29
NaCl 01g
Manitol 10 g
Extracto de levadura 10g
Agar 15 g
Agua destilada 1L
pH 6,8-7,2

Para evaluar la competencia de las cepas U204 yeBldiferentes suelos se
usaron los clones U204usA y 317:gusA. Los indculos elaborados con estos clones se
prepararon en turba estéril, usando la misma mktgi@o que la utilizada en la
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fabricacion industrial de inoculantes rizobianos fm empresa CALISTER S.A. La
inoculacion se realizé con la misma relacién usam@&l campo, 800 mL de indculo y
adherente cada 25 Kg de semilla, en nuestro cagd X& esta solucion. Las semillas
inoculadas se dejaron secar y se sembraron enidbostas cilindros con diferentes
suelos, a razon de 10 semillas por cilindro.

Las semillas preinoculadas y el inoculante paraelasayos a campo fueron
preparados por la empresa CALISTER S.A., segumdasiativas del decreto 7/99 del
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAE) Uruguay, el Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del MGAP, antes de la garee los biofertilizantes a la
industria y/o liberacion al mercado, las cepaspa®a un control en el que se evalla las
caracteristicas simbidticas, siguiendo protocokial#ecidos por Labandera y Vincent
(1972). Los parametros de calidad del inocularfieren a la concentracion de la cepa,
que debe ser superior a 2 xUf@¢/g en el momento de utilizarlo en el campo, ka a
ausencia de microorganismos no declarados (Labayddayans, 2006).

3.3. CRECIMIENTO DE PLANTAS EN CONDICIONEBN-VITRO

3.3.1 Esterilizacion y germinacion de las semillas

La esterilizacion de semillas se realizo por inmdergn etanol 96 % durante 1
min en agitacion, se descart6 el etanol y se lavageia estéril. Se adiciond hipoclorito
de sodio al 40 %, (v/v) y se agito durante 2 mirhigoclorito de sodio se descarto y se
lavé repetidas veces con agua estéril. Las sens#fadejaron en agua estéril al menos
durante 1 h y luego se germinaron a 27°C en aga adgb (p/v) estéril, hasta que la
radicula emergi6é 1-3 mm.

3.3.2. Medio de crecimiento

Las plantas crecieron en medio Jensen (1942), aJadr

Cuadro 7. Composicién del medio Jensen.

Compuesto Cantidad
CaHPQ 10g
KoHPOy 0,29
MgSQy- 7HO 0,29
NaCl 02g
FeCk 0,19
Agar 8,09
Agua destilada 1L
pH 6,8—7,2
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3.3.3. Condiciones de crecimiento

Las semillas, se sembraron a razon de 3 por tuboiecon con un fotoperiodo
con 16 h de luz, con una intensidad de 200 uM tmés - - sed.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobreotlacion, las semillas
germinadas crecieron en medio Jensen sin nitrogeh0, 15 y 24°C durante 21 dias
para las dos primeras temperaturas y 24 dias paréirha. Para evaluar el efecto de la
concentracion de nitrato sobre la nodulacion, émilkas germinadas crecieron a 24°C
durante 23 dias en medio Jensen con KB©oncentraciones 0, 2, 4, 8y 10 uM.

Para ambos ensayos la unidad experimental fuebe] fupara reducir el error
experimental se contabilizé el niumero de nédulogptanta promedio.

3.4. NODULACION EN DIFERENTES SUELOS
Los suelos colectados entre el 10 y 12 de abr@Gde? fueron provistos por la
Ing. Agr. Maria José Cuitifio y Diego Giorello delM\La Estanzuela. En el cuadro 8

figuran los origenes de los suelos.

Cuadro 8. Procedencia, tipo e historia de los suelo

Regiones de Coordenadas Tipo de suelo Uso de los suelps
muestreo

La Estanzuela 83 msnm 34°19’ S | Brunosol Rotacién agricola
(Colonia) y 57°43 O eutrico tipico ganadera
La Carolina 170 msnm 33°52’ S| Brunosol éutrico Campo natural sobrg
(Flores) y 57°04’ O cristalino
Tambores 276 msnm 31°54’ S| Litosol éutrico Campo natural sobre
(Tacuarembo) y 56°14’ O melanico basalto profundo

Rotacion arroz-
pasturas con drenaje

Paso de la Lagung45 msnm 33°10’ S | Solod melanico

(Treintay Tres) |y 54°26’ O

pobre
Palo e Pique 10 msnm 33°14’ S | Argisol subéutrico Campo natural de
(Treintay Tres) |y 54°15’' O lomadas

Los suelos se colectaron en cilindros de plasted@, @ cm de diametro por 14
cm de altura, que se enterraron en el suelo pa@gee la muestra con el minimo
disturbio y sin remocion del tapiz existente. Ldmdros se regaron a la siembra con 50
mL de agua cada uno y cada 48 h hasta los 6 dipartih de entonces se regaron con 20
mL de agua cada 48 h. Estos volumenes equivalspecgvamente, a 10,7 mm y 5,35
mm de lluvia.
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Las semillas, inoculadas con U2@usA, como se indica en el punto 2, se
sembraron a razén de 10 por cilindro. Las plantasieron en condiciones controladas a
24°C con un fotoperiodo de 16 h de luz, con urensitiad de 300 uM de fotones ?m
seg@’. El cilindro de suelo fue considerado la unidagezimental y se aleatorizaron tal
como se muestra en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Esquema de aleatorizaciéon de los cilswdde suelos. TaM
(Tambores), LaG (Paso de la Laguna), LE (La EselazuPaP (Palo a Pique), LaC (La
Carolina). Con la denominacion U204 y 317 se refeelJ204gusA y 317:gusA vy la
numeracion (1 al 4) a la repeticion.

B =

1

3

4

£

G

5

TaM-317-1

LaG-317-3

PaP-U204-1

TaM-U204-4

TaM-317-2

LaC-317-2

LaG-317-1

TaM-U204-1

LE-U20LE-2

LaG-U204-2

LaG-317-2

LE-U20LE-1

PaP-U204-2

LE-317-2

LaC-U204-4

LaC-317-1

LaG-U204-1

LE-U20LE-4

PaP-317-3

LE-317-1

TaM-U204-2

LaC-U204-2

TaM-317-4

TaM-U204-3

LE-317-4

TaM-317-3

LaG-317-4

PaP-U204-3

LaG-U204-3

LE-U20LE-3

PaP-U204-4

PaP-317-1

LaG-U204-4

LaC-U204-3

LaC-317-4

LaC-317-3

PaP-317-2

LaC-U204-1

LE-317-3

PaP-317-4

Las raices noduladas se cosecharon mediante dgseigre del suelo con
abundante agua, se separaron de las plantas yaseriacon agua destilada durante 15
min en agitacion. Las raices se colocaron en té#adson con una solucién X-gluc (5-
bromo 4-cloro-3indolil-b-D-glucurénido) 1mM en tadw fosfato sédico 50 mM, pH
7,5 con 1 % (viv) de SDS y se agregaron 200 pL eguk. El X-gluc se preparé
disolviendo 21 mg en 1 mL de dimetilformamida (DMFe conservé a -20°C, cubierto
de papel aluminio. Los tubos Falcon abiertos secembn en una campana en la que se
realizd vacio durante 3 min para que el sustratmfilre en el tejido. Los tubos se
retiraron de la campana, se taparon y permanecikn@mte 16 h a 37°C, en oscuridad.

3.5. OCUPACION DE NODULOS A CAMPO

Las semillas preinoculadas, las inoculadas de raarmavencional con la cepa
U204 y un testigo sin inocular se sembraron enyassque se instalaron en INIA La
Estanzuela, Colonia, sobre suelos del tipo BrunBstico Tipico el 23 de abril de 2012
y en INIA Tacuarembd sobre Litosol Eutrico Melaniea la localidad de Tambores, por
la Ing. Arg. Maria José Cuitifio y Diego Giorell@spectivamente. En la Figura 9 se
muestra el esquema de siembra en ambas zonas.
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Figura 9. Esquema de siembra para ambos tipos ele; s8I sin inocular
(Testigo), IC Inoculado Comun, PI Preinoculado.

Las semillas se sembraron en surcos superficiadgssu pequeiio tamafide 1
m de largo, separados entre si por 1 m para daitzwntaminacion, y se regaron en el
momento de la siembra. Para evitar contaminaciésesebrd el testigo sin inocular
primero. A los 60 dias se colectaron 25 plantas¢saon el pan de tierra. La densidad
de siembra fue de 2 kg/ha (0,2 g/surco de 1 myegmto por el peso de la semilla mas
el inoculante o preinoculado.

3.5.1 Aislamiento de bacterias de los nédulos

La ocupacion de nédulos por rizobios con los inactds ensayados se
determiné a los 45 dias posteriores a la sienblm@nddulos se lavaron con abundante
agua, y se esterilizaron superficialmente por immearl min en etanol 70 % en agua
(v/v), se enjuagaron con agua estéril, se tratatorante 3 min con solucion de
hipoclorito de sodio al 2 % en agua (v/v) y seizgabn 4 enjuagues sucesivos con agua
estéril. Los nddulos se colocaron en placas dei Fstiériles y se maceraron
individualmente. El macerado se sembré con ansasteias en placas de Petri con
medio YEM. Se incubaron a 27°C hasta apariciéonalenéas. Se hicieron 2-3 pasajes
en el mismo medio hasta obtener un cultivo puro.

3.5.2 Aislamiento del ADN gendmico de rizobios

A parir de colonias aisladas, sembradas y cre@ta8 mL de medio YEM
liquido, se aisl6 el ADN por lisado celular seguatifta (2013). A 1,5 mL de cultivo
con una D@ en el orden de 0,7 — 0,8 se centrifugo a 10.0005pnin. El precipitado
se resuspendié en 100 de NaOH 0,05 M y se incubd en un bafio a 100°@rdar4
min. El tubo se transfirié a hielo 2 min, se agregab00ul de agua MiliQ estéril y se
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centrifugd a 13.000 rpm 4 min. Se recogieron 10@e la parte superior y se conservo a
-20°C.

3.5.3 Amplificacion de ADN gendmico por PCR vy residn de perfiles

Para amplificar el ADN gendmico se usaron los celeslERIC (Versalovic et
al. 1991, de Bruijn 1992) y BOX (Menna et al., 2)Cuyas secuencias son:

ERIC1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3)
ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3)

BoxA (5 CTACGGCAAGGCGACGCTGACG -3))

Para amplificar con los cebadores ERIC, la reacd@®®PCR se llevo a cabo en
un volumen final de 25uL: AL de ADN gendmico, @L del cebador ERIC1 y ERIC2
(25 pmolfiL), 0,5uL de dNTPs (10 mM), O4L de Tagpolimerasa, 21L de MgCh (25
uM) y 2,5 puL de buffer NHSQ (10X). El programa de amplificacion utilizado fuke:
ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 1 min a 94°@id a 52°C, 6 min a 65°C y 1 ciclo
de 16 min a 65°C.

La amplificacion de ADN gendmico con BoxA se realizegun Agius et al.
(1997). La reaccion de PCR se llevo a cabo en uman final de 25l y consistié de 2
uL de ADN, 1uL de cebador boxA (1GM), 1 uL de dNTPs (10 mM), 0,4L de Taq
polimerasa, 2,;5L de MgCh (25 uM), 2,5uL de buffer NHSOQy (10X) y 2,5uL de BSA
(50 mg/mL). El programa de amplificacion utilizatiee: 1 ciclo de 7 min a 94°C; 30
ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 50°C y 2 min a 72°€Ciclo de 7 min a 74°C.

Los productos de amplificacién se separaron patret®resis en geles de agarosa
al 1,2 % (p/v), con buffer TBE 0,5 X (Tris, AcidodéBco, EDTA 0,5 M pH 8). Se
cargaron 5uL de ADN con 2uL de buffer de carga en cada pocillo, y como marcad
de peso molecular se usoul de Gene Ruler 1 Kb Plus DNA Ladder Fermentas
preparado segun las indicaciones del fabricantecadar de peso moleculapll (0,5
ug), buffer de carga AL y agua desionizadal. La corrida se llevé a cabo con voltaje
constante (10 V/cm) durante 2 h. Para evidencigkDN se incluy6é cada 75 mL de
agarosa 2,5L de “GoodViewR.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar el efecto de la temperatura sobredalacion, se crecieron plantas
in vitro en medio Jensen sin nitrégeno, inoculadas coada £J204, incubadas a 10, 15
y 24°C durante 21 dias. Los tratamientos de teryaréueron aplicados bajo un disefio
completamente al azar con 5 repeticiones por tiatdm En cada tubo (repeticion) se
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colocaron 3 semillas pre-germinadas al momento adent¢oculacion. La variable
analizada fue niamero de nédulos por planta prompdiotubo y se realizaron doce
conteos a lo largo del ensayo. Para el analissslissico de la cinética de nodulacion se
utilizé un modelo de regresion multiple, donde emparé el efecto de la temperatura
sobre la velocidad (pendiente) de nodulacion. Blisis de los datos se realizo con el
software Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

Para evaluar el efecto de la concentracién degatro sobre la nodulacién, se
crecieron semillas inoculadas con la cepa U204nderd3 dias en medio Jensen con
NOs, a concentraciones 0, 2, 4, 8 y 10 mM. Los tratatogere nitrégeno fueron
aplicados bajo un disefio completamente al aza#o@peticiones por tratamiento. En
cada tubo (repeticion) se colocaron tres semili@sgprminadas al momento de la
aplicacion de los tratamientos. Para la identifivacle diferencias significativas entre
tratamientos se realiz6 un andlisis de varianzauwwroR<0,05 para lo cual se utilizo el
software Infostat (Di Rienzo et al., 2010).

Para establecer la competitividad de las cepas YZ1Z, en relacion a las cepas
nativas presentes en 5 suelos, se sembraron, iedresl que contenian suelos de La
Estanzuela, La Carolina, Tambores, Paso de la laagurPalo a Pique, semillas
inoculadas con dichas cepas. Luego de 40 diasmgabilz6 la cantidad de nodulos
ocupados por las cepas marcadas. Los tratamiemtoapkcaron bajo un disefo
completamente aleatorizado con estructura factoeatratamientos. En cada cilindro
(repeticién) se sembraron 10 semillas y se utitizat repeticiones por arreglo factorial
de tratamientos (cepa vs suelo). Para la identificade diferencias significativas e
interacciones entre tratamientos se realiz6 unsimée varianza con un P<0,05 para lo
cual se utilizo el software Infostat (Di Rienzaaét 2010).

Para evaluar la ocupaciéon de nodulos cuando se laisanoculacion
convencional y la preinoculacion se realizaron dosayos, ambos con la cepa
comercial U204 como inoculante. Los ensayos salarsin en dos suelos con distinta
historia de inoculacién. A los 60 dias de sembra@magplantas se levant6 el ensayo. En
cada ensayo se aplicaron 3 tratamientos, inoculamavencional, preinoculacion y sin
inoculacion, bajo un disefio de bloques completogazalr con tres repeticiones por
tratamiento. En cada surco se sembraron 0,2 gidaeal momento de la inoculacion.
Para la identificacion de diferencias significativantre tratamientos se realiz6 un
analisis de varianza con un P<0,05 para lo cuatibeo el software Infostat (Di Rienzo
et al., 2010).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA NODULACION

Como la temperatura incide sobre la nodulaciorevedud su efecto en trébol
blanco. Para esto, se realizdé un ensayo en el @usaron las temperaturas minimas
promedio de los primeros 5 cm de suelo, de la émtda que se siembra esta
leguminosa en Uruguay y se determiné la cantidaddthilos formados. Las plantas
fueron crecidas vitro en medio Jensen sin nitrdgeno, inoculadas coeda £204 y se
incubaron a 10, 15 y 24°C durante 21 dias.

Las plantas cultivadas a 10°C desarrollaron s@odlws primeros foliolos, lo
que demuestra un crecimiento restringido, mientqas la nodulacion fue inhibida.
Seguidamente se dejaron crecer a 24°C en el edterglie se podria activar la
nodulacion y desarrollo vegetal aumentado la teaipea, pero esta condicion no
revirtié la nodulacion ni el crecimiento de lasmils. La inhibicion de la capacidad de
nodulacién por rizobios ocasionada por las bajaspésaturas del suelo, ha sido
comunicada en diferentes especies de leguminogadethann y Ham 1979, Richardson
y Syers 1985, Liu et al. 2011, Camargo 2012).

Cuando las plantas crecieron a 15 y a 24°C la@gardel primer nédulo fue
después del décimo y sexto dia respectivamentelL ves, el numero total de nddulos
por planta fue del orden de 1 para las crecidas®@ ¥ de 4 para las crecidas a 24°C
(Figura 10 A). Cuando se analizo la cinética deutedon entre el dia 8 y 22 a partir de
las rectas de regresion, se observaron diferersigisficativas (P<0,05) entre la
temperatura y el nimero de nédulos inducidos (kBigar. B).

En Trifolium vesiculosumSavi. la nodulacibn aumenta cuando las plantas
crecen a 25°C, en relacidén a cuando lo hacen ad &°82°C. Este rango de temperatura
del suelo puede ser usado para definir la temperabptima para la fijacion de
nitrdgeno, que es variable segun la especie waultEn soja se producen mas nédulos
en etapas tempranas del crecimiento a 25°C, mseigina una vez formados, para
desarrollar el tamafio maximo la temperatura 6pgma0°C, si se compara con cultivos
realizados a 15°C y 30°C. Si bien la temperatutandppara el desarrollo de trébol
blanco es de 24°C (Harris y Thomas, 1973), la ramidth de esta leguminosa se ve
favorecida con temperaturas en el rango entre 1Zb%C (Liu et al.,, 2011). Los
resultados de este trabajo coinciden en térmieoergles con los obtenidos en esta
tesis, ya que entre los 8 y 22 dias, la nodulaai@4°C resultd ser mayor que a 15°C.
Sin embargo, faltaria confirmar que el aumentolemimero de nddulos continde hasta
los 35°C.
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Figura 10. Cinética de nodulacion. A. Cinética ddulacion representada como
namero de nodulos promedio por planta para 15 ¢€.2B° Regresion lineal mdaltiple
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La temperatura promedio en los meses de otofio egudy (Cuadro 2) se
sittan entre 22 y 10°C, por lo que las siembrasptenas en el otofio (marzo),
resultarian las mas adecuadas para favorecer lalaoi@h. La recomendacion de no
realizar siembras tardias en el otofio se deberés, pala pérdida de la eficiencia en la
nodulacién por baja temperatura. De todas fornesgjriética de nodulacion no es el
anico factor a considerar a la hora de elegir lacapde siembra de una pradera.
Temperaturas similares se presentan en los megasmevera, y se podrian obtener los
mismos niveles de nodulacidon, pero en esta épocaedebra la sobrevivencia de las
plantas de trébol blanco se ve comprometida debidescaso desarrollo que tienen
cuando llega el verano, y a la alta probabilidacdbdéarencia de déficit hidrico en esa
época (Carambula, 2010).

4.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NITROGENO SOBRBA L
NODULACION

Para separar el efecto de la concentracion degeiti de otros factores que
inciden en la nodulacién, se crecieron semillagutadas con la cepa U204 durante 23
dias en medio Jensen con @ concentraciones 0, 2, 4, 8 y 10 mM. En la figuse
muestra la variaciéon de la concentracion del néndgcomo N@ en un suelo de
Uruguay entre junio y agosto. Las concentracioredNG: utilizadas en este ensayo
estan dentro de ese rango.

Como la concentracion de NCen suelo se expresa habitualmente en ppm,
para calcular las concentraciones ensayadas assgngo® el suelo presenta 50% de
material solido, 25% agua y 25% aire, cuando saerica a capacidad de campo, en los
primeros 20 cm de profundidad (Cuadro 10).

Cuadro 10. Equivalencia entre la concentracion @¢ Bn ppm y mM.

mM Ppm
0 0
2 5,6
4 11,2
8

1

22,4
0 28

4.2.1 Nodulacién con diferentes concentracioneN@g

El mayor nimero de nédulos finales se observo €plkntas crecidas a 0 mM
de NQ, concentracion que no se encuentra normalmeng @ampo (Figura 11). Este
tratamiento testigo fue, significativamente diféeea las plantas crecidas a 2, 4, 8y 10
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mM, a los 23 dias, tiempo final del ensayo. A su, antre estas concentraciones no se
observaron diferencias significativas en el nimeéeonddulos promedio por planta.
Como se observa en la Figura 11, el numero de agégubmedio por planta fue 57 %
mayor en las crecidas a 0 mM respecto a las creeidamM. Si bien no se encontraron
diferencias significativas, las plantas crecid2snaM de NQ presentaron un 61 % mas
nddulos que el siguiente mas nodulado, 10 mM.

(L)

442

nodulos por planta promedio

30
1.88
15 1 117
0.83
0,0+ I I I

it mM 2 mM 4 mM 8 mM 10 mM

Figura 11. Namero de nodulos por planta promediontEnero de nodulos se
determiné 22 dias después de la inoculacion.

4.2.2 Cinética de nodulacién seqgun la concentrad#®NQ’

Segun la concentracion de BlICen el medio, hubo diferencias significativas
(P<0,05) en la cinética de nodulacién (Figura Et).las plantas crecidas a 0 mM la
aparicion de los primeros nodulos ocurrié 5 diaspdés de la inoculacién. En las otras
concentraciones ensayadas, los primeros nodulosca@n al menos 3 dias mas tarde.
El mayor niumero de nédulos por planta promedio ratwen las crecidas a 0 mM,
presentando una tasa de aparicibn mayor a las damésntraciones, hasta el cuarto dia
después de la aparicién del primer ndédulo (Figiza A partir de ese momento la
velocidad de aparicion de nodulos disminuy¢ y fuglar a la cinética observada en las
concentraciones 2, 4, 8 y 10 mM de N@ue no presentaron diferencias significativas
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entre ellas. En esas concentraciones se obserincremento lineal en la aparicion de
nédulos hasta el dia 13 después de la aparicidpritie¢r nddulo (Figura 12). Segun Liu
et al. (2011) las concentraciones desNéh el suelo < 2mM estimulan el inicio de la
nodulacién en trébol blanco, lo que coincide carsultados obtenidos en esta tesis.

3.0
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z —
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g 30 /
iﬂ. == =='i: .
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S / / ety 1Y |
& / _/’ B 4mM
< / e - e 8N
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Figura 12. Cinética de nodulacion en distintas eatraciones de N

Liu et al. (2011) observaron que al aumentar etasudo de nitrégeno en el
medio, se produce una inhibiciéon de la nodulacid@pe@rcional a la concentracién de
éste. Sin embargo, en las condiciones experimandalesta tesis, a los 20 dias después
de la inoculacion no se observo esa respuestaraimadro de nédulos, ni en la cinética
de nodulacién entre las plantas crecidas a 2y4,BuM.

4.2.3 Consideraciones agrondmicas

En la Figura 13 se observa como las plantas cre@da mM de N@ si bien
tuvieron mayor nimero de nddulos, presentaron meremimiento que las crecidas a
concentraciones 2, 4, 8 y 10 mM. La menor noduraeid medio con N@se debe a que
la FBN supone un mayor costo energético que lareidsoy reduccion de éste desde el
suelo (Liu et al., 2011).
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Figura 13. Crecimiento de plantas noduladas erratifes concentraciones de
NOs. La linea roja representa un promedio de la alieréas plantas crecidas a 0 mM
de NG vy la linea azul el promedio de la altura de lasals crecidas a concentraciones
2,4,8y10 mM de N©.

Cuando se determind el nimero de nédulos no seédevasel tamafio de los
mismos, ni su color. De todas formas se apreciécol@acion mas rojiza y un mayor
tamafio en los nddulos de las plantas crecidasserolecentraciones de 0 y 2 mM. Esta
coloracion se debe a la leghemoglobina, que esausacho un indicador de la FBN
(Frioni, 1999).

Sundstrom et al. (1982), demostraron que el magso gle la masa nodular por
planta y la actividad nitrogenasa se daban a uneetdracion de 10 ppm de AQen
comparacién a concentraciones de 0, 20 y 40 ppMQie La maxima produccién de
materia seca se obtuvo a una concentracion 40 pAXCel.

En Uruguay la siembra de trébol blanco se realimacipalmente asociado a
gramineas perennes invernales, que presentan ghamitico de 10 ppm de NQal
momento de la implantacion. Esta concentracidricaripara la implantacion de las
gramineas perennes invernales coincide con lo sipper Sundstrom et al. (1982), en
cuanto a la mayor actividad nitrogenasa y masa lagdaunque no coincide con la
concentracion con la que se obtiene el mayor nuhkemddulos por planta. Al trasladar
estos resultados a la practica se encuentran agiifieultades cuando se realiza el
analisis de suelo. En los primeros 20 cm se asuraalistribucion homogénea del IO
en el perfil, que no se ajusta a la realidad poldqueoncentracién de NOdonde se
ubica la semilla (primeros cm de suelo) es supeHareste sentido hay una diferencia
experimental con la nodulacion a diferentes comaeitnes de N obtenidas en tubos,
donde la concentraciébn es homogénea. Al ajustdertilizacién nitrogenada, seria
recomendable considerar este aspecto.
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4.3 EVALUACION DE LA COMPETITIVIDAD DE DOS INOCULANTES EN
DIFERENTES SUELOS DEL URUGUAY

Se evalu6 la competitividad del inoculante comérgiade un inoculante
experimental, cepas U204 y 317 respectivamentereation a las cepas nativas
presentes en 5 suelos. Para esto se marcaron gen dkelatogusA a esas cepas y los
transconjugantes (U204usA y 317:gush) se usaron como inéculos de semillas de
trébol blanco, que se sembraron en cilindros quéeodan suelos de La Estanzuela, La
Carolina, Tambores, Paso de la Laguna y Palo aeRiQuadro 8). Luego de 40 dias se
contabilizé la cantidad de nddulos ocupados pocdggms marcadas, respecto al total de
nodulos. Para esto las raices noduladas se ingubarpresencia del sustrato Xgluc. Los
nddulos que se colorearon de azul estaban ocupexdda cepa marcada. En la Figura
14 se muestran nodulos inducidos por los transganpes y por las cepas nativas en
diferentes suelos.

Cuando se analizé el nimero de nédulos ocupadob2@4:gusArespecto a
los ocupados por 31gusA en suelo de La Estanzuela, se observo qued@isAocupo
el 52 % de los nddulos mientras que U2(4sA el 21 % (Figura 15). Este fue el Unico
suelo en donde se encontraron diferencias sigtifesa en la fraccion de ndédulos
ocupados por las cepas U204 y 317. En los suelas d&arolina, Tambores y Paso de
la Laguna los porcentajes de ocupacion de noduosupbas cepas fue similar (Figura
15). Una situacién intermedia se observo en PaRigae donde la cepa nativa 317
ocupd el 62 % de los nodulos y el inoculante corakild204 el 37 %, aunque la
diferencia entre ambos tratamientos no fue estealisénte significativa (P<0,05).

Cuando se compardé la diferencia en la ocupacionddilos en los distintos
suelos, la fraccién de nddulos ocupados por la cepeercial U204 y la cepa nativa 317
en La Estanzuela, La Carolina y en Palo a Piquenfenor a la observada en Paso la de
Laguna y Tambores (Figura 15). Tanto en La Carotiomo en La Estanzuela, la
practica de inoculacion se realiza desde hace mé8 dfios, de manera que estos suelos
se encuentran bacterizados. Esto podria explisarelsultados obtenidos en la medida
gue en los suelos sin bacterizar, el porcentajgddelos ocupados por el inoculante fue
claramente mayor.

Dutto (2002) consideré que una de las situaciomelslgmaticas que se pueden
presentar en la nodulacion de trébol blanco, esaerpos sin historia de tréboles, dado
que puede estar presente un trébol natimafolium polimorfum cuyos rizobios
asociados son capaces de formar nodulos inefectivgmrasitos en los tréboles
sembrados.
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Figura 14. Ocupacion de nédulos por dos inoculaateslistintos suelos. Las
cepas usadas como inoculantes, marcadagu®y indujeron nédulos que en presencia
del sustrato Xgluc tomaron color azul.
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Figura 15. Porcentaje de nddulos ocupados por Esasc usadas como
inoculantes y las cepas nativas. U204 es la cegp@dausomo inoculante comercial para
tréboles y 317 una cepa nativa promisoria comoulamte para tréboles.

En los suelos de Tambores y Paso de la Laguna,asasip antecedentes de
trébol blanco, no parece haber ocurrido infeccionrzobios nativos parasitos porque
la mayoria de los nddulos estaban ocupados parejsss usadas como inoculante. Sin
embargo, la presencia de esos rizobios puede seausa de que en Palo a Pique
(campos sin antecedentes de trébol blanco) laifraate nddulos ocupados por las
cepas usadas como inoculantes haya sido signiicaéinte menor (P<0,05) que en los
suelos de Tambores y Paso de la Laguna, y estasii&nte igual a los suelos de La
Carolina y La Estanzuela (Figura 15).

Aun cuando el porcentaje de ocupacion de ndédulodapoepa comercial fue
inferior en el suelo de La Estanzuela, como coresswma del alto nimero de nédulos
totales por planta, el numero de nédulos por planrttacidos por esta cepa fue el mayor
(Figura 16). Lo contrario ocurrié en los suelosLdeCarolina y Palo a Pique, donde el
namero de nédulos ocupados por la cepa comeraaélfunas bajo. La ocupacion de
nodulos por las cepas usadas como inoculantestierenedia en los suelos de Tambores
y Paso de la Laguna respecto a La Carolina, PAlgue y La Estanzuela (Figura 16).

Es interesante observar como el niumero total delagacupados por la cepa

317 fue siempre mayor o igual a los ocupados pacepa U204, de manera similar a lo
gue sucedié cuando se analizé como porcentajeugmoidn de nédulos (Figura 16).
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Figura 16. Numero de nddulos por planta promedigpados por las cepas 317
y U204 marcadas cogudA. Las lineas verticales indican el desvio estangaios
nameros sobre ellas el valor del nUmero de n6cadates por planta promedio.

4.4 EVALUACION DE LA NODULACION EN SEMILLAS PREINOTILADAS Y
CON INOCULACION CONVENCIONAL

La preinoculacion consiste en inocular semillas iargd procesos industriales,
lo que da cierta flexibilidad en la logistica dersbra por permitir almacenar la semilla
por 30 dias, durante los que se conserva la \dablile infectividad de las bacterias. En
el caso de la inoculacion convencional, realizaotagh productor, pueden ocurrir fallas
en la aplicacion del inoculante, ademas de semadoc¢l tiempo de almacenaje de las
semillas a poco mas de un dia una vez inoculadata kRl momento de la siembra.

Se realizaron dos ensayos para evaluar dos esasatdg inoculacion, la
convencional y la preinoculacion. Para esto se aida cepa comercial U204 y los
ensayos se instalaron en dos suelos contrastagés & historia de inoculacion: en La
Estanzuela, Colonia (Brunosol Eutrico Tipico) com larga historia de inoculacion y en
Tambores, Tacuarembo (Litosol Eutrico Melanico)aimecedentes de inoculacién. Los
tratamientos fueron, inoculacion convencional,mveulacion y sin inocular.
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Los ensayos se cosecharon 60 dias después denlaraig se extrajeron los
nddulos de las raices principales y secundarieaes qraailizar su ocupacion. Para esto se
aislaron rizobios y se extrajo ADN genomico, queaseplific6 por PCR con los
primers ERIC para identificar los aislados del ensayo deHstanzuela y BOX para
identificar los aislados de Tacuarembd. En lasfagud7 y 18 se muestran tres geles
representativos de perfiles genémicos de cada,ldgarada tratamiento.

En los suelos de La Estanzuela se observé unadgrarsidad de cepas, tanto
en los tratamientos inoculados como en el testigonscular. Esto corrobora que son
suelos bacterizados, consecuencia de una largaidiste inoculacion (Figura 17). Lo
contrario se observo en los suelos de Tacuarembdoede la diversidad de cepas
encontradas fue menor que en los suelos de Laztstian Esto indica que se trata de un
suelo no bacterizados (Figura 18).

En La Estanzuela no se encontré diferencia edimleno de nédulos ocupados
por el inoculante cuando se compard la estrategipréeinoculacion con la inoculacién
convencional (Figura 19), tanto en raices prineipaomo en secunadrias. El porcentaje
de ocupacion de nddulos por la cepa comercial Ensé# fue menor al 10 %, tanto en
raices principales como secundarias. Tampoco sendiearon diferencias significativas
(P<0,05) en la ocupacion de nddulos entre el tiatam inoculado convencional y
preinoculado, con el testigo sin inocular (Figugd. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Schumpp y Deakin (2010) que repagtaen un 90 % de los casos la
inoculacion con rizobios no tendria efecto sobneddulacion.

Contrariamente a lo observado en La Estanzueldaenarembd se encontro
un alto porcentajes de nédulos ocupados por la cepeercial, mayor al 90 % en el
tratamiento con inoculacion convencional y tamb&m el preinoculado, cuando se
analizaron nédulos de raiz principal y de raiz sdada. El testigo no presentd nédulos
ocupados por el inoculante (Figura 19). En estdosse determind una diferencia
significativa en la ocupacion de nodulos por elcidante comercial entre los dos
tratamientos inoculados y el testigo sin inocuato evidencia por un lado la necesidad
de inocular en suelos sin antecedentes de inoéulg€iutto, 2002) y por otro, que la
historia de inoculacion es la principal responsaleléos porcentajes de ocupacion, y no
la técnica de inoculacion utilizada. La preinocidacpodria ser una tecnologia que
facilite las actividades de siembra, aunque swealen el tiempo sea acotada y requiera
inocular el lote para asegurar la implantacionagureos suelos donde hay alta respuesta
a la inoculacion.

Los resultados obtenidos en La Estanzuela en @uanka ocupacion de
nddulos por el inoculante fueron similares a losenidlos en el marco del proyecto
FONTAGRO FTG 787/05 de 200&n el que se observo que el impacto de la
inoculaciéon es menor en suelos con larga hist@i@maculacion.
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Figura 17. Perfiles ERIC de aislados de nddulosetshyo realizado en La
Estanzuela. A. preinoculado, B. inoculado convemaiy C. sin inocular. PM indica el
marcador de peso molecular, T corresponde al peefilinoculante comercial usado
como control. Los perfiles indicados con una flecberesponden a cepas que tienen al
menos 60 % de las bandas iguales al control, yossideran iguales entre si. Los *
indican nodulos inducidos en raices secundarias garriles sin asterisco a aislados de
ndédulos de raiz principal.
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Figura 18. Perfiles BOX de aislados de ndédulos efedayo realizado en
Tacuarembd. A. preinoculado, B. inoculado convemaigy C. sin inocular. El ensayo se
realiz6 en Tacuarembd. PM indica el marcador d peolecular, T corresponde al
perfil del inoculante comercial usado como conttals perfiles indicados con una
flecha corresponden a cepas que tienen al men#sdi®las bandas iguales al control, y
se consideran iguales entre si. Los * indican raxliiducidos en raices secundarias y
los carriles sin asterisco a aislados de nodulaaiderincipal.
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franccion de nédulos ocupados por U204

Figura 19. Fraccion de nodulos ocupados cuandouse inoculacion
convencional y preinoculacién. Las dos formas decufacion se ensayaron en dos
suelos, uno con historia de inoculacion (La Estal@uw otro sin historia (Tacuarembd).
Se analizaron nodulos de raices principales y skrias de cada tratamiento y lugar.
Las lineas verticales indican el desvio estandar.

En las raices secundarias, si bien no se regstrdiferencias significativas
(P<0,05) en la fraccion de nédulos ocupados regpadias raices principales, en el
tratamiento preinoculado y el inoculado convendiora observd que la fraccién de
nddulos fue siempre menor en valor absoluto (Fig@a Este resultado no concuerda
con el reportado en el proyecto Fontagro FTG 78d©32008 en relacion a que el
inoculante comercial indujo nédulos en la raiz gpal, pero en las raices secundarias
los nddulos estaban ocupados casi exclusivamenigepas nativas.

En el Cuadro 1llse resume el total de nodulos analizados por gittcatamientos
(inoculacion convencional y preinoculacion) y seluyo el control sin inocular. En total
se analizaron 419 perfiles gendmicos de rizobisk@ds de nodulos de tratamientos
instalados en Tacuarembd y en La Estanzuela. Siddiaumero de perfiles analizados
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es alto, fue algo mayor en La Estanzuela (223)eju&acuaremb6 (196), debido a que
las plantas en este ultimo sitio siempre tuvieronnuenor desarrollo y namero de
nodulos respecto a las carecidas en La Estanzuela.

Cuadro 11. Numero total de noédulos analizados cuase realizé inoculacion
convencional y preinoculacion.

Numero de nédulos analizados por tratamiento

Lugares de Raices Inoculado Preinoculado Sin inocular
ensayo convencional

La Estanzuela Primaria . 33 37 56
Secundaria 38 36 23

Total de nédulos analizados 71 73 79
Tacuarembb Primaria _ 54 44 24
Secundaria 14 19 41

Total de nédulos analizados 68 63 65

La diferente topofisis de los nédulos importa @esdpunto de vista productivo,
ya que a igualdad de masa nodular, los nédulosamtgudios en la raiz principal cercanos
al cuello de la planta, tienen actividad nitrogenaspecifica varias veces superior a los
de las raices secundarias, posiblemente como amrsga de un mayor suministro de
fotoasimilados (Racca y Collino, 2006).

En trébol rojo la presencia de cepas nativas enddsilos distales sugiere que la
competencia o persistencia de la cepa comercial snelo es insuficiente para ocupar
esos nodulos. Asi, a partir del 6to u 8vo mes,itebdbgeno fijado provendria de los
nddulos ocupados por las cepas nativas por lo geoan menor eficiencia que la cepa
comercial o directamente de cepas parasitas. De festna, el beneficio de la
inoculacion es relevante en la implantacion ddbdréojo, particularmente en suelos
donde no hay historia previa del cultivo, ya quictdimente el beneficio se extienda
durante un tiempo mas prologado en la vida dedata) debido a que entre los nédulos
que se forman en las raices nuevas predominamthgidos por las cepas nativas
(Batista, 2013). Los resultados obtenidos en e fpara trébol balnco difieren de
estos, pero falta establecer el tiempo en queddsios de tréboles son funcionales y si
esto puede incidir en la reinfeccion.

De cualquier forma, aun en suelos bacterizadospstb de la inoculacion en
relacion al costo de implantacion de una praderawgsbajo, aunque conlleva una tarea
extra y una minima operativa que se elimina carselde semilla preinoculada, ademas
de evitar inconvenientes en el proceso de inoaacdnvencional.
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5. CONCLUSIONES

1. En condicione#n vitro:

a. La cinética de nodulacion del inoculante comerdiaD4 disminuye con
la temperatura y es critica debajo de 10°C, termyrargromedio que se
da a fines de otofio principios de invierno. En estetido la siembra
tardia compromete la nodulacion.

b. La nodulacién no varia en concentraciones detaifracuentes en suelos
entre 2 y 10 mM, pero se incrementa a concentrasionenores a 2
mM, infrecuentes en suelos.

2. La cepa nativa 317, promisoria para ser usadaocmoculante por su
eficiencia simbiodtica, lo es también por su contpédiad en distintos suelos dado que
ocupa igual o mas nédulos que la cepa usada camaolante comercial.

3. El porcentaje de nddulos ocupados por los irmmtas (317 y U204) estd mas
relacionado con la historia del uso de inoculaatets suelos, que con la cepa utilizada
como inoculante.

4. El nimero de nédulos ocupados por el inoculantdepende de la practica
de inoculacion (convencional o preinoculacion) p&irde la historia de inoculacion del
predio porque en los suelos no bacterizados laawidip de nédulos por el inoculante es
mayor que en suelos bacterizados.

5. Las técnicas de identificacion de cepas utiizad®CR y genes delatores,
facilitan la evaluacion de la competencia de celpa permitira:

a. Incorporar el criterio de competencia en lacgéd® de cepas a ser utilizadas

como inoculantes.

b. Evaluar la eficiencia simbidtica (produccionldemasa) de los inoculantes

en relacion a las cepas presentes en los nédulos.

c. Evaluar mayor niamero de nédulos, respecto gueseran posibles evaluar

con técnicas convencionales.
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6. RESUMEN

Inicialmente se determiné el efecto de la tempeaagude la concentracion de nitrégeno
combinado sobre la nodulacién de trébol blanco gloinoculante comercial para
tréboles usado en Uruguay, cepa U20Rteobium leguminosarunhas temperaturas
ensayadas fueron las promedio de los meses de (dfid5 y 10°C) y se estimé la
cantidad de nodulos formados en cada situaciénplaagas crecierom vitro en medio
Jensen sin nitrégeno durante 21 dias. A 10°C sbldesarrollaron los dos primeros
foliolos y no hubo nodulacion y a 15 y 24°C la @&péan del primer nédulo fue,
respectivamente, después del décimo y sexto dia i@culacion. El nimero total de
nodulos por planta fue del orden de 1 para lasdas@ 15°C y de 4 para las crecidas a
24°C, y hubo diferencias significativas en la tdsanodulacion entre 15 y 24°C. El
efecto de la concentracion de N@®obre la nodulacion se determino a los 23 dias, en
plantas crecidam vitro en medio Jensen con N@, 2, 4, 8 y 10 mM, concentraciones
posibles de encontrarse en suelos del Uruguayplaadas crecidas a 0 mM de BIO
desarrollaron mas nédulos que las plantas creddas2, 4, 8 y 10 mM. Entre estas
concentraciones no hubo diferencias significatieasel nimero de ndédulos promedio
por planta. Para evaluar la competitividad del udaate comercial y de la cepa nativa
promisoria 317 en relacion a las cepas nativaseptes en 5 suelos, las cepas U204 y
317 se marcaron con el gen delagusA. Los transconjugantes (U204usA vy
317:gush) se usaron como indculos de semillas de trélanidm, que se sembraron en
cilindros que contenian suelos de La EstanzuelaCamlina, Tambores, Paso de la
Laguna y Palo a Pique. A los 40 dias después dietabra, en suelo de La Estanzuela
U204:gusA ocupo el 21 % de los nddulos y 3HUA el 52 %. Este fue el Unico suelo
en donde se encontraron diferencias significaterasa cantidad de nddulos ocupados
por estas cepas. En los suelos de La Carolina, di@sibPalo a Pique y Paso de la
Laguna no hubo diferencias significativas en lapacion de nédulos entre U204 y 317.
Cuando se compar6 el porcentaje de ocupacion delosén los suelos con distinta
historia de inoculacion, el porcentaje de nddulogpados por estas cepas fue menor en
La Estanzuela, La Carolina y Palo a Pique, respgadaso de la Laguna y Tambores.
La preinoculacion se evaluo respecto a la inocdfaconvencional con la cepa U204.
Los ensayos se realizaron en La Estanzuela, soetofarga historia de inoculacion, y
en Tacuarembd, en suelos sin antecedentes de acgnul En La Estanzuela no se
encontraron diferencias significativas en la ocigrace nodulos entre el tratamiento
inoculado convencional, preinoculado y el testigoisocular. Los nédulos ocupados
por U204 fueron menores al 10 %, en raices pritespa secundarias. En Tacuarembo,
los noédulos ocupados por U204 fueron mayores al¥®Canto con inoculacion
convencional como con preinoculacion, mientras guéestigo no presenté nddulos
ocupados por U204. No hubo diferencias signifieatien la ocupacion de nédulos entre
ambas técnicas de inoculacion en este suelo, rertzacio.

Palabras clave: Leguminosas; FBISA; PreinoculacionRhizobium leguminosarum
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7. SUMMARY

The effects of temperature and combined nitrogenceotration on white clover
nodulation by the commercial inoculant for clovarsed in Uruguay,Rhizobium
leguminosarumU-204 strain, were determined. The temperaturesede were the
average of the autumn months (24, 15 and 10°CYfedumber of nodules formed in
each situation were evaluated. The plants were miawitro in Jensen medium without
nitrogen during 21 days. At 10°C only the first tleaflets developed and there was no
nodulation. At 15 and 24°C the first nodule appédatter the tenth and sixth day of the
inoculation, respectively. The total number of nleduyper plant was in the order of 1 for
those grown at 15°C and 4 for the ones grown aC24hd significant differences
occurred in the rate of nodulation between 15 addC2 The effect of N®
concentration over the nodulation was determineézBatays, in plants grown in vitro on
Jensen medium with NOO, 2, 4, 8 and 10 mM concentrations, possibleeslio be
found in Uruguayan soils. The plants grown in O rNKs” developed more nodules that
plants grown with 2, 4, 8 and 10 mM. Among thesacemtrations there were no
significant differences in the average number oflules per plant. To evaluate the
competitiveness of the commercial inoculant andativa promising strain, 317, in
relation to the native strains present in 5 sdili204 and 317 strains were marked with
the gusA reporter gene. Transconjugants (U204X and 317.gusA) were used as
inoculants of white clover seeds, sown in cylindssataining soils from La Estanzuela,
La Carolina, Tambores, Paso de la Laguna and P&aae. After 40 days of the
sowing, we observed that in La Estanzuela therstd&04:gusA occupied 21 % of the
nodules and 31GudA the 52 %. This was the only soil where significdifferences
were found in the number of nodules occupied bysdhstrains. In La Carolina,
Tambores, Palo a Pique and Paso de la Lagunawasrao significant differences in
the percentage of occupancy of nodules between @2a@4317. When comparing the
percentage of occupancy of nodules in soils wiffedint history of inoculation, the
percentage of nodules occupied by these straing \Wwever in La Estanzuela, La
Carolina and Palo a Pique, regarding Paso de larlaagnd Tambores. Pre-inoculation
was evaluated in relation with the conventionalciration with the strain U204. The
rehearsals were performed in La Estanzuela sotls avlong history of inoculation, and
in Tacuarembd, with no history of inoculation. Ina LEstanzuela no significant
differences were found in nodule occupancy betwammventional inoculated
treatments, pre-inoculated and the control withoatulation. The nodules occupied by
U204 was lower than 10% in the main and secondaoisr In Tacuarembd, the nodules
occupied by U204 was greater than 90% with bothveptional inoculation and pre-
inoculation, while the control showed no nodule ugmed by U204. No significant
differences in nodule occupancy among the two ilatimn techniques in this soil not
bacterized was detected.

Key words: Legumes; FBNjusA Pre-inoculationRhizobium leguminosarum
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